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ADESINE DI C.ALBICANS E C.GLABRATA

ADESINE SUBSTRATI MUTANTI

ADERENZA IN VITRO

VIRULENZA 1)

ALS 3p CELLULE RIDOTTA
(agglutinin-like ENDOTELIALI
sequence proteins)
HWP 1 p CELLULE RIDOTTA

(Hyphal wall protein) EPITELIALI BOCCALI

INT 1p CELLULE RIDOTTA
(Integrin-like protein) EPITELIALI
MNT 1p CELLULE RIDOTTA

(Mannosyl tranferase) EPITELIALI BOCCALI

1)MODELLO DI INFEZIONE SISTEMICA NEL TOPO
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O SWITCHING

SWITCH BIANCO/OPACO NEL CEPPO C.albicans WO -1

Capacita di cambiare rapidamente il fenotipo. Variazioni morfologiche nella colonia di C.albicans.
Queste variazioni descritte come sistema swich bianco/opaco avvengono con alta frequenza.

Quando una colonia bianca diventa opaca contiene cellule individuali che si modificano ed acquistano
nuove caratteristiche di virulenza.Tra queste vi sono: maggiore aderenza, aumentata capacita di formare
micelio, maggior secrezione di proteinasi, minore suscettibilita agli antimicotici, aumentata variabilita
antigenica. Queste variazioni fenotipiche possono essere importanti nella patogenesi, infatti sono
associate a cambiamenti nell’espressione genica. Il fenomeno dello switching puo includere diversi
attributi della virulenza di Candida e rende le cellule piu flessibili e piu adattabili alle condizioni “ostili
dell’ospite”.
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EVIDENZA CLINICA DI UNA
CORRELAZIONE TRA SECREZIONE Dl
PROTEINASI E CANDIDIASI
VULVOVAGINALE

Isolati di C.albicans e C.parapsilosis altamente
proteolitici sono stati piu frequentemente isolati da casi
di vaginite che da carrier.

E’ stato evidenziato, mediante reazioni immunologiche
(ELISA, WESTERN BLOT) con un anticorpo
monoclonale che I’enzima viene secreto in vivo durante
I’infezione, nel fluido wvaginale, In forma
enzimaticamente attiva e in maggiore concentrazione in
pazienti con vaginite rispetto ai carrier.
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VAGINITE SPERIMENTALE NELLA RATTA

eRatte wistar, ovariectomizzate, vengono mantenute iIn
pseudoestro mediante estrogeni (benzoato di estradiolo, 0,5
mg7 sottocute). Gli animali vengono inoculati in vagina con
10" cellule (0,1 ml) di lievito. Il fluido vaginale viene
prelevato da clascun animale ogni due giorni per
determinare il numero di U.F.C. di C. albicans. Alcune
aliguote 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.
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CFU/ml VAGINAL FLUID x 10

QUANTIFICATION OF VAGINAL
COLONIZATION BY PROTEINASE (Sap)
DEFICIENT MUTANTS OF C. ALBICANS
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QUANTIFICATION OF VAGINAL
COLONIZATION BY PROTEINASE (Sap)
DEFICIENT MUTANTS OF C. ALBICANS
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DIMORFISMO DI
C.ALBICANS

 Valutazione di patogenicita di mutanti con |
geni pHR1 e pHR2, responsabili della

morfogenesi di C.albicans pH dipendente,
distrutti.




MUTANTE DI C. ALBICANS pHRL1

e Un mutante di C.albicans con il gene pHR1
distrutto mostra difetti di morfogenesi a pH 7,5.

|l mutante pHR1/pHR1 e risultato meno virulento
del ceppo parentale pHR1+ nel modello di
Infezione sistemica nel topo.

|l mutante colonizza la vagina delle ratte con la
stessa cinetica ed intensita del ceppo parentale.



MUTANTE DI C.ALBICANS
PDHR?2

e Un mutante di C.albicans con il gene pHR?2
distrutto mostra difetti di morfogenesi a pH
4-55.

|l mutante colonizza la vagina delle ratte In
minor entita rispetto al ceppo parentale.
L’espressione di questo gene e quindi
Importante per la vaginite.



PH-REGULATED GENES, MORPHOGENESIS
AND VIRULENCE

pHR1

Its expression is required to
form hyphae at pH 7.5

Required for Not required
systemic for vaginal
candidiasis candidiasis

pHR2

Its expression is required to
form hyphae at pH 4-5.5

Not required Required for
for systemic vaginal
candidiasis candidiasis



FATTORI DI VIRULENZA DI
CANDIDA

| risulati del nostri studi evidenziano che:

 La secrezione di proteinasi puo 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 pPOSSON0O essere
coinvolti nell’infezione vaginale.

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

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



FATTORI DI VIRULENZA DI

CANDIDA

E’ importante aver evidenziato che: vi sono

geni che vengono espressi iIn  modo diverso a

Secona

Infezio

a della forma di patologia da Candida:

ne sistemica o infezione delle mucose.



PROITLINE 1 RAMCRIZIONALL IMPORTANII
PER LA MORFOGENESI DI C. albicans

MUTANTI REFERENZE

MORFOGENESI IN VITRO VIRULENZA 1)

Cphlp Sistema MAP KINASE
Proteine con nitrogen- activated
ttivita fosfatasica protein Kinase
Efg 1p Sistema adenilciclasi e

proteine chinasi A.

Rim 101p/PHR1  Sistema proteinchinasi
regola il sistema efglp

Chk1/sskl Sistema istidinchinasi
Proteina con
attivita d
istidichinasi
 Modello di infezione sistemica nel topo

RIDOTTA IN
AGAR SPIDER

FILAMENTI
ABNORMI
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RIDOTTA Moyes D.L.et.al.
Cell host microbe 2010, 8,
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RIDOTTA Zheng X. et.al
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RIDOTTA Porta et.al

J. Bacteriol 1999, 181,
7516

RIDOTTA Whiteway M.and
Bachewitch C. Ann. Rev.
Microbiol. 2007,61,529



RUOLO DEL BIOFILM NELLA
PATOGENESI DELLE
CANDIDOSI

e La formazione di biofilm Iin C.albicans e un

processo complesso che ha consequenze per la
salute. Infatti contribuisce all’impianto su
dispositivi medici come: cateteri, pacemakers,
valvole cardiache, bypass vascolari. | biofilm
costituiscono una nicchia protetta per |
microrganismi dove sono al sicuro dai trattamenti
antibiotici e quindi possono dare origine ad
Infezioni persistenti.



Microrganismi implicati

« Staphylococcus epidermidis

« Staphylococcus aureus

ed altri Stafilococchi coagulasi-negativi J

 Enterococcus faecalis

e Pseudomonas aeruginosa
» Escherichiacoli

 Candida albicans
o Candida parapsilosis
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Studi multicentrici di pazienti con candidemia associata all’impianto di cateteri

rilevano una mortalita >40%



Rappresentazione schematica della formazione di biofilm di C. albicans

Candida cells
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Sviluppo di biofilm di C. albicans su strisce
di polimetilmetacrilato

(@) Fase iniziale

(b) Fase intermedia

(c) Fasedi
maturazione

Immagini al microscopio a fluorescenza, utilizzando *“calcofluor-white” 25
Chandra J. et al. J. Bacteriol. 2001,183.5385



L Sviluppo di biofilm su una superficie di protesi dentaria

a-d: fase iniziale
(@): Oh
(b): 8h
(c):11h
(d): 48 h

g-h: sezione verticale
tridimensionale del
biofilm

(e):fase iniziale

(F): fase di
maturazione

Immagini al microscopio confocale; biofilm colorati con una sostanza

fluorescente FUN-1 e con concanavalina-A
Chandra J. et al. J. Bacteriol. 2001,183,5385
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Sviluppo di biofilm su una superficie di elastomero di silicone

(@) e (b)

Biofilm maturo

() - ()

Strato basale

Immaginial microscopio confocale a scansione laser, utilizzando
“calcofluor-white” 27
Chandra J. et al. J. Bacteriol. 2001.183.5385



® Correlazione tra sviluppo di biofilm, attivita

metabolica e resistenza agli antifungini
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a: fluconazolo
b: amfotericina

C: nistatina

d: cloroexidina
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Analisi mediante northern blot di RNA totale
estratto di cellule in fase planctonica e da biofilm

Planktonic Biofilm

30 40 50 50 40 30 20




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 suscettibilita agli

azoli



Comunicazione cellula-cellula

2 molecole: farnesolo e tirosolo

o Aumento di espressione dei geni del sistema MAP chinasi:
CHK1 Mutanti: ridotta formazione di ife e di biofilm



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
I’aderenza del mutante efg/cph a vari substrati

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



Fase intermedia
Sviluppo di ife

Aumento di espressione del geni:
CPH1 proteine con attivita fosftasica
EFG1 proteine con attivita di adenilciclasi e di chinasi

Mutante con 1 geni CPH1 e EFG1 deleti non forma ife e non
forma biofilm



@
ANTIMICROBIAL,AGENTS AND CHEMOTHERAPY 2008,52,927

Increase of Virulence and its Phenotypic Traits in Drug- Resistant
Strains of Candida albicans

Letizia Angiolella (U, Anna Rita Stringaro @, Flavia De Bernardis ),
Brunella Posteraro ), Mariantonietta Bonito (), Laura Toccacieli @), Antonella
Torosantucci ), Marisa Colone @, Maurizio Sanguinetti ®), Antonio

Cassone @) and Anna Teresa Palamara @

elsolati di C. albicans resistenti a fluconazolo ed
echinocandin sono piu patogeni _nei modelli di infezione
sistemica e mucosale

E’ stata osservata maggiore aderenza e formazione di
biofilm degli isolati resistenti agli antimicotici rispetto ai
ceppl suscettibili.




€ Cellular Microbiology (2007) 9(5), 1223-1238

The 65 kDa mannoprotein gene of Candida albicans encodes a putative -
glucanase adhesin required for hyphal morphogenesis and experimental
pathogenicity
Silvia Sandini,!" Roberto La Valle,!T Flavia De Bernardis,! Caterina Macri? and
Antonio Cassone!*

Il mutante con Il gene CaMPG65 che codifica per una
mannoproteina, deleto e risultato meno virulento
del ceppo parentale nel modello di infezione
sistemica nel topo e nel modello di vaginite nelle

ratte.
Abbiamo valutato la formazione di biofilm di questo

mutante.
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Analisi dei biofilm dei mutanti camp65A
mediante saggio XT T-menadione
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Sviluppo di biofilm dei mutanti camp65A su piastre di polistirene

hom

rev

Immagini al microscopio elettronico a scansione (barra= 500 pm)
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MUTANTE DI C.ALBICANS CaOPI1

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 e significativamente meno patogeno nel
modello di vaginite nella ratta.

Abbiamo valutato la formazione di biofilm di questo
mutante.
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Vaginal colonization in rats intravaginally inoculated with C.albicans mutants

CaOPI1
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Analisi dei biofilm del mutanti CaOPI1 mediante saggio
XTT-menadione
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CONCLUSIONI

| risultati ottenuti evidenziano che :

La resistenza agli antimicotici di isolati clinici di C.albicans e
correlata alla formazione di biofilm e all’ aumento di virulenza.

Durante la formazione di biofilm vi e 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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