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Candida  
(4° patogeno ematico nosocomiale) 

McNeil  et al, CID, 2001, 33: 641 

Ceppi 
Patogeno(%) 
 
Stafilococchi CoNeg31,9 
Staphylococcus aureus15,7 
Enterococchi11,1 

Candida spp.  7,6 
Escherichia coli  5,7 
Klebsiella spp.  5,4 
Enterobacter spp.  4,5 
Pseudomonas spp.  4,4 
Serratia spp.  1,4 
Streptococcus viridans group  1,4 
Edmond et al, CID,  1999 - 29: 239-244 





OBIETTIVI 

• Miglioramento delle conoscenze 

della patogenesi delle candidosi e  

e dei fattori di virulenza di 

Candida  

 



PATOGENESI DELLE CANDIDOSI 

 
          FATTORI CHE  
  AUMENTANO LA 
 VIRULENZA DI CANDIDA 
         
              

 

COLONIZZAZIONE 

ASINTOMATICA 

CANDIDOSI 

SINTOMATICA 

DIMINUZIONE DEI MECCANISMI 
DI DIFESA  
    
 
    



PRINCIPALI FATTORI DI 

VIRULENZA DI CANDIDA 

• ADESIONE 

• DIMORFISMO 
VARIAZIONEANTIGENICA 

• SECREZIONE DI ENZIMI, 

 ASPARTYL PROTEINASI 

 



 

L’adesione è la prima fase nelle candidosi mucocutanee. 

L’adesione delle cellule di Candida alle cellule dell’ospite,soprattutto alle cellule epiteliali 

è essenziale per la  colonizzazione previene o riduce l’eliminazione   di Candida da 

parte dell’ospite. 

Importante il ruolo di mannoproteine per l’attaccamento di Candida alle cellule epiteliali  

 

      ADESIONE 





Transizione dalla forma a lievito alla forma ifale. 

Determina cambiamenti nella composizione antigenica 

della parete cellulare e  resistenza alle difese 

dell’ospite. 

         DIMORFISMO 



Proteinasi, fosfolipasi e lipofosfolipasi questi enzimi 

idrolizzano degradano o modificano molecole e 

strutture dell’ospite e quindi facilitano  la 

colonizzazione delle mucose. 

 SECREZIONI DI ENZIMI PROTEOLITICI 



PROTEINASI 



VAGINITE SPERIMENTALE NELLA  RATTA 
•Ratte wistar, ovariectomizzate, vengono mantenute in 
pseudoestro mediante estrogeni (benzoato di estradiolo, 0,5 
mg sottocute). Gli animali vengono inoculati in vagina con 
107 cellule (0,1 ml) di lievito. Il fluido vaginale viene 
prelevato da ciascun animale ogni due giorni per 
determinare il numero di U.F.C. di C. albicans. Alcune 
aliquote del fluido vaginale vengono esaminate 
microscopicamente, altre vengono impiegate per analisi 

sierologiche. 
Da: De Bernardis F., Lorenzini R., Cassone A. Rat model of Candida vaginal 
infection. Chapter 89 in Handbook of Animal Model of Infection. Edited by Oto 
Zak and Merle A.Sande. 1999 Academic press.New York. 

 





QUANTIFICATION OF VAGINAL 

COLONIZATION BY PROTEINASE (Sap) 

DEFICIENT MUTANTS OF C. ALBICANS 



QUANTIFICATION OF VAGINAL 

COLONIZATION BY PROTEINASE (Sap) 

DEFICIENT MUTANTS OF C. ALBICANS 



DIMORFISMO DI 

C.ALBICANS 
• Valutazione di patogenicità di mutanti con i 

geni pHR1 e pHR2, responsabili della 

morfogenesi di C.albicans pH dipendente, 

distrutti. 



MUTANTE DI C.ALBICANS pHR1 

• Un mutante di C.albicans con il gene pHR1 

distrutto mostra difetti di morfogenesi a pH 7,5. 

• Il mutante pHR1/pHR1 è risultato meno virulento 

del ceppo parentale pHR1+ nel modello di 

infezione sistemica nel topo. 

• Il mutante colonizza la vagina delle ratte con la 

stessa cinetica ed intensità del ceppo parentale. 

 
 



MUTANTE DI C.ALBICANS 

pHR2 
• Un mutante di C.albicans con il gene pHR2 

distrutto mostra difetti di morfogenesi a pH 

4 - 5,5. 

• Il mutante colonizza la vagina delle ratte in 

minor entità rispetto al ceppo parentale. 

L’espressione di questo gene è quindi 

importante per la vaginite. 

 

 

 



FATTORI DI VIRULENZA DI CANDIDA 

CONCLUSIONI 
I risulati dei nostri studi evidenziano che: 

• La secrezione di proteinasi può essere un importante 
fattore di virulenza nella vaginite da C.albicans. 

• Alcuni geni della proteinasi di C.albicans SAP1, SAP2 e 
SAP3 vengono espressi in vivo e possono essere 
coinvolti nell’infezione vaginale. 

• La transizione dimorfica di C.albicans favorisce la 
colonizzazione vaginale 

• Geni associati al dimorfismo, la cui espressione è 
regolata dal valore del pH, vengono espressi in modo 
differenziale nella vaginite e la loro distruzione è 
rilevante per la patologia vaginale da C.albicans. 



FATTORI DI VIRULENZA DI 

CANDIDA 

CONCLUSIONI 
  

 E’ importante aver  evidenziato che: vi sono 

geni che vengono espressi in  modo diverso a 

seconda della forma di patologia da Candida: 

infezione sistemica o infezione delle mucose. 

 





RUOLO DEL BIOFILM NELLA PATOGENESI DELLE   

CANDIDOSI 

 La formazione di biofilm in C.albicans è un 

processo complesso che ha consequenze per la 

salute. Infatti contribuisce all’impianto su 

dispositivi medici come: cateteri, pacemakers, 

valvole cardiache, bypass vascolari. I biofilm 

costituiscono una nicchia protetta per i 

microrganismi dove sono al sicuro dai trattamenti 

antibiotici e quindi possono dare origine ad 

infezioni persistenti. 

 



Microrganismi implicati  

• Staphylococcus epidermidis 

• Staphylococcus aureus                                        60% 
 ed altri Stafilococchi coagulasi-negativi           

 

• Enterococcus faecalis                                   

• Pseudomonas aeruginosa                                    25% 
• Escherichia coli 

• Candida albicans              15% 
• Candida parapsilosis 

 

 

 

 
Studi multicentrici di pazienti con candidemia associata all’impianto di cateteri rilevano una                                     

mortalità >40% 

 



Rappresentazione schematica della formazione di biofilm di C. albicans 



Sviluppo di biofilm di C. albicans su strisce 

di polimetilmetacrilato 

 a) Fase iniziale 

 

 

 

b) Fase intermedia 

 

 

c) Fase di maturazione 

25 Immagini al microscopio a fluorescenza, utilizzando “calcofluor-white” 

 



Sviluppo di biofilm su una superficie di protesi dentaria 

 

 
a-d: fase iniziale 

(a):  0 h 

(b):  8 h 

(c): 11 h 

(d): 48 h 

 
g-h: sezione verticale 

tridimensionale del 
biofilm 

 

26 

(e):fase iniziale 

 

 

(f): fase di 

maturazione 

Immagini al microscopio confocale; biofilm colorati con una sostanza 
fluorescente FUN-1 e con concanavalina-A 
 
 



Correlazione tra sviluppo di biofilm, attività 

metabolica e resistenza agli antifungini 

a: fluconazolo 

b: amfotericina 

 

 

 

 

 

 

c: nistatina 

d: cloroexidina 

 

 



Analisi mediante northern blot di RNA totale 

estratto di cellule in fase planctonica e da biofilm 



 
Controllo genetico della formazione di biofilm 

fase iniziale: contatto con la superficie 
 
 
 
 

 
Dopo 6 ore: 
Aumento di espressione di geni che controllano le pompe di 
efflusso CDR e MDR 
Mutanti: biofilm immaturi; aumento della suscettibilità agli 
azoli  
(Galati M., Nobile C.J.) Microbe Infect.   2016, 18, 310-321 
    

 



Comunicazione cellula-cellula 

 

 

 2 molecole: farnesolo e tirosolo 

•  (Cao Y.Y. et al. Ag Antimicrob Chemoth 2005, 49, 584. 

Davis-Hanna A. et al. Mol. Microbiol. 2008,67,47. 

Albuquerque P. and Casadevall Medical Mycology 

2012,50,337. ) 

• Aumento di espressione dei geni del sistema MAP chinasi: 

CHK1  Mutanti: ridotta formazione di ife e di biofilm  

 Moyes D.L. etal. Cell Host Microbe. 2010,8,225) 



Fase intermedia 

Aderenza 
 

 

 

 

 
 

• YWP (yeast wall protein) Mutanti: aumentata aderenza 

• Aumento di espressione dei geni ALS (aggltunin like sequence protein) Mutanti: 
difetti nella formazione di biofilm 

• HWP (hyphal wall protein) Mutanti: difetti nella formazione di biofilm 

• EAP1 (enhanced adherence to polystyrene)aumentata espressione permette 
l’aderenza del mutante efg/cph a vari substrati 

• BCR 1 (biofilm and cell wall regulator)  Mutanti: difetti nella formazione di biofilm  

• (Nobile CJ and Johnson A.D. Annu. Rev. Microbiol. 2015) 

 
 

 



Fase intermedia  Sviluppo di ife 

 

 

• Aumento di espressione dei geni: 

• CPH1 proteine con attività fosftasica   

• EFG1 proteine con attività di adenilciclasi e di chinasi  

• Mutante con i geni CPH1 e EFG1 deleti non forma ife e non 

forma biofilm 

• (Lewis R. E. et al. Virulence 2012, 3,368-376)  
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Sviluppo di biofilm dei mutanti camp65∆ su piastre di polistirene 

Immagini al microscopio elettronico a scansione (barra= 500 m)  



Gene CaOPI1 regola la trascrizione di SAP 2. 
 Nel mutante con il gene CaOPI1 deleto si  ha  ridotta espressione di SAP 2. 
La distruzione del gene determina  lieve diminuzione di  virulenza nel 
modello di infezione sistemica nel topo. 
Il mutante è significativamente meno patogeno nel modello di vaginite nella 
ratta. 
Abbiamo valutato la formazione di biofilm di questo mutante.  
 
 
   

MUTANTE DI C.ALBICANS CaOPI1 



Analisi dei biofilm dei mutanti CaOPI1 mediante saggio XTT-menadione 

wt 

het 

hom 

rev 

ctr 

Biofilm production score

0

0,5

1

1,5

2

2,5

wt het hom rev



CONCLUSIONI 
I risultati ottenuti evidenziano che : 

• La resistenza agli antimicotici di isolati clinici di C.albicans è 

correlata alla formazione di biofilm e all’ aumento di virulenza. 

• Durante la formazione di biofilm vi è un aumentata espressione 

di geni che codificano per adesine (ALS, HWP, EAP, BCR) e di 

geni che regolano la morfogenesi (EFG, CPH). 

• Un mutante di C.albicans knock- out per il gene CaMP65, che 

codifica per una mannoproteina, risultato meno virulento del 

ceppo parentale in modelli animali, non forma biofilm. 

• Un mutante di C.albicans con il gene CaOPI1, che regola la 

trascrizione di Sap2, deleto, risultato meno virulento nel 

modello di vaginite, non forma biofilm. 



CONCLUSIONI (cont.) 

• E’ importante avere evidenziato che la formazione di 

biofilm sia associata all’espressione di fattori di virulenza 

che svolgono un ruolo importante nella patogenesi delle 

candidosi. 

• E’ importante avere evidenziato geni che controllano la 

formazione di biofilm. 
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