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Prove preliminari di sensibilita agli antibiotici

di alcuni ceppi di alghe del genere Prototheca.

Prototheca ¢ un genere di Chlorophyceae unicellulari aclo-
riche, di particolare interesse perché sono patogene opportuni-
stiche, responsabili di una malattia cutanea o sistemica, detta
prototecosi, nell'uomo come in altri mammiferi.

La tassonomia e la filogenesi del genere non sono ancora
del tutto chiarite.

Il genere fu istituito da Kruger nel 1894 e posto tra le Sac-
charomycetaceae (Kruger 1894 b); anche altri Autori lo ascrissero
ai funghi, per via della mancanza di pigmenti e per leterotrofia
(Saccardo et Al. 1911; Ciferri 1956).

Altri Autori (Chodat 1913; West 1916; Cooke 1968) ritennero
questi organismi derivati da alghe del genere (Morella per per-
dita della clorofilla. Solo recenti ricerche di microscopia elet-
tronica, dimostrando la presenza di plastidi di riserva, hanno
confermato la loro vera natura di alghe (Nadakavukaren et Al
1973).

Non & ancora chiarita la relazione filetica tra il genere Pro-
totheca ed il genere (Morella, nonostante ricerche di natura strut-
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turale (Turner et Al. 1966; Lloyd et Al. 1968), nutrizionale (Pore
1972) e di immunosistematica (Sudman et Al. 1974).

Recenti dati di carattere fisiologico (Casselton et Al. 1969;
Moretti et Al. 1976) mostrano come ci sia difficolta nell’asse-
gnare i molti ceppi finora isolati alle diverse specie istituite, in
quanto i criteri di riconoscimento delle stesse sono a tutt'oggi
insufficienti per poter ottenere una chiave sistematica del genere
di sicuro affidamento (Arnold et Al. 1972; Sudman 1974).

Per quanto concerne la patogenicita di queste alghe, é da
notare che casi di prototecosi sono stati descritti fin dagli inizi
di questo secolo (Ashford et Al. 1930; Redaelli et Al. 1935), ma
soprattutto negli ultimi anni essi sono diventati di numero rile-
vante (Lerche 1952; Davies et Al. 1964; Adler 1967; Frese et Al.
1968; Klintworth et Al. 1968 a; Migaki et Al. 1974; van Kruinin-
gen et Al. 1973; Sileo et Al. 1973; Patni et Al. 1974; Lee et Al
1975; Mettler 1975; Kaplan et Al. 1976; Wolfe 1976). Ci0 pro-
babilmente ¢ in relazione alla confusione esistente in passato tra
prototecosi e micosi.

In recenti lavori di revisione della prototecosi (Sudman 1974;
Cox et Al. 1974) risulta che non esiste ancora una terapia ritenuta
generalmente valida per questa malattia.

Inoltre i dati disponibili circa l'attivita degli antibiotici sulle
diverse specie del genere sono scarsi (Patni et Al. 1974; Lee et
Al. 1975; Mayhall et Al. 1976).

Il presente lavoro ¢ un’indagine preliminare sulla sensibilita
agli antibiotici di ceppi di alghe del genere Prototheca, al fine
di ottenere ulteriori dati utilizzabili per charire maggiormente
la tassonomia e la filogenesi del genere, nonché utili suggeri-
menti per la terapia della prototecosi.

Materiali e metodi

Sono stati utilizzati per le prove di sensibilita agli antibiotici
diciassette ceppi di alghe, attribuiti a sei specie differenti del
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genere Prototheca, ricevuti dalla Indiana Algal Culture Collection
(vedi Tab. 1).

Tabella |

Elenco delle specie di Prototheca usate.

Specie N° ceppo Sorgente originaria
ILACC. 0 isolatore
P. zopfii Kriiger 328 Isolato da Pringsheim
P. zopfii Kriiger 1438 NRRL-YB-833
P. wickerhamii 1440 Isolato da W.B. Cooke
Tubaki e Soneda
P. wickerhamii 1533 NRRL-YB-4330
Tubaki e Soneda
P. portoricensis 289 Ashford Collection
Negroni e Blainsten
P. port. var. trispora 327 Ashford Collection
Ciferri e Ashford
P. stagnora Cooke 1442 Isolato da W.B. Cooke
P. stagnora Cooke 1443 Isolato da W.B. Cooke
P. chlorelloides 178 Attribuito a Beyerinck
P. moriformis Kriiger 1434 Inviato da W.B. Cooke
P. moriformis Kriiger 1435 van Niel, Hopkins IV.7.
P. moriformis Kriiger 1436 van Niel, Hopkins 1V.7.3.6.1.
P. moriformis Kriiger 1437 NRRL-YB-2464
P. moriformis Kriiger 1439 NRRL-YB-4121
P. moriformis Kriiger 1441 Tubaki e Soneda, da Osaka.
P. moriformis Kriiger 288 Isolato da un castano
P. species 329 Isolato da Xanthoria parietina
A.CC. = Indiana Algal Culture Collection;

NRRL — Northern Regional Research Laboratory, Peoria, Illinois.



Le alghe vengono coltivate su di un terreno la cui compos?
zione per litro ¢ la seguente: tampone fosfato (KH2PO4-Na2HPOY)
02 M pH 7, mi 5, MgSO4-7H20 g 0,075; NaCl g 0,020; H3BOj
g 0,012; CaCl2-2H20 g 0,020; FeSO!4 g 0,005; soluzione di oligoele-
menti mi 1, glucosio g 5; Bacto-Extract-Broth della Difco g 2.
La composizione per litro della soluzione di oligoelementi é la se-
guente: ZnSO4-7H20 g 8,82; CuSO4-5H20 g 1,57; MnCI2-4H20 ¢
1,44; MoQ3 g 0,71; CoSO! g 0,50.

Per l'esecuzione dei test di sensibilitd si sono adoperati i
Sensi-Discs singoli prodotti dalla BBL.

Le prove sono state condotte per 15 antibiotici, scelti tra
quelli piu comunemente adoperati in terapia ed in modo da aver-
ne almeno uno per ciascuno dei gruppi piu importanti.

Gli antibiotici scelti e la loro rispettiva concentrazione sono
elencati nella Tab. 2.

Tabella 2
Elenco degli antibiotici usati

Sostanza de?l?adlE(;EL Conc. in |ig
Penicillina P-10 10
Ampicillina AM-10 10
Cefalotina CF-30 30
Eritromicina E-15 15
Tetraciclina TE-30 30
Minociclina MI-30 30
Streptomicina S-10 10
Neomicina N-30 30
Kanamicina K-30 30
Gentamicina GM-10 10
Carbenicillina CB-50 50
Ac. nalidixico NA-30 30
Colimicina CL-10 10
Rifamicina RF-30 30

Novobiocina NB-30 30
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Per I'esecuzione delle prove, a seconda della costante di cre-
scita dei differenti ceppi, 0,1-0,2 mi di una coltura in fase espo-
nenziale dell'alga in esame sono stati sospesi in 10 mi di terreno
di coltura liquido sterile, contenuto in provetta. Dopo averlo bene
agitato, il contenuto della provetta é stato versato in una capsula
di Petri sterile del diametro di 9 cm. Sono stati aggiunti imme-
diatamente 20 mi dello stesso terreno di coltura, contenente agar
all’1,5%, preventivamente riscaldato a bagnomaria a 40-45°C. Le
piastre sono state agitate bene, onde far distribuire uniforme-
mente l'alga, e poi lasciate raffreddare.

Successivamente sono stati deposti sulla superficie asciutta
del terreno solidificato i singoli Sensi-Discs, in numero di 4-5
per capsula.

Infine le capsule sono state poste in termostato alla tempe-
ratura di 28°C per tutti i ceppi, tranne che per i ceppi 1435, 1436
e 1443, che sono cresciuti bene a 23°C (Moretti et Al. 1976).

Con questa metodica le alghe sono cresciute uniformemente,
per cui dopo 24-48 ore di incubazione ¢ stato possibile osservare
eventuali aloni di inibizione della crescita intorno ai dischi.

Risultati

| risultati ottenuti non possono essere in questo caso inter-
pretati secondo i criteri suggeriti dalla ditta produttrice dei
Sensi-Discs utilizzati, in quanto questi criteri si ricavano da prove
di standardizzazione del metodo su ceppi campioni di batteri
(Bauer et Al. 1966; Ericsson et Al. 1971). Tuttavia tali risultati
possono essere utilizzati per un primo raffronto tra i ceppi sag-
giati. | dati ottenuti sono riassunti nella Tab. 3.

Il primo risultato che si rileva dalla Tab. 3 & che queste
alghe sono inibite da molti degli antibiotici saggiati.

Si nota che la kanamicina produce aloni di inibizione della
crescita netti e misurabili in tutti i ceppi saggiati.
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Tabella 3

Risultati dei test di sensibilita dei 17 ceppi di Prototheca*

P. zopfii 328

P. zopfii 1438 — --e-- + — + + + Ammmmmmmmmemeeeee
P. chlorelloides 178 — — — — — — - o+ t—— 1t — —
P. species 329

P. wickerhamii 1533

P. wickerhamii 1440

P. portoricensis 289  ~TT-mTTTmmmmmmmmees ++ 4+ +—————
P. trispora 327

P. stagnora 1443

P. stagnora 1442 mmmmmmmmmmmmmmmmemmos —+-- mmmmmmmmmmmmee-
P. moriformis 1434  -==-===mmmmmmmemmoe- + B
P. moriformis 1435

P. moriformis 1436

P. moriformis 1437  ------------- + £+ —+ + £+ - e
P. moriformis 1439

P. moriformis 1441

P. moriformis 288 — — — — — — b+ === ==
* Legenda: + = diametro dell'alone da 14 a 18 mm;

+ diametro dell'alone minore di 14 mm;
assenza di alone.

Altri antibiotici aminoglicosidici, quali la streptomicina, la
neomicina e la gentamicina, hanno pure azione di inibizione della
crescita su molti dei ceppi utilizzati.

Gli altri antibiotici saggiati sono attivi solo su pochi ceppi.
Inoltre, ceppi attribuiti ad una specie risultano inibiti in modo
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sensibilmente diverso da uno stesso antibiotico, cosi come ceppi
di specie diverse si comportano in maniera simile nei confronti

di vari antibiotici.

Si considerino ad esempio i due ceppi di P. stagnora, che
mostrano comportamento cosi diverso. Il ceppo 1443 mostra in-
fatti una risposta simile a quella dei ceppi 1435 e 1436 di P.
moriformis. A loro volta questi due ceppi si differenziano dagli
altri ceppi di P. moriformis. Tra questi ultimi i ceppi 288 e 1434
hanno analogia di comportamento con il ceppo 289 di P. porto-
ricensis, ed il ceppo 1441 da le stesse risposte del ceppo 1533
di P. wickerhamii. L'altro ceppo di P. wickerhamii, il 1440, ed il
1442 di P. stagnora, sono sensibili rispettivamente alla kanamicina
ed alla neomicina il primo, e solo alla kanamicina il secondo.
Infine il ceppo 329, non determinato, sembra comportarsi come
il 328 di P. zopfii.

Conclusioni

La crescita delle alghe unicellulari eucariote del genere Pro-
totheca é inibita da numerosi antibiotici.

Tutti i ceppi studiati sono inibiti dalla kanamicina. Anche la
streptomicina, la neomicina e la gentamicina risultano efficaci
contro molti dei ceppi studiati.

Pertanto i risultati ottenuti, pur non offrendo un contributo
definitivo per la soluzione del problema tassonomico, mettono
in risalto I'esistenza di comportamenti diversi in ceppi attribuiti
alla medesima specie e di comportamenti analoghi tra ceppi
attribuiti a specie differenti.

Queste considerazioni incoraggiano ulteriori studi sull’auto-
ecologia e la fisiologia delle Prototeche.

D’altro canto le possibilita insite in questi risultati, rendono
necessaria la ricerca della minima concentrazione di inibizione
(M.1.C.) e della minima concentrazione alghicida (M.A.C.), per
quegli antibiotici per i quali sembra possibile una utilizzazione
in terapia.
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RIASSUNTO

Nell'ambito di studi sull'autoecologia e fisiologia intesi ad approfondire
la conoscenza delle alghe patogene del genere Prototheca, gli Autori hanno
eseguito prove preliminari di sensibilita agli antibiotici di 17 ceppi di
specie diverse di queste alghe.

Tutte le alghe risultano sensibili alla kanamicina. Nei confronti degli
altri antibiotici ci sono comportamenti difformi nell'ambito della stessa
specie ed analogie tra ceppi di specie differenti.

Questi risultati, pur non offrendo prove definitive, incoraggiano ulte-
riori studi in tal senso.

SUMMARY

In connexion with studies tending to enlarge thé knowledge of thé
pathogenetic algae of the genus Prototheca, thé Authors have carried out
preliminary tests on the antibiotic sensitivity of 17 strains of these algae.

The growth of all strains was inhibited by kanamycine. Thé other
antibiotics exhibited different activity on strains belonging to thé same
species, and similar activity on strains belonging to different species.

These results encourage further investigations.
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