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L’incidenza di candidiasi sistemiche è in continuo 
aumento nei pazienti immunocompromessi: in 
particolare la candidemia si colloca al 4° posto 
come causa di infezioni nosocomiali con una 
percentuale di mortalità maggiore del 50%. 
Candida albicans è la specie più frequentemente 
isolata; tuttavia vi è un significativo incremento di 
altre  specie, in particolare C. glabrata e C. krusei 
e in misura minore C. parapsilosis e C. tropicalis. 
Inoltre, poiché molte specie di Candida non-
albicans sono intrinsecamente resistenti ai comuni 
agenti antifungini, un’accurata identificazione di 
Candida a livello di specie è cruciale per la 
determinazione di un’appropriata terapia 
antifungina.  



Candida  
(4° PATOGENO EMATICO NOSOCOMIALE) 

McNeil  et al, CID, 2001, 33: 641 

CEPPI 
PATOGENO(%) 
Stafilococchi CoNeg 31,9 
Staphylococcus aureus 15,7 
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  1,4 

Edmond et al, CID,  1999 - 29: 239-244 



 
 
 
 
 
 

I metodi diagnostici tradizionali sono spesso 
inaccurati e le emocolture risultano ad esempio 
negative nel 56% di pazienti con candidemia 
confermata in seguito ad autopsia. Il riscontro 
autoptico conferma come una diagnosi sbagliata 
insieme ad un inadeguato trattamento antimicrobico, 
sia la causa evitabile più comune  nei casi di morte 
correlata a sepsi. E’ quindi importante la possibilità 
di eseguire diagnosi precoci e specifiche per 
instaurare un adeguato trattamento.  

 
 
 

 



In studi precedenti, abbiamo messo a punto un metodo per 
l’identificazione di C. albicans in campioni biologici (sangue, 
siero, urine) con l’uso della PCR e della  Real Time PCR usando  
primers selezionati dal gene codificante per una mannoproteina 
di 65-kDa di C. albicans (CaMP65). 
 
Construction and use of PCR primers from a 65 kDa 
mannoprotein gene for identification of C. albicans. (Arancia S. 
et al. 2004). 
Mol Cell Probes. 2004 Jun;18(3):171-5. 
 
Use of 65 kDa mannoprotein gene primers in Real Time PCR 
identification of Candida albicans in biological samples. (Arancia 
S. et al. 2006) 
Mol Cell Probes. 2006 Oct;20(5):263-8.  
 
 

STUDI PRECEDENTI 
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SCOPO DEL NOSTRO LAVORO 
Nel nostro studio abbiamo sviluppato una PCR e una 
Multiplex PCR e HRMA (High Resolution Melting 
Analysis) per l’identificazione di 5 specie clinicamente 
importanti di Candida (C. albicans, C. parapsilosis, C. 
glabrata, C. guillermondii, C. tropicalis) usando 
primers specie- e genere- specifici selezionati dalla 
sequenza del gene  CAMP65 clonato recentemente e 
codificante per un’adesina mannoproteica. 
 Use of 65kDa mannoprotein gene primers in PCR 
methods for the identification of five medically 
important Candida species.(Arancia S. et al. 2009). 
Mol Cell Probes. 2009 Oct; 23(5): 218-26.  
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Oligonucleotide 5’ to 3’sequencea Localizationb Gene accessionnumber 
Amplicon 
size 

ALL1 TCCGGATCCTYGGTAAYGAATTGTYAA 650-668 AJ010064 
476 bp 

ALL2 CCCCTGCAGRAWACCCCAGTAYTTTTCA  1125-1107 AJ010064 

Ca64  AACGGATCCATGTTATTCAAGTCTTTC 1-18 AJ010064 
1144 bp 

Ca65 GGGCTGCAGGTGCTTAGTTAGAGTAA 1144-1128 AJ010064 

Ca64bis ATGTTATTCAAGTCTTTCGTTACT 90-113 AJ010064 
467bp 

Ca60bis TGACATTAAATCCAGATAATTGAGC 564-540 AJ010064 

Par15 CTTCCGAAGCTAGCCAAGT 209-227 CPAG_02439 124 bp 

Par18 GAGGATGAAGTGGAGTCG 332-315 CPAG_02439 

Gla8 GATGTTGTCACTAAGACTGTTCA 94-116 XP_449944 361 bp 

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 

Sc1 CCCGGATCCATGCGTTTTTCAAATTTCC 1-19 YMR305C 
1168 bp 

Sc2 CCCAAGCTTAATCACTTGATAGAATACC 1168-1150 YMR305C 



 

A:PCR CON  ALL1-ALL2  CON I DNA DI CANDIDA  SP  E ALTRI GENERI.  
C. albicans (linee 1, 2), C. parapsilosis (linea 3), C. glabrata (linea 4), C. guilliermondii (linea 5), C. krusei (linee 6, 7), C. kefyr (linee 8, 9), C. tropicalis (linea 
10), C. Lusitaniae (linee 11, 12), C.  neoformans (linea 13), A.fumigatus (linea 14), 1 kb plus DNA ladder (Invitrogen) (M), E. coli (linea 15), P.  aeruginosa 
(linea 16), S.  agalactiae (linea 17), S. pyogenes (linea 18), B. cereus (linea 19), M. tuberculosis (linea 20), H. sapiens (linea 21), Mouse (linea 22), S. cerevisiae 
(linea 23), Giardia (linea 24), T. spiralis (linea 25), S. Aureus (linea 26), 1kb plus DNA ladder (M), Leishmania (linea 28), controllo negativo (lane 29). 
B: ANALISI DI RESTRIZIONE DEGLI AMPLICONI.  
Prodotti della restrizione con NcoI in C. albicans (linee 1, 2), C. parapsilosis (linea 3), C. glabrata (linea 4), C. guilliermondii (linea 5), C. krusei (linea 6), C. 
kefyr (linea 7), C. tropicalis (linea 8), C. lusitaniae (linea 9), S. cerevisiae (linee 10, 11), 1 kb plus DNA ladder (M). 
C: IDENTIFICAZIONE DI CANDIDA CON  MULTIPLEX PCR. 
ALL1-ALL2, Sc1-Sc2 PCR of: C. albicans (linea 1), C. parapsilosis (linea 2), C. glabrata (linea 3), C. guilliermondii (linea 4), C. krusei (linea 5), C. kefyr (linea 
6), C. tropicalis (linea 7), C. lusitaniae (linea 8), C.  neoformans (linea 9), A. fumigatus (linea 10), E. coli (linea 11), P.  aeruginosa (linea 12), S.  Agalactiae 
(linea 13), S. Pyogenes (linea 14), B. cereus (linea 15), M. tuberculosis (linea 16), S. cerevisiae (linea 17), H. sapiens (linea 18), Leishmania (linea 19), 1kb plus 
DNA ladder (M). 
 
 



 
 

PRODOTTI DI AMPLIFICAZIONE IN PCR  DI CINQUE SPECIE DI CANDIDA USANDO 5 
DIFFERENTI COPPIE DI PRIMERS SPECIE-SPECIFICHE: 
A: Ca64-Ca65 per C. albicans; B: Ca64bis-Ca60bis per C. albicans; C: Par15-Par18 per C. parapsilosis; D: 
Gla8-Gla9 per C. glabrata; E: Guill10-Guill13 per C. guilliermondii; F:  Trop8Trop9 per C. tropicalis. 
C. albicans (linea 1), C. parapsilosis (linea 2), C. glabrata (linea 3),C. guilliermondii (linea 4), C. krusei 
(linea 5), C. kefyr (linea 6), C. tropicalis (linea 7), C. lusitaniae (linea 8), A. fumigatus (linea 9), E. coli (linea 
10), Cryptococus (linea 11), S. cerevisiae (linea 12), P. aurginosa (linea 13), S. Agalactiae (linea 14), B. 
cereus (linea 15), M. tubercolosis (linea 16), Homo sapiens (linea 17), Mouse (linea 18), Giardia (linea 19). 
 
 
 



SENSIBILITÀ DELLA PCR IN  CINQUE DNA GENOMICI DI CANDIDA 
Diluizioni seriali 1:10: (linea 1: 100 ng; linea 2: 10 ng; linea 3: 1 ng; linea 4: 0,1 ng; linea 5: 
0,01 ng) di DNA di cinque differenti specie di Candida sono state usate come campione in 
PCR con coppie di primers specie-specifiche. A: C. albicans, B: C. parapsilosis, C: C. 
glabrata, D: C. tropicalis, E: C. guilliermondii. 
  
  



 
 
SENSIBILITÀ DELLA PCR IN CAMPIONI BIOLOGICI SIMULATI. 
A: prodotti di amplificazione dei DNA estratti da 100, 10 e 1 cellula di Candida nelle 
urine: C. albicans (linee 1-3), C. parapsilosis (linee 4-6), C. glabrata (linee 7-9), C. 
guilliermondii (linee 10-12), C. tropicalis (linee13-15), 1Kb plus DNA ladder (M). 
B: prodotti di amplificazione dei DNA estratti da 100, 10 e 1cellula di Candida  nel 
siero: C. albicans (linee 1-3), C. parapsilosis (linee 4-6), C. glabrata (linee 7-9), C. 
guilliermondii (linee 10-12), C. tropicalis (linee 13-15), 1Kb plus DNA ladder (M). 
  
  
   



• Eennnnn 

Ogni coppia di primers specie-specifica è stata aggiunta singolarmente 
in ogni mix della  PCR con  tutti i 5 DNA di  Candida spp. 



 
A: IDENTIFICAZIONE DI CINQUE SPECIE DI CANDIDA CON MULTIPLEX PCR  CON MIX 
DI TUTTI I PRIMERS SPECIE-SPECIFICI E IL DNA DI UNA SPECIE DI CANDIDA IN OGNI 
TUBO 
Ca64bis-Ca60bis of C. albicans (linea1), Par15-Par18 of C. parapsilosis (linea 2), Gla 8-Gla 9 of C. 
glabrata (linea 3), Guill10-Guill13 of C. guillermondii (linea 4), Trop8-Trop9 of C. tropicalis (linea 5), 
1Kb plus DNA ladder (M). 
B: IDENTIFICAZIONE DI CINQUE SPECIE DI CANDIDA CON MULTIPLEX PCR  CON MIX 
DI TUTTI I PRIMERS SPECIE SPECIFICI E I DNA DI CINQUE SPECIE DI CANDIDA IN 
OGNI TUBO 
Mix di 5 DNA genomici (linea 1), 1Kb plus DNA ladder (M), mix di DNA estratti dalle urine (linea 2), 
mix DNAs estratti dal siero (linea 3).  
 

 



• Recentemente abbiamo studiato e valutato le 
potenzialità dell’HRMA un recente sviluppo 
della tecnologia della Real-Time PCR, per la 
rivelazione di alcune specie di Candida 
clinicamente rilevanti (C. albicans, C. 
parapsilosis, C. glabrata, C. guillermondii, C. 
kefyr), da colture e campioni biologici (sangue, 
siero e urine) di pazienti affetti da candidiasi 
disseminata  



• L’HRMA è un saggio eseguito in capillari di 
borosilicato e determina variazioni di sequenza 
all’interno di specifici loci genetici attraverso l’analisi 
delle curve di melting degli ampliconi, utilizzando un 
colorante intercalante la doppia elica di DNA 
(LCGren). Il potenziale di tale tecnica è molto elevato 
perché rapido e molto più sensibile della Real-Time 
poiché riesce a discriminare  tra diverse sequenze di 
DNA monitorando la forma della curva di melting 
anche quando si hanno uguali valori di Tm.  



• Inoltre tale tecnica è molto semplice e con minor rischio 
di contaminazione poiché avviene in tubi chiusi e non 
necessita di elaborazioni successive, quali corse 
elettroforetiche su gel o Southern blot e sequenziamenti. 

• L’HRM analysis viene svolta su campioni di DNA a 
doppia elica; in seguito a PCR l’amplicone viene 
sottoposto ad HRMA: un preciso riscaldamento 
dell’amplicone da circa 50°C a 95°C permette di 
raggiungere la Tm e il colorante intercalante la doppia 
elica (LC green) si staccherà e sarà possibile analizzare 
l’emissione di fluorescenza e le curve di melting nel giro 
di 3-5 min per campione. 

 
 
 



PRIMERS IN HRMA-PCR: 

Oligonucl. 5’ to 3’ sequence Localization 

ALL1  TCCGGATCCTYGGTAAYGAATTGGTYAA 650-668  
476 
bp ALL2 CCCCTGCAGRAWACCCCAGTAYTTTTCA 

1125- 
1107  

a.The underlined sequences (non-complementary flanking 
regions) contain the BamHI and PstI restriction site (in 
boldface) respectively. 

b. Oligonucleotide  position  is referred to the coding sequences 
      of the different MP65 proteins. 
 

Sequenze e localizzazione degli oligonucleotidi usati in questo studio. 





CURVE DI MELTING IN HRMA IN DUPLICATO PER CANDIDA  E  
SACCHAROMYCES  SP. 
Le frecce indicano le specie clinicamente rilevanti di Candida (C. albicans, C. 
glabrata, C. kefyr, C. parapsilosis, C. guilliermondii  and S. cerevisiae) e 
Saccharomyces . 
  
 



• La sensitività del metodo  HRM è stata 
quindi testata su campioni simulati di 
sangue, siero e  urine inoculati 
rispettivamente con 104 cells/ml di C. 
albicans (SA40, SA16, 5314), C. glabrata 
(SA1, SA184, SA70), C. parapsilosis 
(SA23, SA384, SA36), C. guilliermondii 
(SA238, SA785, SA7) e C. kefyr (SA449, 
SA490, SA402). I DNAs sono stati estratti 
da questi campioni, eluiti in 20 μl di H20 e 
2 μl sono stati usati come campione.  



Fluorescence 

te
m

pe
ra

tu
re

 

te
m

pe
ra

tu
re

 
 

Fluorescence 
 

Curve di melting in HRMA in duplicato per Candida  e  Saccharomyces  sp.in 
campioni biologici simulati(C. albicans, C. glabrata, C. kefyr, C. parapsilosis, C. 
guilliermondii  and S. cerevisiae). 
 



Diagnosi molecolare delle candidiasi 
invasive 

CONCLUSIONI 
• L’applicazione della Real Time PCR alla diagnosi di 

candidiasi invasiva è una metodica ancora 
sperimentale ma promettente. 

• La tecnica della HRMA da noi messa a punto risulta 
rapida specifica e sensibile. 

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

• Studi futuri con un alto numero di campioni da 
pazienti affetti da candidiasi sistemica potrebbero 
validare l’efficacia del metodo a scopo diagnostico.  
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