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e C. tropicalis.
Inoltre, poiché cie di Candida non-
albicans sono mtrinsecamente resistentt ai comuni
agenti antifungini, un’accurata identificazione di
Candida a livello di specie € cruciale per la
determinazione di  un’appropriata  terapia
antifungina.



Candida
"PATOGENO EMATICO NOSOCOMI A

Staphylococ
Enterococchi
Candida spp. 7,6
LEscherichia coli 5,7
Klebsiella spp. 5,4
Enterobacterspp. 4,5
Pseudomonas spp. 4,4
Serratia spp. 1,4 McNeil et al, CID, 2001, 33: 641
Streptococcus viridans 1,4 Edmond et al, C/D, 1999 - 29: 239-244

Rate per 100,000 populaticn
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correlata a sepsi. E’ quindi importante la possibilita
di eseguire diagnosi precoct e specifiche per
Instaurare un adeguato trattamento.



e STUDI PRECEDENTTI

ruction and use of PCR primers from a 65 kDa
protein gene for identification of C. albicans. (Ax

es. 2004 Jun;18(3):171-5.



javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Mol%20Cell%20Probes.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Mol%20Cell%20Probes.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Mol%20Cell%20Probes.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Mol%20Cell%20Probes.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Arancia%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Arancia%20S%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Mol%20Cell%20Probes.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Mol%20Cell%20Probes.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Mol%20Cell%20Probes.');

SCOPO DEL NOSTRO LAVORO

sequenza de temente ¢
codificante per un otelca.
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Amplicon
Oligonucleotide | 5’ to 3'sequence? Localization® Gene accessionnumber size

476 bp

ALL1 TCCGGATCCTYGGTAAYGAATTGTYAA 650-668 AJ010064

CCCCTGCAGRAWACCCCAGTAYTTTTCA 1125-1107 AJ010064

1144 bp
Cab4 AACGGATCCATGTTATTCAAGTCTTTC 1-18 AJ010064
Cab5 GGGCTGCAGGTGCTTAGTTAGAGTAA 1144-1128 AJ010064

) 467bp

Cab4bis ATGTTATTCAAGTCTTTCGTTACT 90-113 AJ010064
Cab0bis TGACATTAAATCCAGATAATTGAGC 564-540 AJ010064
Par15 CTTCCGAAGCTAGCCAAGT 209-227 CPAG_02439 124bp
Parl8 GAGGATGAAGTGGAGTCG 332-315 CPAG_02439

361 bp
Gla8 GATGTTGTCACTAAGACTGTTCA 94-116 XP_449944
Gla9 AGTAGGAAGACAACTTGGCAAGG 454-432 XP_449944
Guill10 CACCGTGGCTCTTGTTGCT 30-48 PGUG_035531 640 bp
Guill13 AGACTTGGCAGTGGAAACG 669-651 PGUG_035531
Trop8 TTCTGTTGCCAACACC 186-201 CTRG_02093.3 257 bp
Trop9 TGCTGTAACCGGACAAA 442-426 CTRG_02093.3

1168 bp
Scl CCCGGATCCATGCGTTTTTCAAATTTCC 1-19 YMR305C

CCCAAGCTTAATCACTTGATAGAATACC 1168-1150 YMR305C
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DI AMPLIFICAZIONE IN PCR DI CINQUE SPECIE DI CANDIDA USANDO
I COPPIE DI PRIMERS SPECIE-SPECIFICHE

Gla8-Gla9 p

C. albicans (L
(linea 5), C.

10), Cryptoco
cereus (linea 15)

Fig.4




3ILITA DELIA PCRIN CINQUE DNA GENOMICI DI CANDIDA




@- NSIBILITA DELLA PCR IN CAMPIONI BIOLOGICI SIMULATI.
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» Figura 2. Identificazione tramite PCR di 5 specie di Candida usando
5 diverse coppie di primers specie-specifiche:

Linea 1: Ca64-Ca65 PCR amplification
product of C.athicans.

Linea 3: Pari5-Pari8 PCR amplification
product of C. parapsilosis.

Linea 4: Gla 8-Gla @ PCR amplification
product of C. glabrata.

Linea 5: Guill10-Guill13 PCR amplification
product of C. guillermondii.

Linea 6. Trop8-Trop® PCR amplification
product of C. tropicalis.

M: marker 1Kb plus DNA ladder.

Ogni coppia d1 primers specie-specifica ¢ stata aggiunta singolarmente
i ogni mix della PCR con tutti15 DNA di Candida spp.
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parapsilosis,

kelvn, da colture e campioni biologici (sangue,

siero e urine) di pazienti affettt da candidiasi
disseminata



di
sequenza
rso |'analisi
delle curve di , utilizzando un
colorante Intercalante doppia elica di DNA
(LCGren). Il potenziale di tale tecnica e molto elevato
nerché rapido e molto piu sensibile della Real-Time
noiche riesce a discriminare tra diverse sequenze di
DNA monitorando la forma della curva di melting
anche quando si hanno uguali valori di Tm.

borosilice
all'interno ¢




all  corse
enziamenti.
[ HRM analys pioni di DNA a
doppia elica; I'amplicone wviene
SOttoposto ad  HRMA: un preciso riscaldamento
dell’amplicone da crca 50°C a 95°C permette di
raggiungere la Tm e 1l colorante mtercalante la doppia
elica (LC green) s1 stacchera e sara possibile analizzare
I’emissione di fluorescenza e le curve di melting nel giro
di 3-5 min per campione.

elettrofore



PRIMERS IN HRMA-PCR:

Sequenze e localizzazione degli oligonucleotidi usati in questo studio.

J’ to 3’ sequence
AL ‘_ i
‘_'

a. T'he underlined s
regions) contain the
boldface) respectively.

b. Olgonucleotide position 1s referred to the coding sequences
of the different MP65 proteins.




We initially applied HRMA to our collection of fungi (Istituto Superiore di Sanita, Rome, Italy). This collection

consisted of 48 characterized strains assigned to species, according to previously established taxonomic procedures

Amplification was performed on Light Cycler 2.0 (Roche Diagnostic, Pleasanton, CA) using primers ALLI-ALL2.
Standard PCR mixture, amplified i 20 pl glass capillaries included 10 ng of template DNA 1n a final volume of 20 pl.
Glass capillaries containing the amplification products were transferred directly from the Light Cycler instrument to the
HRM instrument. We evaluated amplicons melting curves by heating the tubes at a rate of 0.1°C/s during date
acquisition at 79°-100°C. We used HRM software to analyze melting curve.

.The analysis of these amplicons with the HRM showed that the melting curves were clearly distinct (Fig. 1).

We tested the reproducibility of this assay in triplicate samples of 1-500 ng of column-purified chromosomal DNA and
PCR products as potential template for PCR and HRM. We obtained optimal reproducibility with 10-50 ng of column-

purtfied chromosomal DNA per PCR reaction tube . Three measurements were performed for each reference species.
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CURVE DI MELTING IN HRMA IN DUPLICATO PER CANDIDA E
SACCHAROMYCLS SP.

Le frecce indicano le specie chinicamente rilevantt di Candida (C. albicans, C.
glabrata, C. ketyr, C. parapsilosis, C. guilliermondir and S. cerevisiae) e
Saccharomyces .




ermondu
(SA288, SA78), . kefyr SA449,
SA490, SA402). I DN AS sono stati estratti
da questi campioni, eluit m 20 pl di H,0 e
2 ul sono stati usati come campione.
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Curve di melting in HRMA in duplicato per Candida e Saccharomyces sp.in
campioni biologici simulati(C. albicans, C. glabrata, C. kelyr, C. parapsilosis, C.
guilliermondn and S. cerevisiae).




Diagnosi molecolare delle candidiasi
Invasive

CONCLUSIONI

La tecmca

. La HRMA permette di djﬂerennare le varie specie
analizzando le diverse curve di melting.

e Studi futur1 con un alto numero di campioni da
pazienti affet da candidiasi sistemica potrebbero
validare I’eflicacia del metodo a scopo diagnostico.
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