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INTRODUZIONE
L’aumento del numero delle infezioni da funghi
in ambiente ospedaliero nell’ultimo decennio
costituisce un problema preoccupante, in quanto
le infezioni nosocomiali hanno, nell’8% dei casi,
un’origine fungina, in particolare da Candida spp.
(2, 12). 
L’uso sempre più frequente di terapie immuno-
soppressive e di tecniche di rianimazione sem-
pre più invasive, la comparsa di nuove patolo-
gie che comportano la compromissione delle
difese immunitarie, l’aumento del numero dei
trapianti, ecc. determinano lo sviluppo delle
infezioni fungine che colpiscono, in particola-
re, i malati chirurgici ed i pazienti cancerosi
sottoposti a chemioterapia, nei quali le candi-
dosi invasive si accompagnano ad un elevato
tasso di mortalità (4, 12). 
A causa dell’emergere dell’AIDS, la candidosi
oro-faringea interessa, ancora oggi, la quasi tota-
lità dei malati con HIV (18, 26). 
Anche per quanto riguarda un altro lievito, il
Cryptococcus neoformans, il numero dei casi dia-
gnosticati sta progressivamente aumentando dal
1985 (dal 20 al 50% per anno), a seguito del pro-
gressivo sviluppo dell’AIDS (27). 
Infine, nei soggetti che non presentano anomalie
immunitarie o particolari fattori di rischio, le infe-
zioni da lieviti provocano focolai cutaneo-mucosi

che, per quanto a carattere benigno, costituiscono
una reale fonte di disagio. 
Circa il 40% delle dermatomicosi è causato da
Candida albicans e, secondo la letteratura, si può
stimare in circa il 5% il numero delle infezioni
vulvo-vaginali causate da lieviti: il carattere spes-
so recidivante può evolvere in patologie così
gravi da provocare invalidità al lavoro e notevole
crescita dei costi pubblici e privati. 
Di conseguenza, l’aumentata frequenza delle
infezioni da lieviti e la gravità della loro evolu-
zione clinica, impone che qualsiasi fungo isolato
da campioni clinici debba essere considerato
come un potenziale opportunista, per il quale
occorre eseguire un’identificazione accurata e
sarebbe auspicabile determinare la sua sensibilità
ai farmaci antifungini, soprattutto per quei miceti
isolati da distretti sterili.
Scopo dello studio è stato pertanto quello di iden-
tificare i lieviti isolati da diversi campioni patolo-
gici, provenienti da distretti sterili e non sterili sia
di soggetti immunocompetenti, sia di soggetti
immunodepressi afferenti ai vari Ospedali della
Città di Torino e di valutare la loro sensibilità ai
più comuni farmaci antifungini.

MATERIALI E METODI
Identificazione dei lieviti. I vari ceppi fungini
provenienti da cinque centri ospedalieri torinesi
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da marzo 2002 a febbraio 2003 (Ospedale
Amedeo di Savoia, Mauriziano, O.I.R.M. -
Sant’Anna, Dermatologico San Lazzaro e San
Giovanni Battista - Molinette) sono stati identifi-
cati mediante prove biochimiche di assimilazione
degli zuccheri e substrati vari, utilizzando le gal-
lerie del sistema API ID 32C (bioMérieux, Roma,
Italia).
Test di sensibilità agli antifungini. Il test è stato
effettuato con la tecnica di diffusione in agar con
dischetti utilizzando il sistema commerciale ATB
fungal system (Biogenetics Diagnostics, Ponte
San Nicolò, PD, Italia) ed il metodo messo a
punto da Meis et al. (17). 
ATB fungal system.
L’inoculo fungino è stato preparato in acqua
distillata alla densità di 0.5 McFarland, corrispon-
dente a 1-5 x106 lieviti/ml e ulteriormente diluito
1:10 per ottenere l’inoculo finale di 105 lieviti/ml.
Il terreno utilizzato è stato il Fungal ATB Medium
(Biogenetics) inoculato con 5 ml della sospensio-
ne di lieviti. 
Dopo aver applicato i mycodisk sulla superficie
dell’agar, le piastre sono state lasciate a tempera-
tura ambiente per 30’ affinché i composti antifun-
gini diffondessero nel terreno e poi incubate a
37°C per 24-48 ore. 
Come controllo di qualità è stata utilizzata
Candida albicans ATCC 90028.
Metodo di Meis et al.
L’inoculo fungino è stato preparato in soluzione
salina allo 0.9%, fino ad ottenere una sospensione
pari a 0.5 McFarland. 
Il terreno utilizzato è stato il Müeller Hinton agar
(MHA) addizionato di glucosio al 2% e di 5
mg/ml di blu di metilene, che favoriscono la cre-
scita e migliorano la definizione del margine degli
aloni di inibizione. Le piastre sono state incubate
in aerofilia a 35°C per 24-48 ore.
Antimicotici. Sono stati saggiati i seguenti
antifungini del commercio: anfotericina B
(20µg e 100µg) nistatina (100 U.I.), 5-fluoro-
citosina (1µg e 10mg), griseofulvina (25µg),
ciclopiroxolamina (50mg), miconazolo, eco-
nazolo, clotrimazolo, isoconazolo, ketocona-
zolo (100µg) (Biogenetics) e fluconazolo
(100µg) (Liofilchem, Roseto, TE, Italia). Ad
eccezione del fluconazolo, tutti gli antimicoti-
ci erano inseriti nel kit del sistema micodisk
(ATB fungal system).
Per quanto riguarda il fluconazolo, il test di sensi-
bilità è stato eseguito in parallelo confrontando le
due metodiche ed utilizzando quindi come terreno
il Fungal ATB Medium (FLU100afm) ed il MHA
contenente il 2% di glucosio e 5 µg/ml di blu di
metilene (FLU100mha).
Interpretazione. Ai fini interpretativi, è stata uti-

lizzata la tabella 1.
Per il fluconazolo è stato usato sia il range di sen-
sibilità per gli azoli (S�20 mm, R�19 mm) for-
nito dalla ditta produttrice (Liofilchem,) che quel-
lo del metodo di Meis et al. (S�19 mm,
Susceptible Dose Dependent =13-18 mm, R�12
mm), basato sui break-point delle MIC raccoman-
dati dall’US-NCCLS (19, 20). 
Per SDD si intende sensibilità dose dipendente e
corrisponde per i funghi alla categoria sensibilità
intermedia usata per i batteri; tuttavia, sottolinea
la necessità di aumentare la dose di farmaco per
ottenere sensibilità.

RISULTATI
In questo lavoro sono stati isolati 114 ceppi di lie-
viti e lievito-simili provenienti da 5 ospedali pre-
senti nella città di Torino: Ospedale Amedeo di
Savoia (26 ceppi), Ospedale Mauriziano (25
ceppi), Ospedale O.I.R.M. - Sant’Anna (23
ceppi), Ospedale Dermatologico San Lazzaro (21
ceppi) ed Ospedale San Giovanni Battista -
Molinette (19 ceppi). Sono state trovate 13 specie
differenti di Candida spp. (corrispondenti
all’85% dei ceppi isolati) tra le quali quella più
rappresentativa è stata C. albicans, presente tra
tutti i ceppi isolati al 40% e tra i ceppi di Candida
spp. al 45% (tabella 2). In percentuale minore si
sono ritrovati: C. glabrata (22%); C. parapsilosis
(7%); C. krusei (4%); C. famata, C. guilliermon-
dii e C. tropicalis (2%); C. humicola, C.interme-
dia, C. kefyr, C. lypolitica, C. pulcherrima e C.
valida (1%). Altri ceppi isolati sono stati: C. neo-
formans (2%), Saccharomyces cerevisiae (9%),
Trichosporon cutaneum (4%), Rhodotorula spp. e
Pichia carsonii (1%).
Questi risultati rientrano nell’andamento riscon-
trato nei diversi paesi europei ed extra-europei
nei quali la maggior parte dei lieviti patogeni o
potenzialmente patogeni ed i lievito-simili isola-
ti in laboratorio appartiene a cinque generi prin-
cipali (Candida, Cryptococcus, Rhodotorula,
Saccharomyces, Trichosporon o, molto più rara-
mente, altre forme sessuate di lieviti come
Hansenula, ecc.), a cui occorre aggiungere
Geotrichum spp. che, quantunque si tratti di un
fungo filamentoso e non di un lievito, cresce
sotto forma di colonie simili e viene isolato nel
medesimo contesto. Globalmente ciò corrispon-
de a circa 40-50 specie differenti, di cui circa
quindici sono tra le più frequenti.
Poiché nel sistema disponibile commercialmente
sono presenti antifungini non più utilizzati, come
la ciclopiroxolamina o utilizzati nei confronti di
altri miceti, come la griseofulvina, i risultati otte-
nuti per questi farmaci non sono stati presentati
(tabella 3).Tutti i miceti saggiati, presenti nei
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campioni provenienti dai vari ospedali, sono
risultati sensibili all’anfotericina B (AMP20,
AMP100) e alla nistatina (NYS) (tabella 3).
Le specie di Candida (comprese quelle non albi-
cans) sono risultate per lo più tutte sensibili alla
5-fluorocitosina alle due diverse concentrazioni
(5FC1 e 5FC10), con alcuni casi di sensibilità inter-
media o di resistenza. Per quanto riguarda gli imi-
dazoli (MIC, ECO, CLO, ISO, KET) tutti i ceppi
in esame, ad eccezione di C. albicans, sono risul-
tati sensibili o mediamente sensibili a questi anti-
micotici. 
Tra i i ceppi di C. albicans si sono riscontrati,
oltre al miconazolo, casi di resistenza o sensibili-
tà intermedia verso uno o più derivati imidazolici,
soprattutto nei confronti del miconazolo, clotri-
mazolo e ketoconazolo. 
Gli altri miceti non Candida saggiati quali C. neo-
formans e S. cerevisiae sono risultati sensibili alla
5-fluorocitosina alle due diverse concentrazioni e
a tutti gli imidazoli saggiati, ad eccezione di tre
ceppi di Saccharomyces, che sono risultati resi-
stenti al clotrimazolo. Un ceppo, inoltre, è risulta-
to poco sensibile anche a miconazolo ed econazo-
lo (tabella 3). 
Per quanto riguarda T. cutaneum tre ceppi su quat-
tro hanno manifestato resistenza alla 5-fluorocito-
sina, mentre uno ha mostrato sensibilità interme-
dia a questo antimicotico. 
Tutti i Trichosporon sono risultati sensibili agli

imidazoli, ad eccezione di un caso di sensibilità
intermedia al miconazolo. In ultima analisi, i
ceppi di P. carsonii e di Rhodotorula spp. si sono
mostrati sensibili a tutti gli antimicotici saggiati.
Su 47 ceppi di miceti (11 C. albicans, 12 C. gla-
brata, 1 C. famata, 1 C. kefyr, 2 C. krusei, 1 C.
guilliermondii, 1 C. humicola, 1 C. intermedia, 3
C. parapsilosis, 1 C. tropicalis, 1 C. lipolytica, 2
C. neoformans,1 P. carsonii, 5 S. cerevisiae, 4 T.
cutaneum) è stata valutata la sensibilità al fluco-
nazolo, utilizzando come terreno base per l’anti-
micogramma il MHA, contenente 5 µg/ml di blu
di metilene e glucosio al 2% (FLU100mha), e il
Fungal ATB Medium (FLU100afm). Dal confronto
tra le due metodiche è emerso che, per le specie di
Candida spp., i due risultati non concordano nella
sensibilità o resistenza verso questo farmaco
(tabella 3): infatti, si sono riscontrati 21 ceppi
dotati di resistenza per il FLU100afm ma di sensibili-
tà per il FLU100mha, mentre su entrambi i terreni 15
sono risultati resistenti. Per quanto riguarda le
specie non candida, C. neoformans (2 ceppi), P.
carsonii (1 ceppo) e un ceppo su cinque di S.
cerevisiae, si sono rivelati sensibili al fluconazolo
su entrambi i terreni (gli altri 4 ceppi di S. cerevi-
siae si sono rivelati resistenti per il FLU100afm ma
sensibili per il FLU100mha) (tabella 3). Dei ceppi di

T. cutaneum saggiati, invece, due sono risultati
sensibili ed uno resistente su entrambi i terreni
mentre uno si è rivelato sensibile al fluconazolo
sul terreno MHA ma resistente sul terreno AFM
(tabella 3). 

DISCUSSIONE E CONCLUSIONI
Una delle principali sfide della terapia antifungi-
na è lo sviluppo di tecniche standardizzate per
studiare la sensibilità in vitro agli agenti antifun-
gini che abbiano una rilevanza clinica e che pos-
sano determinare la vera significatività della resi-
stenza clinica a questi farmaci.
Ci sono quattro motivi principali per cui attual-
mente questi test presentano un crescente interesse:
a) l’aumento dei soggetti potenzialmente a rischio

di sviluppare un’infezione da funghi opportuni-
sti che, oltre ai soggetti traumatizzati e diabeti-
ci, colpisce soggetti immunocompromessi;

b) il numero crescente di specie fungine conside-
rate saprofite che, attualmente in pazienti
immunocompromessi, sono isolate ripetuta-
mente da infezioni sistemiche, ascessi cerebra-
li, ecc., e la cui sensibilità agli antifungini è
sconosciuta (22);

c) l’incremento del numero di farmaci antifungini
ad ampio spettro disponibili, mentre altri sono
in via di sviluppo;

d) l’osservazione, sia clinica che di laboratorio, di
resistenze secondarie di alcuni lieviti dopo tera-
pie con anfotericina B o fluconazolo (3).
Alcune specie come C. glabrata e C. krusei
sono di solito poco sensibili o addirittura resi-
stenti agli antifungini della serie degli azoli
(ketoconazolo e fluconazolo). Inoltre, si assiste
all’emergere di ceppi di C. lusitaniae e anche di
C. albicans meno sensibili all’anfotericina B.

Attualmente, le infezioni da funghi patogeni non
sono più riconducibili solamente a pazienti grave-
mente immunocompromessi a causa di tumori
ematici o perché trapiantati, ma si sviluppano
anche in pazienti debilitati che sono stati ricove-
rati in reparti di terapia intensiva o in reparti con
un’alta frequenza di ricoveri (2, 24). 
La maggior parte di queste infezioni è causata da
C. albicans che, come risulta anche dal presente
lavoro, è la specie isolata con maggior frequenza
nei vari ospedali e quindi considerata più aggres-
siva (9, 16). Ceppi non albicans sono comunque
responsabili del 35-65% delle candidosi riscon-
trate nei pazienti ospedalizzati. 
I ceppi più comuni sono dati da C. parapsilosis,
C. krusei, C. glabrata (5, 14), ma stanno emer-
gendo anche C. lusitaniae e C. guilliermondii, lie-
viti caratterizzati da una diminuzione di sensibili-
tà nei confronti dei più comuni antimicotici (6,
10, 24). Secondo i più recenti dati della letteratu-
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ra (14), C. famata e C. kefyr sono lieviti ancora
poco diffusi ed isolabili con percentuale inferiore
all’1%, anche se nella nostra indagine sono stati
rinvenuti, rispettivamente, nel 2% e 1% dei casi,
indicando anche qui una tendenza all’aumento.
La sensibilità in vitro di un microrganismo infet-
tante al farmaco antimicotico utilizzato per l’era-
dicazione della malattia, è uno dei molti fattori
che influenzano la probabilità che tale terapia
abbia successo. Dopo circa trent’anni di studio, la
sensibilità in vitro ad un chemioantibiotico può
essere in grado di predire la risposta alle infezio-
ni batteriche con un’accuratezza riassumibile con
la regola del 90-60: le infezioni dovute a ceppi
sensibili rispondono alla terapia nel 90% dei casi,
mentre le infezioni dovute a ceppi resistenti corri-
spondono al 60%. Un valore simile si è mostrato
predittivo anche per i test di sensibilità nei con-
fronti dei lieviti e nella conseguente scelta degli
antimicotici più idonei (23).  La terapia corrente
nei confronti dei lieviti prevede l’uso dei seguen-
ti antimicotici: i polieni, che interagiscono con gli
steroli presenti a livello della membrana fungina;
la 5-fluorocitosina, che inibisce la sintesi delle
macromolecole indispensabili per la sopravviven-
za del micete; gli imidazoli e gli azoli che inibi-
scono la sintesi di ergosterolo, componente fon-
damentale della membrana fungina (11). 
Tra questi farmaci i primi tre risultano essere i più
efficaci, in quanto, tra tutti i miceti esaminati, sol-
tanto 6 ceppi di Candida spp.(due di C. krusei,
uno di C. guilliermondii, due di C. albicans e uno
C. parapsilosis) e quattro ceppi di T. cutaneum
hanno dimostrato di possedere sensibilità inter-
media o resistenza. Questi risultati trovano con-
ferma in letteratura nei lavori compiuti da
Alvarado et al. (1) con C. albicans e C. parapsi-
losis e da Rogers (24) con ceppi di Candida spp.
nei confronti dell’anfotericina B.
Nel caso degli imidazoli, invece, si osserva l’in-
sorgenza di un numero maggiore di resistenze in
accordo con quanto visto in un recente lavoro di
St. Georgiev (25), probabilmente dovute a cicli di
terapia prolungati (più di 3 anni) (5). Tra i farma-
ci appartenenti a questa classe, quelli risultati
“meno efficaci” sono stati il miconazolo (43 ceppi
dotati di sensibilità intermedia o di resistenza tra
cui 4 di C. glabrata, 33 di C. albicans, 1 di C.
humicola,1 di C. parapsilosis, 1 di C. tropicalis, 1
di C. valida, 1 di T. cutaneum e 1 di S. cerevisiae),
il clotrimazolo (36 ceppi con sensibilità interme-
dia o resistenti tra cui 21 di C. albicans), il keto-
conazolo (24 ceppi con sensibilità intermedia o
resistenti tra cui 23 di C. albicans ed 1 di C. kru-
sei). Per quanto riguarda il fluconazolo, saggiato
soltanto su 47 ceppi, le sensibilità riscontrate sia
su FLU100mha che su FLU100afm sono riferibili solo a

9 ceppi fungini (2 di T. cutaneum, 2 di C. neofor-
mans, 2 di C. parapsilosis, 1 di P. carsonii, 1 di C.
albicans, 1 di S. cerevisiae), mentre la sensibilità
su FLU100mha  si riferisce a 32 ceppi, in particolare 3
di C. parapsilosis, 3 di T. cutaneum, 1 di C. inter-
media, 7 di C. glabrata, 9 di C. albicans, 1 di C.
kefyr, 5 di S. cerevisiae, 2 di C. neoformans e 1 di
P. carsonii. Le differenze nella sensibilità al flu-
conazolo riscontrate utilizzando due terreni diver-
si (MHA e AFM) sottolineano ancora una volta
l’importanza di usare metodi sempre più standar-
dizzati per valutare la sensibilità ai farmaci anti-
fungini. Studi recenti di sorveglianza internazio-
nale dimostrano che la maggior parte dei lieviti è
ancora sensibile al fluconazolo (7, 10, 15, 17) e,
di conseguenza, avvalorano il metodo di Meis et
al. approvato, recentemente, dall’NCCLS (20).
Tuttavia, per avere un quadro più completo,
sarebbero necessari ulteriori studi, volti a valuta-
re nel tempo l’andamento della resistenza a questi
farmaci. Inoltre, anche se la resistenza tendesse a
stabilizzarsi su quest’andamento si renderebbe
comunque necessaria l’introduzione di nuovi far-
maci antifungini, come ad esempio i nuovi triazo-
li (voriconazolo, posaconazolo, ranuconazolo)
caratterizzati da una maggiore attività nei con-
fronti dei miceti, da minore tossicità, da una mag-
giore accessibilità biologica e da una maggiore
emivita (8, 13, 21). 
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Tabella 1. Range di sensibilità agli agenti antifungini
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Tabella 2. Frequenza di isolamento dei lieviti e lievito-simili negli ospedali torinesi 
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