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Significato diagnostico di IgA secretorie adese

a cellule lievi

ormi nelle candidosi orali

Diagnostic potential of IgA coated candida cells in mucous

membrane candidiasis

RIASSUNTO

SUMMARY

[l significato i IgA secretorie adese in vivo
a cellule lievitiformi per la diagnosi di candi-
dosi orale ¢ stalo esaminato mediante un
saggio di immunofluorescenza direfta in 42
pazienli, sintomalici ed asintomatici, risulta-
ti positivi all'esame micologico colturale.

La maggior parte dei pazient con candidosi
orale clinicamente sospelta ha evidenziato
una positivita al saggio immunologico in
contrasto con la maggioranza dei pazienti
asintomalici.

[l nuovo approccio diagnostico ha mostrato
di essere correlalo con i sintomi clinici, la
persistenza dell'infezione, la risposta alla
terapia antifungina evenlualmente adoltata
ed i dali semiquantitativi dell’esame coltura-
le.

Parole chiave: JgA. Candidosi orale.

INTRODUZIONE

ILa formulazione di una corretlta diagnosi di
candidosi orale puo risultare problematica
sulla base della sola osservazione clinica a
causa di possibili infezioni recidivanti, di fat-
tori predisponenti, della soggeltivita della
sintomalologia e del concorso di altii poten-
zali agenti eziologici.

La frequente colonizzazione della mucosa
orale da parte di specie del genere Candida
rende poco affidabile la diagnosi di labora-
lorio basala esclusivamente sull'esame col-
turale.

Nelle candidosi vaginali & stata stabilita una
chiara correlazione tra manifestazioni pato-
logiche della mucosa e la quantita di lieviti
isolati in coltura dai mateniali clinici (1).
Saggi di immunofluorescenza direlta per la
determinazione di anticorpi adesi a batteri
(2,3 4,5 6,7, 8 e lieviti (9) in sedimenti
urinari si sono dimostrati variamente dia-
gnostici nel determinare il presunto sito di
infezione batterica e nel differenziare la
significativita del lievito isolato dall'urocol-
tura.
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The significance of in vive IgA coated yeast
cells for the diagnosis of candidiasis of the
oral mucosal membranes was evaluated by
direct immunofluorescence in 42 patientes
with or wilhout clinical symptoms, shown
to be positive for yeast growth in the cultu-
ral tesL. Mosl of the patients with clinically
suspected candidiasis of the mucosal mem-
branes gave positive results by serologic
assays in contrast to the majority of symp-
tomless patients. The diagnostic approach
proved to be essentially consistent with the
clinical signs, persislance of infection,
response to antifungal therapy and quantita-
tive cultural data.

Key words: IgA. Oral candidiasis.

Nella patogenesi delle candidosi muco-cuta-
nee un'importanza crescente é stata attri-
buita, nel corso degli ultimi anni, all’adesi-
vita dei lieviti alla superficie delle cellule
epiteliali dell'ospite.

Le IgA, ed in particolare le IgA secretorie,
possono svolgere un impostanie ruolo nel
sistema immunitario delle mucose preve-
nendo, i vivo, l'adesione dei microorgani-
smi (10, 11, 12, 13).

Un'inibizione dell’adesivita all’epitelio della
mucosa orale umana é staia anche dimo-
strala 1 vitro per ceppi di Candida albicans
(14). Immunoglobuline delle classi A e G
sono state inolire evidenziate adese a cellu-
Je di C. albicans in 10 pazienti su 29 esamj-
nati per reperto colturale micologico positi-
vo (15). Nessuna interpretazione & stata tut-
tavia formulata sul possibile significato dia-
gnostico di tale osservazione.

In queslo lavoro vengono per la prima volta
riportati i risultati di uno studio atto a valu-
tare, mediante immunofluorescenza diretta,
il significato diagnostico dell’adesione a
miceti lieviliformi i vivo di [gA e, compara-
tivamente, di altre classi immuanoglobulini-
che, nel corso di infezioni della mucosa ora-
le in pazienti sintomatici ed asintomatici.

Polonelli L, Ponton J, Frigeri S e coll, Signi-
ficato diagmostico di IgA secretorie adese a
cellule lievitiformi nelle candidosi orali. G It
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MATERIALI E METODI

Pazienti e materiali clinici

Sono state condotie, su un gruppo selezio-
nato di 42 pazienti, 54 indagini microbiolo-
giche.

I pazienti esaminati erano considerali sinto-
matici quando presentavano segni o sinio-
i, rilevabili clinicamente o soggettivamen-
te, riferibili a candidosi orale

I campioni clinici, per ogni indagine effet-
tuata, erano rappresentati da due tamponi
prelevati dalla mucosa della cavita orale.

Diagnosi di laboratorio

[l primo dei due tamponi era seminato in
piastre di Sabouraud dexirose agar addizio-
nato di cloramfenicolo (Becton Dickinson
lialia S.p.a., Milano).

L’eventuale crescita fungina era valutata
dopo 24-48 ore di incubazione delle piastre
a37°C.

[ lieviti sviluppatisi venivano identificati con
il saggio del tubo di germinazione ed, even-
tualmente, con il sistema semiautomatizza-
to Vitek (Vitek System, Inc. Hazelwood,
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Missoun, U.S.A)).

Saggio di immunofluorescenza diretta
per la rivelazione di IgA adese a cellule
lievitiformi (IF-JgA)

[l secondo dei due lamponi era stemperato
in 1 ml di tampone fostato (PBS. Oxoid limi-
ted, U.K); 10 u/1 del sedimento, ottenuto
dalla sospensione opportunamente centrifu-
gala (2000 rpm per 10 minuli), erano posti
in 4 pozzetti di due vetrini per fluorescenza.
| preparati venivano lasciati asciugare a
temperatura ambiente e, successivamente,
fissati al calore.

1o due pozzetti del primo vetrino erano
aggiunti 20 u/1 di una soluzione di anticorpi
di capra antiimmunoglobuline A umane,
coniugati con biotina (Amersham Interna-
tional, Amersham, U.K), diluiti 1:75 in PBS.
1l terzo ed il quarto pozzetto erano saggiati
con solo PBS (20 u/l) ed impiegati come
controllo.

In caso di saggio IF-IgA negalivo, il secon-
do vetrino era utilizzato, comparativamente,
per la rivelazione di immunoglobuline totali
adese alle cellule lievitiforini impiegando
20 /1 di una soluzione di anlicorpi di capra
anfi-immunoglobuline umane totali (Amer-
sham) diluiti 1:75 in PBS.I vetrini erano
incubati a 37°C, in umida, per 60 miputj,
lavati in PBS (3 volte per 10 minuti in agita-
zione) e lasciali asciugare all'aria. Successi-
vangente in ogni pozzetio erano post 30 u/I
di una soluzione di streptavidina conisgata
con isoliocianato di fluoresceina (Amer-
sham) diluita 1:30 in PBS. ed i vetrini incu-
bati a 37°C, in camera uinida, per 15 minuti.
Dopo 3 lavaggi in PBS (3 volte per 10 minu-
ti in agitazione), in ogni pozzetto erano
aggiundi, per 30 secondi, 50 /1 di una solu-
zione di contrasto (Eriochrome Black,
Ortho Diagnostic Systems Inc., Rarmtan,
New Jersey, U.S.A.), ed i velrini, coperti
con un coprioggetto, venivano osservati al
microscopjo a fluorescenza (Axiophot
Zeiss, Germany, con filtro barriera 515-
565).

RISULTATI

[l lievito opportunista pit frequentemente i-

Fig. 1

solato ¢ stato C. albicans. sebbenc siano sia-
fi identificali anche C. glabrata, C. guillier-
mondii, C. krusei, C. lusitaniae, C. tropicalis
e Torulopsis candida.

Nella tabella sono stati riportati i dati relati-
vi agli aspetti clinici, colturali, immunologi-
ci, e all'eventuale adozione di terapia speci-
{ica, dey 42 pazien(i selezionati per essersi
mostrati almeno una volla positivi all'esame
micologico collurale.

Ventisei di questi pazienli presentavano una
sintomatologia clinicamenle riferibile a can-
didosi orale, mentre i rimapenti 16 erano
considerati asintomatici.

1) saggio 1F-IgA si é dimostrato positivo nel-
la maggior parte dei casi (1a, 2a, 3a, 4a, 5a.
10a, 10b, 12a, 14a, 15a, 19b, 20a. 28a, 29a,
33b, 33c, 35a, 35¢, 36a, 38a, 3Ya, 40a, 41a,
42a, 42b) (Figg. 1 e 2) riferibili a pazienti
con sospefta candidus orale e negativo nel-
1a maggioranza dei soggetti asinlomatici
(casi 2b, 9a. 11a, 16a, 18a, 192, 22a, 23a, 24a,
25a, 26a, 32a, 37a).

Rare e a volle intermitient discrepanze so-
no slate osservate in pazienti sintomatici ne-
gativi al saggio immunologico proposto (ca-
si 6a. 7a, 20bh. 20c. 27a, 332, 35b) o in pa-
ziepli asintomatici posilivi (casi 8a, 17a, 21a,
34a), rispettivamente.

Nei preparati microscopici ollenuii dai ma-
leriali clinici di alcuni pazienti con sintoma-
tologia riferibile a candidosi orale (casi 28b,
30a, 31a) e di un paziente (caso 13a) privo
di sintomatologia ¢ con scarsa crescita col-
turale non ¢ stato possibile rilevare la pre-
senza dj cellule lievitiformi.

DISCUSSIONE

Le IgA secretorie hanno mostrato di posse-
dere un'elevala specificita per antigeni di o-
rigine batterica e virale e per macromoleco-
le alimentari quali le proteine del latte (16).

Molti studi hanno evidenziato la capaciia
delle IgA di prevenire jl legame tra microor-

Fig. 2

ganismi e cellule epjteliali della mucosa del-
Tospite (14-17). L'inibizione di tale legame
svolge un ruolo di primaria importanza nel-
la difesa inmunitaria, in quanto Vadesivila
rappresenia un prerequisiio essenziale per
la colonizzazione e l'invasivita da parte dei
microorganismi.

L'approccio diagnostico mediante il saggio
IF-IgA ha mostrato di possedere un'elevata
specificita per discriminare la significativita
dell'esame micologico colturale positivo
pazienti sintomaltici e asintomatici clinica-
menle sospetli per candidosi orale.
Sebbene nella nostra esperienza il saggio
[1-1gA sia stato applicato esclusivamente ai
materiali clinici di pazienti con esame coltu-
rale micologico posilivo, esso potrebbe es-
sere esteso a tutti i campioni pervenuti al la-
boratono, al fine di incrementare la sensibi-
litd dell'indagine. La positivita microscopica
potrebbe risultare valida per allertare 3l cli-
nico sulla presenza di Lieviti in pazienti a -
schio al fine di valutare la possibile insor-
genza di candidos.

Nonostante la maggior parte delle IgA del
sistema ymmunitario delle mucose sia di ti-
po secretono, non si pu¢ esciudere che al-
cune possano derivare dal canale circolato-
rio per un aumento della permeabilita con-
seguente al processo infiaimnmatorio. Ulte
riori indagini sulla natura di queste immu-
noglobuline. secrete in vivo, potrebbero es-
sere condotte utilizzando anticorpi specifi-
camente diretti contro 3] componente secre-
torio.

11 saggio immunologico proposto si é dimo-
strato di facile esecuzione ed ha permesso
di oftenere una risposta entro poche ore dal
prelievo del campione clinico.

L'eventuale adozione di una specifica tera-
pia antifungina ha coinciso con la scompar-
sa della sintomatologia e dei dati microsco-
pici e colturali per la ricerca di miceti lieviti-
formi eventualmente adesi di IgA (casi 20c,
39b). Questi risultati sembrano avvalorare
I'ipolesi che una delle principali componenti
del meccanismo di azione di quesli farmaci
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Tab. 1 - Correlazioni cliniche, sierologiche e terapeutiche in pazienti con esame colturale positivo con o senza sintomi riferibili a candidosi orale

Paziente Data sintomi Lievito Crescita Saggio di Terapia
(numero) isolato in immunofluorescenza anti
coltura IgA Igtot fungina
la 24-01-89 + Candida krusei +4 + ™) =
C. lusitaniae ++ = *)
2a 01-02-89 + C. albicans +4+ +++++ *) =
2b 2807-89 - C. albicans + - ™ =
3a 08-02-89 + C. albicans ++ + *) =
4a 09-03-89 + C. albicans +++ e *) -
5a 09-03-89 + C. albicans +4++ +4+++ ™) =
6a 09-03-89 + C. albicans + s *) -
7a 13-03-89 + C. albicans + - ¢ =
8a 21-03-89 - C. albicans 4+ T (*) =
9a 15-05-89 - C. albicans + - ++ =
10a 30-05-89 + C. albicans o e ++ *) =
10b 24-07-89 + C. albicans ++ iy *) =
11a 07-06-89 - C. albicans + - foer =
12a 22-06-89 + C. albicans it + *) =
13a 07-07-89 - C. albicans + %) (*) =
14a 25-07-89 + C. albicans + o i *) —
15a 30-08-89 + C. albicans g ++ *) =
16a 23-01-90 - C. albicans i = = &
17a 24-01-90 - C. guilliermondii + + *) =
18a 26-01-90 - C. albicans + = ~ =
19a 26-01-90 - C. albicans + = = =
19b 30-01-90 + C. albicans + + *) -
20a 31-01-90 + C. albicans + + ™) =
20b 09-02-90 + C. albicans + = + =
20c 16-02-90 + C. albicans + - - +(1)
21a 31-01-90 - C. albicans + + *) =
22a 31-01-90 - C. albicans + = + —
23a 31-01-90 - C. albicans + - + =
24a 02-02-90 - C. glabrata + = = =
25a 02-02-90 = C. tropicalis + - - =
26a 02-02-90 - C. tropicalis - = + B
27a 06-02-90 + C. glabrata +4+ 4+ - + o+ =
28a 07-02-90 + C. albicans e + (*) =
28b 22-02-90 + C. albicans + %) + =
29a 080290 + C. albicans + + * =
30a 08-02-90 + C. albicans + ** = =
3la 14-02-90 + C. albicans 2 (**) — =
32a 09-02-90 - C. albicans + - - =
33a 16-02-90 + C. albicans + = + =
33b 21-02-90 + C. albicans + + * =
33c 280390 + C. albicans + + *) =
34a 23-02-90 - Torulopsis candida + + (e =
35a 20-02-90 + C. albicans + 44+ *) =
35b 26-02-90 + C. albicans + = = =
35¢ 15-05-90 + C. albicans + g ™ =
36a 26-02-90 + C. albicans + o * =
37a 27-02-90 - C. albicans + - + =
38a 08-03-90 + C. albicans % + ™ i
39a 15-03-90 + C. albicans + ++ (*) —
39b 27-03-90 - - - - ™ +(1)
40a 16-03-90 + C. albicans o ++ *) -
41a 21-03-90 + C. albicans 5 + * =
42a 22-05-90 F C. albicans H + (*) =
42b 13-06-90 + C. krusei + + *) =

+ Il numero di + é riferito a dals quantitativs.
(*) Saggio non riportato perché cellule lie-
viform{ erano positive al saggio per IgA o non
erano rilevabili all’esame microscopico.

104

(**) Cellule leviformi non rilevabili all’esa-

me microscopico.
(1) Terapia locale con nistatina.
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sia Vinibizione dell'adesivita di C. albicans
alle cellule epiteliali della mucosa dell’ospi-
te (18).

Un'interessante correlazione é stata eviden-
ziata, in pazienti con sospelia candidosi ora-
le, tra il grado «i realtivita immunofluore-
scenza ed il dato colturale semiquantitativo
(casi 2a, 4a, 5a, 142).

[1 potenziale diagnostico del saggio 1F-IgA
in campioni clinici prelevati dalla mucosa o
rale si & dimostrato altamente significativo
in pazienti asintomatici con esame colturale
micologico positivo. In alcuni di questi casi
il saggio immunologico, negativo per IgA, si
é dimostrato positivo per altre classi di
immunoglobuline adese s» vivo a cellule lie-
vitiformi. Questi risultati sembrano eviden-
ziare una correlazione tra jl saggio propo-
sto, la sintomalologia riferibile a candidosi
orale, la guarigione clinica ed il ruolo difen-
sivo delle [gA secretorie.

Il saggio IF-IgA puo trovare una proficua
applicazione per I'indagine di materiali pato-
logici provenienti dal cavo orale di pazienti
che presentino problemi di diagnosi diffe-
renziale per ia concomitante jnfezione da a-
genti eziologici diversi. In pazienti presen-
tanti una sinlomatologia soggettiva, la nega-
tivita del saggio (casi 6a, 7a, 20b, 20c, 27a,
33a, 35b) potrebbe comportare la necessita
di condurre ulterjori indagini atte ad accer-
tare Ja responsabilitad di agenti eziologici di-
versi evitando l'inutile impiego di antimico-
tici. Al contrario, la positivita del saggio in
soggetti asintomatici (casi 8a, 17a, 21a, 34a)
potrebbe attestare J'efficacia del ruolo pro-
tettivo esercitato dalla IgA nei confronti dei
miceti lievitiformi infettanti la mucosa. Con-
trolli supplettivi sarebbero necessari per ac-
certare la possibile reversione del saggio in
assenza dell’insorgenza di sintomi.

La valuatazione della significativita del sag-
gio immunologico proposto, caratterizzato
da rapidita di esecuzione e non invasivita,
potrebbe permettere la formulazione di cor-
rette diagnosi cliniche e I'adozione di appro-
priate scelte terapeutiche.

Nei nostri [stituti é allualmente in corso u-
na piu vasta indagine, tesa a valutare il valo-
re diagnostico del saggio propasto in gruppi
selezionah di pazienti (con immunodeficien-
za acquisita, diabetici, nefropalicl) ed il ruo-
lo differenziale delle IgA mono e dimeriche.
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