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Abstract

Species of the fungal genus Candida, in
particular C. albicans, C. glabrata, C. krusei and
C. parapsilosis complex are feared pathogens
that may cause severe, often fatal infections in
immunocompromised patients. In particular,
candidaemia often ends with a fatal outcome.
The response to antimycotic therapy differs
among Candida species: C. glabrata and C.
krusei are mostly resistant to fluconazole,
whereas C. albicans and C. parapsilosis
complex are susceptible. A reliable but quick
identification of these agents is therefore crucial
for a timely and targeted treatment because a
delay in the choice of the appropriate therapy
may increase dramatically the risk of death of
the patient. Identification of Candida still relies
on conventional physiological, morphological
and biochemical tests. More recently molecular
methods have been introduced in fungal
taxonomy and are useful in the characterisation
of Candida species. All these methods,
however, are relatively costly and time-
consuming; presently, the identification of
Candida species in positive blood cultures may
take up to 2 days or even longer.

We have developed a fluorescent in situ
hybridization (FISH) protocol for a rapid
differential diagnose of C. albicans, C. glabrata,
C. krusei and C. parapsilosis complex in blood
cultures using specific rRNA fluorescently
labelled oligonucleotides. The method has been
tested using pure cultures and, subsequently,
blood cultures spiked with fungal cells. FISH
results were compared with those obtained by
DNA sequencing, MALDI-TOF mass
spectrometry and classical biochemical
methods. FISH has high specificity and
sensitivity, identification are available after 4-6
hours from the begin of the procedure and
therefore the use in the routine laboratory is
possible.

Riassunto

Le specie fungine appartenenti al genere
Candida, in particolare C. albicans, C. glabrata,
C. krusei e C. parapsilosis complex possono
causare infezioni severe e spesso fatali in
pazienti immunocompromessi. In particolare le
candidemie spesso hanno un esito letale. La
risposta alla terapia antimicotica differisce tra le
specie: C. glabrata e C. krusei sono perlopiu
resistenti al fluconazolo, mentre C. albicans e
C. parapsilosis complex sono suscettibili.
Un’affidabile e rapida identificazione di questi
patogeni & quindi cruciale per un tempestivo e
mirato trattamento, in quanto un ritardo nella
scelta dell’appropriata terapia pud fare
aumentare drammaticamente il rischio di morte
per il paziente. L'identificazione di Candida si
affida ancora prevalentemente ai convenzionali
test fisiologici, morfologici e biochimici, ma
metodi molecolari sono usati sempre di piu
nella tassonomia dei funghi. Questi metodi
sono utili nella caratterizzazione di C. albicans,
tuttavia sono relativamente costosi e richiedono
tempo: lidentificazione di Candida spp in
emocolture positive pud richiedere diversi
giorni.

In questo lavoro & stato sviluppato un protocollo
di ibridazione in situ con sonde fluorescenti
(FISH) per una rapida diagnosi differenziale di
C. albicans, C. glabrata, C. krusei e C.
parapsilosis complex in emocolture usando
oligonucleotidi marcati a fluorescenza e
specifici per I''RNA. Il metodo ¢ stato verificato
usando colture pure ed, emocolture inoculate
con cellule fungine. | risultati della tecnica FISH
sono stati comparati con quelli ottenuti dal
sequenziamento del DNA, dalla spettrometria di
massa MALDI-TOF e dai metodi biochimici
classici. La FISH si & dimostrata altamente
specifica e sensibile, fornisce risultati attendibili
dopo 4-6 ore dall'inizio del procedimento e
percid un suo uso nelle analisi di routine
sarebbe possibile.
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