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La diagnostica rapida 
della Candidosi 

invasiva 



Candidosi invasive (CI) 

Le CI rappresentano circa il 10% di tutte le 

infezioni acquisite in ambiente ospedaliero 

 
 

 La più comune IFI nei pazienti non neutropenici ricoverati nei Reparti 

di Terapia Intensiva, Chirurgia, Medicina Interna e Geriatria. 

 

 Elevata morbilità e mortalità 

 
 

Bassetti M, et al. Epidemiology, species distribution, antifungal susceptibility, and 
outcome of Candidemia across five sites in Italy and Spain. J Clin Microbiol. 2013 





SEDI COINVOLTE IN CORSO DI CANDIDIASI 

Images courtesy of Kenneth V. Rolston, MD, and John R. Wingard, MD. 
Walsh et al. Infect Dis Clin North Am. 1996;10:365-400. 

 fungemia con emboli settici 
cutanei 

Corioretinite 

Epatosplenica 

 Mucose 



Come possiamo intervenire? 

ELEMENTO CHIAVE 

DIAGNOSI ACCURATA E TEMPESTIVA 

DIMINUIRE TASSI 

DI MORTALITA’ 

OTTIMIZZARE LA 

SOMMINISTRAZIONE 

DELLA TERAPIA  

RIDURRE I TEMPI  

DI OSPEDALIZ- 

ZAZIONE 



Problematiche diagnostiche: 

 Presentazioni cliniche 

 Candidemia 

 Candidosi multiorgano-profonda +/- candidemia 

 

Candidemia 
in assenza di 
localizzazion
e d’organo 

Localizzazio
ne profonda 
d’organo 

Candidemia 
e 
localizzazion
e d’organo 



Flow chart diagnostica: paziente a 

rischio di micosi invasiva 

Diagnosi di Candidemia 

Metodi colturali 
Emocolture, coltura sito 

infezione 

Ricerca di 
Biomarcatori 

Ricerca antigeni su siero 
e su altri materiali 

(liquor, BAL, 
Broncoaspirato, biopsie)  

Metodi molecolari 

Ricerca acidi nucleici, su 
sangue e su altri 

materiali (sterili?): BAL, 
liquor, biopsie. 



Indagini microbiologiche in caso di 
sospetta Candidemia 

Emocoltura 

Esame 
microscopico 

Diffusione di linee guida che forniscono  indicazioni sulle modalità di  
prelievo, il numero di campioni da eseguire, il volume appropriato di 
sangue per la coltura, l’intervallo di tempo tra i diversi prelievi…. 

Prelievo contemporaneo di un campione di sangue dal catetere e da 
vena periferica nel sospetta di candidemia catetere-correlata 
Valutazione dei tempi di positivizzazione 

 

24 h 
48 h 
72 h 

Aspetti microscopici di emocolture positive per Candida spp. 

C.albicans 
C.glabrata 

C.parapsilosis 

50-70% sensibilità 

Limit of Detection bottiglie Emocolture:  
 Candida in prima emocoltura positiva ≥ 1 CFU/ml 

Pfeiffer CD, JCM 2011 



Identificazione 

Esame microscopico 

Esame colturale 

18-24 
h 

12-18 h 

24 h 

Sangue 

Emocoltura 

10’  

Identificazione 

MALDI 
TOF 

Emocoltura: 
numero raccomandato 3 set ( 2-4) 
quantità 60 ml x adulti; 
10 ml X 3bottiglie AER,  
10 ml X 3 bottiglie ANA 
Timing: prelevare le tre emo una dopo 
l’altra, nell’arco di 30 min da DUE-TRE 
SITI DIVERSI; 
VENIPUNTURA; 
 

Fondamentale 
Corretta raccolta 
del campione!!!!! 



Identificazione 

Esame microscopico 

Esame colturale 

18-24 
h 

Antimicogramma 

12-18 h 

24 h 

Sangue 

Emocoltura 

10’  

Identificazione 

MALDI 
TOF 

Tempo di 
positivizzazione: 
24-72h 

Da bottiglia positiva… 

• Coltura rapida e identificazione 
con MALDI 

• Filmarray 

5h 

1,5 h 



Ricerca di biomarcatori 

(1-3 ) β-D-
Glucano 

Polisaccaride della parete cellulare della Candida 
- Alta sensibilità 
- Alto valore predittivo negativo (>90%) 
- Non è specifico per la candida 
- Discreta presenza di falsi positivi 

Antigene 
Mannano/Ab 
Anti-Mannano 

Polisaccaride altamente immunogeno della parete 
- Buona sensibilità e specificità quando combinati 
- Alta percentuale di risultati indeterminati 
- Falsi negativi in pazienti con candidemia 

CAGTA Anticorpi verso proteina Hwp1 presente su ifa candida invasiva 
- Buona sensibilità e specificità quando usato in combinazione 
-Buona sensibilità nelle candidemie complicate da infezioni invasive 
- Falsi negativi in pazienti con candidemia 

Clancy CJ, Nguyen M.H.: Diagnosing Invasive Candidiasi JCM 2018  



Variabile Fungitell ( 

Associates 

of Cape Cod 

Inc.) 

Goldstream 

Fungus 1-3 Beta 

glucan test (Era 

Diagnostics) 

Wako (Wako 

Pure Chemical) 

Metodo di 

rilevazione 
Cinetico 

cromogenico 

Cinetico 

cromogenico 

Cinetico 

turbidimetrico 

Materiale Siero o 

plasma 
Siero o plasma Siero o plasma 

Pretrattamento/ 

Standard 
Alcali 

Pachiman 
Alcali 

Diluizione e 

calore/ 

Lentinan 

Origine LAL Lymulus 

polyphemus 

Tachypleus 

tridentatus 

Lymulus 

polyphemus 

QUANTITÀ DI 

CAMPIONE PER 

L’ANALISI 

 

5 µl 

 

5 µl 

 

100 µl 

 

 

MODALITÀ DI 

PRETRATTAMENTO 

 

10 min a 

37°C 

 

10 min a 37°C 

10 min a 70°C e 

successivamente 3 

min a 0°C 

Cut off pg/ml 60-80 60-80 11 

Range di 

rilevamento pg/ml 31,25 -500 31,25- 500 6-600 

Tempo di lettura 

strumento (min) 
40 40 90 

Tipo di 

lavorazione Piastra 96 

pozzetti 

(21 campioni) 

Piastra 96 pozzetti 

(21 campioni) 

Singola provetta 

Singola provetta- 

16/32 campioni 

(1-3 ) β-D-

Glucano 

 Kit diagnostici 

presenti in 

commercio in 

Italia 

Possibile eseguire max 
80 campioni al giorno: 
4 sedute, personale 
dedicato ed esperto, 
orario 8.30-15.30 

Vantaggio sul tempo di 
risposta 
No spreco di reattivi 
Ridotta contaminazione 



WAKO 

FUNGITELL 



Performance diagnostiche (1-3 ) β-D-

Glucano 

 
Test Study 

group 
Sensitivity 
(%) 

Specificity 
(%) 

VPP VPN Authors, yr (ref) 

Fungitell Meta-analisi 
ematologici 

79 87 Lamoth CID 2012 

Fungitell Meta-analisi 76 85 Karageorgopoulos CID 
2011 

Fungitell ICU vs 
addom 
candid 

77 57,2 21 94 Leon, Crit care 2016  

Fungitell ICU vs 
surgical 
deep 

56 73 Nguyen CID 2012 

Fungitell ICU vs 
surgical 

56 73 Nguyen CID 2012 

Fungitell ICU+Non 
ICU 

73 70 51 86 Martinez-Jimenez JAC 
2015 

Fungitell All patients 86 85 6 99 Friedrich JCM 2018 

Wako All patients 42 98 19 99 Friedrich JCM 2018 



Valutati 326 campioni 
(205 VR-121 MI) di SIERO 
-94 con emocoltura 
positiva per Candida 
-232 con emocoltura 
negativa 
-14 con elevata coltura 
positiva da siti profondi 
(bile, liq. addominali, 
ferite) 

Obiettivo: valutare la performance di Wako nella diagnosi di Candidosi invasiva e 
valutare cutoff del produttore 

Valutato cutoff di 11 pg/ml: raccomandato 
dal produttore 
 
Valutato cutoff di 6 pg/ml 



  EMOCOLTURA EMO e ALTRO+ 

  Sens Spec VPP VPN Sens Spec VPP VPN 

WAKO 

≥11pg/ml 
73 81 61 88 68 82 66 84 

WAKO 

≥6pg/ml 
84 68 51 91 82 71 58 89 



DIAGNOSI DI CANDIDEMIA: VALUTAZIONE DEL TEST 
TURBIDIMETRICO Β-GLUCAN WAKO VERSO TEST 

COLORIMETRICO FUNGITELL PER IL DOSAGGIO DI 1-3 Β-D-
GLUCANO 

 

• Obiettivo primario: confronto Fungitell/ WAKO 

• Obiettivo secondario: ottimizzazione del cutoff 

 

• Analizzati 176 pazienti: 

• 75 con emocoltura positiva (88 prelievi) 

• 101 con emocoltura negativa (115 prelievi) 
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ROC FUNGITEL 

WAKO AUC 0,8488 

FUNGITEL AUC 0,8642 

p<0,2650 

• Concordanza Fungitell >80/Wako≥11 = 71% 

• Concordanza Fungitell >80/Wako≥6 = 78% 

• Concordanza Fungitell >80/Wako≥4 = 87% 

 

 



DIAGNOSI DI CANDIDEMIA: VALUTAZIONE DEL TEST 
TURBIDIMETRICO Β-GLUCAN WAKO VERSO TEST 

COLORIMETRICO FUNGITELL PER IL DOSAGGIO DI 1-
3 Β-D-GLUCANO 

 

  Performance test BG 

  Sens Spec VPP VPN 

WAKO 

≥11pg/ml 
77 77 72 81 

WAKO 

≥8pg/ml 
82 70 68 84 

WAKO 

≥6pg/ml 
86 67 66 86 

WAKO 

≥4pg/ml 
95 48 58 93 

          

Fungitell 

≥80 pg/ml 
98 43 56 98 

Fungitell 

≥150pg/m

l 

86 71 69 87 

Studio retrospettivo 
Test eseguito su siero anziché plasma 
Campioni congelati 

• Risultati sovrapponibili 
modificando il cutoff a 4 pg/ml 





Utilità del (1-3 ) β-D-Glucano nel monitoraggio della 

terapia 



Ricerca di biomarcatori 

(1-3 ) β-D-
Glucano 

Polisaccaride della parete cellulare della Candida 
- Alta sensibilità 
- Alto valore predittivo negativo (>90%) 
- Non è specifico per la candida 
- Discreta presenza di falsi positivi 

Antigene 
Mannano/Ab 
Anti-
Mannano 

Polisaccaride altamente immunogeno della parete 
- Buona sensibilità e specificità quando combinati 
- Alta percentuale di risultati indeterminati 
- Falsi negativi in pazienti con candidemia 

CAGTA Anticorpi verso proteina Hwp1 presente su ifa candida invasiva 
- Buona sensibilità e specificità quando usato in combinazione 
-Buona sensibilità nelle candidemie complicate da infezioni invasive 
- Falsi negativi in pazienti con candidemia 

Clancy CJ, Nguyen M.H.: Diagnosing Invasive Candidiasi JCM 2018  



Ricerca Mannani e 
antimannani 

Platelia Candida Ag-Plus and Ab-Plus (Biorad) 

• Efficace solo se valutati contemporaneamente 

• Test ELISA  

• Durata c.a 4h 

• Utilizzato in Europa, pochi centri, limitata esperienza. 

• Migliori performance in infezioni sostenute da 
C.albicans, C.glabrata, o C. tropicalis. 

 

 



Performance diagnostiche Mannani e Anti 
mannani 

 

Test Study 
group 

Sensitivity 
(%) 

Specificity 
(%) 

VPP VPN Authors, yr (ref) 

Platelia 
Candida Ag-
Plus 

Meta-analisi 58 93 Mikulska Crit Care 2010  

Platelia 
Candida Ab-
Plus 

Meta-analisi 59 86 Mikulska Crit Care 2010  

Candida 
Ag+ Ab 

Meta-analisi 83 86 Mikulska Crit Care 2010  

Candida 
Ag+ Ab 

All patients 85 95 Sendid JCM 2004 

Candida 
Ag+ Ab 

ICU vs 
surgical 

55 60 89 17 Leon, Crit care 2016  



Ricerca di biomarcatori 

(1-3 ) β-D-
Glucano 

Polisaccaride della parete cellulare della Candida 
- Alta sensibilità 
- Alto valore predittivo negativo (>90%) 
- Non è specifico per la candida 
- Discreta presenza di falsi positivi 

Antigene 
Mannano/Ab 
Anti-Mannano 

Polisaccaride altamente immunogeno della parete 
- Buona sensibilità e specificità quando combinati 
- Alta percentuale di risultati indeterminati 
- Falsi negativi in pazienti con candidemia 

CAGTA Anticorpi verso proteina Hwp1 presente su ifa candida 
invasiva 
- Buona sensibilità e specificità quando usato in 
combinazione 
-Buona sensibilità nelle candidemie complicate da infezioni 
invasive 
- Falsi negativi in pazienti con candidemia 

Clancy CJ, Nguyen M.H.: Diagnosing Invasive Candidiasi JCM 2018  



ThunderBolt® (VirClia Chemiluminescence, 
Vircell microbiologists)  

CANDIDOSI INVASIVA 
(CAGTA) IgG 



Il test Virclia CAGTA 
Virclia 

 Test per la diagnosi precoce di Candida 
Invasiva che discrimina tra Infezione e 

Colonizzazione 

Ricerca degli anticorpi diretti verso gli antigeni di 
superficie  del tubulo germinativo della Candida Albicans 

(Proteina ifale Hwp1) 
 (CAGTA = Candida Albicans Germ Tube Antibody) 

• 24 monostrip 
• calibrazione e controllo di 

qualità interno per ogni 
singolo campione 

• nessuno spreco di reattivi 
 

Interpretazione: 
Positivo: indice  > 1.1 
Negativo: indice < 0.9 
Dubbio:  indice 0.9 - 1.1 (da ripetere 
e/o richiedere un nuovo campione). 





Positive Candida albicans germ tube antibody and (1 → 3)-ß-D-glucan in a single blood 
sample or (1 → 3)-ß-D-glucan positivity in two consecutive blood samples allowed from 

discriminating invasive candidiasis and Candida spp. colonization in critically ill patients 
with severe abdominal conditions. 



238 pazienti  
280 sieri 

Value of beta-D-glucan and CAGTA biomarkers in 
diagnosing invasive candidiasis among medical and 

surgical patients. 

Objective: The aim of our retrospective study was to evaluate whether the association of BG and 
(CAGTA) can lead to an earlier and more specific diagnosis of IC in medicine and surgery wards 
patients and therefore we tried to evaluate the ability of the CAGTA VirClia test to identify 
infections driven by different species of Candida spp. 

NUMBER CAGTA BC BDG 

SAMPLE

S POS (%) NEG (%) 

POS 

(%) 

NEG 

(%) 

POS 

(%) 

NEG 

(%) 

              

280 

161 

(57.5%) 

119 

(42.5%) 

100 

(35.7%) 

180 

(64,3%) 

169 

(60.3%) 

111 

(39.6%) 

              

  Sensit. Specif. PPV NPV 

CAGTA and 

BDG/BC 100% 62% 65% 100% 

CAGTA/BC 
78% 54% 48% 82% 

BDG/BC 97% 60% 57% 97% 

ECCMID 2018: O267 





Biologia 
Molecolare 

- Numerosi test in commercio 
- Numerose PCR «in house» 
- Alta specificità 
- Possibilità di diagnosi precoce 
- Costi ancora elevati e mancanza di  standardizzazione 
tra test presenti in commercio 

Test Study 
group 

Sensitivity 
(%) 

Specificity 
(%) 

Authors, yr (ref) 

Candida 
real-time 
PCR- No 
available 

ICU 88 70 Nguyen et al, 2012 

Multiplex 
Candida 
real-time 
PCR 

ICU 91 97 Fortun et al, 2014 

PCR 
tradizionale 



• PRO 

• Non serve coltura: precoce 
intervento sul paziente 

• Alta sensibilità 

• Evidenzia microrganismi non 
coltivabili, a lenta crescita, 
fastidiosi 

• Evidenzia alcuni geni di resistenza 

• Rilevazione quantitativa 

• CONTRO 

• I componenti dei liquidi biologici 
(sangue, emoglobina, ecc) 
possono inibire PCR: falsi negativi 

• Analisi di ridotti volumi (1-5 ml vs 
20-30 ml emocoltura) e la bassa 
concentrazione di microrganismi 
(<10 CFU/ml): falsi negativi 

• Alto rischi di contaminazioni: falsi 
positivi 

• Necessario personale formato in 
metodi molecolari 

• Necessaria coltura per AST 

• Costoso…ancora 

 

Biologia 
Molecolare 

- Numerosi test in commercio 
- Numerose PCR «in house» 
- Alta specificità 
- Possibilità di diagnosi precoce 
- Costi ancora elevati e mancanza di  standardizzazione 
tra test presenti in commercio 





T2 Candida panel (T2Biosystems) 

Dopo PCR, se il 
patogeno è 
presente, le 
sonde 
aderiscono al 
DNA 
determinando 
un’agglomerazio
ne di 
nanoparticelle. 

Workflow 

Inserire 
provetta nella 

cartuccia di 
lavorazione 2’ 

Risultato 
TOTALE 
3-5 h 

Questo evento 
modifica il segnale di 
risonanza magnetica 
del campione 
biologico 

T2 riporta 
presenza o 
assenza del 
patogeno 

C.albicans/C.tropicalis 
C.glabrata/C.krusei 
C.parapsilosis 



Sensibilità: 89-
91% 
 



• Caratteristiche del 
test 

• Tecnology: PCR + T2 Risonanza 
magnetica 

• N° patogeni: 5 Candide + 6 batteri 
approvato FDA 

• Markers di resistenza: no 

• Volume sangue: 3 ml 

• Limite rilevamento: 1-3 UFC/ml 

• Arricchimento DNA: NO 

Performance analitiche 

Sensibilità 91-100%,  

Specificità 98-99% 

VPN 99% 

 

CONTRO 

Ridotto numero di patogeni 
rilevati 

COSTI ELEVATI 

T2 Candida (T2 Biosystem) 

PRO 
Esecuzione molto semplice 
Automazione completa 
Non estrazione DNA 
Rapido 
Approvato FDA 





resulting in a total savings of 

US$48440 (or $280 per tested 

patient) in antifungal costs 

alone. 



Attività del settore Micologia 

90% dei 
risultati BG 
entro 2gg 

Percorso virtuoso di 
Stewardship dei farmaci 
antimicotici che ha permesso 
di rispiarmare nel 2015 
365.000 euro di antimicotici 



Conclusioni…. 

• La diagnosi di Candidosi invasiva rimane ancora oggi una 
sfida. 

• L’uso di biomarkers da soli o in associazione, può 
supportare tempestivamente il clinico nelle scelte 
terapeutiche, soprattutto nel sospendere terapie inutili e 
ridurre l’impatto di resistenze agli antimicotici. 

• Investimenti economici nell’ambito diagnostico ripagano 
economicamente in termini di costi terapeutici e di 
assistenza 
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