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Editoriale

apecie nesponsabili, pin frequentemente iselate, sane rappresentate dalla

Candida albicans, Candida trepicalis, Candida glabrata e Cryptaceccus
neafovmans. Si pensi ad esempio che le infezioni sistemiche da Candida spp. senc
aumentate del 5007, negli anni ""80 e centinuane ad aumentare anche negli anni ""90.
Questo componta un incremente della mantalita e della degenza media aspedaliena con
un silievo, anche ecenomice, significative.

Behﬁvziardda&budi,hquwﬁuﬂ&?nidwdanni,ommmtantemm.ﬁe

Paiché nen tutti i lieviti sane pategeni, giustamente U'intenesse dell'autore si é
seffexmate prima di tutte sulla Candida alliicans, sicuramente ba pid vilevante
epidemialogicamente, analizzande cen una profenda cenoscenza dell'argomente tutti i
meccanismi che stanne alla base della pategenicita di gueste lievita e degli altyi di
maggion interesse per L'ueme.

Vengana quindi passate in wassegna le pid necenti acquisizioni sulla pategenicita
andande ad analizzare i meccanismi a livella genetico e quindi tutte le molecale che
entranc nel meccanisme. di intenazione tua ospite e lievito: dalle fimbrie alle adesine,
dagli enzimi alle emalisine che, selibiene non alibiiance le stesse caratteristiche di intensita
delle esatossine batteviche, pur nappresentanc una specifica aziene di vivulbenza.

Sicunamente nei meccanismi che deteuninana la patogenicita di questi lieviti, e della
Candida in paxsticelare, una rucle silevante viene rivestite dalle state immunitatio
dell'individue, questo vale sepratutte per i nuovi pategeni chie stanne emergende in
questi ultimi anni. Sna questi la Malassezia furfur ed il Trichesporen beigelii e tanti
altii che interessanc seprattutte i pazienti immunodepressi, (pazienti affetti da una
cendiziene di immunadeficienza, trattamenti antibiotici o conticastercidei e altre
pataelagie) appure i neenati e gli anziani che pii facilmente passenc sviluppaze le
manifestazioni cutanee o sistemichie.
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Questa valume rappresenta un approfondimento di argomenti gia affrentati in
questa collana (vedi Caleidoscapio 47, 75 e 82) e la lettura di questa menografia
sisultend sicunamente facilitata da vivisitaziene delle conascenze di base sui lieviti.

JL dettor Undreani, che abliiame. gid avute mode di cencscere ed apprezzane, prapric
su questi temi, ha conseguita il diploma di baurea in Medicina e Chirurgia presse
CUnivensita di Terina e successivamente quella di specializzazione in Biologia Clinica
presse. CUnivewsita di Favia.

Fnima assistente presse il Laboratorio di Micwobiclogia dell Ospedale Maggiore di
NMavara é attualmente Dirigente di I.J. bivello presse lo stesse Lalioratorio.

Uutore di numerase pubiblicazieni, sempre su temi di batteriologia e micelogia, fa
sicenuuto numenosi icenascimenti per C'oniginalita dei Suoi studi. Docente in Consi di
Mtwlagta promossi dabCAMCLI. é stato nelatare in numenosi Congressi specialistici

e Micvabiioclogi. Contiame ancona in future di poter contare sulla Sua competenza
pwaf{bwn&vwmganwnu&gaaaqcmlaowawmeaotemafuaddaemteu

Sergio Rassu
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Introduzione

Di recente, sono state portate all'attenzione del campo medico due volu-
minose opere italiane di interesse micologico, "Fondamenti di Micologia Cli-
nica" (AMCLI, 1993) e "Micologia medica" (Esculapio, 1993), in cui sono stati
dettagliatamente riportati aspetti clinici, epidemiologici e terapeutici delle
infezioni fungine. In tali opere, I'argomento relativo alla patogenesi delle
micosi e ai meccanismi di patogenicita dei miceti, ha trovato riscontro in
ampie disamine, emergendo in ogni caso l'indicazione, stante il costante
progredire di conoscenze su questi miceti, della opportunita, se non la
necessita, di procedere a sistematici aggiornamenti, o, come nel nostro caso,
a tentativi di aggiornamento, proprio su quelli che vengono definiti fattori di
virulenza o molecole di patogenicita dei lieviti.

Una rassegna, sia pure sintetica, sulla patogenicita a livello umano di un
organismo, sia esso unicellulare o pluricellulare o, piu specificatamente, sul-
la sua virulenza, intesa come rapporto tra aggressivita dell'agente infettante
e resistenza dell'ospite, non puo che riproporre, talune problematiche che si
riferiscono a:

- attualita in tema di manifestazioni patologiche indotte dall'agente
patogeno a livello dell'organismo umano ed eventuali huovi aspetti clinico-
epidemiologici di tale patologia;

- collocazione dell'agente patogeno nell'ambito di una specie e ricerca di
una sua individualitd - biotipo o clone - che ne giustifichi la virulenza;

- descrizione di presunte o accertate molecole di patogenicita del paras-
sita in funzione di proprieta adesive, invasive e tossiche,

- interazioni ecologiche o ambientali con altri microrganismi;

Per quanto riguarda il primo punto, appare indubbio che, per cause mol-
teplici, si sia assistito in questi ultimi anni ad una notevole recrudescenza di
manifestazioni morbose indotte da lieviti del genere Candida e cio, in parti-
colare, nel contesto di ambienti ospedalieri, soprattutto, per cause stretta-
mente correlate con le condizioni immunitarie dei ricoverati, con il tipo di
terapia o per le modalita di taluni interventi diagnostici e curativi. Nello
studio di queste manifestazioni, non & naturalmente mancato il quesito se,
come per altri miceti e, in genere, per i microrganismi patogeni, e possibile
ritenere che nell'ambito della specie patogena esistano o vengano selezionati
cloni o biotipi in grado di esprimersi con maggiore virulenza. Lo stesso que-
sito & valso evidentemente anche per quanto riguarda le condizioni variabili
di reattivita dell'ospite, laddove, ciog, si e stabilito un generico stato di im-
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munosoppresione, condizione fondamentale, come é noto, nella genesi delle
candidosi e di altre infezioni da lieviti. Appaiono, pertanto, piu che giu-
stificate, sul piano diagnostico, tutte quelle indagini rivolte alla identificazio-
ne fungina intraspecie, che, oltre a consentire importanti valutazioni di ca-
rattere clinico-epidemiologico, possono validamente concorrere nella pre-
cisazione di biotipi o cloni specificatamente coinvolti nel processo infettivo.

Nell'esame delle molecole di patogenicita che contraddistinguono lieviti
patogeni, come C.albicans e C.neoformans, non si sono configurate, in genere,
sostanziali diversita, sia sul piano topografico che nei meccanismi d'azione,
tra quelle espresse dai lieviti e quelle espresse da batteri patogeni, per il
fatto che entrambe trovano riscontro in strutture di superficie coinvolte in
processi di adesivita e di invasivita. Al contrario, una notevole distinzione
puo essere operata nell'ambito dei prodotti extracellulari, in quanto nei
lieviti patogeni verrebbero a mancare proprio quelle molecole di esotossicita
specifica che contraddistinguono molte specie batteriche, mentre sostanze
endotossiche prodotte dai primi non sarebbero comunque paragonabili alle
endotossine batteriche per intensitad e potenza. Sempre per i suoi riflessi in
tema di patogenicita, una piu importante e forse fondamentale distinzione
tra alcuni lieviti patogeni, come C.albicans e batteri patogeni, si evince dalla
transizione dimorfica e dalla instabilita fenotipica dei primi, anche se, come
¢ stato accertato da tempo Salmonella typhi murium, Borrelia hermsii, Neisseria
gonorrhoeae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa nell'ambito delle cellule
procariote e Trypanosoma brucei tra i protozoi, hanno sviluppato sistemi di
variabilita che spontaneamente generano varianti antigeniche nelle
popolazioni infettanti. In ogni caso, proprio la transizione dimorfica di
C.albicans starebbe ad indicare che taluni organismi hanno sviluppato la
capacita di variare in senso fenotipico non solo in rapporto al ciclo di
sviluppo, ma anche grazie ad una generazione spontanea che ripropone
guella evoluzione primaria concepita da cellule ancestrali per sfuggire ai
cambi ambientali e agli sviluppi immunitari dell'ospite.

Le infezioni umane da lieviti, come d'altronde ogni infezione fungina,
oltre a comportare una attenta valutazione di svariate condizioni predispo-
nenti, non disgiunte dalle possibilita immunosoppressorie dell'agente infet-
tante, pongono naturalmente in primo piano lo stato di immunita naturale e
I'evolversi dell'immunita umorale e cellulo-mediata dell'ospite. Queste in-
fezioni, inoltre, siano esse superficiali o profonde, non sono controllate da un
singolo meccanismo, ma richiedono l'intervento, sovente intrecciato, di piu
sistemi di difesa, con aspetti diversi a seconda del paziente, da cui le non
poche difficolta che si affacciano allorché si voglia uniformare la risposta
immunitaria nelle infezioni da C.albicans e di altri lieviti patogeni.
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Patogenicita dei lieviti su basi clinico-
epidemiologiche

E’ stato fatto piu volte osservare che il considerare i miceti come orga -
nismi virulenti opportunisti induce a ritenere che tutti i miceti siano provvisti
di fattori di virulenza o molecole di patogenicita, anche se in grado di
manifestare tale proprieta solo in particolari condizioni. In realta, solo un
numero relativamente modesto di specie fungine e, tra queste, alcune specie
di lieviti (Tav. 1a) sono state piu frequentemente chiamate in causa come
agenti etiologici di infezioni locali o disseminate (16). Cid, non esclude,
naturalmente, che altre specie di lieviti possano venire correlate, sul piano
etiopatogenetico, con le piu svariate forme morbose. L'impiego di moderni
metodi diagnostici, tra cui, in primo piano la polymerase chain reaction,
applicati nelle analisi di campioni di sangue, liquido cefalorachidiano,
escreato, essudato vaginale e di altri materiali di provenienza umana ha
consentito, infatti, non solo di ampliare lo spettro di miceti di interesse
medico, ma anche di accertarne talora specifici requisiti di patogenicita(38)
(60). Cosi, in micologia, accanto a funghi responsabili di feoifomicosi e
ialoifomicosi, considerati come organismi patogeni emergenti, possono
agevolmente collocarsi anche alcune specie di lieviti ritenute sino ad oggi dei
comuni commensali (67).

Forma anamorfa Forma teleomorfa

Blastoschizomyeces capitatus
Candida albicans

Candida (Torulopsis) glabrata
Candida tropicalis

Candida parapsilosis

Candida guilliermondii Pichia guilliermondii

Candida kefyr Kluyveromyces marxianus

Candida krusei Issatchenkia orientalis

Candida lusitaniae Clavispora lusitaniae

Cryptococcus neoformans var.neoformans | Filobasidiella neoformans var.neoformans
Cryptococcus neoformans var.gattii Filobasidiella neoformans var.gattii
Candida pelliculosa Hansenula anomala

Malassezia furfur
Saccharomyces cerevisiae
Trichosporon beigelii (cutaneum)

Tavola la. Specie di lieviti di interesse clinico (1).
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Patogenicita interspecie

Sul piano epidemiologico, stante I’elevata frequenza con cui sistematica-
mente C.albicans e, con essa, altre specie di Candida, vengono repertate in
materiali patologici di provenienza umana, le infezioni provocate da lieviti
vedono ancora in primo piano la candidosi. Non sono mancate, anche in
epoca recente, interessanti osservazioni sulla distribuzione dei lieviti in tali
materiali e sul variare di questa distribuzione nel corso degli anni. Infatti,
mentre C.albicans rimane la piu frequente causa di fungemia e di candidosi
disseminata, in piu localita é stato accertato un aumento significativo di
infezioni provocate da C.tropicalis, C.parapsilosis, C.krusei, C.lusitaniae e
C.glabrata. A questo proposito, nell’ambito delle numerose casistiche rese
note in questi ultimi anni, pud essere segnalata quella raccolta in un ospe-
dale di Gottinga, dove lo spettro delle specie fungine in materiali clinici,
valutato nel periodo 1987-1988, prima della introduzione terapeutica di
fluconazolo e nel periodo 1991-1992, é risultato notevolmente modificato.
Alla diminuzione del numero di C.albicans e alla stabilita del numero di
C.tropicalis corrispose, infatti, un raddoppio nella frequenza di C.glabrata,
tanto che quest’ultima si configuro seconda dopo C.albicans. Contempora-
neamente, venne registrato un aumento di C.krusei nelle secrezioni bron-
chiali, una piu elevata incidenza in tutti i materiali di C.guilliermondii, C.kefyr,
C.lipolytica e, infine, una maggiore frequenza di associazioni di altre specie di
lieviti con C.albicans (9). Di rilievo, anche le osservazioni condotte dal 1984-
1991 presso un Centro ustionati di Los Angeles, dove, a partire dal 1986,
epoca in cui venne applicata sistematicamente una terapia topica con nista-
tina, C.rugosa, segnalata solo in alcuni rari casi di infezione disseminata in
immunosoppressi e di fungemia catetere-associata, risultd sempre piu coin-
volta in casi di fungemia e di colonizzazione cutanea (23).

C.albicans e altre specie di Candida, occupano un posto significativo
nell’ambito della epidemiologia delle infezioni ospedaliere. Secondo recenti
statistiche, in taluni ambienti nosocomiali, le candidemie sarebbero notevol-
mente aumentate di frequenza, assestandosi, in media, su valori dell’8-10%
delle emocolture positive. Osservazioni analoghe sono state fatte presso
I’'Ospedale Maggiore di Novara, dove, inoltre, nell’ambito di alcune migliaia
di stipiti isolati nel corso di 6 anni, quelli corrispondenti a C.tropicalis,
C.krusei, C.parapsilosis, C.glabrata e, soprattutto, a T.beigelii sono risultati in
aumento negli ultimi anni (Tav. 1b) (2). Darilevare, in quest’ultimo caso, che
tale aumento di isolamento puo essere correlato con una maggiore frequen-
za di indagini praticate presso taluni reparti ospedalieri.

In vista di eventuali misure di prevenzione e, comunque, nella imposta-
zione dei protocolli di ricerca, si € tentato anche di precisare se un soggetto
ospedalizzato perviene ad uno stato di infezione per via esogena o per via
endogena. In base ai dati forniti dalla tipizzazione genotipica degli stipiti
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isolati da ambienti diversi per quanto riguarda isolamento e circolazione di
degenti, si e dimostrato che in taluni reparti (unita leucemica, unita trapianti
midollo, unita coronarica), dove di norma vigono rigide disposizioni asetti-
che, I’'andamento si presenta come infezione endogena ® infezione endogena,
mentre in altri, dove le misure igieniche possono essere meno scrupolose, I'an-
damento si comporta sovente come infezione endogena ® infezione esogena (51).

Specie 1989 1990 1991 1992 1993 1994 1995
C.albicans 358 405 653 923 925 810 593
C.glabrata 30 35 39 59 67 46 49
C.tropicalis 4 5 10 23 33 14 21
C.parapsilosis 1 2 9 20 23 18 26
C.krusei 5 4 13 17 13 10 24
C.guilliermondii 1 2 2 7 2 1
C.kefyr 2 2 4 4 1
C.lusitaniae 1 2 2 1
C.famata 1 3 2 1 1
C.lypolitica 3

C.incospicua 4 1

C.valida 3

C.rugosa 2 1
C.norvegensis 1 1
C.humicola 1 1
T.beigelii 9 28 67 51 12
C.neoformans 4 3 9 4 2 1 10
S.cerevisiae 10 8 7 10 17 10 17
H.anomala 1 2

Totale 412 467 755 1092 1174 971 758

Tavola 1b. Lieviti isolati da materiali patologici negli anni 1989-1995
(Ospedale Maggiore di Novara).

In quest’ultimo caso, assumerebbe un particolare significato il riscontro
che, in una percentuale decisamente elevata, le mani di dipendenti ospe-
dalieri sono contaminate da specie diverse di Candida (66). Indicazioni sulla
acquisizione esogena di lieviti erano inoltre emerse da studi epidemiologici
su C.lusitaniae, allorché si dimostro che quasi tutti i pazienti risultati positivi
per un singolo biotipo di questa specie di Candida, erano divenuti tali dopo il
ricovero(57).
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Sul piano clinico, le candidosi da C.albicans contemplano un ampio spet-
tro di patologie che vanno dalle lesioni mucocutanee alle forme profonde o
sistemiche, configurandosi, talvolta con quadri clinici non comuni, come nel
caso di meningite cronica di recente segnalazione (68), oppure con
manifestazioni febbrili ritenute di origine sconosciuta (8).

L’argomento, sistematicamente riproposto in ogni trattazione, vede at-
tualmente, a conferma di quanto € emerso sul piano epidemiologico, notevo-
li correlazioni etiopatogenetiche tra varie forme morbose e altrettanto varie
specie di Candida. Sono stati descritti casi di candidosi cutanea sostenuti da
C.zeylanoides, in cui le manifestazioni oggettive, rappresentate da eritema in-
filtrativo roseo con bordo chiaro, papule della grandezza di un grano, vesci-
cole e squame, hanno proposto la diagnosi di tinea cruris (33). C.tropicalis &
stata associata a casi di endoftalmite (17).

E’ stato valorizzato il ruolo di C.parapsilosis, considerata in un primo tem-
po un fungo a bassa patogenicita o non patogeno e risultata poi potersi im-
plicare in casi di fungemia, di endocardite in neutropenici e in midollo tra-
piantati, nonché nella etiologia di vulvovaginiti croniche, anche se accom-
pagnata dalla presenza di L.acidophilus (49). C.rugosa, C.zeylanoides e C.utilis
sono state rispettivamente isolate da catetere venoso (6), in casi di onicomi-
cosi in soggetti anziani (18) e, piu volte, dal sangue di un soggetto immuno-
competente dopo ricovero ospedaliero per malattia di Alzheimer (10). Non é
stato escluso che C.albicans, sia pure associata a batteri anaerobi, possa con-
correre nell’insorgenza e nelle complicazioni della periodontite degli adulti
(19). In casi di dermatite atopica, dove Pityrosporum ovale € risultato fonte di
allergeni con induzione di specifici anticorpi anti-1gE, e stato dimostrato uno
stesso comportamento da parte di C.albicans, con reazioni crociate di IgE con
estratti dei due funghi (21). E’ stata considerata anche la possibilita, una
volta riconosciuto che la proteinasi acida corrisponde ad un fattore di viru-
lenza, che forme di candidosi mucocutanea insorgano in soggetti immuno-
competenti ma esposti a questo enzima, impiegato come detergente nella
industria (35). Sul piano clinico-diagnostico, infine, é stato stabilito dal CDC
di Atlanta che, nell’AIDS, oltre alla coccidioidomicosi disseminata o extra-
polmonare, I'istoplasmosi disseminata e la criptococcosi extrapolmonare, la
candidosi esofagea, tracheo-bronchiale e polmonare, pud essere compresa
nella patologia-indice della sindrome.

Altri lieviti, oltreché quelli del genere Candida sono stati di recente
riproposti per la loro patogenicita, come T.glabrata in un caso di ascesso
renale e fungemia (31). Trichosporon beigelii, regolarmente associato con i
noduli molli della piedra bianca, e stato coinvolto in una notevole varieta di
infezioni opportunistiche in soggetti immunosoppressi, con manifestazioni
cliniche talora non differenziabili da quelle di C.albicans.

In soggetti immunocompetenti, sono state ancora descritte infezioni
diverse, come forme disseminate, endoftalmite dopo estrazione di cataratta,
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endocardite, a seguito di inserzione di valvole cardiache e con disseminazio-
ne embolica, oppure peritonite in soggetti sottoposti a dialisi peritoneale e in
tossicodipendenti e, recentemente, forme di esofagite con ematemesi e senza
sintomi di disfagia (73). Una osservazione originale puo essere quella che si
riferisce ad una sindrome, “unica malattia in Giappone”, siglata come SHP
da summer-hypersensitivity-pneumonitis anti-Trichosporon cutaneum anti-body-
positive caratterizzata da tre dati variabili nel tempo: un quadro di alveolite
in quasi tutti i casi, quello di granuloma sarcoideo nell’80% dei casi e la
presenza di corpi di Masson nel 58% dei casi (30). Contemporaneamente alla
descrizione di questa sindrome, sempre in Giappone, ¢ stato reso noto un al-
tro quadro morboso polmonare, ad andamento stagionale primavera-estate,
contraddistinto da eosinofilia, polmonite acuta interstiziale con infiltrazione
eosinofila e con test sierologico positivo, in alcuni casi, per T.cutaneum (28).

Per quanto riguarda C.neoformans, sono di rilievo i risultati di alcune
ricerche praticate in Brasile, dove C.neoformans var.gattii, a conferma che
guesta varieta é piu frequente nelle aree tropicali e subtrobicali, fu isolato
anche con elevata frequenza in casi di AIDS, mentre modesto risulto il nu-
mero di C.neoformans var.neoformans presente in soggetti non colpiti da que-
sta sindrome. In una ampia indagine retrospettiva relativa a 171 casi di crip-
tococcosi e in cui i pazienti vennero suddivisi in immunocompetenti e im-
munosoppressi per AIDS o altre affezioni, furono inoltre accertate differenze
significative tra i due gruppi, sia per quanto riguarda la sintomatologia
(rigidita nucale, alterazioni della coscienza e delle funzioni mentali, segni di
lesioni dei nervi cranici, deficit visivi), che per I'aspetto dei quadri polmona-
ri (presenza di noduli, infiltrati, formazioni cavitarie, versamento pleurico).
Ugualmente, furono poste in evidenza differenze significative comparando
la distribuzione della varieta neoformans presente nella quasi totalita degli
immunosoppressi rispetto a poco piu della meta dei casi in immunocom-
petenti (56).Un richiamo sulle possibilita patogene di S.cerevisiae, organismo
ubiquitario capace di replicarsi a 37-39°C., ¢ stato fatto da tempo a seguito di
indagini su lieviti impiegati nella industria (27). Giova ricordare, in ogni
caso, che S.cerevisiae e stato chiamato in causa in casi di setticemia in immu-
nocompromessi e, recentemente, in casi di vaginite recidivante dopo terapia
antimicotica (62)

Patogenicita intraspecie

Nella diagnostica di laboratorio delle infezioni da C.albicans e da altri
lieviti, la individuazione di “biotipi” o “tipi” differenziabili nell’ambito di
una singola specie, pur sollevando non poche problematiche di interesse
metodologico, troverebbe un particolare riscontro in talune esigenze clinico-
epidemiologiche, rivolte a precisare:
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- forme esogene o endogene di infezione e vie di trasmissione;

- componenti etiologiche nelle forme localizzate recidivanti;

- unicita o meno dell’agente isolato da sedi organiche diverse;

- etiologia di episodi epidemici soprattutto a livello intraospedaliero;
- eventuali correlazioni tra biotipi e loro grado di virulenza.

In una rassegna del 1990 “Candida albicans strain delineation”, con oggetto
principale questa specie di lievito, ma con alcuni riferimenti anche ad altre
specie della medesima famiglia, sono stati distinti due sistemi di indivi-
duazione biotipica, indicati rispettivamente con i termini di tipizzazione
genotipica e tipizzazione fenotipica (Tav.1c) (42).

Morfotipizzazione

Biotipizzazione biochimica
Tipizzazione su base: enzimatica
Fenotipica sierologica
Tipizzazione mediante: resistogramma
antimicogramma

sistema killer
Tipizzazione mediante profili proteici
cariotipizzazione

Genotipica polimorfismo da enzimi di restrizione
ibridizzazione DNA-DNA

Tavola 1c. Tipizzazione di C.albicans.

Tipizzazione genotipica

Dopo le prime osservazioni sulla possibilita di pervenire ad una bioti-
pizzazione intraspecie su basi morfologiche e biochimiche, a partire dagli
anni ‘80, con il presupposto che I'identificazione del genoma corrisponde
alla identificazione di uno stipite, ha trovato un sempre piu vasto favore la
tipizzazione genotipica.

Da allora, diversificazioni intraspecie tali da consentire una biotipizza-
zione genotipica sono state ottenute fondamentalmente: i) mediante I'indi-
viduazione di cariotipi, a seguito di separazione elettroforetica in campo
pulsante di molecole di DNA di grandezza cromosomica; ii) ponendo in
evidenza e confrontando bande elettroforetiche di frammenti di DNA-
ribosomale e di DNA-mitocondriale ottenuti con I'impiego di endonucleasi
(DNA-polimorfismo da enzimi di restrizione) (Fig. 1a); iii) con DNA
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Figura la. Genotipizzazione di isolati clinici mediante enzimi di restri -
zione. (Osservazioni personali).

polimorfismo da enzimi di restrizione, seguito da Southern ibridizzazione
con sonde DNA o RNA.

Stante una serie ormai notevole di osservazioni, i primi due metodi, pur
nella diversita del loro grado di risoluzione, risulterebbero ugualmente
soddisfacenti in quanto capaci di stabilire identicita o diversita tra gli stipiti
(Fig. 1b) (Tav. 1d) (37).

Partendo, peraltro, dal presupposto che due microrganismi possono con-
siderarsi tanto piu omologhi quanto piu il loro genoma presenti le stesse
sequenze in DNA, uno dei piu validi metodi di tipizzazione genotipica
parso quello basato sul rilevamento e confronto di sequenze di DNA ribo-
somale e di DNA mitocondriale. Cio, a seguito dell’azione svolta da enzimi
di restrizione, capaci di produrre frammenti di DNA, con bande elettro-
foretiche variabili in misura tale da consentire suddivisioni degli stipiti in
gruppi e sottogruppi (34). Puo essere ricordato, per quanto riguarda le spe-
cie di Candida piu frequentemente coinvolte nella patologia umana, che sin
dalle prime indagini, con I'impiego di enzimi di restrizione EcoRI, Hindlll,
Clal, Pvull e Sall e di una sonda con il gene actina-proteina, fu possibile
stabilire una notevole diversita nella grandezza di frammenti di DNA, con-
fermandosi, al contrario, una completa identicita tra quelli ottenuti rispet-
tivamente da stipiti di C.albicans e C.stellatoidea (Tav.1e) (39).

Non sono mancati, naturalmente, alcuni interessanti confronti tra i due
metodi, con la mancata dimostrazione, talvolta, di una sovrapposizione di ri-
sultati. Ad esempio, in indagini condotte su stipiti di C.parapsilosis, isolati sia
dall’ambiente e nel corso di processi morbosi (candidemia, endocardite, va-
ginite), frammenti di DNA mitocondriale, ottenuti con EcoR1, BamHI, Kpnl,
Bglll, Hpall, Pvull e Hindlll, sono risultati in tutti i casi altamente uniformi,
mentre I'analisi dei cariotipi ha dimostrato un notevole polimorfismo a
livello di una piccola sezione di due delle cinque bande cromosomiche (15).
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C.albicans
C-B-1071 G-9 C-448
G-M-44
C.tropicalis 87% 96% C-B-1034
100% 86%
G-005 11%
‘-\
G-30 91% G-1114

-
100% 13% 95%
G-772 “ 100% 96% 98%

G-364 A-18804 A-11006
100%¢ / 98%
A-18814
Specie Stipite Origine Specie Stipite Origine
C.albicans A-18804 * cute C.albicans G-30 vagina
C.albicans G-M-44 clinica C.albicans G-9 feci
C.albicans C-655 cute C.albicans C-402 clinica
C.albicans C-448 sangue C.albicans C-B-1071 sconosciuta
C.albicans
(C.claussenii) A-18814* sconosciuta | C.albicans
(C.claussenii) G-364 feci di topo
C.albicans
(C.stellatoidea) A-11006 * vagina C.albicans
(C.stellatoidea) C-B-1034 cute
C.albicans
(C.stellatoidea) G-1114 clinica C.tropicalis  G-050 sangue
C.tropicalis C-772 urina C.tropicalis  G-005 ferita
* = stipiti ATCC

Figura 1b; Tavola 1d. Affinita (%) di varianti di C.albicans e C.tropicalis
basate su DNA-correlazioni.
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Specie ECOR1 HIND 111
C.albicans 4.0 8.2,3.9
C.stellatoidea 4.0 8.2,3.9
C.tropicalis 2.8 2.6,0.7
C.kefyr 6.0 3.6,1.2
C.guilliermondii 6.0 7.9
C.parapsilosis 7.0 5.6,0.8
C.krusei 18.0 16.5,5.0
C.glabrata 8.0 6.5, 2.7

Tavola le. Grandezza in kilobasi di frammenti di DNA ottenuti con
enzimi di restrizione (39).

Con questi tipi di indagini, sono state possibili non poche valutazioni
soprattutto di interesse epidemiologico, con riferimento, sovente, alla i)
distribuzione dei genotipi in rapporto a determinati ambienti, in particolare
guelli ospedalieri; ii) origine esogena o endogena di processi morbosi
soprattutto se a carattere invasivo; iii) identicita 0 meno di genotipi isolati in
tempi diversi e da piu sedi dell’organismo nel corso dell’evolversi di un
evento patologico. Naturalmente, non sono venute meno comparazioni tra i
risultati di tipizzazione genotipica con quelli di tipizzazione fenotipica, cosi
come si & posta sovente la domanda se taluni genotipi di una determinata
specie si possono caratterizzare rispetto ad altri della stessa specie per un
diverso grado di virulenza.

Distribuzione di genotipi in soggetti ospedalizzati

Nell’ambiente ospedaliero esiste la possibilita che impianto e colonizza-
zione di uno stesso genotipo di C.albicans si realizzino nei confronti di rico-
verati in tempi anche assai brevi, quale espressione, appunto, di una infezio-
ne esogena. Non infrequentemente, tuttavia, puo occorrere che stipiti prove-
nienti da soggetti ricoverati in reparti “asettici”’, non solo presentino omo-
geneita e stabilita del cariotipo in un singolo individuo (Tav. 1f) (43), ma che
la maggior parte di essi riveli un unico profilo genomico (59). Tale unicita,
che risulterebbe rimanere stabile in ogni soggetto per tutta la durata degli
accertamenti, deporrebbe per I'ipotesi che in ambienti ospedalieri circoscritti
puo realizzarsi una vera e propria selezione di un singolo genotipo (25).

Specifiche conferme in tal senso si sono avute a seguito di indagini su
stipiti di C.albicans isolati da pazienti ricoverati in terapia intensiva, dove la
pressoché unicita del genotipo venne posta in risalto rispetto alla variabilita
di genotipi riscontrati in soggetti esaminati presso un servizio ambulatoriale
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(60). Marcate e, in un certo senso, prevedibili disomogenie genotipiche si so-
no riscontrate in indagini epidemiologicamente piu estese, come quelle pra-
ticate su circa un centinaio di stipiti di C.albicans, provenienti da otto centri
medici dislocati in USA e in Inghilterra, dove, infatti, furono evidenziati ben
29 genotipi, distinti in due gruppi e in uno dei quali, peraltro, un singolo
genotipo venne repertato per ben 37 volte (65).

Distribuzione di genotipi in sedi anatomiche diverse

In questo gruppo di indagini, i risultati sono abbastanza concordanti, sia
che si riferiscano a portatori sani che a soggetti con manifestazioni morbose
da C.albicans. Nel primo caso, stipiti isolati da sedi anatomiche diverse di
uno stesso individuo possono corrispondere allo stesso genotipo, oppure a
genotipi diversi (65). Nel secondo caso, stipiti isolati dallo stesso paziente,
ma da sedi anatomiche diverse e in tempi diversi, risulterebbero cor-
rispondere sovente ad un unico genotipo (39). Sulla base di queste osser-
vazioni si é ritenuto di poter concludere che la disseminazione di uno stesso
genotipo in piu sedi organiche corrisponda ad un transitorio opportunismo
di un particolare clone, che, in antagonismo con altri e probabilmente par-
tendo dalla bocca o dall’intestino, & in grado di infettare I’ospite in un
momento favorevole.

In indagini successive, si & dimostrato che in casi di vaginite recidivante,
da sedi separate anatomicamente come vagina e bocca, possono essere isolati
ripetutamente gli stessi genotipi. In ulteriori ricerche, condotte a livello di
sedi anatomiche diverse, come vulva, vallo vaginale, cavita vaginale, fornice,
ano, retto, lingua, zone sopra e sottolinguali di donne sane senza manifesta-
zioni morbose in atto, si é rilevato, tuttavia, che alcuni abbinamenti, come
vulva-vagina, sono correlabili sul piano della genotipia di C.albicans, al
contrario di altri, come vagina-regione anorettale, vagina-regione bocca,
bocca-regione anorettale (Tav. 1h). Venne fatto presente, in ogni caso, che,
sovente, laddove la genotipia non é correlabile, gli stipiti non sono identici
ma similari, prospettandosi cosi I’eventualita che le diversita genotipiche
siano espressione di fasi evolutive diverse di un unico progenitore e di un
adattamento alla pluralita delle nicchie ecologiche. Comparando, infine, la
stessa sede anatomica di individui diversi, & apparsa estremamente indica-
tiva I'alta similitudine di stipiti della regione vulvovaginale, confermandosi
ulteriormente I’eventualita che per i genotipi di C.albicans esistano dei veri e
propri adattamenti ecologici (Fig. 1c) (63).

Sempre in tema di vaginite ricorrente, sono state delineate 3 condizioni
che vedono rispettivamente: i) persistenza del medesimo stipite, senza cam-
biamenti geneticamente identificabili, ii) comparsa di varianti geneticamente
correlabili allo stipite di partenza, iii) sostituzione dello stipite originario con
uno geneticamente non correlabile (61).
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Paziente Materiale di isolamento Giorni utili No.
Sangue Urina Escreato Feci per gli isolamenti | Cariotipi

1 S S,D 10 2
2 S S 2 1
3 S S 2 1
4 S S 2 1
5 S S 3 1
6 S S S 5 1
7 S S S 9 1
8 S, S 2 1
9 S, S, S 2 1
10 S S D 8 2
11 S, S 2 1
12 S, S, S 10 1
S = stesso cariotipo D = differente cariotipo

Tavola 1f. Cariotipi elettroforetici di stipiti isolati da pazienti ospe -
dalizzati (43).

Sas
Soggetti | Vulvovaginale-anorettale  Vulvovaginale-orale  Anorettale-orale

hp22 0.65 0.67 0.98
hp27 0.93 0.91 0.91
hp28 0.96 0.67 0.68
hp33 0.65 0.63 0.96
hp37 0.44 0.90 0.33

Se i profili sono identici ® Sag = 1.0; se i profili sono totalmente dissimili ®
Sas =0.0;

profili ripetuti dello stesso ceppo: Sas = 0.96 + 0.02;

valore medio di Sag di stipiti di C.albicans non correlati = 0.69

Tavola 1h. Coefficiente di similarita (Sag) per sets di isolamenti
simultanei da tre regioni anatomiche differenti (63).
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Figura 1c. Dendrogramma di 12 isolati vaginali (definizione di clusters
in base al coefficiente di similarita). La linea tratteggiata verticale indica la soglia
per la definizione di clusters genetici La linea marcata verticale indica i clusters genetici.

In casi di candidemia di natura endogena, infine, non ¢ stata esclusa la
possibilita che lo stipite in causa abbia i requisiti di ospite-specificita (54). In
ogni caso, sempre in base a saggi di tipizzazione genotipica, si & ritenuto che
la diffusione ematologica del genotipo, individuato in un primo tempo nella
sede di impianto o di colonizzazione, si realizzerebbe in tempi diversi, va-
riabili da pochi giorni ad alcune settimane e anche a seconda dell’origine
dell’infezione. Ad esempio la diffusione a partenza dalle vie urinarie sarebbe
piu precoce rispetto a quella rappresentata dal tratto respiratorio (69).

Genotipia di altre specie di Candida e di altri lieviti

Stipiti di C.parapsilosis, una volta suddivisi in gruppi in rapporto alla loro
provenienza (sangue, essudato vaginale, suolo), sono risultati poter essere
parimenti differenziati in rapporto alle sette classi di cariotipi definiti in
base a numero e grandezza dei cromosomi. Con tale indirizzo di ricerca,
infatti, nessuno degli stipiti provenienti dal sangue corrispose a quelli isolati
dal suolo, mentre uno solo isolato da essudato vaginale presento tale omolo-
gia genotipica (15). In casi di trapianto di midollo, con complicazioni infetti-
ve sostenute da questa specie di lievito, lo stesso genotipo di C.parapsilosis &
risultato sostenere colonizzazione, candidemia e successiva osteomielite (24).

In stipiti di C.krusei, sottoposti all’analisi genetica con endonucleasi di
restrizione (Hinfl) e Southern ibridizzazione con il probe CkF1, 2, si € resa
possibile una differenziazione da 9 a 14 DNA-frammenti con una distinzione
di 48 tipi (14).
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C.stellatoidea si € confermata piu volte geneticamente correlata con
C.albicans, pur differenziandosi alcuni stipiti, come Y2360, per numero di
cromosomi - 12 rispetto a 7 - per la presenza di piccoli cromosomi e, in parti-
colare, per la virulenza (55). In T.glabrata, con le sue 8-12 bande cromo-
somiche, sono state poste in evidenza significative variazioni genetiche tra
gli stipiti anche se provvisti di una medesima fenotipia, ogni cariotipo,
peraltro, persistendo nel tempo nello stesso soggetto (29).

Cariotipi di Filobasidiella neoformans var. neoformans sono rappresentati da
7 a 14 bande DNA-elettroforetiche e alla notevole variabilita tra gli stipiti
per quanto riguarda la grandezza del cromosomi si associa una notevole
stabilita nei passaggi in vitro. Per quanto riguarda questa specie di lievito,
anche nella sua varieta gattii, il dato di maggiore interesse e, in certo qual
modo, originale, sarebbe rappresentato da una notevole similarita cariotipica
tra stipiti isolati dall’ambiente, rispetto a quelli isolati da materiali prove-
nienti da soggetti colpiti da criptococcosi. Ad esempio, su 40 campioni pro-
venienti da liquido cefalorachidiano, sangue e da altri materiali di soggetti
HIV-positivi e HIV-negativi, si &€ confermata la presenza di cariotipi con 7 e
12 bande elettroforetiche, mentre solo in qualche raro caso sono stati evi-
denziati cariotipi identici (50).

Genotipi e virulenza

Comparando C.albicans tipiche con C.albicans atipiche, o con mutanti di
C.albicans privi di tubi germinativi e di proprieta proteasiche e poco virulenti
nel topo, sono state osservate differenze nel numero di bande elettrofo-
retiche - 7 nei classici biotipi, 5 nelle forme ifali, 9-10 o 6 nelle forme
avirulente - quale probabile espressione di riarrangiamenti genetici o di
variazioni nel patrimonio genetico (36). C.parapsilosis, & capace di esprimere,
guale indice di virulenza o slime-positivita, un biofilm su materiali protesici.
In base a questo parametro di valutazione, stipiti provenienti da cateteri
endovenosi sono stati distinti in forti o deboli produttori di slime, oppure
slime-negativi, senza che peraltro a tale distinzione corrispondesse una
omogeneita genotipica (11).

Tipizzazione Fenotipica

Attualmente, si & concordi nel ritenere che la tipizzazione fenotipica in-
traspecie, basata sulle caratteristiche morfologiche o biochimiche del lievito,
sui profili enzimatici e sierologici, nonché sul resistogramma e sul sistema
killer, richieda I'utilizzo di stipiti di riferimento, oltreché precise standardiz-
zazioni delle metodiche. Parimenti viene ribadito che: i) grandezza del-
I'inoculo, piccole variazioni del pH e anche assai modeste differenze nella
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concentrazione dei reagenti possono comportare notevoli diversita di risul-
tati; ii) i criteri di tipizzazione per essere validi si devono basare sull’impiego
di un numero sufficiente di stipiti; iii) i risultati devono essere chiari e
riproducibili; iv) I'esecuzione delle indagini non deve presentare particolari
difficolta. Infine, I'individuazione di biotipi nell’ambito di una specie, come
guello della crescita su particolari substrati o della risposta a determinati
antibiotici, non puo che essere soggetto a limitazioni in quanto uno specifico
fenotipo puo essere I'espressione di piu genotipi, da cui I'eventualita che
stipiti, con comuni fenotipie, siano solo apparentemente identici(34).

Morfotipizzazione

Questo sistema fenotipico si basa, in pratica, sul paragone morfostruttu-
rale di colonie o di “spots” di lieviti, ottenuti in coltura dai piu svariati ma-
teriali di provenienza umana e ambientale. Questo sistema di tipizzazione,
indipendentemente dalla sua validitd o meno in tema di interpretazioni
clinico-epidemiologiche delle infezioni da C.albicans, si associa o rientra
direttamente in un capitolo di estremo interesse nella diagnostica di
laboratorio di questo lievito e cioé quello della sua instabilita fenotipica.

Sino dalle prime osservazioni, condotte su alcune centinaia di stipiti di
C.albicans, coltivati su malt-extract-agar a temperatura di 25°C per 10 giorni e
conclusasi con la messa in evidenza di 14 morfotipi (13), era parso evidente
che il numero di questi ultimi poteva variare anche notevolmente a seconda
delle condizioni colturali e del numero dei caratteri morfologico-strutturali
presi come indici di riferimento. Di recente, con I'impiego di terreni a base di
tetrazolio e con riferimento al colore dello spot, all’aspetto liscio o rugoso
dello stesso e alla presenza o meno di alone miceliale (codice a tre cifre) sono
stati differenziati 16 morfotipi di C.albicans (53). Ulteriori indagini, praticate
con la stessa metodica, hanno confermato la possibilita di una differen-
ziazione di C.albicans in 6 morfotipi per quanto riguarda i caratteri tintoriali
e di 16 morfotipi considerando anche gli aspetti strutturali dello spot.
Contemporaneamente, sono stati distinti 4 morfotipi rispettivamente in
C.tropicalis, C.parapsilosis e S.cerevisiae e 3 morfotipi in T.beigelii. Dalla lettura
dei risultati, fortemente condizionata dal grado di concentrazione nel ter-
reno di sali di tetrazolio, nonché dalla presenza in esso del tipo di derivato
proteico, come peptone o neopeptone, € emerso che alcuni morfotipi
prevalgono nettamente su altri (Graf.1a), e che alcuni possono essere
associati piu frequentemente a materiale proveniente dalle vie respiratorie,
da essudato vaginale e da sangue (Tav.li; Fig.1d) (3, 4, 5).

Altre indagini, praticate rispettivamente su stipiti patogeni e su stipiti
commensali di C.albicans e isolati dalla cavita orale di soggetti appartenenti
ad una medesima area geografica, si sono risolte con la dimostrazione che
stipiti patogeni, pur presentandosi prevalentemente in forma liscia, conten-
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* impiego di neopeptone (Difco) come derivato proteico

Grafico la. Morfotipi di C.albicans differenziati in 228 stipiti coltivati
su STTZ agar * (3).

Morfotipi Escreato Essudato Essudato Sangue/
vaginale purulento catetere

sVN 70 63 14 8

SPN 14 17 3 1

SRN 7 6

sVY 4 4

SPY 1 4

SRY 2

rvN 1

rPN 1 2

rPY 1

s= liscia; r= ruvida; N= assenza alone miceliale; Y= presenza alone miceliale;

V= viola; P=rosa; R= rossa.

* impiego di neopeptone (Difco) come derivato proteico

Tavola li. Morfotipi di C.albicans in rapporto alle sedi di isolamento e
alla forma morbosa (3).
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Figura 1d. Morfotipi di Candide.

gono per il 38% varianti morfologiche, in una percentuale pit che doppia
rispetto a varianti morfologiche di stipiti commensali (26). Sempre in merito
all’impiego di sali di tetrazolio, indagini successive, basate su un osser-
vazione prolungata (3 settimane) e facendo riferimento, in particolare,
all’aspetto strutturale e alla distribuzione del pigmento a livello degli
“spots”, hanno consentito di definire, per C.albicans, 8 morfotipi “strutturali”
0 “aspettotipi” con incidenze fortemente condizionate dal materiale di
isolamento (Tav. 1) (Fig. 1e).

Profilo biochimico

In base al profilo biochimico basato su tests primari (pH, proteinasi, 5-
fluorocitosina-resistenza, assimilazione di urea, sorboso, citrato, glicina,
tolleranza NaCl, resistenza safranina) e tests aggiuntivi (resistenza a sali di
tetrazolio, periodato di sodio, cetrimide, acido borico), in C.albicans, isolati in
casi di vaginite, € possibile una differenziazione in centinaia di biotipi, di cui
alcuni nettamente prevalenti. Come in indagini di tipizzazione genotipica,
anche in questo caso & stato evidenziato che esiste una diversita tra biotipi
isolati in casi di vaginite e biotipi isolati da soggetti sani e che ogni soggetto
puo essere portatore di un proprio biotipo (46).

Per quanto riguarda profilo enzimatico, resistogramma, sistema killer e
variabilita proteica, vale quanto é stato reso noto con altre indagini sulla ti-
pizzazione fenotipica e, ciog, che esiste la possibilita di attendibili differen-
ziazioni, con il riscontro di fenotipi piu frequentemente correlati con manife-
stazioni morbose fungine. Infine, di recente, in base alle diverse proprieta
inibenti di sostanze immunosoppressive (ciclofosfamide, prednisolone, me-
totrexate, ciclosporina A), si é considerata la possibilita di una identificazione
intraspecie di stipiti isolati da soggetti trattati con immunosoppressori (48).
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DA DAl VE VU SR PE AC CA
Essudati vari 20 3 1 1
Cateteri 10 5 4
Escreati 48 3 7 2
Ess.vaginali 62 17 22 4 6 3 2
Sangue 7
Urina 12 15 2 1
Feci 18
Ess.faringei 25

Tavola 11. Distribuzione di “morfotipi strutturali” di 300 stipiti

C.albicans in relazione al materiale di isolamento.

di

Semplice
(SE)

(SR)

A corallo

(CA)

A bordi sfrangiati
(SEI)

A gocce
(GO)

Verruca
(VE)

Doppio anello
(DA)

Doppio anello con

bordi irregolari (DAI)

&) &

A petali
(PE)

A vulcano
(Vu)

A bersaglio
(AC)

A fiore

(F)

Figura le. Morfotipizzazione in base a caratteri strutturali : “aspetto -

tipi” di lieviti.
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Profilo sierologico

Indagini con questo indirizzo e praticate nel corso di piu di trent’anni,
hanno pressoché concordemente dimostrato che C.albicans tipo A é di piu
frequente riscontro in soggetti colpiti da candidosi, mentre C.albicans tipo B,
gia presente in percentuali non irrilevanti in soggetti immunocompetenti
non ospedalizzati, sarebbe in continuo aumento in soggetti immunosoppres-
si, con particolare evidenza in casi di AIDS. Ugualmente, differenze quan-
titative in antigeni di superficie, definiti con anticorpi monoclonali e inter-
pretati come fattori di virulenza, erano gia state poste in evidenza tra sogget-
ti immunosoppressi e individui sani (12).

C.neoformans contiene due varieta, C.neoformans var.neoformans, con i
sierotipi A e D e C.neoformans var.gattii, con i sierotipi B e C. Il coinvolgi-
mento delle due varieta é diverso nelle varie aree geografiche, ma, comun-
que, nelle regioni tropicali e subtropicali la varieta gattii &€ piu frequen-
temente coinvolta. Sul piano epidemiologico, puo essere non privo di inte-
resse il fatto che stipiti di C.neoformans var.gattii, tipo B, isolati in Australia e
in USA da alberi della gomma (Eucalyptus camaldulensis), definiti anche
“alberi-ospiti”, siano risultati identici nel cariotipo elettroforetico e provvisti
di un uguale grado di virulenza nel topo (32).

C.neoformans sierotipo A e ritenuto il maggior responsabile di criptococ-
cosi in AIDS, fatta eccezione di alcuni paesi, come il Brasile, dove
C.neoformans var.gattii ne condivide, in pressoché pari misura, la re-
sponsabilita (20). In Francia, il sierotipo D rappresenta, in questa sindrome,
il 17% dei casi e I’analisi di quasi una cinquantina di stipiti di questo sie-
rotipo ha riproposto le stesse conclusioni ottenute in America dopo saggi di
tipizzazione genotipica e cioe un estremo polimorfismo nei cariotipi, pur
non venendo meno alcune relazioni tra caratteristiche genotipiche degli
stipiti, sede di isolamento e fattori di rischio (22).

Antibiogramma

L’impiego di agenti antifungini per tipizzare C.albicans é stato ritenuto, in
genere, poco idoneo per lo scarso humero di agenti utilizzabili, perché gran
parte degli stipiti possono essere sensibili ad un dato antibiotico e per una
mancata standardizzazione dei metodi di indagine(42). In questi ultimi anni,
I’attenzione si e spostata, invece, su eventuali correlazioni tra genotipi di
C.albicans e fluconazolo-resistenza, i cui meccanismi con cui quest’ultima si
manifesta potendosi far risalire ad eventi di carattere genetico. Nello studio
di episodi ricorrenti di candidosi orofaringea in pazienti con AIDS e con
sviluppo di fluconazolo-resistenza a livello del lievito, fu possibile stabilire
soltanto che, in alcuni casi, la resistenza poteva essere stata acquisita dallo
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stipite responsabile dell’episodio iniziale, mentre in altri, un nuovo stipite
resistente poteva essere stato selezionato dalla pressione antifungina (7). In
una analisi di eventi analoghi, sempre rilevati nel corso di infezioni
orofaringee in AIDS, é stata ribadita la possibilita che la resistenza, non solo
a fluconazolo ma anche ad altri azoli, dipenda sia da un processo di
selezione che dal fenomeno di instabilita fenotipica o switching, nel senso
che, in quest’ultimo caso, essa sarebbe da correlarsi ad una variante
fenotipica (71). Sempre in questo campo, una volta stabilito che stipiti flu-
conazolo-resistenti e sensibili risultano dello stesso genotipo, ci si € mag-
giormente orientati a considerare la resistenza come un processo di selezione
(45),se non di adattamento ecologico.Infine, sul piano strettamente genetico,
¢ stata considerata la possibilita che la maggiore o minore sensibilita di
C.albicans ad antimicotici, come 5-fluorocitosina, dipenda pressoché esclu-
sivamente dalla presenza o meno di un particolare frammento di DNA nel
genotipo e dall’inserimento di introni nel gene che lo governa (41).

Comparazioni genotipo-fenotipo

Una delle prime osservazioni in merito alla discordanza tra risultati di
tipizzazione genotipica e di tipizzazione fenotipica si riferisce a due stipiti di
C.albicans, corrispondenti allo stesso genotipo, ma diversi per quanto
riguarda attivita proteinasica, tolleranza ai sali, resistenza alla safranina e, in
particolare, virulenza nel topo (58). Piu tardi venne rilevato che la tipizza-
zione genotipica é piu vantaggiosa, ai fini clinico-epidemiologici, di quella
fenotipica e che, in quest’ultimo caso, non si possono stabilire precise
correlazioni tra cloni e virulenza (41). Riconosciuta, infine, la possibilita che
uno specifico fenotipo possa essere espressione di piu genotipi, hon & stato
escluso che riarrangiamenti cromosomici possano dare origine a nuovi
fenotipi, come lo dimostra il fatto che C.stellatoidea tipo 1 saccaroso-negativa,
nel momento in cui da origine a colonie saccaroso-positive, modifica il suo
genoma (71).

Con stipiti di C.lusitaniae, isolati da sangue, urina, feci, escreato, liquido
peritoneale, ed essudato vaginale, un confronto tra cariotipi e gli enzimi a e
b-glucosidasi, esterasi, glucoso-6-fosfato-deidrogenasi, malato, mannitolo-
deidrogenasi, superossido-dismutasi, catalasi, fosfatasi alcalina, nonché tra
cariotipi e antimicotico-resistenza, ha consentito di accertare I’esistenza di 15
cariotipi, ciascuno dei quali ristretto ad un singolo individuo e 10 profili
enzimatici, - due dei quali associati ad amfotericina B-resistenza. Si é
concluso prospettando I’eventualita che un soggetto venga colonizzato da
un singolo clone in grado di diffondere in piu siti, che il tipo di colo-
nizzazione puo persistere per tutto il periodo di ricovero nel corso del quale
si possono sviluppare fenomeni di antimicotico-resistenza e che I’indi-
viduazione di cariotipi & decisamente piu vantaggiosa rispetto a quella
basata su saggi enzimatici (44).
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Patogenicita dei lieviti su basi struttu-
rali e metaboliche

Aspetti genetici

In cellule procariote provviste di un solo cromosoma, come nei micror-
ganismi batterici, € stato ripetutamente dimostrato che a fattori di virulenza,
identificabili in strutture di superficie, proteine enzimatiche ed esotossine,
corrisponde una serie di geni o di cluster di geni. Di essi, sono stati sovente
definiti numero e sequenze dei nucleotidi e, in talune condizioni, i meccani-
smi che ne determinano attivazione ed espressione. Evidentemente, lo stesso
non puo che valere anche per i lieviti, dove, tuttavia, anche se in questi
ultimi anni genetica e biologia molecolare sono notevolmente progredite,
come gia risulta in “Fungal recombination” del 1985 (37), I’analisi ultra-
strutturale di quella parte del corredo cromosomico cui corrispondono i loci
di determinanti genetici della virulenza solo di recente ha offerto alcuni dati
di particolare rilievo. Cio, soprattutto in virtu di saggi di DNA-trasformazio-
ne a livello di mutanti avirulenti o poco virulenti ad opera di specifici geni
portati da plasmidi vettori (Fig.2a). Naturalmente non sono mancati tentativi
di elaborazione di mappe genetiche, anche se, tenuto conto dello scarso nu-
mero di stipiti presi in esame e della variabilita dei cariotipi posti in eviden-
Za, € stata prevista una considerevole differenza ultrastrutturale nell’ambito
di biotipi della stessa specie (5). Di non secondaria importanza é considerato
anche il fatto che queste mappe derivano da stipiti conservati in laboratorio,
da cui I’opportunita di comparazioni con stipiti di fresco isolamento e so-
prattutto se ritenuti provvisti di particolari proprieta biologiche come viru-
lenza e instabilita fenotipica.

Candida albicans

Dalla rassegna sintetica “Genetics of Candida albicans” del 1990 (41), come
da “Molecular genetics of Candida albicans”, edito nello stesso anno (20), non-
ché da altre successive pubblicazioni in merito, sarebbe comunque possibile
sintetizzare quanto segue:

- C.albicans si presenta come eterozigote in piut loci - secondo talune sti-
me per il 10% in varieta di mutazioni recessive - e quindi puo essere con-
siderata largamente diploide. In altri termini, anche se ritenuto fungo im-
perfetto e privo di un ciclo sessuale, in virtu di diploidismo, eterozigosi,
ricombinazione mitotica e instabilita fenotipica & in grado di generare e
mantenere una notevole diversita genetica.
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- Mediante cariotipizzazione in C.albicans sono state poste in evidenza
7 bande di DNA cromosomico (gruppi di associazione), di grandezza
diversa in kilobasi e in cui, sino al 1990, sono stati individuati, mediante
complementazione, analisi di sequenze nucleotidiche e processi di
transduzione, piu di 40 determinanti genetici, variamente distribuiti a
livello di ogni singolo cromosoma (Tav. 2a). Successivamente, a seguito
di risultati ottenuti mediante gel elettroforesi in campo pulsante, si €
proposto di attribuire alcuni geni del cromosoma L, precisamente ACT1,
CDC3, GALL, LYS2, TRP1e TUB2 al cromosoma 1 e altri, quali ADE1,
CDC10, RDN1, SOR9 e MGL1, legati a geni ribosomici, al cromosoma R,
per un totale, pertanto, di 8 cromosomi per cellula (50). Di questi geni, di
alcuni dei quali sono state definite le sequenze, la maggior parte &
coinvolta nella utilizzazione di carboidrati e nella biosintesi di proteine
enzimatiche (34). ACT1 (actina), presente nel cromosoma 1 e LYS1,
repertato in plasmidi, sono stati utilizzati in sonde per tipizzazione
genotipica (13, 27).

Endonucleasi Ligasi

4\
1) /\ o 2)

Plasmide vettore DNA estraneo Plasmide ricombinante

3)

Piastra di coltura

1. Rottura del plasmide e del DNA fungino mediante medesimi enzimi di
restrizione

2. Costruzione di un plasmide ricombinante mediante ligasi

3. Coltura di E.coli contenenti DNA estraneo

Figura 2a. Esempio di plasmide DNA-trasformante.
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Alcuni geni presentano un particolare interesse ai fini della patogenicita
del lievito. Ad esempio, il gene ADEZ2, che codifica per fosforibosilaminoimi-
dazolo, é richiesto da C.albicans per mantenere la sua virulenza nel modello
murino (17). Il gene ECE1 (extent of cell elongation 1), espresso da C.albicans e
corrispondente ad un peptide di 271 aminoacidi con 8 sequenze ripetute, é
associato alla formazione di ife e, probabilmente, alla adesivita ed invasivita
del lievito. La sua espressione aumenta, inoltre, nelle fasi di sviluppo di
pseudoife, da cui I'ipotesi che queste ultime rappresentino una espressione
intermediaria tra blastospora e formazione ifale piu che una struttura
morfologicamente distinta (3). Un altro gruppo di geni, o meglio, una
famiglia di geni é quella indicata come SAP, ossia costituita da 3-4 geni che
codificano per aspartil-proteinasi e di cui SAP1 contraddistingue il
cromosoma 1 e SAP2 il cromosoma R. Almeno uno di questi geni assume-
rebbe un particolare significato nel fenomeno chiamato transizione fenoti-
pica e, piu specificatamente, SAP1 caratterizzerebbe la forma opaca dello sti-
pite WO-L1. Infine, sequenze di DNA di C.albicans, che codificano per
antigeni di superficie, e trasferite mediante vettore plasmidico in S.cerevisiae,
sono risultate poter indurre in quest’ultimo lievito capacita adesive(2).

Gruppo Grandezza (kb) Gene (DNA probe)
L* 3.000A CT1, ADE1, CDC3, CDC10, GAL1, MGL1, RDN1 SOR9, TRP1, TUB2
2 2.500 CDC21, ERG7, HEMS, HIS3, HPT1, PRA1, RAS1
3 2.000 ADE2, ILV2, SOR2, URA3
4 1.800 LYS1
5 1.500 CAG1, ERG11
6 1.300 ARS1, BEN1
7 1.200 ARG57, DFR1, LEU

ACT1 = actina; ADE1 = aspartato ligasi; Gall = galattochinasi; TUB2 = tubulina; CDC21 =

tmidilato sintasi; ERG7 =

2,3-ossidosqualene ciclasi; HEM3 = uroporfirina sintasi; HIS3 =

imidazolo glicerolfosfato deidratasi; HPT1 = ipoxantina:guanina fosforibosiltransferasi; ADE2 =
carbossilasi; ILV2 = acetolattatopiruvato liasi; URA3 = orotidina mono-fosfato carbossilasi;
GAGL1 = proteina G; ERG11 = lanosterol-demetilasi; DFR1 = deidrofolato reduttasi; LEU = iso-

propilmalato deidrogenasi

* = Cromosoma costituito da due gruppi di associazione con mobilita elettroforetica similare

Tavola 2a.Definizione di sequenze genomiche in cromosomi di C.albicans FC18 (41).
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- C.albicans e altre specie di Candida possiedono sequenze ripetitive di
DNA mitocondriale (ca. 30 copie) e di rDNA (40-80 copie), mentre altre
sequenze ripetute, come 27A (ca. 10 copie) e Ca3 (ca.10 copie) sono speci-
fiche per C.albicans e C.stellatoidea. La significativa omologia tra C.albicans
e C.stellatoidea, provviste rispettivamente di 7 e di 12 cromosomi (8),
troverebbe conferma nel tipo Il di C.stellatoidea, saccaroso-negativa, con-
siderato soltanto come il risultato di una mutazione a livello del gene che,
in C.albicans, controlla I’espressione di a-glucosidasi. D’altro canto, strette
correlazioni tra lieviti, in cui la differenza tassonomica si era basata solo
sulla diversita di un carattere, una volta esaminate sul piano genetico,
sono risultate in taluni casi mascherare specie diverse. Ad esempio, il tipo
I di C.stellatoidea, che, diversamente dal tipo Il, identificato come
C.albicans saccaroso-negativa, € in grado di produrre proteinasi e di espri-
mere una maggiore virulenza nel topo, corrisponderebbe ad un cariotipo
piu ricco in patrimonio genetico per la presenza di parecchi piccoli
cromosomi addizionali (21, 37) (Fig. 2b).

C.stellatoidea C.albicans
HIS3 — ACT1 — ADE1 SOR9
ADE1 — CDC21 — HIS3
ADE2 —
LYS2 —
I

SOR9 —
CHR6 DFR1 —

=== = hande elettroforetiche

i geni della colonna centrale sono comuni alle due specie

Figura 2b. Cariotipi di C.stellatoidea (tipo I) e di C.albicans (41).
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- C.albicans presenta, mediante impiego di endonucleasi EcoRI, nume-
rose bande elettroforetiche. Una di queste, di 3.7-4.2 kbp, originata da
una regione che codifica per rDNA, ha consentito di distinguere gli stipiti
in due sottotipi. Una correlazione significativa é stata evidenziata tra
stipiti provvisti di questa banda e la loro sensibilita a 5-fluorocitosina e ai
prodotti di quest’ultima come 5-fluouracile.

Candida spp.

Per quanto riguarda altre specie di Candida, cariotipi di C.parapsilosis
sono costituiti da 5 a 7 cromosomi (7). La maggior parte degli stipiti di
questa specie si presenterebbe con la medesima cariotipia associata a
modeste variazioni in un piccolo gruppo di cromosomi, mentre solo pochi
stipiti risulterebbero con un elevato grado di variabilita cromosomica (24).
Lieviti di questa specie, cosi come C.tropicalis sono produttori di aspartil-
proteinasi e taluni stipiti anche di due tipi diversi di questo enzima (11).
Mutanti di C.tropicalis, completamente sprovvisti di attivita proteasica,
riacquistano tale proprieta, una volta complementati con geni specifici di
C.parapsilosis 0 con frammenti di DNA provvisti di tale gene e trasferiti da
vettori (38). In breve, si ritiene che C.albicans, C.parapsilosis, C.tropicalis siano
provvisti di geni che codificano per omologhe proteinasi secretorie, tanto
che questi geni potrebbero venire impiegati in sonde specie-specifiche (12).

Cryptococcus neoformans

In C.neoformans sono state evidenziate da 7 a 14 bande di DNA cromoso-
mico (4), con geni che, si presume, controllino la virulenza, contrassegnata,
in questo lievito, da produzione di polisaccaride, formazione di melanina as-
sociata alla capacita di replicazione a 37°C. Sempre in questo lievito, I'analisi
genetica ha differenziato stipiti provvisti di geni che consentono al lievito di
resistere all’azione dell’ossigeno e di produrre contemporaneamente
melanina, oppure sprovvisti di tali proprieta (oxy1, oxy2), o di una sola delle
due proprieta (oxyl o oxy2) (10).

C.neoformans si presenta in due tipi coniugativi di cellule aploidi definite
a e a. Questi due tipi accoppiati differiscono significativamente nel loro
cariotipo (4 delle 13 bande cromosomiche presentano mobilita diversa), sono
controllati da un singolo loco genetico, MAT, e su appropriati terreni coltu-
rali possono unirsi a costituire il basidiomicete Filobasidiella neoformans. L’a-
nalisi genetica di C.neoformans ha suggerito una correlazione tra il tipo a e
virulenza, nel senso che questo tipo, gia di piu frequente riscontro negli
stipiti di provenienza clinica, in topo bianco BALB/c sarebbe decisamente
piu virulento. Si ritiene che il locus MAT contenga parecchi geni e che uno o
piu di questi geni controllino il grado di virulenza (22).

Di altri determinanti genici, ADE?2 sarebbe essenziale per la replicazione
di C.neoformans nel liquido cefalorachidiano, (35) e il gene URAS5,
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codificherebbe per orotidina monofosfato pirofosforilasi, enzima vantaggio-
so per la virulenza di C.neoformans (45).

Altri lieviti

Di altri lieviti, M.pachydermidis e M.furfur presentano 5 bande cariotipi-
che, separabili in tre gruppi distinti (14). Per quanto riguarda T.glabrata, il
numero di bande elettroforetiche é risultato 12, laddove si & ottenuta una
chiara separazione di piccoli cromosomi (<1000 kb) e di larghi cromosomi
(1-3 Mb.) e 7 in caso contrario, da cui I’eventualita che quelle piu estese rap-
presentino una comigrazione di bande omologhe (16). Infine, in S.cerevisiae,
il lievito sottoposto da piu a lungo ad indagini genetiche, sono stati definiti
ben 568 geni nei suoi 16 cromosomi (31), con la possibilita che alcuni geni,
come quelli che consentono I'utilizzazione di disaccaridi, siano presenti in
loci diversi della mappa cromosomica (6).

Molecole di patogenicita

Con specifico riferimento al genere Candida e, in particolare a C.albicans,
nelle specie di lieviti correlati con la patologia umana sono stati individuati e
riconosciuti da tempo strutture e prodotti, che, coinvolti in primo piano nei
processi di adesivita e di invasivita del micete, vengono indicati, di norma,
come molecole di patogenicita o fattori di virulenza (Tav. 2b). Tra di essi non
figurano sostanze tossiche extracellulari paragonabili per intensita e specifi-
citd d’azione alle esotossine batteriche. D’altro canto, non & escluso che altre
molecole o altri fattori, oltre a quelli gia indicati, possano concorrere nella
patogenicita del lievito.

Strutture di superficie: Fimbrie
Mannano $ adesivita; immunosoppressione
Adesine

Recettori del complemento: adesivita, opposizione alla fagocitosi
Enzimi: idrolisi delle barriere difensive dell’ospite, adesivita
Emolisine, siderofori: utilizzo di ferro

Tavola 2b. Principali fattori di virulenza espressi nelle infezioni fungine.
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Di recente, tre stipiti, rispettivamente di R.rubra, R.glutinis e C.albicans,
isolati da pesci e testati per stabilire loro possibilita di colonizzazione, si
sono dimostrati capaci di legare lactoferrina e di produrre siderofori (48),
proprieta che nei mocrorganismi batterici sono state correlate con la
virulenza e con la capacita di colonizzazione. Come da recenti osservazioni,
nella patogenicita di C.albicans, infine, potrebbero concorrere, fors’anche in
misura ragguardevole, sostanze o enzimi extracellulari con proprieta emoli-
tiche (26).

Strutture di superficie

Sempre con specifico riferimento al genere Candida, i componenti del cell-
wall risultano rappresentati principalmente da polisaccaridi e proteine (Tav.
2¢). In esso (Fig. 2c), sono stati individuati uno strato esterno fibrillare, se-
guito, in ordine, da zone ricche in mannano, glucano, glucano-chitina e man-
nano (40).

Componenti (%) Funzioni Antigenicita
Glucano* 40-60 Rigidita e integrita cellulare scarsa
Mannano** 20-23 Adesivita forte
Chitina*** 1-2,7 Morfogenicita

Proteine 3-6 Immunogenica, enzimatica forte
Lipidi 2

* = glicoproteina contenente glucoso in legame : b-1,3 0 b-1,6
** = glicoproteina contenente mannoso in varieta di legame a o b
***= contenente N-acetilglucosamina in legame b 1,4

Tavola 2c. Componenti parietali di C.albicans.

Fimbrie

Una struttura di particolare interesse e quella rappresentata dalle fimbrie.
Descritte per la prima volta nel 1975 (36) e rivalutate recentemente nell’am-
bito delle proprieta adesive di lieviti, al microscopio elettronico, esse ap-
paiono come lunghe e flessibili appendici, del diametro di circa 8 nm, che si
dipartono dalla superficie del micete e che, con una certa frequenza si asso-
ciano a costituire un disordinato agglomerato di filamenti.
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La maggiore subunita della fimbria é una glicoproteina costituita per
1’80-85% di carboidrati, soprattutto D-mannoso e per la parte rimanente da
proteine. L’analisi degli aminoacidi che costituiscono la subunita ha messo
in evidenza che la stessa & rappresentata per il 50% da residui idrofobici
(prolina, valina, alanina, metionina, isoleucina, leucina, fenilalanina), di cui
ad una possibile partecipazione nei processi di adesivita (51).

Strato fibrillare
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Figura 2c. Diagramma schematico del cell-wall di C.albicans.

Mannano

Il mannano e una complessa glicoproteina contenente polimeri e oligo-
meri di mannoso. Schematicamente, sono state distinte catene esterne varia-
bili, un core interno e una parte proteica che rappresenta circa il 10% del
peso molecolare dell’intera molecola (Fig. 2d). | polimeri di mannoso sono
costituiti da lunghe catene lineari (legame a-1,6) attaccate mediante un
ponte di Nacetil-D-glucosamina (N legame) a residui di asparagina, tali
catene rappresentano la “spina dorsale” per I'attacco di singoli residui, cosi
come oligomeri di mannoso uniti in legame a-1,2 e a-1,3. Inoltre, oligomeri
non ramificati di mannoso si legherebbero direttamente alla componente
peptidica attraverso un gruppo ossidrilico di serina o treonina (O-legame).

Polimeri e oligomeri di mannoso rappresentano il “core” interno. Alla
“spina dorsale” glicidica si legano anche oligomeri di mannano esterificati
che rappresentano la parte esterna variabile in cui sono state distinte due
regioni entrambe legate al gruppo fosfodiestere: la regione acido-stabile e la
regione acido-labile. La prima consiste di unita mannopiranoso tenute
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insieme dal legame a-1, 6, da cui dipartono, con legame a-l,2, numerose
branche di unita mannopiranoso tenute insieme da legami a-1,2, a-1,3 e/0
b-1,2. La seconda, che pud essere agevolmente staccata dal fosfato con una
sol. di HCI, é costituita da oligomannosidi, quali eptoso, tenuti insieme dal
legame b-1,2. Oligomannosidi acido-labili con legame b-1,2 rappresentereb-
bero strutture comuni ai sierotipi A e B di C.albicans, mentre oligomannosidi
con legame b-1,2 e a- 1,2 caratterizzerebbero C.albicans tipo A.

Polimeri di mannoso —| Dimero |-— [Asn
‘ (GNAC)2
monomeri e
| oligomeri N-legame
: i OH | | di mannoso
oligomeri ‘ |
| di mannoso AN
| Y0 P -0 =
! f— ot
\ esterificati ‘ \\ E
N 0 ~. Core =
\ \ =
\\ \ AN =
oligomeri \\\ O-legame
N di mannoso |
N, esterificati | Tmonomeri e ¢
\\ l ) . Ser/
N . | oligomeri Thr
i |di mannoso
Catene esterne ‘

GNACc = N-acetil-D-glucosamina; Arn = arginina; Ser = serina; Thr = treonina

Figura 2d. Schema della mannoproteina di C.albicans.

La composizione del mannano é risultata variare notevolmente tra specie
diverse di Candida, tra stipiti di C.albicans e, persino, in un singolo stipite,
nelle varie fasi di crescita. Nello stipite J-1012, ad esempio, sono stati de-
scritti 14 tipi di ramificazioni oligomeriche (19) a conferma della eterogenici-
ta del mannano, ritenuto, infatti, una mistura di polimeri di varia grandezza
e composizione, oppure come una famiglia di glicoproteine strutturate se-
condo un modello comune. La variabilita della molecola sarebbe, in parti-
colare, legata al numero di oligosaccaridi in O-legame, al numero di a 1,6
legami nella catena centrale e al numero di catene esterne esterificate. In ogni
caso, dal tipo di legame dipenderebbe la sierospecificita del lievito. In questo
ultimo decennio, sono stati ottenuti numerosi anticorpi monoclonali verso
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proteine e mannoproteine di C.albicans, venendo confermata sia I’esistenza
di componenti preferibilmente espressi sul cell wall del micelio, sia la
grande variabilitad di espressione di determinanti di superficie in rapporto
agli stipiti, al periodo di incubazione e al terreno di crescita. Mediante I'im-
piego di anticorpi monoclonali si é cercato anche di definire una mappa
degli epitopi oligomannosidici (44).

Da tempo é stato proposto uno schema antigenico riferibile a specie di-
verse di Candida in cui gli antigeni 4 e/o 5 risultano comuni a C.albicans A e
B, C.tropicalis, C.guilliermondii, C.krusei, C.parapsilosis. Piu tardi, tale schema é
stato sostituito a livello di alcuni antigeni policlonali e con la soppressione di
altri (Tav.2d). Attualmente, si riconosce che nel sierotipo A di C.albicans, alle
catene contenenti entrambi i legami a e b corrisponde il fattore 6 e che i de-
terminanti specifici del sierotipo A sono largamente coinvolti nel meccani-
smo dell’adesivita (28), mentre al legame oligomannosidi-fosfato corrispon-
de il fattore 5 (42). Due stipiti di C.tropicalis, IFO 0199 e IFO 1647, cui sono
stati riconosciuti i fattori 5 e 6 di C.albicans, sottoposti a blanda acidolisi, han-
no liberato oligosaccaridi con legame b-1,2, corrispondente, appunto, al fat-
tore 5. Il mannano di questi due stipiti € risultato pero sprovvisto del legame
a-1,3 trovato in C.albicans e C.stellatoidea (18). Per quanto riguarda, infine,
I’antigene 4, presente in alcune specie (C.albicans, C.tropicalis, C.guilliermondii,
C.stellatoidea) e non in altre (C.krusei, C.pseudotropicalis, C.parapsilosis) e lo-
calizzato in base alla azione svolta dal lisozima, esso avrebbe la proprieta di
mantenersi tale indipendentemente dal variare delle condizioni ambientali e
dai processi di germinazione (43). Infine, del tutto recentemente, si & dimo-
strato che la struttura del mannano di C.albicans & simile a quella descritta in
S.cerevisiae, pervenendo, inoltre, alla caratterizzazione di epitopi del fattore
1, comune ai generi Hansenula, Kloeckera, Pichia e Saccharomyces e del
fattore 9, caratteristico di C.guilliermondii (1).

Specie a b
C.albicans A 1,4,56 1,4,5b,6
C.albicans B 1,4,5,13b 1,4,5b
C.tropicalis 1,4,5,6 1,4,5b,6
C.gulliermondii 1,4,9 1,4,9
C.krusei 1,511 1,11
C.parapsilosis 1,5,13,13b 1,13
C.pseudotropicalis 1,8 1,8

Tavola 2d. Schema antigenico originale (a) e modificato (b) di Candida.

35



S. Andreoni Patogenicita di Candida albicans e di altri lieviti

Il mannano, oltre a provvedere alla variabilitd antigenica da cui ha
origine I'identificazione di specie e di biotipi, avrebbe anche la proprieta di
agire come fattore di virulenza, venendo coinvolto nei fenomeni di adesivita
e sopprimendo, oppure attivando, funzioni immunitarie umorali e cellulo-
mediate. Da C.albicans, infatti, coltivata in presenza di ketoconazolo in ter-
reno contenente tioglicollato, siero di maiale e saccaroso, sono state ottenute
cellule modificate nella componente chimica del cell-wall, con una diminu-
zione del 44% del mannano e con la perdita di 4 caratteristiche bande protei-
che. In questi casi, la tossicita é risultata inferiore a quella dello stipite di par-
tenza, stante un pit lungo periodo di sopravvivenza degli animali e in base
a percentuali di letalita meno elevate (52). D’altro canto, paragonando il
mannano di forme ifali di stipiti virulenti e di stipiti avirulenti, i profili di
mannooligosaccaridi ottenuti sia dopo idrolisi alcalina o acetolisi hanno di-
mostrato differenze quantitative e qualitative delle catene mannooligosac-
caridiche (39).

Accertato piu volte che esiste una differenza nella reattivita degli anticor-
pi con stipiti diversi, con blastospore e ife, con organismi ottenuti nelle di-
verse fasi di crescita e in diverse condizioni colturali, é stato possibile stabili-
re una stretta correlazione tra mannano ed espressioni di virulenza. Varianti
antigeniche ottenute da stipiti normali e da stipiti isolati in casi di AIDS, po-
ste in evidenza in base alla negativita dei saggi di agglutinazione con antisie-
ro policlonale anti-C.albicans sierotipo A, pur conservando le loro caratteri-
stiche biochimiche e la capacita di formare tubi germinativi, non si sono pre-
state, come gli stipiti originali, a legarsi rispettivamente con iC3b e C3d o
solo con iC3b del complemento (49).

Adesine

Le adesine corrispondono a glicomannoproteine presenti nella parte
esterna del cell wall, che conferiscono un alto grado di adattabilita del fungo
nelle interazioni con I’ospite. Esse, infatti, consentono di mantenere rela-
zioni di equilibrio con I’ospite allorché il fungo si comporta come com-
mensale, mentre offrono decisivi vantaggi a quest’ultimo quando nell’ospite
vengono meno i meccanismi di difesa. Attualmente, si conosce un notevole
repertorio di adesine (Tav.2e), alcune delle quali sono differentemente
espresse a seconda della morfologia del fungo, altre sono presenti sia nelle
blastospore che nei tubi germinativi. In genere, le prime, che favoriscono
una maggiore adesivita a superfici scaldate o fissate con formalina, ossia a
strutture denaturate, esprimono minore adesivita di quella presente in
psuedoife ed ife. Alcune adesine, inoltre, sono in grado di esprimere attivita
biologiche diverse, cosi come molecole con recettori diversi possono
presentare lo stesso tipo di legante. In ogni caso, nel processo di interazione
sono da considerarsi parecchie variabili, quali le specie, il fenotipo e lo stato
dimorfico di Candida, le condizioni di idrofobicita delle superfici dei lievito
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e delle cellule ospiti, i componenti del substrato in cui avviene I'interazione,
nonché temperatura, pH, eventuale partecipazione di antimicotici o di altri
microrganismi.

Capsula

C.neoformans é I'unico tra i funghi patogeni in cui la blastospora é rivestita
da una capsula. L’involucro cellulare € composto, infatti, da un cell-wall ri-
gido, costituito soprattutto da glucano; da un polisaccaride capsulare, glucu-
ronoxilomannano, composto da mannoso, xiloso, acido glucuronico, O-ace-
tile; da almeno due carboidrati, galattosilmannano e mannoproteina. Il
glucuronoxilomannano, un polisaccaride che rappresenta circa 1’88% della
massa capsulare, governa la specificita sierotipica. Galattosilmannano, che,
con mannoproteina, rappresenta il rimanente 12% della capsula, non & una
entita molecolare comune a tutti i sierotipi di C.neoformans, ma & da
intendersi come un gruppo di polisaccaridi, ciascuno con un suo unico ca-
rattere strutturale (15).

Il polisaccaride capsulare ¢ il piu importante fattore di virulenza di
C.neoformans in quanto e in grado di esercitare effetti immunosoppressivi,
ostacolare la migrazione leucocitaria, attivare il complemento per via alter-
nativa. Le proprieta antifagocitarie sono direttamente correlate con la sua
grandezza, che puo risultare estremamente modesta in coltura in vitro ed

Adesina Ligando Inibitori

EPITELIALE: proteina-proteina

integrina-analogo (recettore iC3b) iC3b Mab, iC3b, RGD-peptidi,
fibronectina fibronectina fibronectina, proteasi

tipo lectina

proteina fucoso-legante fucoso ND

proteina GIcNAc-legante N-acetilgiucosamina ND

parzialmente determinata

aspartil-proteinasi ND pepstatina

fattore 6 ND Mabs, anticorpi policlonal.

ENDOTELIALE (proteina-proteina)

integrina analogo iC3b Mab, iC3b, RGD-peptidi
fibronectina fibronectina fibronectina, RGD-peptidi
laminina ND laminina

proteina fibrinogeno-legante ND proteasi, mercaptoetanolo

Tavola 2e. Classificazione delle adesine di C.albicans.
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assai marcata all’atto dell’isolamento della cellula dal liquido cefalorachidia-
no in casi di meningite. In base ai risultati ottenuti con stipiti scarsamente
capsulati (C3D, 68.613) e fortemente capsulati (6,145), non esisterebbero, in-
vece, correlazioni tra risposta linfocitaria, sierotipo e ampiezza della capsula
(30). Variabili che possono condizionare la sintesi del polisaccaride e di con-
seguenza I’'ampiezza della capsula sono riconosciuti essere la concentra-
zione ambientale di anidride carbonica e la presenza di ferro, al cui limitato
utilizzo corrisponderebbe una accentuata sintesi del polisaccaride (47)

Prodotti extracellulari

Fattore emolitico

C.albicans esibisce attivita emolitica quando coltivata su terreno all’agar-
sangue di montone e glucoso. Questa proprieta, che si manifesta solo con
emazie opsonizzate da complemento, rappresenterebbe un mezzo per acqui-
sire ferro dall’ambiente e si esprimerebbe in quanto il lievito, con tubi germi-
nativi, o in forma di ifa e pseudoifa, possiede proteine di superficie che fun-
zionano come recettori del complemento. Emoglobina, emina, ferritina
transferrina, cosi come lactoferrina (32) sono in grado di ostacolare la
crescita del lievito (26). La possibilita dei lieviti di utilizzare ferro nel corso
della infezione é ritenuta una espressione di patogenicita, non priva di
importanza nel corso della manifestazione morbosa (46).

Proteinasi e altri enzimi

C.albicans é in grado di sintetizzare una serie notevole di enzimi
extracellulari di cui solo alcuni sono ritenuti attualmente poter
corrispondere a fattori di virulenza.

Aspartil-proteinasi prodotta da C.albicans e attiva a pH acido (3.5-4.5),
appartiene alla famiglia di geni SAP (secreted acid proteinase) (25). In base a
diversita nel peso molecolare e nelle sequenze N-terminali dell’enzima, sono
state distinte, nell’ambito di un singolo stipite di C.albicans, ben tre
aspartilproteinasi, codificate dai geni SAP1, SAP2, SAP3. In prossimita di
SAP1, sarebbe presente un quarto gene SAP4 (29). Geni che codificano per
proteinasi sono stati individuati in C.tropicalis e in C.parapsilosis (9). Sempre
in C.parapsilosis, & stata confermata la presenza di una proteinasi, diversa per
una sua maggiore specificita (11), a conferma comunque che in questa specie
di Candida possono essere presenti piu geni che codificano per questo
enzima.
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Metabolismo e virulenza

Per C.neoformans, la virulenza é ritenuta corrispondere alla produzione di
polisaccaride, alla formazione di melanina e alla possibilita di sviluppo a
37°C., tutte proprieta sotto controllo genico. Accanto a queste proprieta, altri
meccanismi contribuirebbero allo sviluppo della infezione, tra cui quello
basato sulla produzione di sostanze “housekeeping” o di “custodi” capaci
di svolgere funzioni metaboliche essenziali per la sopravvivenza e crescita
di parassiti entro I’ospite. In particolare, le vie per la biosintesi di purina e
pirimidina sarebbero correlati con virulenza. Pud essere ricordato, in
proposito, che, in campo batteriologico (S.typhi, S typhi murium, S.dublin,
K.pneumoniae, B.anthracis, Y.pestis), € stato dimostrato da tempo che mutanti
nella sintesi di purina sono meno virulenti degli stipiti originali e, cio, in
guanto il batterio sarebbe incapace di moltiplicarsi in misura adeguata (35).
Secondo questo indirizzo interpretativo, avrebbe un certo significato anche
I’'utilizzo di N-miristoilproteine da parte di C.neoformans e di C.albicans,
durante la loro fase eponenziale di crescita per I'intervento di una transfe-
rasi codificata dal gene NMT1(23).
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Meccanismi di interazione parassita-
ospite

Fermo restando il ruolo centrale dello stato immunitario nel condizionare
localizzazione, colonizzazione ed evoluzione della forma morbosa, le candi-
dosi sono state suddivise, sul piano clinico, in superficiali e disseminate o si-
stemiche. Nel primo caso, i meccanismi con cui si realizza l'interazione pa-
rassita-ospite trovano riscontro in una proprieta vitale del lievito e, precisa-
mente, nella sua adesivita nei confronti di cellule epiteliali di cute e mucose,
nonché nei rapporti con prodotti ghiandolari locali. Nel secondo caso, con-
trassegnato dalla invasivita del lievito, l'interazione parassita-ospite, fatta ec-
cezione per localizzazioni dirette di origine traumatica o inoculi accidentali
attraverso cateteri vascolari, si svilupperebbe progressivamente a livello del
compartimento vascolare, rappresentato da endotelio e matrici extracellulari,
di cellule e tessuti degli organi profondi (Tav. 3a). Naturalmente, svariate
cause oggettive oltreché quelle immunitarie, possono variamente condizio-
nare e anche modificare bruscamente I'evolversi di questi eventi.

epitelio di cute e mucose
Adesivita o interazione primaria
prodotti ghiandolari locali

endotelio
Invasivita o interazione secondaria matrici extracellulari
organi profondi

Tavola 3a. Adesivita e invasivita di C.albicans.

Meccanismi di adesivita

L'adesivita di C.albicans all'epitelio cutaneo, gastrointestinale e genitouri-
nario rappresenta il primo momento della candidosi, sia che I'infezione si
esprima in un processo di colonizzazione locale, sia che ad essa faccia segui-
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to un processo di invasivita. In ogni caso, questa specie di lievito e in grado
di aderire a cellule epiteliali della bocca, a cellule epiteliali della vagina, a
cellule della cornea, a cellule vascolari endoteliali, a matrici extracellulari e a
cellule di organi profondi.

| fattori condizionanti I’adesivita di C.albicans e di altri lieviti patogeni
sono stati oggetto di non poche indagini (Tav. 3b). Del tutto recentemente, i
rapporti di C.albicans con le cellule epiteliali ed endoteliali sono stati riesa-
minati sotto un triplice aspetto (22):

- interazione proteina-proteina, in cui proteine di superficie del lievito ri-
conoscono una proteina o un legante peptidico di cellule epiteliali ed endote-
liali. Questo sistema & indicato anche come adesivita mediata da integrine.
Le integrine, glicoproteine transmembranose localizzate su svariate cellule
umane, sono costituite da catene a e b, in cui I’estremita carbossilica é in se-
de intracellulare a contatto con quegli elementi del citoscheletro responsabili
dei segnali di locomozione o di differenziazione (actina, talina), mentre I'e-
stremita aminica é a contatto con componenti della matrice extra-cellulare.
Mediante domains extracellulari delle catene a e b, le integrine riconoscono
una specifica sequenza di aminoacidi e, precisamente, il tripeptide arginina,
lisina, acido aspartico (RGD), presente in numerose matrici extracellulari
(Fig.3a);

- interazione lectina-simile o tipo-lectina, in cui mannoproteine del lievito
riconoscono carboidrati di cellule epiteliali o endoteliali. In questo caso,
C.albicans avrebbe almeno due distinte adesine, di cui una rappresentata da
lectina capace di riconoscere glicosidi contenenti fucoso o N-acetilglu-
cosamina, l'altra con proprieta simili ad integrine o glicoproteine transmem-
branose, come il recettore del complemento CR3. Non viene escluso l'inter-
vento di una terza adesina rappresentata da polisaccaridi del mannano;

- interazione non completamente definita, in cui componenti di superficie
noti del lievito si legano a superfici di cellule epiteliali ed endoteliali

Specie di Candida implicata
Idrofobicita di superficie del micete e dell’ospite
Caratteri biochimici del cell-wall (mannoproteine)
Fasi di crescita, dimorfismo, switching
Recettori di superficie e specificita tessutale
Substrato di crescita
Tipo di dosaggio impiegato

Tavola 3b. Fattori condizionanti il processo adesivo.
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attraverso un legame non identificato. A questo tipo di interazione, puo
esserne aggiunto un quarto in cui non sono noti i componenti superficiali del
lievito (9).

Adesivita a secreti ghiandolari

La secrezione salivare rappresenta di norma un meccanismo difensivo, in
guanto la saliva & capace di modulare la popolazione batterica sia facilitando
la clearance, sia promuovendo l'adesione microbica alla mucosa o a superfici
solide. Gli effetti modulatori della saliva sono mediati attraverso specifici
legami di costituenti salivari con la superficie batterica.

Per quanto riguarda C.albicans, si ritiene che in circa un terzo della
popolazione essa sia un commensale della cavita orale, dove, mediante
specifici legami stabilisce relazioni con costituenti della saliva. In pratica,
poiché le superfici della cavita orale sono normalmente ricoperte da una
pellicola di derivati della saliva, lI'interazione tra costituenti salivari e lievito
non puo che mediare quella tra lievito e mucosa orale ed, eventualmente,
quella tra lievito e protesi dentarie.

La saliva fresca umana di provenienza sottomandibolare e sottolinguale
contiene mucina, MG1 e MG2, di peso molecolare diverso, capace di mo-

matrice extracellulare
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Figura 3a. Interazione cellule-matrici extracellulari mediata da integrine.
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dulare I'adesivita della stessa verso superfici dentarie acriliche e verso lieviti,
mentre pochi componenti della saliva prodotta dalla parotide sono adsorbiti
da questi ultimi. Polimetilmetacrilato, una volta trattato con saliva sotto-
mandibolare e sottolinguale, aumenta, infatti di 10 volte la sua adesivita, il
che avviene in misura assai minore se il pretrattamento avviene con saliva
parotidea. D'altro canto, blastospore e ife di C.albicans non sono adsorbite
dalla saliva se sono state preincubate con mannoso e galattoso, cosi come se
la saliva é stata alterata nei suoi componenti (13).

Dati relativi alle interazioni tra saliva sottomandibolare di ratto e taluni
stipiti di C.albicans hanno confermato le proprieta di questo specifico secreto
ghiandolare (21). Inoltre, in una glicoproteina secreta da questa ghiandola e
capace di legarsi a C.albicans sono stati posti in evidenza, oltre a condroitin-
solfato ed eparano solfato, alti livelli di acido uronico e di solfati, da cui I'ipo-
tesi che tale proteina possa corrispondere a proteoglicano. Da rilevare che
proteoglicani sintetizzati da cellule gengivali e presenti sul tessuto periodon-
tale e, in particolare, eparano solfato, possono essere legati da numerose spe-
cie batteriche, quali S.pyogenes, S.mutans, S.aureus, H.pylori, C.trachomatis (20).

Adesivita agli epiteli

C.albicans aderisce a superfici epiteliali, rappresentate da cellule del cavo
orale, della vagina, dell'intestino e della cornea.

Indagini con I'impiego di colture di cheratinociti umani derivate da cute
neonatale hanno posto in evidenza che il legame di C.albicans con queste cel-
lule é condizionato da meccanismi molecolari multipli, quali interazione
proteina-proteina, interazione proteina-carboidrato, coaggregazione lievito-
lievito e si risolve in base alla ampiezza dell'inoculo e alla temperatura. In-
fatti, se I'inoculo & elevato non si ha comparsa di tubi germinativi e vi € una
tendenza a costituire aggregati con una distribuzione non casuale come av-
viene quando l'inoculo & modesto. La temperatura ottimale per attacco é
37°C, il che é parso giustificare la maggiore frequenza di candidosi cutanea
nelle regioni a temperatura elevata. L'adesivita é diversa a seconda delle spe-
cie di Candida (Graf.3a) e, inoltre, & totalmente inibita da eparina, tripsina e
dal peptide sintetico CDPGYIGSR-NH2, derivato da catene B di laminina; e
parzialmente inibita da pepstatina A, proteasi acida; € aumentata in presen-
za di concanavalina. Fibronectina dimostra una parziale inibizione in rap-
porto alla dose, cosi come una inibizione é esercitata anche da collagene III.
Per quanto riguarda, infine, i saccaridi, i piu potenti inibitori sarebbero rappre-
sentati dagli aminozuccheri D-glucosamima e D-galattosamina (39).
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Grafico 3a. Adesivita di specie diverse di Candida a colture di chera -
tinociti (43).

L'adesivita, condizionata da molti fattori ambientali e biofisici, come
idrofobicita, pH, livello di CO,, pone in primo piano il ruolo del mannano e
delle mannoproteine, con I'eventuale partecipazione di adesine fimbriali e,
fors'anche, di lipidi, glicolipidi e proteinasi acida.

Mannano e mannoproteine

Per quanto riguarda il ruolo del mannano e di mannoproteine, € stato
fatto presente che:

- specie di Candida provviste di antigene 6 (C.albicans sierotipo A, C.tropi -
calis, C.glabrata), associato a residui oligomannosidici della parte acido-stabi-
le della fosfo-mannoproteina, sviluppano una forte adesivita verso cellule e-
piteliali del cavo orale, nonché verso linee epiteliali, mentre C.albicans sierotipo
B e mutanti di C.albicans sierotipo A, non agglutinati da anticorpi monoclonali
verso l'antigene 6, non esprimono uguali proprieta adesive (38);

- qualita e quantita di mannoproteine sono dipendenti dalla fase di cre-
scita e dal substrato: mannoproteine di 180 e 260 kDa corrispondono a forme
ifale-specifiche, mentre quelle di 200, 340, 500, 650 kDa sarebbero prerogati-
va di forme lievitiformi. Mutanti di C.albicans cerulenina-resistenti, selezio-
nati per una diminuita virulenza associata a modificazioni del mannano, esi-
biscono, nel modello sperimentale di endocardite in coniglio, una notevole
riduzione di adesivita, pur risultando presenti in forti quantita nel rene (9).

Pur tenendo presente che il lievito puo possedere parecchie adesine che
contribuiscono differentemente a legarsi a tessuti dell'ospite, la regione di
mannano con legame N viene ritenuta, oltre dominio di variabilita
antigenica, anche correlata con I'adesivita (11);
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- stipiti di C.albicans capaci di esprimere adesivita verso cellule epiteliali
della bocca presentano un corredo in mannoproteine diverso di quello di
mutanti incapaci di tale espressione adesiva (16).

Adesine fimbriali

Le fimbrie di C.albicans, strutture filamentose, osservabili al microscopio
elettronico, la cui subunita strutturale maggiore ha una massa molecolare di
66.000 Da ed é costituita da carboidrati (~85%) e da proteine (~15%), sono ri-
sultate in grado di interagire con recettori glicosfingolipidici cellulari attra-
verso carboidrati del recettore stesso (44).

E' da rilevare che pochi anni prima, quando ancora non era nota o non
veniva valorizzata la presenza delle fimbrie, era stato dimostrato che,
nell'ambito dei vari glicosfingolipidi saggiati (galattosilceramide, glucosilce-
ramide, lactosilceramide, triesosilceramide, paragloboside, globoside, gan-
gliotriaosilceramide, gangliotetraosilceramide), C.albicans, S.cerevisiae,
C.neoformans, H.capsulatum, S.schenckii avevano la possibilita di legarsi al gli-
cofosfolipide lactosilceramide (23). Contemporaneamente, si era pervenuti
alla dimostrazione che glicopeptidi e oligosaccaridi, provenienti da meconio
e prowvvisti di sequenze del tutto particolari (fuca ® 2galb) avevano la capa-
citad di competere con C.albicans inibendo I'adesivita a cellule esfoliative (5).

Interazione proteina-proteina

L'interazione proteina-proteina, si realizza con il concorso di recettori in-
tegrina-analoghi, oppure di fibronectina-recettori. Nel primo caso, due
membri delle integrine b2 presentano omologie antigeniche, strutturali e
funzionali con determinanti di superficie di C.albicans, quali CR3 (am, Mac-I,
Cd11b) e CR4 (ax, p150, 95, CD11c). Questa omologia € fondamentale per
comprendere i fenomeni di adesivita di C.albicans, in quanto proprio gli ana-
loghi di integrine mediano I'adesione del lievito alle cellule con lo stesso
meccanismo con cui le integrine legano la cellula ospite a matrici extracellu-
lari. Questo evento biologico si inquadra nei meccanismi di patogenicita dei
lieviti, stante appunto:

- la diretta correlazione tra virulenza di C.albicans e I'espressione di
analoghi di integrine, non espressi, questi ultimi, in stipiti avirulenti;

- il ruolo di analoghi di integrine nell'attacco di Candida a cellule epitelia-
li, da quello piu stabile e marcato di C.albicans a quello meno pronunciato di
C.tropicalis e, via via, di altre specie (C.parapsilosis, C.guilliermondii, C.krusei e
C.pseudotropicalis);

- la correlazione tra I'espressione di analoghi di integrine e I'inibizione
della fagocitosi.
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Sempre per quanto riguarda i meccanismi con cui Candida realizza ade-
sione nei confronti di cellule epiteliali e confermata I'omologia tra subunita
aM e aX di integrine b2 con analoghi di integrine di C.albicans, interessanti
rilievi sono emersi da confronti tra C.albicans e C.tropicalis. L'adesivita a
cellule epiteliali umane Hela S3, non differisce sostanzialmente tra le due
specie di lievito, nel senso che quella espressa da C.albicans & di poco piu
elevata di quella di C.tropicalis. Al contrario, se si esaminano i meccanismi di
adesivita, essi appaiono distinti per alcuni aspetti: il pretrattamento di
C.albicans con anticorpi anti-am , con iC3b e con RGD-peptidi da iC3b, si
traduce in una inibizione dei processi adesivi, mentre quello con RGD-
peptidi di fibronectina non impedisce I'adesivita. Un pari pretrattamento di
C.tropicalis con iC3b e RGD-peptidi di iC3b non impedisce I'adesione, al
contrario di quanto avviene con RGD-peptidi di fibronectina. In conclusione,
nella patogenesi dell'infezione, C.albicans e C.tropicalis riconoscerebbero
distinti ligandi RGD sulla superficie delle cellule (2).

Nel secondo caso, la possibilitda che un recettore di fibronectina riesca a
mediare l'adesivita cellulare di Candida, ha trovato conferma nel fatto che
preincubazione di blastospore con enzimi proteolitici o di mannano con fi-
bronectina decresce per il 40-50% I'adesivita del lievito a cellule epiteliali del-
la bocca e della vagina. La specificita della interazione non é stata definita.

Interazione lectina-like

Si tratta di interazioni tra mannoproteine di taluni stipiti C.albicans, come
GDH2346, con frazioni superficiali di cellule epiteliali contenenti L-fucoso, o
di altri, come GDH2023, con frazioni superficiali di cellule epiteliali conte-
nenti N-acetil-D-glucosamina. Il fatto che soggetti di gruppo O esprimano su
cellule dell'epitelio boccale e vaginale I'antigene H, un glicoside contenente
D-galattoso, N-acetil-glucosamina, N-acetil-D-galattosamina e frammenti di
a-1,2-fucoso sembrerebbe giustificare la prevalenza di candidosi orale e va-
ginale in soggetti di questo gruppo (42).

Adesivita al compartimento vascolare

La candidosi disseminata & una delle piu gravi manifestazioni indotte da
Candida spp. e, piu frequentemente da C.albicans. In essa si riconoscono 3 fon-
damentali momenti: I'entrata del lievito nel sistema vascolare, la diffusione
attraverso il torrente circolatorio e la fuoriuscita dallo stesso che comporta
localizzazioni metastatiche del processo infettivo. Naturalmente, per rag-
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Parametri Adesione-epitelio Adesione-endotelio
Fase di adesione Punto del primo contatto Dopo disseminazione
Adesina-ligandi Analogo-integrina: iC3b Analogo-integrina: iC3b
Lectine: glicosidi Fibronectina
Cationi-dipendenza No Si
Carboidrati-dipendenza Si Si per analogo-integrina
Terapia Anti-colonizzazione Anti-metastatizzazione

Tavola 3e. Confronto tra adesivita epiteliale ed endoteliale di Candida
sp. (23; rid.).

giungere tale obbiettivo, il lievito deve stabilire, una volta entrato in circola-
zione, un legame con la componente cellulare endoteliale e/o con quella
extracellulare subendoteliale che consenta, attraverso penetrazione e migra-
zione del fungo, il superamento di tali barriere. La capacita adesiva del fun-
go nei confronti di cellule endoteliali, matrici extracellulari subendoteliali e
glicoproteine della matrice pu0, in ultima analisi, contribuire alla sua pato-
genicita.

L'adesivita di C.albicans agli endoteli si differenzia da quella agli epiteli
per diversi aspetti (Tav. 3c). In particolare, I'adesivita agli epiteli puo trovare
riscontro in lectine come recettori e inoltre, mentre interferenze con la prima
possono interrompere o decrescere la colonizzazione, nel secondo caso, una
inibizione della adesione endoteliale puo bloccare I'instaurarsi di manifesta-
zioni morbose locali, ma non interreompere la fungemia.

Adesivita a cellule endoteliali e interazione con matrice
extracellulare

Proliferazione, differenziazione e migrazione delle cellule fungine sono
tutte proprieta che dipendono dalla loro capacita di interazione con cellule
endoteliali, con matrice extracellulare subendoteliale e con glicoproteine di
matrice extracellulare quali elastina, fibronectina, laminina, fibrinogeno, vi-
tronectina, entactina, proteoglicani, collagene tipo | e IV. Per penetrare nel
tessuto parenchimatoso, C.albicans deve prima legarsi e poi attraversare I'en-
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dotelio, per raggiungere la membrana basale e i tessuti sottostanti. In queste
circostanze, esisterebbe una relazione lineare tra adesivita e ampiezza del-
I'inoculo, senza escludere I'importanza dei tempi di contatto tra componente
endoteliale e micete (44). Il superamento della barriera vasale puo avvenire
direttamente attraverso fenestrazioni di cellule endoteliali, mediante germi-
nazione del lievito, mediante processi di fagocitosi endoteliale, oppure come
conseguenza di una riduzione o danneggiamento della componente cellulare
endoteliale (Fig.3b).

Come é stato reso noto, le cellule di lievito possiedono recettori glico-
proteici di superficie (integrine) che riconoscono proteine o glicoproteine
endoteliali e della matrice extra-cellulare. Le integrine si legano a proteine
della matrice che presentano specifiche sequenze aminoacidiche; in
particolare, il ligando riconosciuto da molte di esse contiene il tripeptide
arginina, glicina, acido aspartico (RGD), che, presente in fibronectina,
fibrinogeno, laminina, collagene tipo | e 1V, CR3, glicoproteine IIb/Illa di
aggregati piastrinici e in recettori macrofagici che legano iC3b, si ritiene
possa essere di hotevole importanza non solo nei fenomeni di adesivita, ma
anche nell’intrappolamento del lievito (41). La dimostrazione, infine, da par-
te di alcune integrine, di una grande affinita di legame per altre sequenze
peptidiche (GRGESP, RGES), cosi come la dimostrazione della capacita ini-
bente sul processo di interazione lievito-matrice da parte di RGD, altre ca-
tene di aminoacidi, come RGE, GRGDTP, GRGESP, e fibronectina solubile
(27) (31), rende probabile I'ipotesi che esistano multiple integrine, sulla su-
perficie del lievito, contenenti sequenze aminoacidiche differenti.

Collagene tipo | } Spazio interstiziale
|Collagene tipo IV| } Membrana basale (ECM)
. } Gellule endotelial

Lume capillare @

CSw = \® =)

| Collagene tipo IV|

L

(1) 'adesione di Candida sp. all’endotelio & bloccata da iC3b, peptide RGD, anticorpi
anti-subunita a di integrine

(2) I'adesione di Candida sp. a ECM é bloccata da: peptide RGD, anticorpi anti-subunita
bl di integrine

Figura 3b. Rapporti di C.albicans con il compartimento vascolare.
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Cellule endoteliali, mediante liberazione di eicosanoidi e citochine
possono modulare le funzioni di altre cellule effettrici di immunita, mentre
C.albicans, come altri microrganismi patogeni (R.prowazekii, S.aureus,
T.pallidum) & capace di stimolare in cellule endoteliali la liberazione di
sostanze che modulano la funzione dei leucociti. Alla invasione delle cellule
endoteliali puo far seguito, per conversione di acido arachidonico, la libe-
razione di prostaglandine PGI2, PGF2a, PGE2 (15). E' stato fatto osservare
che l'adesivita di blastospore di C.albicans agli endoteli umano e bovino e
inibita da prostaglandina PGI2, per cui, quest'ultima, avrebbe anche un
effetto protettivo riducendo I'adesivita (28).

Sempre in tema di adesivita di lieviti agli endoteli, puo essere ricordato
che le piastrine aumentano I'abilita di C.albicans di aderire agli endoteli ag-
gregandosi alla matrice extracellulare. Questo processo di aggregazione, che
si traduce in un intrappolamento delle blastospore ¢ stato ritenuto partico-
larmente importante nella genesi delle endocarditi fungine (27).

Non privo di interesse € anche il riscontro che delle due frazioni di
estratti cellulari di C.albicans ottenuti con concanavalina A, una, povera in
carboidrati, blocca I'adesivita di blastospore e di tubi germinativi, l'altra, ric-
ca in carboidrati, blocca solo I'adesivita delle blastospore (14).

Fibronectina

C.albicans possiede recettori glicoproteici (adesine) capaci di aderire a
fibronectina. Queste adesine sono composte da 2 glicoproteine, di 60 e 105
kDa, risiedono sulla superficie di blastospore e la prima di esse, composta
per il 75-80% di carboidrati e per il 20-25% di proteine (29), reagisce con anti-
corpi verso fibronectina e vitronectina (30).

La fibronectina, & una glicoproteina presente nel plasma e in altri liquidi
organici in forma solubile. In forma insolubile, essa & associata, da un lato e
mediante recettori di integrine, a superfici cellulari e, dall'altro, a collagene,
fibrina, eparina, proteoglicano.

Specie diverse di Candida presentato una distribuzione gerarchica in
merito alla loro adesivita nei confronti di questa glicoproteina: particolar-
mente elevata con C.albicans, di cui ogni singola cellula presenta circa 8.000
siti leganti, ancora pronunciata con C.tropicalis, meno accentuata con C.krusei
e del tutto assente con C.pseudotropicalis e S.cerevisiae.

L'adesivita di C.albicans a cellule epiteliali della vagina, sulla cui superfi-
cie e stata posta in evidenza la presenza di fibronectina, e risultata inibita da
un pretrattamento delle cellule con fibronectina solubile. Si ¢ ritenuto, inol-
tre, che possa esistere una correlazione tra stato ormonale e cambi a livello di
fibronectina, per il fatto che alla presenza di cellule I, dominanti durante gli
alti livelli di progesterone, il livello di fibronectina e lo stesso grado di adesi-
vita sarebbero piu elevati che in presenza di cellule S, correlate con alti livelli
di estrogeni (24).
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Fibronectina libera puo impegnare recettori di C.albicans e prevenire
I'attacco del lievito alla fibronectina della matrice extracellulare, nonché a
collagene e a laminina, mentre RGD non ¢ in grado di svolgere simile inibi-
zione. Ci0 ha indotto a ritenere, come appare dalla comparazione tra integri-
ne di C.albicans e di C.tropicalis, che altri determinanti, oltre RGD, sarebbero
in grado di favorire I'adesivita (2).

Laminina

E' la piu abbondante glicoproteina della membrana basale vascolare, in
grado di legarsi, da un lato, a recettori specifici di cellule che normalmente
reagiscono con tale basamento, nonché a granulociti, linfociti, macrofagi,
cellule tumorali metastatiche e, dall'altro, a componenti della matrice extra-
cellulare, come collagene 1V. Da rilevare, che anche microrganismi batterici,
come E.coli, S.aureus, T.pallidum e batteri associati con malattie periodontali
riconoscono laminina mediante recettori specifici.

In C.albicans, siti che legano laminina e che, pertanto, mediano I'attacco
del lievito alla membrana basale, sono presenti nella parte piu esterna dello
strato fibrillare dei tubi germinativi nella misura di circa 8.000 per cellula.
Come avviene per fibrinogeno, albumina e transferrina, ma non per fibro-
nectina, I'interazione, probabilmente dovuta a due componenti proteici di 68
e 62 kDa e impedita dal calore, da tripsina e da fibrinogeno, ¢ ristretta ai tubi
germinativi quando ha inizio la fase di parassitismo filamentoso(4). Del tutto
recentemente, & stato dimostrato che anche blastospore di C.albicans hanno la
capacita di legarsi a laminina, probabilmente ad opera di polipeptidi di 37 e
67 KDA (34). Stipiti di C.zeylanoides, oltre a produrre proteasi extracellulare e si-
derofori, sono risultati poter legare collagene tipo I, fibronectina e laminina (43).

Fibrinogeno

Attualmente, l'interazione tra C.albicans e fibrinogeno, trova riscontro in
una serie notevole di dati che possono essere cosi sintetizzati:

- il fibrinogeno puo mediare il legame del lievito con fibronectina e, di
conseguenza, favorire i processi di adesivita a livello della matrice extracel-
lulare;

- come ¢ stato osservato per S.aureus, il fibrinogeno pud mediare I'adesi-
vita del lievito a protesi e cateteri;

- la coagulazione fibrinogeno-fibrina riveste una particolare importanza
nei meccanismi di patogenicita, in quanto la fibrina € un buon recettore del
lievito. Quest'ultimo, dopo aver aderito a coaguli sanguigni, puo entrare
nella disseminazione intravascolare determinando severi quadri setticemici;

- il legame di C.albicans con fibrinogeno é 7-12 volte maggiore con ife e tu-

50



S. Andreoni Patogenicita di Candida albicans e di altri lieviti

bi germinativi che con blastospore (3); in seguito a estrazione con mercaptoe-
tanolo di blastospore e di ife & presente una proteina di 58 kDa che rappre-
senta il recettore specifico per il fibrinogeno, in quanto non si lega con glico-
proteine della matrice extracellulare. La diversita tra blastospore e ife nel-
I'ambito dei processi adesivi viene interpretata come una minore disponibili-
ta della proteina nelle blastospore, oppure per una sua diversa distribuzione
nel cell-wall, o per i tipi di legami con O-oligosaccaridi coinvolti (37);

- le proteine che legano il fibrinogeno sono probabilmente correlate con
le integrine della sottoclasse b2 o b3;

- le proteine che legano il fibrinogeno vengono sintetizzate durante la
formazione dei tubi germinativi ed esportate all'esterno.

In conclusione, nell'ambito dei processi di adesivita di C.albicans si
riconferma che esiste una famiglia di proteine e mannoproteine del cell wall,
alcune comuni alle varie forme con cui si presenta il lievito, altre specifiche
per ogni forma (10), che modulano le proprieta di superficie dello stesso nei
confronti di strutture dell'ospite e che possono essere considerate fattori di
virulenza.

Adesivita a tessuti e organi profondi

Le prime osservazioni in merito alla adesivita di C.albicans a tessuti pro-
fondi risalgono al 1963, quando si poté stabilire che, nel topo immunologica-
mente normale, il lievito pud moltiplicarsi a livello del rene (36). Da allora, &
stato osservato che C.albicans puo legarsi al tessuto corticale, tubuli contorti,
glomeruli, tunica media delle arteriole del rene, a cellule endoteliali dei sinu-
soidi epatici, alla zona sottocapsulare e ai seni dei linfonodi, alla zona margi-
nale della milza. Sempre per quanto riguarda C.albicans, venne anche fatto
presente che l'adesivita al tessuto splenico puo variare notevolmente a
seconda se gli stipiti siano stati isolati in casi di candidosi disseminata, da
lesioni endoftalmiche, dalla bocca di soggetti immunocompetenti o
immunosoppressi (12). Si dimostro, anche, che I'adesivita del lievito, sempre
distinta in debole, forte e ad incastro, & maggiore per milza e linfonodi, che per
rene e fegato (35).

L'adesivita di C.albicans agli organi profondi rappresenta I'evento critico
nella patogenesi delle candidosi disseminate in quanto pud esprimere un
meccanismo immunitario mediante il quale I'ospite immunocompetente
blocca il lievito a livello del sistema retiocolo-endoteliale, impedendone la
diffusione. Milza, linfonodi e reni, ottenuti da topi normali, oppure da topi
immunosoppressi mediante irradiazioni, ciclofosfamide e cortisone, solo nel
secondo caso dimostrano una minore adesivita del lievito al margine della
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milza, mentre non si differenziano per quanto riguarda reni e linfonodi (7,
8). Il mannano ¢ ritenuto responsabile del legame delle blastospore alla zona
marginale della milza e ai seni midollari e subcapsulari dei linfonodi (26) e la
responsabilitd viene attribuita sia alla frazione acido-labile (32), che alla fra-
zione acido-stabile (25). Stabilito, infine, che sialoadesine sono specifici recet-
tori della superficie di macrofagi e che la loro espressione ¢ limitata alla zona
marginale della milza e sottocapsulare dei linfonodi, si € portati a concludere
che l'adesivita attribuibile a tali recettori, trova riscontro, in pratica, soltanto
nei macrofagi (17).

Idrofobicita

C.albicans é capace di esprimere idrofobicita di superficie sia sotto forma
di blastospora che sotto forma di ifa. Come & stato dimostrato con stipiti
idrofobici (LGHZ1095, LGH870), a tale proprieta si accompagna un aumento
di virulenza, che si esprime, nel corso delle varie fasi dell'infezione, sia nei
processi di adesivita, che nell'impedimento dei meccanismi Killer dei poli-
nucleati. Nelle setticemie, I'espressione di idrofobicita & fondamentale, cosi
come lo é nella colonizzazione di cateteri e di protesi. Responsabili di uno
stato di idrofobicita sono risultate proteine specifiche del cell wall, peraltro
mutevoli a seconda della fase di riproduzione del lievito (33) e, infatti, tubi
germinativi, che, tra l'altro, incorporano piu cortisone delle blastospore idro-
filiche, esibiscono un piu alto grado di idrofobicita (6).

L'idrofobicita di cellule di C.albicans puo essere transitoria, cosi come, per
brevi periodi di tempo, cellule idrofiliche possono esprimere molecole idro-
fobiche. Cellule idrofiliche ed idrofobiche, se esposte a taluni enzimi, come
lipasi, fosfolipasi ed esterasi, non modificano il loro comportamento, al con-
trario di quanto avviene se sottoposte all'azione di tripsina, pepsina, a-chi-
motripsina e pronasi. Mediante gel elettroforesi di cellule digerite con liti-
casi, il processo di idrofobicita é stato correlato con quattro proteine di su-
perficie, dalla cui variazione dipenderebbe appunto il grado di intensita di
tale attributo (18).

Altre notevoli diversitad d'azione sono state riscontrate tra cellule idrofo-
biche e cellule idrofiliche di C.albicans. Le prime si legano diffusamente a
vari tessuti e, come si € visto, alla zona marginale, polpa rossa e polpa bianca
della milza, alle aree paracorticali dei linfonodi e, in misura diversa, ai reni.
Le seconde, che in genere esprimono legami in sedi specifiche, si legano, in-
fatti, solo alla zona marginale della milza, ai seni sottocapsulari e trabecolari
dei linfonodi (19).

52



S. Andreoni Patogenicita di Candida albicans e di altri lieviti

Recettori del complemento

Come ¢ noto, il sistema complemento, una volta attivato per via classica o
per via alternativa, € in grado di esprimere una serie non indifferente di
interventi che si risolvono in interazioni con recettori cellulari (opsoniz-
zazione, liberazione di enzimi, attivazione cellulare), nell'attacco a membra-
ne (citotossicita, citolisi) e in processi patologici (infiammazione, danni
cellulari). Questo sistema, se associato a fattori regolatori, consiste di almeno
25 proteine plasmatiche e di membrana, tra cui una decina di recettori a
livello di tipi diversi di cellule e specifici per i vari componenti del comple-
mento stesso (Tav. 3d). In particolare, i processi di fagocitosi trovano riscon-
tro nel recettore tipo 3 del complemento (CR3), presente su neutrofili e mo-
nociti, i quali riconoscono il frammento iC3b di C3, quando esso si lega
covalentemente alla superficie di un microrganismo. Altri leucociti, come
linfociti e NK esprimono anch'essi recettori di superficie, con una subunita b,
comune a tutti i leucociti ed una subunita a, specifica per ogni tipo di cellula.

Recettore Specificita  Tipo cellulare Risposta biologica

C3a C3a, C4a Fagociti, mastcellule  Secrezione, attivazione cellulare

CR1 C3b, C4b Eritrociti Regolazione del complemento
Linfociti Aumento tossicita anticorpo-dipendente
Fagociti Aumento ingestione, attivazione cellulare

CR2 C3d,g,C3d  Linfociti B Attivazione linfocitaria

CR3 iC3b Fagociti Aumento ingestione, attivazione cellulare

CR4 C3d, g Fagociti

C3c C3c Neutrofili Leucocitosi

Cbha Cha Fagociti, mastcellule  Secrezione, chemotassi

Clq Clq Fagociti, linfociti B

H H Fagociti, linfociti B

Tavola 3d. Recettori del complemento (3).
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Candida albicans

Le prime indagini in merito alla presenza in C.albicans di recettori di
superficie per componenti del complemento sono relativamente recenti.
Stabilito che, tra le varie specie di Candida, solo C.albicans e C.stellatoidea in
fase germinativa sono in grado di legarsi ad eritrociti sensibilizzati rivestiti
da prodotti di conversione del complemento (C3d) umani e che l'interazione
é abolita da D-mannoso e D-glucoso (6), successive indagini hanno posto in
evidenza non pochi dati di notevole interesse:

- in talune condizioni sperimentali, oltre a questa proteina glicosilata che
lega forme ifali e pseudoifali (proteine leganti C3d), C.albicans puo esprime-
re, anche a livello di blastospore, un recettore che reagisce con un altro pro-
dotto del complemento e precisamente iC3b (2);

- lI'interazione CR3/CR4-iC3b puo avvenire anche con blastospore, ma il
recettore & evidenziabile soprattutto a livello di ife. La trasformazione mice-
liale corrisponde, inoltre, ad una aumentata espressione di recettori e, con
essa, una piu marcata inibizione della fagocitosi (5);

- una aumentata espressione di recettori ha luogo quando C.albicans si
replica in presenza di determinate concentrazioni di D-glucoso, al contrario
di cio che avviene in presenza di L-glutamato (Graf. 3b) (8);

- in C.albicans, il recettore che lega C3d ¢ diverso da quello di cellule uma-
ne che legano questo prodotto del complemento, mentre, per quanto riguar-
da la richiesta di ioni-calcio nel corso dell'interazione, anche il legame tra
pseudoife e complemento sarebbe stabilizzato dalla presenza di Ca?* (12).
Inoltre, nei casi di candidosi disseminata, C.albicans avrebbe la proprieta di
ottenere ferro da eritrociti opsonizzati a seguito di attivazione per via alter-
nativa del complemento, con deposito di frammenti di C3 sulla superficie
delle emazie (13);

|l:l recettori espressi O fagocitosi |
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Grafico 3b. Espressione recettoriale e fagocitosi di C.albicans in presenza
di L-glutamato e glucoso (8).
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- mutanti avirulenti di C.albicans manifestano una ridotta espressione del
recettore verso iC3b, ma non verso C3d, per cui si ritiene che il primo sia piu
importante nei processi di adesivita e, di conseguenza, nella virulenza del
lievito (10). D'altro canto, I'espressione del C3d-recettore, posta in evidenza
mediante antisieri anti-recettore con tecniche di immunofluorescenza, si
manifesterebbe sia in vivo che in vitro (9);

- da lisati di pseudoife, ma non di blastospore, in grado di legare emazie
di montone con iC3b e C3d, é stata ottenuta una proteina di 42 kDa, denomi-
nata p42-CR3 in quanto neutralizzata da anticorpi monoclonali diretti verso
il recettore CR3 di complemento umano. Questa proteina, che lega C3, C3b,
iC3b ma non C3d, é risultata potersi presentare in due forme glicosilate (1);

- Recettori CR3 di C.albicans e CR3 umani, sebbene cross-reagiscano e
fissino lo stesso ligando, non presentano la medesima struttura. | recettori
complementari tipo 3 (CR3) di leucociti umani sono infatti proteine dime-
riche costituite da a catene di 165 kD e b catene di 95 kD. C.albicans possiede
recettori CR3/CR4 riconosciuti da anticorpi monoclonali anti-a, ma non
anti-b catene di CR3 umani. La reazione e altamente specifica, in quanto essa
non ha luogo con anticorpi monoclonali anti RC1 e RC2, mentre si realizza
con tipi diversi di anticorpi anti CR3 (Tav. 3e).

- Una volta legatisi a iC3b, questi recettori, anche se con legame non co-
valente, possono competere con quelli di polinucleati neutrofili, sottraendo,
inoltre, complemento ai fagociti e opponendosi contemporaneamente alla
fagocitosi (Fig. 3c);

Anticorpi anti: Immunoglobuline Reattivita con C.albicans
CR1 IgG1 -
CR2 IgG2a -
CR3

Mol-94 IgM ++++
OKM 1 1gG2b ++++
Mab 17 IgM +++
Mab 44 1gG2a +++
OKM 10 IgG2a ++
M1/70 19G2a ++
CR4
BU-15 1gG1 ++++

Tavola 3e. Reattivita di anticorpi monoclonali verso recettori comple -
mentari umani con C.albicans (7).
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In conclusione, nell'ambito della patogenesi dei processi invasivi, ai recet-
tori del complemento di C.albicans corrisponderebbero particolari proprieta
e, precisamente: i) aumentata espressione di iC3b-recettori in presenza di
alte concentrazioni di glucoso, da cui una possibile maggiore sensibilita alle
infezione da Candida in soggetti iperglicemici; ii) evasione dalla fagocitosi;
iii) possibilita di differenziazione di C.albicans virulente da forme non
virulente e ci0o per i vantaggi acquisiti dalle prime nei processi di adesivita
ad epiteli e ad endoteli proprio in virtu di questi recettori di superficie (7). In
guest'ultimo caso, sono particolarmente interessanti quelle osservazioni in
base alle quali cloni di C.albicans, che si caratterizzano per la loro tolleranza a
clotrimazolo e che in particolari terreni producono blastospore, tubi
germinativi, pseudoife ma non vere ife, non dimostrano alcuna patogenicita
a livello del rene di topo. Inoltre, per quanto riguarda i recettori per iC3b e
C3d, questi cloni mostrano una ridotta espressione verso C3d, ma non verso
iC3b. Tenuto conto che questi cloni hon sono patogeni, si presume che la
capacita di causare infezione sia da correlarsi soprattutto con il riconosci-
mento di recettori per C3d (4).

legami
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iC3b ( CR3
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C.albicans polinucleati
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iC3b ( CR3

b _]

Figura 3c. Mancata fagocitosi per presenza di recettore CR3 in
C.albicans.
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Cryptococcus neoformans

La capsula di C.neoformans ha numerose attivita biologiche tra cui quella
di attivare il complemento per via alternativa ed & infatti attraverso questa
via che agiscono gli stipiti capsulati. Stipiti acapsulati di C.neoformans
attivano invece il complemento sia per via classica che per via alternativa.
Con questi stipiti, inoltre, l'attivazione ¢ pressoché immediata ed il legame
che si stabilisce tra C3 e blastospore trova riscontro in una altrettanto rapida
partecipazione di IgG e IgM. Al contrario, con stipiti capsulati, I'attivazione
avviene con un ritardo di 4-5' e senza partecipazione di anticorpi (15).

In particolare, mediante immunofluoresenza, si & visto che la deposizione
di C3 su criptococchi capsulati € piu elevata nei sierotipi A e D, rispetto ai
sierotipi B e C (16) e, per quanto riguarda le sedi, piu evidente a livello di
rene, fegato e polmone, modesta a livello di milza e del tutto assente nel
cervello (14). Le indagini sul legame tra iC3b e Cryptococcus neoformans
hanno anch'esse confermato la diversita di comportamento tra stipiti capsu-
lati non capsulati (Graf. 3c).

La presenza pressoché esclusiva di iC3b sulla superficie di C.neoformans
capsulato, accoppiata con I'apparente prematura interruzione dell’ampli-
ficazione del complemento, ha sollevato, tuttavia, non pochi quesiti sulla
genesi di questo evento. Per giustificare I'aumento di conversione di C3b in
iC3b, si & prospettato allora che la capsula stessa possa creare un micro-
ambiente piu favorevole all'azione del fattore | (serina proteasi), che rompe
la catena a' di C3b cui e legato il fattore H, quale proteina regolatrice del
complemento. Non é stata esclusa, inoltre, la possibilita che mentre le
molecole C3b delle forme capsulate presentano una forte sensibilita ai fattori
H ed I, nell'ambito delle forme non capsulate una significativa porzione sia

O0—O0—O0

20 40 60'

—O— criptococco —I— Criptococco)
capsulato acapsulato

Grafico 3c. Conversione di C3b in iC3b dopo contatto di C.neoformans
con siero umano (11).

57



S. Andreoni Patogenicita di Candida albicans e di altri lieviti

resistente alla conversione. Da tutti questi dati, si & potuto concludere che,
come nel caso di C.albicans, eventi rappresentati da interazione tra lievito e
specifici prodotti del complemento siano in grado di bloccare o comunque
compromettere processi di fagocitosi da parte di leucociti, sia nella misura
con cui vengono coinvolti i vari componenti del complemento, sia in base
alle caratteristiche con cui C.neoformans si presenta al complemento (11).

Attivita enzimatiche

I lieviti, come tutti gli organismi viventi, sono in grado di sintetizzare un
numero straordinariamente elevato di proteine enzimatiche, impiegate sia
nell'utilizzo di svariate sorgenti energetiche che per tutta quella serie di
reazioni metaboliche che stanno alla base di ogni stato di sopravvivenza e di
moltiplicazione cellulare. Come ogni prodotto cellulare, queste proteine
sono sotto controllo di geni cromosomici e/o plasmidici e intervengono
laddove stimoli extracellulari e segnali concatenati intracellulari ne condizio-
nano sintesi ed espressione. Una notevole varieta di enzimi idrolitici, in
gualita di proteine solubili (proteinasi A e B, carbossipeptidasi, aminopep-
sidasi) e di proteine associate alla membrana (a-mannosidasi, dipeptidil-
aminopeptidasi, fosfatasi alcalina, RNasi), sono contenuti nel vacuolo, orga-
nulo considerato analogo al lisosoma delle cellule superiori, con funzioni di
proteolisi, trasporto metaboliti, acidificazione. Il livello di questi idrolasi
varia in rapporto al tipo di substrato nutritivo, raggiungendo la sua massima
espressione nella fase stazionaria di crescita (13).

In tema di patogenicita dei lieviti, alcuni enzimi sono stati chiamati in
causa come fattori di virulenza, mentre altri, pur non venendo configurati
come tali, si ritiene possano concorrere nella patogenesi e nell'evoluzione
del processo morboso. Dove, peraltro, si € puntato da tempo l'attenzione, é
nel confronti dell'enzima proteinasi.

Proteinasi

Tra le varie proteinasi, aspartil-proteinasi, posta in evidenza sino dal 1968
(23), € un enzima extracellulare prodotto in misura diversa da piu specie di
lieviti (Tav.3f) nel corso della loro replicazione (Graf.3d).

Attivo nei confronti di disparate proteine (albumina, emoglobina, ca-
seina, cheratina, collagene, catene pesanti di IgAl e IgA2), questo enzima &
ritenuto in grado di contribuire alla virulenza del lievito intervenendo nei
processi di adesivita e di invasivita (14, 17). Un'altra importante proprieta
dell'aspartil-proteinasi di C.albicans sarebbe quella di degradare in piccoli
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peptidi la cistatina A della cute umana, di cui sono note le funzioni difensive
verso patogeni esogeni (25). Mutanti di C.albicans sprovvisti di attivita pro-
teolitiche sono risultati meno virulenti in infezioni sperimentali nel topo,
cosi come sono stati riconosciuti piu sensibili alla fagocitosi e all'azione
tossica di polinucleati neutrofili (16).

Lievito Diametro aloni (mm.) di chiarificazione dopo ore:
24 48 72 96
C.albicans - - - 16
C.albicans - 13 20 25
C.albicans - - - 18
C.parapsilosis - - - -
C.guilliermondii - 11 13 18
C.neoformans - 15 20 26
S.cerevisiae - - - 14
T.incospicua 13 20 24 30
T.beigelii - - 14 24

Tavola 3f. Attivita proteinasica di lieviti su agar-siero-albumina (1).

Si e prospettato che singole proteinasi di C.albicans, codificate da piu geni
(14), assumano un ruolo diverso nella patogenesi dell'infezione, tenuto in
debita considerazione il fatto che lo stipite che li esprime, come quello
definto WO-1, puo andare incontro ad un processo di conversione
fenotipica, in cui cellule opache posseggono i geni SAP1 e SAP3, mentre
cellule bianche contengono il gene SAP2 (27).

Sul piano diagnostico, clinico-epidemiologico e sperimentale, stante alcu-
ne delle numerose osservazioni, é risultato che;

- in esperienze, condotte su agar-albumina e su agar-caseina a pH diversi
(Tav.3g), proteinasi acida é risultata essere prodotta da C.albicans,
C.stellatoidea e C.tropicalis solo a pH acido e in misura superiore a quella
posta in evidenza con C.parapsilosis e C.guilliermondii e non essere prodotta
da C.krusei (21). In altre indagini, condotte presso il nostro laboratorio, stipiti
appartenenti a specie di Candida prese in esame, nonché al genere
Cryptococcus, Trichosporon e Saccharomyces, una volta coltivati su agar-siero-
albumina, sono risultati in larga misura proteinasi positivi (Tav.3g) con pre-
valenza di aloni di chiarificazione di 12-20 mm di diametro (Graf.3d) (1).
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Grafico 3d. Crescita e attivita proteolitica di Cryptococcus neoformans (4).

- in casi di candidosi vulvovaginale, € presente nel fluido vaginale in con-
centrazioni significativamente piu elevate che nelle forme asintomatiche (5).
Analoghe osservazioni sono state fatte in casi di vaginite correlati etiologica-
mente con C.parapsilosis (6, 8). Forti produttori di proteinasi sono risultati an-
che stipiti di Candida isolati da essudati purulenti e da catetere venoso
(Tav.3i)

attivita proteolitica su: CAP
Lievito Albumina-agar Caseina-agar
pH 4.5 pH7.0 pH 4.5 pH7.0 u/500ml **
C.albicans ++ - ++ - 1.160
C.stellatoidea ++ - ++ - 1.470
C.tropicalis ++ - ++ - 1.651
C.parapsilosis + - + - 347
C.guilliermondii + - - - 353
C.krusei - - - - 40
* ++ = alone di chiarificazione > 2mm dal bordo della colonia
+ = alone di chiarificazione < 2mm dal bordo della colonia
** produzione di CAP determinata su albumin-Remold broth medium

Tavola 3g. Attivita proteolitica su agar-proteine * e confronto con
produzione di proteinasi acida (CAP) in coltura (22).
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- aspartil-proteinasi ¢ prodotta da tutti gli stipiti isolati in casi di AIDS,
dove C.albicans é presente nella cavita orale con una frequenza elevata, pari
a circa il 50% dei pazienti esaminati e quando il numero dei linfociti CD4 si
presenta a bassi livelli nella fase avanzata della sindrome (7).

- prodotta da C.tropicalis, induce nel topo la formazione di due anticorpi
IgM monoclonali provvisti di reattivita diversa nei confronti di proteinasi di
C.albicans, sierotipi A e B, e C.parapsilosis. Uno dei due anticorpi, inoltre, &
risultato legarsi alla superficie di blastoconidi e pseudomiceli di C.albicans e
reagire con C.guilliermondii, ma non con C.parapsilosis, C.glabrata, C.krusei,
C.kefyr (3);

- pud condizionare i processi di fagocitosi: infatti, mutanti sprovvisti di
geni SAP sono risultati piu facilmente fagocitati dai leucociti e meno adatti
alla colonizzazione vaginale in ratti;

- rappresenta un fattore di virulenza nel senso che con un aumento di
produzione determina nel topo un aumento di mortalita (15). Da rilevare che

Casi No.
Lievito Negativi Positivi aloni mm.: Totale
11-20 21-30

C.albicans 19 35
C.parapsilosis
C.tropicalis
C.glabrata
C.krusei
C.lusitaniae 1
C.lipolytica
C.guillermondii
C.valida

C.kefyr

C.famata

C.incospicua

C.sake

C.neoformans
S.cerevisiae

T.beigelii

[
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Totale 26 58 37 121

Tavola 3l. Attivita proteinasica di lieviti in funzione delle specie.
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non tutte le indagini sono state concordi nell'attribuire un significato di
virulenza a questo enzima, soprattutto laddove stipiti isolati in casi di
stomatite ed esofagite pseudomembranosa, con effetti letali nel topo, sono
risultati scarsamente provvisti di tale proprieta enzimatica (18) .

Altri enzimi

Dei 14 enzimi idrolitici descritti in C.albicans, oltre alla proteinasi, anche
la fosfolipasi C, che scinde fosfolipidi in acidi grassi, colina e fosforo e la cui
produzione puo essere valutata mediante egg-yolk reaction (19, 22), é stata
considerata una fattore di virulenza, in quanto ritenuta potersi correlare con
la mortalita nel topo, con I'adesivita del lievito all'epitelio del cavo orale e in
quanto riscontrata piu frequentemente in stipiti isolati nel corso di gravi
infezioni.

Per gquanto riguarda la fosfolipasi A, che stacca un acido grasso dalla
molecola del substrato, si é rilevato un aumento di espressione nelle forme
germinative del lievito. Fosfolipasi A, B, C e lisofosfolipasi transcellulari
prodotte da C.albicans sono state localizzate nella zona di crescita fungina,
prospettandosi cosi I'eventualita che I'enzima concorra nel rimodellamento
della sua membrana nel corso della crescita e nella invasione delle cellule
tessutali dell'ospite. Sempre in tema di enzimi che agiscono su lipidi, puo
essere non privo di interesse il riscontro in C.rugosa di una lipasi distinta in
due stati suscettibili di transizione (10).

50 « 48,7

40r

30+
% 21,4

20 ¢+

10 ¢

|I:I casi negativi O casi positivi + B casi positivi ++

positivi + = alone di chiarificazione 11-20 mm
positivi ++ = alone di chiarificazione 21-30 mm

Grafico 3d. Percentuali di positivita per proteinasi in 121 stipiti di
lieviti.
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Positivi
Materiale Casi N. Negativi 11-20 21-30 mm
Essudato vaginale 40 17 21 3
Escreato 12 1 9 1
Catetere venoso 6 2 4
Essudati purulenti 6 1 1 4
Sangue (emocoltura) 2 2

Tavola 3i. Attivita proteinasica di C.albicans in rapporto al materiale di
isolamento.

C.albicans produce una collagenasi extracellulare capace di degradare sia
collagene solubile che insolubile (12) e gli enzimi glicolitici piruvato-chinasi
e alcol-deidrogenosi, considerati immunogenici (24), mentre in C.lipolytica é
stata posta in evidenza una fosfatasi acida non specifica, attiva a pH acido
(26). In C.neoformans & stata trovata una fenolo-ossidasi che agisce su catecoli
con formazione di melanina, quest'ultima ritenuta un importante fattore di
virulenza di questo lievito (11). Fenolo-ossidasi e stata riscontrata anche in
T.cutaneum (9). In S.cerevisiae, sono state ottenute distinte subunita di fosfo-
fruttochinasi, che si ritiene abbiano funzioni regolatrici (2). Altri enzimi,
sempre di dubbio significato in senso patogenetico, sono rappresentati da
tirosina-fosfatasi e fosfofruttochinasi trovati in lieviti di specie diverse, O-
acetilomoserina-sulfidrilasi di S.cerevisiae e T.cutaneum, chitina-sintasi di
C.albicans, miristoil-transferasi di C.albicans e C.neoformans, carbamilfosfato-
sintetasi di T.cutaneum e S.cerevisiae.

Alcuni enzimi sono stati descritti come markers di candidosi dissemina-
ta. Tale, la D-arabinitolo-deidrogenasi, un enzima che ha la proprieta di cata-
lizzare I'ossidazione NAD-dipendente sino a D-arabinitolo. In candidosi dis-
seminate, oltre ad un aumento in circolo di questo metabolita, si verifiche-
rebbe anche un aumento del rapporto arabinitolo-creatinina, in quanto,
avendo arabinitolo caratteristiche simili alla creatinina a livello di filtrazione
renale, un deficit a tale livello comporterebbe un aumento in circolo del me-
tabolita (20).

C.albicans, C.tropicalis e C.parapsilosis producono in vitro forti quantita di
D-arabinitolo. Nel topo, colonizzazione gastrointestinale del lievito con dieta
a base di arabinitolo, somministrazione intragastrica di antibiotici o tratta-
mento con cortisone, non ha inciso, tuttavia, sui livelli nel sangue e nelle
urine di tale metabolita (28). Al contrario, per quanto riguarda D-mannitolo,
un metabolita prodotto in vitro da C.neoformans e trovato in quantitativi
elevati in modelli murini, non & stato escluso che esso possa contribuire nello
stabilirsi dell'edema cerebrale e interferire con I'azione killer dei fagociti (29).
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Patogenicita dei lieviti in funzione
della conversione morfologica e della
variazione fenotipica

In ambito fenotipico, C.albicans & soggetta a due fondamentali fenomeni:
la conversione morfologica o transizione dimorfica, con passaggio dalla fase bla-
stoconidiale a quella di ifa e la variazione fenotipica, o instabilita fenotipica, o
switching, con un cambio ereditabile nella morfologia delle colonie. Questi
eventi, che trovano riscontro in una potenzialita genetica, come lo dimostra
il passaggio bianco-opaco a livello di cromosomi (Fig.4a) (29), rappresentano
punti fondamentali di riferimento in ogni indagine relativa alla patogenicita
del micete.

FC18 WO-1.24
ACT1 — RDN1  —
— CDC2] ACT1 SNC3LYS2
— ADE2  —
— CHR4
— LYS2
LYS2 SCN3 — DFR1 CHR4
— CHRG
— DFR1 e
— CHR6 SNC3
= = bande elttroforetiche; FC18: stipite di riferimento
WO-1.24 : derivato auxotrofico del ceppo WO-1 (white-opaque);
nalla colonna centrale sequenze genomiche comuni

Figura 4a. Cariotipi elettroforetici di C.albicans (29).
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Conversione morfologica

C.albicans & un organismo capace di crescere in forma di blastoco-
nide, ifa settata e pseudoifa, ciascuno di questi passaggi morfologici potendo
concorrere in quei processi di adesivita e di invasivita che caratterizzano
appunto la virulenza del lievito (Fig.4b).

La conversione morfologica si accompagna a modificazioni quanti-
tative nella composizione del cell wall, associate ad altre modificazioni qua-
litative nel profilo delle mannoproteine, nella struttura degli oligosaccaridi e,
di conseguenza, nella espressione di antigeni specifici. Oltre a cig, sono
possibili altre variazioni, tenuto conto che al cell wall corrispondono fattori
di patogenicita, come adesine e recettori del complemento, ritenuti, accanto
all’enzima proteinasi, tra i pid importanti nell’ambito della virulenza del
micete. E’ evidente, pertanto, come & stato piu volte sottolineato, che il mo-
mento di osservazione in cui si esamina un determinato evento deve essere
considerato del tutto critico (2).

Struttura del cell wall

In C.albicans, mannoproteine di elevato peso molecolare non sono
componenti passivi del cell wall, ma rivestono un ruolo del tutto particolare
nel modulare I’organizzazione di quest’ultimo per ottenere una struttura
sopramolecolare specifica per ciascuna morfologia. La composizione del

Figura 4b. Conversione morfologica di C. albicans nel corso di un
processo adesivo e invasivo.



S. Andreoni Patogenicita di Candida albicans e di altri lieviti

mannano, infatti, oltre a variare notevolmente tra Candide di specie diverse,
presenta differenze tra fase blastoconidiale e ifale in uno stesso stipite. Tali
variazioni si riferiscono al numero di oligosaccaridi, al numero dei legami a-
1,6 e all’lampiezza delle catene che si legano al fosfato. Di preferenza, nel
passaggio alla forma ifale, si verificherebbe una diminuzione nella lun-
ghezza delle catene manno-oligosaccaridiche (15).

Variazioni in tal senso si presentano anche in altri componenti. | lipidi, ad
esempio, costituiscono il 3.9% e il 4.7% del peso secco rispettivamente della
forma germinativa e della forma miceliale. Rappresentanti comuni sono fo-
sfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidildilserina e cardiolipina, men-
tre, per quanto riguarda gli acidi grassi, acido miristico e acido palmitico
contraddistinguono la forma germinativa rispetto a quella miceliale, dove
risultano presenti acido palmitico, acido palmitoleico e acido oleico (8).

Antigeni

La distribuzione e I’espressione di antigeni di blastoconidi e di ife sono
stipite dipendenti e possono variare in base alla composizione del terreno di
crescita e al periodo di incubazione. Come si & gia visto, solo il fattore 4,
presente in alcune specie di Candida, si manterrebbe tale indipendente-
mente dal variare delle condizioni ambientali e dai processi di germina-
zione.

Con I'impiego di un anticorpo monoclonale ottenuto in topo trattato con
estratto di ife, si & visto, in un primo tempo, che antigeni ifali di superficie
corrispondono ad antigeni presenti in blastospore, ma che, in questo caso,
essi non sono dimostrabili in superficie (16).

Contemporaneamente, si € dimostrato che frammenti Fab, ottenuti da
anticorpi monoclonali 1gG, che reagiscono con un epitope espresso sulla
estensione ifale del tubo germinativo, sono in grado di inibire I’intero pro-
cesso di transizione (3). Piu tardi, sempre mediante anticorpi monoclonali, si
sono poi potute definire non poche diversita a livello della collocazione di
antigeni del cell wall di blastoconidi e di tubi germinativi (Tav.4a).

Con la conferma che si possono mettere in evidenza antigeni specifici per
tubi germinativi e antigeni micelio-specifici, non & stato escluso che essi
siano presenti nelle blastospore in forma criptica. Inoltre, I'espressione degli
antigeni di superficie che reagiscono con anticorpi anti-tubi germinativi
risulterebbe variare in dipendenza del periodo di incubazione nel mezzo
colturale e del tipo di terreno. Diversa e anche la risposta anticorpale
valutata in tempi prolungati (Graf.4a)(19), tenuto conto che la determina-
zione di anticorpi anti-germ tube pud comportare implicazioni di notevole
importanza in diagnostica sierologica in quanto possibile espressione di
forme invasive.
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Tipo Dislocazione

| solo strato esterno di cell wall di tubi germinativi

1 strato esterno del cell wall di tubi germinativi e cell
wall di blastoconidi

1 cell wall di entrambe le forme

v strato esterno del cell wall di entrambe le forme

\Y strato esterno del cell wall di blastoconidi e cell wall di
tubi germinativi

VI solo strato esterno del cell wall di blastoconidi

Tavola 4a. Dislocazione di antigeni nel cell wall di blastoconidi e tubi
germinativi (17).

Di particolare interesse si presenta una serie di indagini svolte in Scuole
italiane sulle eventuali correlazioni tra colonizzazione di Candida in sede va-
ginale, con o senza manifestazioni cliniche, e aspetti morfologici del lievito,
tenuto conto che, nel topo, varianti di C.albicans incapaci di formare tubi ger-
minativi, non sviluppano in genere uno stato di infezione. Con uno stipite
con tale caratteristica, ma capace di sostenere una infezione cronica, € stato
visto che la variante é in grado di sviluppare forme filamentose simili a ife,
ma che il passaggio a tale forma non si realizza attraverso il classico stadio di
transizione (5). In altri saggi con modelli murini, viene rilevato, mediante
immunofluorescenza con anticorpi specifici, che dopo un’ora & possibile evi-
denziare una forte presenza di epitopi nelle cellule, mentre, 24 ore dopo,
guando si realizzano le ife, tale presenza € meno marcata. Inoltre, mediante
microscopia elettronica, si stabilisce che nella fase iniziale, le molecole reat-
tive sono presenti in tutto il cell wall, fatta eccezione dello strato periferico
della blastospora e della parte piu esterna della parete di tubi germinativi.

Viene esclusa, in conclusione, la possibilita che queste differenze siano da
addebitarsi ad una degradazione dell’epitope specifico ad opera di batteri o
di enzimi dell’ospite, affacciandosi invece la possibilita che i cambi associati
con la composizione dell’epitope corrispondano ad un meccanismo
modulatorio della risposta immune (6,30). In altri modelli murini, si confer-
ma, infatti, che macrofagi non solo possono operare una distinzione tra bla-
stospore e ife di C.albicans in base alla produzione o meno di tumor necrosis
factor e lisozima dopo un’ora di coincubazione, ma che soltanto la forma ifa-
le ¢ in grado di modulare specifiche funzioni (1). Contemporaneamente, in
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titolo anticorpale
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Grafico 4a. Anticorpi anti-blastospore e anti-tubi germinativi in coniglio
immunizzato con tubi germinativi trattati con formalina (19).

indagini svolte in USA, si dimostra, mediante immunofluorescenza, che i
blastoconidi non esprimono proteine leganti iC3b e C3d sulla loro superficie:
tuttavia, quando i blastoconidi sono trattati con endoglicosidasi o N-gli-
canasi, viene evidenziata la presenza dell’epitope specifico, anche se inserito
nell’interno della parete. In pratica, I’epitope o gli epitopi sarebbero sempre
presenti, ma solo durante la germinazione si assocerebbero al cell wall e alla
superficie della cellula (32). Con la germinazione, infine, avrebbe luogo la
presentazione di nuove molecole capaci di interagire con proteine del-
I’ospite, incrementando il processo di adesivita.

Variazione fenotipica o switching

Sin da 1935, venne fatto presente che C.albicans é in grado di manifestarsi
sotto forma di colonie di diversa morfologia, variamente definite come colo-
nie anormali, tipo R, varianti rugose, varianti letali, varianti membranose. Si
stabili che il fenomeno ha luogo spontaneamente, con una frequenza di circa
I’1%, che puo essere attivato da raggi UV e che, nella sua realizzazione, da
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origine a mutanti di cui due terzi sono stabili, mentre un terzo si esprime con
una mescolanza di caratteri (20).

La variazione, o instabilita fenotipica, o switching di C.albicans, correlata o
meno con processi di riarrangiamento cariotipico (20,21), é ritenuta un feno-
meno non solo ad elevata frequenza, ma, diversamente dallo switching di al-
tri miceti patogeni, anche capace di coinvolgere parecchi parametri morfolo-
gici e fisiologici. Ad aspetti fondamentali della variazione fenotipica (Tab.
4b), sono state successivamente apportate altre importanti precisazioni (21),
secondo cui:

- esistono parecchi sistemi switching che differiscono nel repertorio di
fenotipi (Tav. 4c). Sulla scorta degli aspetti morfologici delle colonie (bianca,
opaca, liscia, rugosa, ad anello, stellare, a medusa, frangiata, punteggiata,
polverosa, ifale) (Fig. 4b), talvolta comuni a piu specie di Candida (Fig. 4c), e
mediante clonazione di cellule in generazioni successive (Fig. 4d), sono stati
individuati piu sistemi di conversione (bianco-opaco, bianco-stellare, anula-
re-stellare, liscio-rugoso, liscio-ife, normale-nano, ecc.) (Fig. 4e, Fig. 4f);

Formazione spontanea anche di piu fenotipi di colonie
Reversibilita, ereditarieta e interconvertibilita del processo
Frequenza maggiore di quella delle ordinarie mutazioni
Aumentata frequenza in presenza di basse dosi di UV
Significato non accertato nella patogenesi dell’infezione

Tabella 4b- Aspetti fondamentali della variazione fenotipica.

VARIANTE RAGGRINZITA VARIANTE AD ANELLO VARIANTE A STELLA

Figura 4b. Esempi di switching di C. albicans.
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. sistema smooth-white (nessuna variazione fenotipica)

. sitema stippled-ring a fenotipi multipli (presenza di 4 fenotipi da colonie primarie
e di 6 fenotipi da colonie secondarie

. sistema di transizione white-opaque (presenza di un fenotipo bianco-opaco
dominante e di 3 fenotipi minori)

. sistema di transizione smooth-white-heavy myceliated (transizione da colonie senza
micelio a colonie con massivo alone miceliale)

Tavola 4c. Definizione sistemi switching in stipiti di C.albicans isolati
in corso di vaginiti (23).

4 4

" g

Figura 4c. Switching di C. albicans su malt-extract agar.

Sospensione in
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Figura 4d. Tecnica di clonazione di fenotipi.
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- processi di transizione fenotipica, correlati probabilmente a variazioni
nel grado di glicosilazione delle mannoproteine e ai loro rapporti con altri
componenti parietali, sono da ritenersi associati a condizioni di instabilita
genetica, come cambi in ploidicita, o possibili processi di riarrangiamento
cromosomico reversibile. Ad esempio, lo stipite WO-1.24, derivato auxotro-
fico di WO-1 (switching bianco-opaco), rispetto ad un stipite di riferimento &
risultato presentare altri due cromosomi, di cui uno piccolo e I'altro addi-
zionale tra la quarta e quinta banda (Fig.4a). Recentemente, sono stati indi-
viduati i primi geni responsabili della variazione fase-specifica, regolati a
livello di trascrizione (24); a tale proposito é stato ipotizzato che un gene re-
golatore del processo di conversione possa presentarsi in due stati alter-
nativi, I'attivazione o disattivazione del quale comporterebbe la repressione
o espressione di un set di geni fenotipici specifici (21);

- ogni stipite di C.albicans e capace di esprimere solo uno di questi sistemi,
come dagli esempi forniti dallo stipite 3153A, dalla sua variante M10 e da
WO-1. Numericamente, le varianti fenotipiche possono diffferenziarsi in
misura notevole, passando da cifre assai elevate, corrispondenti al morfotipo
liscio, a quelle di poche decine o di alcune unita degli altri morfotipi. Si
ritiene attualmente che, in condizioni normali, lo switching avvenga con una
frequenza di 2 x 10 e una volta ogni cento divisioni dopo somministrazione
di basse dosi di raggi UV (21). Nello studio del fenomeno si rende indispen-
sabile I'impiego di un terreno adatto che consenta lo sviluppo di varianti
prima di definire uno stipite “non switcher”;

- il terreno condiziona fortemente il risultato, tanto da far prospettare
I’eventualita che quanto piu esso & povero, oppure ricco di talune sostanze
nutritive, tanto piu e spinto il processo di transizione. Nel corso delle prime
osservazioni, infatti, I'instabilita fenotipica & parsa maggiormente associarsi
all’impiego di un terreno ricco in aminoacidi ma povero di sali di zinco,
I’aggiunta ulteriore di questi ultimi determinando infatti una diminuzione di
fenotipi (26);

- parimenti, periodo di osservazione, valutato talvolta in 3-5 giorni o piu
di 10 giorni, e temperatura di esposizione (4°C, 25°C, 37°C) condizionano
notevolmente la lettura dei risultati. Leucociti neutrofili e ossidanti come
acqua ossigenata stimolano a conversione nella direzione bianco-opaca, al
contrario dell’alta temperatura che stimola in direzione contraria.
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A = prima generazione; B = seconda generazione; C = terza generazione

Colonie SR (punteggiata-anello), S (bianco-liscia), P (piccola), R (anello), ST (stella),
IW (raggrinzita), M (pomellata)

Figura 4e. Repertorio di colonie ottenute da C. albicans isolata in un
caso di vaginite (23).
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Figura 4f. Repertorio di colonie ottenute, da C. albicans isolata in un caso di vaginite
(Osservazione personale)
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La transizione fenotipica piu frequentemente studiata ¢ quella che si
riferisce al sistema bianco-opaco (Tab. 4d). In merito ad essa e sul piano gene-
tico, sono state fatte importanti osservazioni:

- nello stipite WO-1 di C.albicans, il gene SAP1 della aspartil-proteasi &
associato con forme opache, al contrario di quelle bianco-lisce in cui I'en-
zima é codificato da SAP-2 (12);

Allungamento della cellula opaca, con una particolare angolazione con I’elemento
successivo

Inizio anomalo delle ife a partire dal centro della cellula allungata

Maggiore sensibilita della cellula opaca a sostanze antimicotiche

Maggiore sensibilita della cellula opaca a radiazioni UV

Espressione di un antigene comune alle due cellule e di uno ifa-specifico
Distribuzione in superficie dell’antigene specifico

Tabella 4d. Caratteri principali dello switching bianco-opaco di
C.albicans.

- sempre in questo stipite esisterebbe un gene, il primo cDNA white-
specifico o cWh11, che presenta una significativa omologia con il gene
GLP1, che regola il rapporto glucoso:lipidi di S.cerevisiae. Esso, inoltre,
avrebbe anche la responsabilita di regolare il processo di transizione
fenotipica blastospora-ifa (27);

- il gene Opl, la cui trascrizione ¢ correlata con alti livelli di attivita
proteasica, € trascritto in cellule opache e non in cellule bianche (14). La
sequenza nucleotidica del gene, infatti, presenta per il 99% omologia con
il gene della proteasi (13);

- in tempi successivi, sempre in Candida albicans, sono stati clonati due
geni, PEP1 e Op4, responsabili della conversione opaca-bianca. Questi
geni risiederebbero in cromosomi diversi e la cui azione, una volta inibita
da aumento di temperatura, viene prontamente ripristinata con il ritorno
alle condizioni di partenza (13). Per altri, alcuni o tutti i geni (SWI) della
transizione fenotipica sarebbero localizzati nel cromosoma 3 (4);

L’aspetto delle colonie sarebbe in parte legato alla proporzione e alla di-
stribuzione di cellule gemmanti, ife e pseudoife e dal loro grado di ramifica-
zione nell’lambito della colonia. Comparando mediante microscopia elettro-
nica le microstrutture delle colonie tipo e quelle di talune varianti, € stato vi-
sto che le colonie lisce consistono interamente di blastospore, mentre le
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colonie raggrinzate e increspate contengono in differenti proporzioni ife e
blastospore. Inoltre, colonie con bordi frastagliati sono risultate essere rap-
presentate da coltura pura di pseudoife, mentre colonie con ife aeree sono ri-
sultate composte da pseudoife, ife e blastospore(18).

Switching e patogenicita

Quando i sistemi switching vennero descritti per la prima volta (26), si ri-
tenne che essi assumessero un ruolo importante nella patogenesi delle infe-
zioni da C.albicans, in quanto in grado, taluni fenotipi, di penetrare piu age-
volmente nei tessuti, di modificare all’occorrenza la loro fisiologia, di sfuggi-
re ai sistemi immuni e di sviluppare una antimicotico-resistenza. Nella pato-
genesi di una infezione da C.albicans, si vide, ad esempio, che blastoconidi
del fenotipo opaco di WO-1 sono piu sensibili del fenotipo bianco ad essere
uccisi sia dai neutrofili che da sostanze ossidanti, come perossido di idroge-
no e mieloperossidasi (11). In stipiti di C.albicans isolati da soggetti HIV po-
sitivi, fu prospettata una correlazione tra switching e resistenza a ketocona-
zolo, al punto tale da prospettare la comparsa di quest’ultima potesse avve-
nire anche indipendentemente da un precedente contatto con azoli (7). In
epoche successive, I'argomento relativo ai presunti effetti dello switching
eventualmente correlabili con la virulenza del lievito é stato piu volte tratta-
to (21,24) (Tab.4e), il fenomeno venendo peraltro visto piu come una mag-
giore possibilitad di adattamento di C.albicans alla varie condizioni ambienta-
li, che come un evento in grado di concorrere nella patogenesi dell’infezione.

Sul piano sperimentale e limitatamente alle possibili variazioni nella
produzione di proteinasi acida in rapporto ai diversi fenotipi, e stato os-
servato, in ogni caso, che questo enzima, ritenuto correlabile con la virulen-
za, sarebbe secreto con minore intensita da cellule bianche rispetto a quelle
opache. Altre indagini, rivolte a definire I’attivita proteasica di fenotipi
ottenuti da stipiti isolati da essudato vaginale e da escreato, mediante de-
terminazione di aloni di chiarificazione su terreno solido, non hanno posto
in evidenza attivita diverse da correlarsi ai vari fenotipi, pur registrandosi
con alcuni stipiti capacita enzimatiche piu marcate (Tab.4f).

Per quanto riguarda le proprieta adesive, ritenute fondamentali nella
patogenesi dell’infezione, non mancano osservazioni su diversita riscontrate
tra stipiti di C.albicans isolati in casi di endocardite, vaginite e stomatite. Dif-
ferenze nella adesivita sono state dimostrate tra il lievito in fase di gemma-
zione e quello in forma ifale, non solo, ma con lo stipite WO-1 di C.albicans,
blastoconidi in fase bianco-liscia hanno dimostrato maggiore aderenza a
cellule epiteliali rispetto a blastoconidi in fase opaca, anche se questi ultimi
risultano esibire un piu alto livello di coesione (10).

74



S. Andreoni Patogenicita di Candida albicans e di altri lieviti

Diversa proporzione in blastoconidi, ife e pseudoife

Variabilita nella secrezione di proteasi acida

Differenze nell’adesione a linee cellulari e a substrati plastici
Variabilita antigenica

Modificazioni nella sensibilita ai neutrofili e ad ossidanti in vitro
Diversa sensibilita ad antimicotici (polieni, 5-fluorocitosina, azoli)

Tabella 4e. Presunti effetti di switching su fattori di virulenza di
C.albicans.

Escreato Essudato vaginale

Alone (mm.) Alone (mm.)

Fenotipi dopo 48 96 ore Fenotipi dopo 48 96 ore
Bianco-liscio 0 0 Bianco-liscio 0 16
Bianco-liscio (2) 0 16 Bianco-liscio (2) 0 20
Bianco-liscio 12 28 Bianco-liscio (2) 0 13
Bianco-opaco 0 18 Miceliato (3) 0 18
Miceliato 0 12 A stella 0 21
A stella 0 20 Opaca-ife 0 19
A corona miceliare 0 18 Cerebroide 0 15

Opaco-stella 18 24

Tabella 4f. Attivita proteasica (aloni di chiarificazione) di fenotipi di
C.albicans isolati da escreato ed essudato vaginale (Osservazione per -
sonale).

Altre interessanti osservazioni sono state fatte con lo stipite 3153A di
C.albicans una volta seminato su terreno di Lee e incubato per 7-9 giorni a
25°C. A livello dei morfotipi ottenuti nel corso della fase stazionaria di col-
tura, € stata registrata una specie di gerarchia per quanto riguarda le pro-
prietd adesive e precisamente - colonia liscia = colonia raggrinzata > colonia
liscia di reversione > colonia a stella - nei confronti di cellule epiteliali del cavo
orale e - colonia liscia > colonia raggrinzata = colonia liscia di reversione > colonia
a stella - nei confronti dello strato corneo.
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Altrettanto interessanti furono le conclusioni: si ritenne, ciog, che la mino-
re adesivita delle cellule a stella e delle cellule lisce di reversione fosse da at-
tribuirsi alla loro capacita di formare ife lunghe e tali da aggregarsi tra di
loro, al contrario di quanto poteva avvenire con le cellule lisce capaci,
sempre nella fase stazionaria di coltura, di formare tubi germinativi, piu
disponibili ai processi adesivi. In ogni caso, non veniva esclusa la possibilita
che lo stesso epitelio orale fosse coinvolto nei processi di induzione, in virtu
di prodotti dallo stesso elaborati (31).

Sul piano clinico fanno testo le prime osservazioni sull’alta frequenza di
switching in stipiti di C.albicans isolati in casi di vaginite (23). Procedendo di-
rettamente alla clonazione delle colonie dalla sede dell’infezione, in alcuni
casi si ottennero subito fenotipi diversi, mentre in altri, fenomeni di instabili-
ta fenotipica vennero posti in evidenza nel corso di successivi trapianti. In al-
tri episodi di vaginite e studiando il fenomeno a livello di stipiti isolati da
sedi diverse, si stabili che: I) all’epoca della prima infezione, tre differenti sti-
piti di C.albicans colonizzavano la bocca, I’area sotto il seno, le regioni vulvo-
vaginali, anali e rettale; 1) lo stesso stipite era responsabile dei tre episodi
infettivi; 11l) processi di switching avvenivano in ciascuna infezione; IV) lo
switching era indipendente dal trattamento con clotrimazolo; V) il tipo re-
sponsabile della colonizzazione del cavo orale era diverso da quello vaginale
(22).Infine, nel corso di una singola infezione, stipiti di C.albicans e stipiti di
C.tropicalis si contraddistinsero per il loro repertorio di instabilita fenotipica
(25). Di recente, é stato dimostrato che il 68% di C.albicans con proprieta in-
vasive a livello di vagina va incontro al processi di switching rispetto al 28%
di C.albicans isolate da feci(9).
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Correlazioni di patogenicita lieviti-
batteri

L’esistenza di un equilibrio ecologico soprattutto a livello intestinale tra
lieviti e batteri, in particolare tra C.albicans e batteri commensali degli
organismi superiori, ha avuto le prime conferme allorché I'impiego di
antibiotici, alterando con le loro proprieta batteriostatiche o battericide, tale
equilibrio, é risultato, in molti casi, tradursi in un vantaggio ambientale e
talora in un potenziamento delle proprieta invasive del lievito. Una serie
non indifferente di indagini ha consentito poi di stabilire che lieviti e batteri
possono: a) presentare caratteri genetici e proprieta enzimatiche comuni; b)
interagire tra di loro in senso sinergico od antagonista; c) interferire nella
patogenesi di processi morbosi a livello dell’organismo ospite.

Comunanza di caratteri genetici e di proprieta enzimatiche

Limitatamente ad osservazioni piu recenti, appaiono esemplificativi e
non privi di interesse alcuni dati.

In Streptococcus pyogenes gruppo A ¢ stato clonato un gene, hasA, che
codifica per una ialuronano-sintasi. Le sequenze in questa proteina enzima-
tica, di cui non viene esclusa una sua appartenenza a fattori di virulenza bat-
terica, hanno presentato notevoli omologie con tre chitino-sintasi, Chs,
membrana-associate, di Saccharomyces cerevisiae (6).

Un anticorpo monoclonale, ottenuto da topo immunizzato con Salmonella
thompson uccisa con il calore, fatta eccezione di 5 stipiti di C.krusei e di uno
stipite di C.utilis, é risultato in grado di reagire con 142 dei 148 stipiti di
Candida presi in esame e appartenenti a specie diverse, ma non con Saccha -
romyces cerevisiae. Tale comportamento é stato attribuito alla presenza nel-
I’antigene polisaccaridico del sierotipo C; O6-7 del batterio, di unita di
mannopiranoso unite dai legami b-1,2 e a-1,2, simili a epitopi di superficie di
Candida spp. (16). Altre relazioni antigeniche sono state poste in evidenza tra
C.tropicalis e Salmonella sierotipo Aberdeen, nonché tra C.glabrata e antigeni
O di Salmonella (1).

Antisiero di capra attivo su recettori di mannoso inibisce nel 50% la
fagocitosi di Escherichia coli e nel 90% quella di C.albicans, cosi come I'attivita
di macrofagi diminuisce rispettivamente del 60 e del 98% in presenza di
poli-L-lisina mannano. Si ¢ ritenuto, con questi risultati, che recettori del
mannoso, tipo lectina, sulla superficie dei fagociti siano in grado di
esprimere con lo stesso meccanismo la loro attivita nei confronti di C.albicans
e di Escherichia coli (17).
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In Trichosporon cutaneum é stata individuata una muconatociclo-isomerasi
in grado di convertire cis, cis-muconato in 4S-muconolattone. Questo enzi-
ma, con sequenza in aminoacidi diversa da quelle di cicloisomerasi di Pseu -
domonas putida e piu vicina a quella di cicloisomerasi di Neurospora crassa e,
probabilmente con un sito attivo diverso, e stato ritenuto, in ogni caso, rap-
presentativo di un’unica classe di cicloisomerasi, forse evolute da un unico
gene ancestrale (12).

Hansenula wingei, Rhodotorula glutinis e Saccharomyces cerevisiae hanno di-
mostrato la capacita di utilizzare solfonati come sorgente di solfuro. In parti-
colare, S.cerevisiae presenterebbe una capacita di assimilazione comune a
quelle di microrganismi batterici, come la preferenza di solfato rispetto a sul-
fonato, quando entrambi i substrati sono presenti e per il fatto che mutanti
incapaci di utilizzare solfato come sorgente di solfuro per mancanza in ATP-
solforilasi e adenilsolfato-chinasi sono invece capaci di utilizzare solfonato (24).

Sinergismo e antagonismo

Espressioni di mutualismo sono state osservate a livello di cellule epite-
liali della membrana mucosa di pollo. Una volta preincubate con proteinasi
stafilococcica, esse aumenterebbero quantitativamente I'adesivita di C.albi -
cans, avvalorando il prospetto che tale enzima possa assumere un particolare
significato nelle infezioni miste batteriche e fungine (14). Al contrario, una
relazione antagonista, con inibizione dello sviluppo fungino, sarebbe stata
posta in evidenza tra C.albicans e Pseudomonas aeruginosa in soggetti soffe-
renti di forme polmonari. Tale relazione & stata confermata in vitro, allorché
stipiti di Pseudomonas aeruginosa sono risultati svolgere una azione inibente
non solo nei confronti di C.albicans, ma anche verso altre specie di Candida
(C.tropicalis, C.parapsilosis, C.lusitaniae, C.guilliermondii, C.kefyr, C.krusei,
C.glabrata) e nei confronti di S.cerevisiae (Tav.5a) (11).

Inibizione:
Stipite fungino completa parziale assente
C. albicans 10
C.tropicalis 6 4
C.pseudotropicalis 7 3
C.parapsilosis 8 2
C.krusei 8 2
C.kefyr 10
C.guilliermondii 9 1
C.lusitaniae 10
T.glabrata 9 1
S.cerevisiae 8 2

Tavola 5a. Attivita antifungine espresse da 10 stipiti di Pseudomonas
aeruginosa (11).
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Le fimbrie di C.albicans riproducono, in una certa misura, morfologia,
struttura e composizione delle fimbrie batteriche e, utilizzando specifici re-
cettori, possono mediare I'adesivita a cellule epiteliali della bocca. Queste si-
militudini risulterebbero riferirsi, in particolare, ai residui di aminoacidi
idrofobici, che, nella subunita fimbriale di C.albicans, rappresentano circa il
50% dei residui totali e pertanto con valori assai vicini a quelli riconosciuti
alle fimbrie tipo 1 di Salmonella e di Escherichia. Cio che, tuttavia, si presta ad
un maggiore interesse, sono talune identicita per quanto si riferisce ai recet-
tori cellulari, nel senso che, taluni di essi, come asialoganglioside-GM; e asia-
loganglioside-GM; si configurano tra i recettori di adesine sia di C.albicans
che di talune specie batteriche, quale, ad esempio, Pseudomonas aeruginosa (2).

Secondo risultati ottenuti del tutto recentemente, si dimostra che talune
adesine di entrambe le specie hanno un comune determinante antigenico
presente in una regione definita della fimbrina (25). Si puo prospettare,
pertanto, che a livello di cellule provviste di tali tipi di recettori si venga a
stabilire, nella patogenesi di una eventuale infezione e, soprattutto per
guanto riguarda il processo adesivo, una specie di competitivita tra lievito e
batterio, condizionato naturalmente dal grado di disponibilita cellulare.

Frazioni glicolipidiche di Mycobacterium avium sarebbero in grado di
inibire I'effetto killer verso C.albicans di macrofagi bovini attivati (7).

Interferenze nella patogenesi delle infezioni

E’ stato dimostrato che in topi traumatizzati e infettati con C.albicans si
verifica un aumento della attivita proteolitica circolatoria. Di recente, mede-
simi eventi, come proteolisi e morte, sono stati posti in evidenza in topi trau-
matizzati e trattati sia con C.albicans, che con batteri gram-negativi (Pseudo -
monas aeruginosa, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae) (15).

Il lipopolisaccaride di batteri gram-negativi rappresenta un fattore di vi-
rulenza capace di aumentare le percentuali di mortalita in infezioni in cui
batteri e miceti sono copatogeni. Infatti, la somministrazione contemporanea
di Escherichia coli 0111:B4 e di C.albicans, oppure di endotossina di questa
specie di enterobatterio e C.albicans, ¢ risultata provocare nel topo il 100% o il
93% di mortalita in settima giornata, al contrario di quanto & occorso con la
somministrazione di uno solo dei due patogeni o della sola endotossina, con
mortalita, appunto, rispettivamente del 20% (E.coli), del 3% (C.albicans) e del
21% (LPS) (5).

Nel corso di trapianto midollare, il ricevente esprime con notevole fre-
gquenza uno stato di proliferazione di C.albicans in orofaringe con possibilita
di diffusione del lievito. Non e stato ancora precisato se le alterazioni cui va
incontro I'ambiente orale sono da attribuirsi ai farmaci antibatterici, a una
riduzione dello stato immunitario, ad interazioni con microrganismi
batterici o a fenomeni di coaggregazione. In quest’ultimo caso, é stato
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dimostrato che stipiti diversi di C.albicans possono coaggregarsi 0 meno a
specie batteriche, talune ritenute ospiti abituali del cavo orale (Tav.5c),
mentre si ottiene un’altra notevole varieta di risultati se gli stipiti batterici
vengono prima incubati con carboidrati (a-metil-mannoside, D-mannoso, L-
fucoso, D-glucosamina, destroso, a-metil glucoside), oppure sottoposti a
temperatura elevata (85°C per 30’) (8). Infine, premesso che piu di 300 specie
diverse di batteri coesistono nella cavita orale, con streptococchi e
actinomiceti che predominano nella placca dentaria, per quanto riguarda il
processo di coaggregazione sarebbe possibile ritenere che:

- esisterebbero piu tipi di interazione complementare tra streptococchi
e Candida e tali processi di coaggregazione potrebbero condizionare le
fasi di colonizzazione della mucosa orale da parte di lieviti.

- carenza di glucoso per C.albicans aumenta di almeno dieci volte il
processo di coaggregazione;

- S.sanguis, S.gordonii, S.oralis esprimono coaggregazione senza che cio
sia da correlare a processi di idrofobicita di superficie(9).

Attivazione

Lo sviluppo di uno stato di immunita specifica verso batteri intracellulari,
come Listeria monocytogenes e Mycobacterium bovis BCG, ha la possibilita di
aumentare una resistenza non specifica anche verso C.albicans e I'immuniz-
zazione con BCG ha dimostrato un aumento di sopravvivenza nel topo
guando trattato con C.albicans.

Il lipide A di Salmonella minnesota abolisce I'espressione di T suppressor e
induce una attivazione policlonale di B linfociti (3). Ugualmente, il lipopoli-
saccaride di Escherichia coli, Serratia marcescens e Salmonella typhi murium éin
grado di inibire marcatamente lo sviluppo di C.albicans attivando la fa-
gocitosi che si risolve in un aumento del numero di blastoconidi ingeriti per
neutrofilo e del numero di neutrofili capaci di tale azione. Il meccanismo
inibitorio sarebbe correlato con la liberazione di lactoferrina, cui é stata
riconosciuta appunto la possibilita di inibire la crescita del lievito, oppure
con effetti modulatori di polinucleati con produzione di citochine (18).

Lieviti killer

Se microrganismi batterici possono interferire nei processi infettivi
sostenuti da lieviti favorendone oppure ostacolandone I'espressivita
patogena, € ugualmente possibile che lieviti e lievito-simili, cosi come altri
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Nessuna coaggregazione Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas stutzeri
Xanthmonas maltophilia
Lactobacillus casei
Lactobacillus acidophilius
Klebsiella pneumoniae
Escherichia coli

Coaggregazione con 2-6 stipiti Streptococcus mitis
Streptococcus salivarius
Streptococcus sanguis
Bacteroides gengivalis

Coaggregazione con 8 stipiti Lactobacillus amylovorus
Fusobacterium nucleatum

Tavola 5c¢. Risultati di saggi di coaggregazione tra 8 stipiti di C.albicans
e batteri di specie diversa (8).

miceti, siano in grado di produrre o meno sostanze con specifiche attivita
antibatteriche (Tav.5d) o, come i lieviti killer, sostanze che hanno effetti
lesivi su altri miceti.

I lieviti killer secernono polipeptidi tossici che uccidono cellule sensibili
della loro stessa specie e, con una certa frequenza, anche quelle di altre
specie o altri generi di lieviti. Un evidente parallelismo esiste tra secrezione
di tossine da parte di lieviti e la produzione di batteriocidine, in quanto in
entrambi i casi tale produzione é associata con fenomeni di tossicita e di
immunita specifica ristretti agli stessi tipi di cellule. Gli stipiti Killer di lieviti
potrebbero, pertanto, essere definiti pit propriamente stipiti micocinogenici
e le loro tossine micocine.

Il primo fenotipo killer é stato individuato tra stipiti di laboratorio di S. cere-
visiae (4)e la sua azione letale € risultata essere causata da una esotossina, at-
tiva a pH 4.2-4.7, sensibile al calore e all’enzima proteasi. Questa tossina, che
¢ costituita da due componenti polipeptidici, € in grado di legarsi rapida-
mente al sito recettore del cell wall, identificato come 1,6 b-D-glucano e svol-
gere la sua azione a livello della membrana citoplasmatica. Successivamente,
sono stati posti in evidenza parecchi fenotipi, diversificati in base alla se-
crezione di tossina, alla sensibilita alla stessa, nonché ai tipi di plasmidi, che
mediante il loro determinanti genetici, la codificano (23). Di recente, sempre
in S.cerevisiae, & stato trovato il gene HKR1 (Hansenula mrakii killer toxin
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Aureobasidium pullulans

Citeromyces matritensis

Cryptococcus laurentii attivita antibatterica
Rhodotorula glutinis

Sporobolomyces roseus

Staphylococcus aureus

Pseudomonas fluorescens
Candida albicans
Filobasidium uniguttulatum
Saccharomyces cerevisiae
Torulaspora delbruckii mancata attivita
Tremella foliacea antibatterica
Trichosporon beigelii
Trichosporon dulcitum

Tavola 5d. Miceti provvisti 0 meno di proprieta antibatteriche (13).

resistence), la cui espressione consente al lievito di opporsi agli effetti della
tossina prodotta da Hansenula (10), mentre al plasmide M é stata riconosciuta
una marcata omologia con un plasmide di Zygosaccharomyces bailii (22).

Il fenomeno killer, particolarmente studiato in Italia per le sue implica-
zioni di carattere diagnostico (19, 20, 21), & stato osservato in molti dei lieviti
esaminati, ma la sua evidenziazione varia notevolmente a seconda degli sti-
piti isolati. Mentre la maggior parte degli stipiti sarebbe priva di entrambe le
proprieta, cioé la produzione di tossina associata ad autoimmunita, per gli
altri, sia la produzione di tossina che lo stato di immunita cellulare, ri-
chiedono scelta di appropriati stipiti sensibili nonché condizioni ottimali per
I’esame della attivita tossica. In ogni caso, in tema di equilibri ambientali tra
vari microrganismi si ritiene che la produzione di tossina rivesta anch’essa
un certo significato nella ecologia dei lieviti.
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