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INTRODUZIONE

Candida e il quarto microrganismo causa di infezione del torrente circolatorio negli Stati Uniti e uno dei dieci microrganismi causa
di infezione del torrente circolatorio in Europa. La diagnosi di candidemia si basa sull'emocoltura, ed € necessario eseguire una
subcoltura prima di potere identificare il microrganismo infettante. Molecular Mouse (Alifax S.r.l.) € una nuova piattaforma basata
su «real-time» PCR che consente di eseguire |'identificazione microbica direttamente su un chip.

Lo scopo del nostro lavoro e stato quello di utilizzare il chip Yeast Blood (YBL), previo protocollo «khome-made» di estrazione del
DNA fungino, per l'identificazione di specie di Candida clinicamente rilevanti da flaconi per emocoltura simulati positivi.

MATERIALI E METODI

Le emocolture simulate sono state preparate, seguendo il protocollo
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caratterizzati: C. albicans (n=7), C. glabrata (n=7), C. parapsilosis I = « | |
(n=7), C. tropicalis (n=7), C. krusei (n=7), C. auris (n=7), C. = = hole ot
guilliermondii (n=7), C. lusitaniae (n=7) e C. dubliniensis (n=7). T Swive Ganddaon £CS l
g N
| Take | a.. _Dz:;;}- of Fungal EIJEFJEII.;;:I_;':::‘::;DI‘I 500 CFU BACT / ALERT® FA Plus with
w > ! Il . p . | Candida blood and fuigal suspansion Eﬁf’ ALERT® FEA
Collect 5 ml of positive blood Centrifuge 5 min at Resuspend in 1 mi Centrifuge 3 min at 20800g and discard The -
culture with a syringe and 2500g and discard of TAE buffer 2.5% supernatant, resuspend in 1 ml of nuclease . Incubation in BACT/ALERT®
insert it into a centrifuge tube the supernatant SDS and vortex free water and centrifuge 3 min at maximum Positive blood culture VIRTUO® until positivity
speed, discard the supernatant (x3) <
| Figura 1
§srec Q Le emocolture simulate, dopo essere state segnalate
‘ | -— — M L - , positive per |la crescita microbica, sono state processate
/ 3 seguendo il protocollo messo a punto per 'estrazione del
| - DNA fungino come descritto in Figura 2, e sono state
Collect 100 pL of Vortex 5 min and Incubate 10 rr||r1at -80°C Esglésagiﬂiég Efg?eltﬁf . e . . .
SSEEJE?:EFEINTsdEi?SEtiater Eﬁiltixﬂﬁ;eEEp?;gat and s minatS77C (x2) al:ldl“IDEl pr of glass I}Egdﬁ Sagglate Utl I IZza ndO II Ch I p YBL Integ ratO nel IO StrU mentO
Figura 2 Molecular Mouse.
RISULTATI

Il saggio molecolare (chip YBL insieme con il protocollo «khome-made» di estrazione del DNA fungino) e stato in grado di
identificare correttamente 62 (98.4%) di 63 ceppi di Candida nelle emocolture simulate. L'unico ceppo non identificato appartiene

alla specie C. lusitaniae.
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Complessivamente, il valore medio (xdeviazione

standard) del ciclo soglia (Ct) di PCR e stato 22.15

(£3.05). Nello specifico, i valori medi di Ct sono
stati 16.16 (+1.15) per C. glabrata, 18.66 (£2.00)

Chiudi

per C. guilliermondii, 22.50 (x1.41) per C. auris,

22.61 (£0.77) per C. krusei, 23.01 (£1.13) per C.
parapsilosis, 23.44 (£0.80) per C. albicans, 24.07

- 1(+0.49) per C. lusitaniae, 24.29 (+2.46) per C.
dubliniensis e 24.90 (£0.64) per C. tropicalis.

Questi risultati correlano con le curve di

amplificazione sigmoidali o esponenziali mostrate

in Figura 3.

DISCUSSIONE

Lo sviluppo e |'adozione di nuove piattaforme di identificazione rapida e di cruciale importanza nel laboratorio di microbiologia
clinica. | risultati ottenuti mostrano che il saggio YBL, combinato con un semplice protocollo di estrazione del DNA fungino, ha il
potenziale per essere considerato un metodo affidabile per la diagnosi di candidemia. Studi su campioni di emocolture positive
ottenute dai pazienti sono stati pianificati al fine di definire il ruolo del saggio YBL nei processi diagnostici di infezione del sangue.
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