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RESUMO

O género Candida engloba cerca de 800 espécies, das quais, aproximadamente 20
sdo patdégenos oportunistas que podem ocasionar infecgdes superficiais e invasivas
com potencial para 6bito. Dentre elas, Candida auris destaca-se por seu aumento
de incidéncia em infecgdes fungicas nos ultimos anos e elevada resisténcia a
antifungicos, o que reflete em altas taxas de mortalidade. A identificagdo precisa de
C. auris é dificultada por sua semelhanga morfolégica com outras espécies fungicas,
exigindo ferramentas moleculares, como o0 sequenciamento gendmico, para uma
caracterizagao precisa. Além disso, cepas de C. auris demonstram multirresisténcia
a todas as principais classes de antifungicos. Multiplos genes, incluindo o gene
CDR1, apresentaram evidéncias de uma possivel relagdo com mecanismos de
resisténcia, especialmente por meio da bomba de efluxo, que reduz a eficacia dos
tratamentos de infecgdes fungicas. Diante disso, o presente estudo visa analisar a
similaridade genética das cepas de C. auris da cidade de Recife e avaliar a possivel
relagdo entre mutagcbes no gene CDR1 e as alteragdes fenotipicas associadas a
bomba de efluxo, visando melhor compreender as caracteristicas e mecanismos de
viruléncia de C. auris. Para isso, foi realizado o sequenciamento do dominio D1/D2
da regidao LSU do DNA ribossomal, a analise do perfil clonal dos isolados por dois
marcadores moleculares (GTG5 e T3B), o sequenciamento e analise do gene CDR1
e posterior avaliacdo das proteinas ABC. Dessa maneira, os resultados obtidos pelo
sequenciamento da regido LSU e marcadores confirmaram que todos os isolados
sao clones filogeneticamente mais préximos do clado IV de C. auris, enquanto que o
isolado japonés estd mais proximo do clado Il. Além disso, as mutagdes
encontradas ndo implicaram em alteracbes estruturais nas proteinas ABC.
Recomenda-se, assim, a continuidade de trabalhos como este para uma melhor
compreensao da estrutura populacional, diversidade genética e mecanismos de
viruléncia de C. auris, sendo crucial para um melhor prognostico e manejo de

pacientes com infecgdes fungicas.

Palavras-chave: Micologia Médica; Biologia molecular; Mecanismos Resisténcia;

Microssatélite.



ABSTRACT
The genus Candida encompasses around 800 species, of which approximately 20
are opportunistic pathogens that can cause superficial infections with the potential
for death. Among them, Candida auris stands out for its increased incidence of
fungal infections in recent years and high resistance to antifungals, reflected in high
mortality rates. Accurate identification of C. auris is hampered by its morphological
similarity to other fungal species, requiring molecular tools, such as genomic
sequencing, for accurate characterization. Furthermore, C. auris strains demonstrate
multirresistance to all major classes of antifungals. Several genes, including the
CDR1 gene, presented evidence of a possible relationship with resistance
mechanisms, especially through the efflux pump, which reduces the effectiveness of
treatments for fungal infections. Therefore, the present study aims to analyze the
genetic similarity of C. auris strains from Recife and evaluate the possible
relationship between mutations in the CDR17 gene and the phenotypic changes
associated with the efflux pump, seeking better to understand the characteristics and
virulence mechanisms of C. auris. To this end, sequencing of the D1/D2 domain of
the LSU region of ribosomal DNA was carried out, analysis of the clonal profile of the
isolates using two molecular markers (GTG5 and T3B), sequencing and analysis of
the CDR1 gene and subsequent evaluation of ABC proteins. Thus, the results
obtained by sequencing the LSU region and markers confirm that all isolates are
clones phylogenetically closer to clade IV of C. auris. In contrast, the Japanese
isolate is closer to clade Il. Furthermore, the mutations identified did not result in
structural changes in ABC proteins. Therefore, it is recommended the continuation of
studies like this to better understand the population structure, genetic diversity, and
virulence mechanisms of C. auris, which is crucial for a better prognosis and

management of patients with fungal infections.

Keywords: Medical Mycology; Molecular biology; Resistance Mechanisms;

Microsatellite.
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1 INTRODUGAO

O género Candida compreende aproximadamente 800 espécies, das quais
cerca de 20 sao patégenos oportunistas responsaveis por micoses superficiais
(Candidiase superficial) e profundas (Candidiase Sistémica), podendo levar a obito
(Index Fungorum, 2024; Bhattacharya, Sae-Tia e Fries; 2020). Entre essas, Candida
auris tem se destacado devido ao aumento na frequéncia de isolamento em
infecgbes fungicas recentes (Du et al, 2020). Além disso, fatores como a dificil
identificacdo e a elevada resisténcia a antifungicos contribuem para elevadas taxas
de mortalidade relacionadas a esta espécie (Satoh et al., 2009; Ademe e Girma;
2020). A identificacdo de C. auris é desafiada pela semelhanga morfolégica com
espécies como as do complexo C. haemulonii, Saccharomyces cerevisiae e outras
espécies intimamente relacionadas. Desta forma, o uso das ferramentas
moleculares para caracterizagao precisa € exigida (Jeffery-Smith; 2018), sendo o
sequenciamento genémico das regides ITS (espagadora transcrita interna) e LSU
(subunidade maior do DNA ribossomal) sdo o padrdo ouro para a identificagao
microbiolégica em nivel de espécie (Hilt e Ferrieri; 2023).

Em relagao a resisténcia fungica, podem ser observadas cepas de C. auris
resistentes a 2 ou mais antifungicos (multirresisténcia), incluindo todas as 5 classes
de antifungicos disponiveis (azdlicos, equinocandinas, analogos de pirimidina,
alilaminas e poliénicos), trazendo assim uma preocupacao global dada a limitagao
de opcgoes terapéuticas (Desoubeaux et al., 2022). Além disso, trabalhos como os de
Chowdhary et al. (2018); Chybowska et al. (2020) e Wang e Xu (2024) associam
diferentes familias génicas a resisténcia fungica, incluindo ao menos 19 genes.
Dentre eles estdo a familia de genes CDR (Candida Drugs Resistance), os quais
estdo associadas a mecanismos de viruléncia em espécies como C. albicans (Maras
et al., 2021). Dessa maneira, os genes CDRs podem também estar relacionados a
um dos principais mecanismos de resisténcia de C. auris, a bomba de efluxo, a qual
diminui a concentracgao intracelular dos antifungicos, comprometendo a eficacia do
tratamento (lyer et al., 2020).

Dessa forma, a identificacdo precisa da espécie é crucial para um tratamento

direcionado e melhor progndstico. Aléem disso, o entendimento dos mecanismos de
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viruléncia fungica sdo imprescindiveis para o desenvolvimento de novas alternativas
terapéuticas e alvos bioldgicos. Sendo assim, este estudo visa analisar a
similaridade genética entre as cepas de C. auris coletadas em Recife e avaliar a
possivel relagcdo entre mutagcbes no gene CDR1 e alteragdes fenotipicas na bomba

de efluxo de farmacos em C. auris.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1. O género Candida

As leveduras sao fungos unicelulares cosmopolitas capazes de se adaptar a
variados habitats, podendo ser encontradas no meio ambiente (solo, agua salgada),
em vegetais e em animais humanos e ndo-humanos. Diversas espécies fungicas
compdem a microbiota humana, variando de sitio corpéreo a depender do género,
podendo ser de maneira transitéria (aléctone), em que podem ocasionar infecgoes
em situagoes de desequilibrio, ou residente (autéctone), sendo importantes para o
equilibrio do microbioma humana por evitarem infecgées e doencas (Sivieri., 2021).
Dentre elas estao incluidas algumas espécies pertencentes aos géneros Candida,
Saccharomyces e  Malassezia  (Carmona-Cruz, Orozco-Covarrubias e
Saez-de-Ocariz, 2022; Niu et al., 2023).

O género Candida é amplamente estudado e bem caracterizado, sendo
composto por leveduras que podem apresentar dimorfismo celular, como a presenca
de hifas e pseudo-hifas. Ainda que semelhantes, as pseudo-hifas se diferenciam das
hifas verdadeiras, pelo alinhamento em cadeia de células de levedura, as quais se
agrupam por brotamento, caracteristico da reproducdo assexuada do género
(Kadosh, Mundodi et al., 2020). Em relagdo as caracteristicas de coloragdo e
morfologia, apresentam células hialinas ovaladas e globosas em microscopia e
coldnias de coloragao branca e/ou amarelada com aspecto liso a rugoso, opaco e/ou
cremoso em macroscopia (Satoh et al., 2009; Cruz et al., 2020).

Devido ao aumento populacional e alteragbes climaticas, organismos antes
incapazes de colonizar humanos tém se adaptado significativamente ao novo
hospedeiro nos ultimos anos, ocasionando surtos de doengas por agente etiolégicos
antes nédo relatados (Seidel et al., 2024; NNADI et al., 2021). A frequéncia de
isolamento das espécies varia a depender da geografia e da incidéncia de
determinadas doengas de base, sendo C. albicans a espécie, do género Candida,
mais frequentemente isolada em pacientes acometidos por infec¢des fungicas em
todo o mundo (PAPPAS et al., 2018). Espécies como C. tropicalis, as do complexo

C. parapsilosis, C. auris e C. glabrata também sao frequentemente isoladas,
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apresentando significativo aumento de incidéncia em todo o mundo nas ultimas
décadas (Rocha et al., 2020; Wu et al., 2023).
2.2. Infecgbes relacionadas a assisténcia a saude

Embora algumas espécies de Candida possam fazer parte da microbiota
natural, esta entre os principais agentes fungicos das Infecgbes Relacionadas a
Assisténcia a Saude (IRAS) (Da Silva et al., 2019), que dizem respeito a qualquer
infeccdo que ocorra ao longo da internagédo, se manifestando durante ou apoés o
periodo de internacdo (Baptista et al., 2020). IRAS podem ser ocasionadas por
fungos, parasitas, virus ou bactérias, os quais geralmente apresentam consideravel
potencial de contagio (Gomes et al., 2020). A contaminagdo pode ocorrer em
unidades de terapia intensiva ou semi-intensiva, ambulatérios, salas de espera e
sala de cirurgias, dentre outros locais dentro do ambiente hospitalar (Salvi et al.,
2020).

Longos periodos de internagao, cirurgias, utilizagdo de imunossupressores, de
equipamentos médicos invasivos (cateteres, sonda), ou a presenga de doengas de
bases ( cancer, HIV, diabetes), sdo alguns dos varios fatores predisponentes a
infeccbes por Candida. A qual se utiliza desse desequilibrio para migrar para
variados sitios corpéreos incomuns, ocasionando infecgcbes sistémicas como a
candidemia (Da Silva et al., 2019; Baptista et al., 2020; Rocha et al., 2020). A
candidemia, por sua vez, €& uma infeccdo hematopoiética ocasionada
exclusivamente por leveduras do género Candida, a qual, além de afetar milhdes de
pessoas anualmente, pode apresentar taxa de mortalidade de 77% (318/416) a
depender da doenga de base e do perfil de susceptibilidade do agente (Farias e
Gama, 2020; Correa et al., 2023).

Com o aumento significativo das doengas de base e, consequentemente,
cirurgias nas ultimas décadas, a incidéncia das IRAS aumentou substancialmente,
estando entre as principais causas de 6bito no Brasil (Miranda, Campos, Vieira;
2020, Baptista et al., 2020; Da Rocha et al., 2021). Além disso, por apresentar
elevada taxa de mortalidade (variando entre 30 e 50 %), relacionada com fatores
inerentes ao microrganismo, como espécie e cepa isolada, e ao hospedeiro, a

candidemia esta entre as principais infecgdes da corrente sanguinea dentro do
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ambiente hospitalar na Europa e em paises como Estados Unidos da América,
Japao e Brasil (Asai et al., 2021).

“‘No Brasil as IRAS apresentam taxas de incidéncia de 22,8% quando
comparado aos paises europeus, cujas taxas sdo menores que 9%” (Gomes et al.,
2020, p. 2), resultando em milhares de mortes anualmente em todo o globo. Estudos
apontam, ainda, que cerca de 59% dos pacientes sao acometidos por infeccdes ao
longo da internagao (Pappas et al., 2018; Farias e Gama, 2020). Essas taxas trazem
consideravel preocupagado em todos os continentes por variados fatores, como o
aumento do custo e tempo de internagao, além do aumento das chances de maiores
complicagdes ao longo do tratamento (Niguemeleu et al., 2020; Sterwart et al.,
2021).

Outro fator agravante diz respeito a utilizagdo em larga escala de antibiéticos
de amplo espectro, dado o tempo necessario para a identificagdo do agente
etiolégico. Sendo assim, o tratamento € comumente iniciado antes mesmo da
caracterizagdo do agente, contribuindo para a utilizagcdo indiscriminada de
antibidticos, o que tem contribuido significativamente para o surgimento de surtos e
aparecimento de novos microrganismos multirresistentes (Da Rocha et al., 2021).
Ainda que existam medidas preventivas, como a adequada higienizagdo e
esterilizacdo das maos e ambiente, além do manejo de antibiéticos de maneira
consciente, a ma execucio dos protocolos favorece a incidéncia de IRAS, como a
candidemia, possibilitando também o surgimento de fungos multirresistentes ao

tratamento, sobretudo espécies de Candida (De Aguiar Portela, et al., 2020).

2.3. Candida auris

Candida auris foi isolada pela primeira vez em 1996 na Coreia do Sul, onde
foi erroneamente identificada como C. haemulonii. Apenas em 2009, no Japao, outro
isolado foi obtido de uma paciente com infec¢ao auditiva, sendo possivel identificar
C. auris corretamente pela primeira vez com o auxilio de ferramentas moleculares.
No periodo anterior a 2009, casos de infec¢ao por C. auris eram raros, sugerindo se

tratar de um patégeno recém evoluido (Du et al., 2020).
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A origem de C. auris ainda n&o foi bem elucidada, mas, a coleta de isolados
de pantanos salgados, praias arenosas e zonas Umidas, evidenciam que se trata
originalmente de um fungo de ambiente, que tenha se adaptado a sitios corpéreos
humanos (Casadevall et al., 2019 e Arora et al., 2021). Essa hipotese € suportada
dada as caracteristicas peculiares de C. auris, as quais a difere das demais espécies
do género, como termoresisténcia, osmotolerancia e plasticidade morfoldgica (Du et
al., 2020).

A capacidade de C. auris resistir a altas temperaturas, ambientes salinos e
plasticidade morfolégica, permite que as células fungicas consigam se aderir a
ambientes abibticos por mais tempo (Du et al, 2020). Essas caracteristicas
favorecem a formacao de biofilmes, os quais propiciam maiores chances de
contaminagao, além de uma maior capacidade de adesao a tecidos humanos. A alta
capacidade de formagao de biofilme e a multirresisténcia sao alguns dos
componentes que caracterizam a alta viruléncia de C. auris, podendo variar a

depender da cepa e do clado pertencente (Gomez-Gaviria et al., 2023).

2.3.1. Epidemiologia genética de Candida auris

As mudancas climaticas (Jackson et al., 2019) e a migragcdao humana (Chow et
al., 2020), propiciam uma maior disseminacdo de doencgas, logo, o potencial
patogénico de C. auris preocupa cientistas e profissionais de saude em todo o
mundo. Em 2022, a OMS (Organizagao mundial de saude), considerou C. auris
como o quarto patégenos fungicos prioritarios (OMS, 2022) por ter ocasionado
surtos em mais de 30 paises, como Brasil, Japao e paises europeus (Rhodes e
Fisher, 2019).

Contudo, a origem de C. auris ainda nao foi bem elucidada, sendo possivel
observar cepas com diferengas genotipicas e fenotipicas, possibilitando dividi-las em
6 clados. clado | (Sul Asiatico), clado Il (Leste Asiatico), clado Il (Sul Africano), clado
IV (Sul-Americano), clado V (do Ird) e clado VI (de Singapura) (Rhodes e Fisher,
2019; Spruijtenburg et al., 2022; Suphavilai et al., 2023). Cada clado € denominado
de acordo com o local onde seu primeiro isolado foi encontrado, mas, estudos como

o de Chen et al. (2020), demonstraram que cepas de diferentes clados podem ser
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observados em um mesmo territorio. Trabalhos como o de Ross e Lorenz (2020),
evidenciam que as distribuicdes cada vez mais mistas entre linhagens pertencentes
a diferentes clados de C. auris possibilitam recombinagbes e, consequentemente,
descendentes hibridos geneticamente diversos.

O sequenciamento do genoma completo (Whole Genome Sequencing - WGS)
revelou que os clados I, I, Ill e IV emergiram de forma independente e quase
simultdnea em diferentes locais (Lockhart et al., 2017). A divisdo dos clados pode
ser realizada por diferentes formas, como pela citogenética ou por WGS. Através da
citogenética € possivel identificar alteragbes cromossémicas, sendo possivel
observar regides conservadas do genoma e rearranjos cromossémicos. Trabalhos,
como o de Munoz et al. (2018), denotam alteragdes cromossémicas em isolados de
C. auris que permitem diferencia-los ndo apenas entre espécies, mas também entre
clados. Em relagcao ao WGS, a diferenciacao entre os clados pode ser realizada pela
contagem de polimorfismos de nucleotideo unico ( Single Nucleotide Polymorphism -
SNPs) (Wang e Xu, 2024).

2.4. Resisténcia fungica

Em C. auris, os SNPs sao recorrentes em regides codificadoras e néao
codificadoras proximas a genes que expressam proteinas relacionadas a resisténcia
fungica (Wang e Xu, 2024). A variagdo da quantidade e localizagdo de SNPs em C.
auris denota diferentes fenodtipos, caracterizando os diferentes perfis de
suscetibilidade dos clados frente os antifungicos (Lockhart et al., 2017).

Em trabalhos como os de Chow et al. (2020), Spruijtenburg et al. (2022) e
Khan et al. (2024), o clado | (Sul Asiatico) apresenta altas taxas de resisténcia ao
fluconazol, anfotericina B e micafungina, além de consideraveis isolados com
multirresisténcia frente 2 ou mais antifungicos. O clado com maior taxa de
sensibilidade ao fluconazol, anfotericina B e micafungina é o clado Il (Leste Asiatico).
O clado Ill (Sul Africano) apresenta isolados com alta resisténcia ao fluconazol e
alguns com resisténcia a micafungina, além de apresentar isolados multirresistentes
a ambos simultaneamente. O clado Sul-Americano (clado V) apresenta alta taxa de
resisténcia frente ao fluconazol, anfotericina B e micafungina, além de isolados

multirresistentes a 2 dos 3 antifungicos citados. Isolados representantes do clado V
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(Ird) apresentaram resisténcia ao fluconazol, mas mostrou-se sensivel a anfotericina
B e equinocandinas (caspofungina, micafungina). Enquanto o clado VI (Singapura)
apresentou resisténcia aos azdlicos (fluconazol, itraconazol, voriconazol), mas
sensibilidade a equinocandinas.

Os azolicos sdo uma classe de antifungicos sintéticos que tém como
mecanismo de agao a inibicdo da biossintese do ergosterol, presente na membrana
plasmatica fungica, sendo capaz de alterar as caracteristicas quimico-fisicas da
parede fungica e ocasionar sua ruptura. As equinocandinas s&o uma classe de
antifungicos que tém a capacidade de inibir a sintese de B-glucanos, importantes
enzimas estruturais da parede celular fungica (Vishnuvardhini et al., 2021). Devido a
semelhanga entre a membrana celular fungica e a membrana celular humana, os
azolicos apresentam consideravel toxicidade, enquanto as equinocandinas
apresentam uma menor toxicidade comparado aos azolicos, por possuirem a parede
celular fangica como alvo (Houst, Spizek e Havli" cek, 2020; Mccormick e
Ghannoum, 2023). Ainda que as equinocandinas apresentem menores taxas de
resisténcia fungica, seu alto custo limita sua viabilidade em muitos hospitais,
resultando na predominéncia do uso de antifungicos azdlicos para o tratamento de
fungemias (Spellberg, 2020).

No entanto, algumas espécies de Candida possuem resisténcia intrinseca ao
fluconazol e altas taxas de resisténcia adquirida as demais classes de antifungicos.
Com isso, a utilizagado predominante de azdlicos, juntamente a utilizagdo imprudente
dos antifungicos de maneira geral, favorecem a adaptacdo dos fungos aos
tratamentos e, consequentemente, o desenvolvimento de mecanismos adicionais de
resisténcia (Garcia-Effron, 2023; Mccormick e Ghannoum, 2023). Esses mecanismos
impactam significativamente na elevagao do custo e tempo do tratamento, refletindo
também em altas taxas de mortalidade em pacientes acometidos por infecgdes
fungicas (Forsberg et al., 2019).

A elevada capacidade de adaptacdo de C. auris é notavel, permitindo uma
rapida resposta frente as pressbes seletivas, como o uso disseminado de
antifungicos. Alguns dos mecanismos de resposta adaptativa sdo a capacidade de

transferéncia de genes de resisténcia entre espécies fungicas, mutagdes ou a
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regulacdo da expressio desses genes. Esse fendbmeno € observado no aumento do
surgimento de cepas de C. auris e demais espécies com niveis crescentes de
resisténcia, tornando os tratamentos menos eficazes e representando um sério
problema de saude publica.

Trabalhos, como os de Chowdhary et al. (2018), Chybowska et al. (2020) e
Wang e Xu. (2024), indicam familias inteiras de genes (ERG, FKS, CDR)
relacionadas as resisténcia antifungica em espécies de Candida, as quais
contabilizam ao menos 19 genes. A regulacdo da expressao desses genes esta
associada a alguns dos principais mecanismos de resisténcia no género Candida.
Dentre eles, podemos citar a sintese de ergosterol na parede celular fungica pela
familia dos genes ERG, codificagdo da subunidade catalitica da glucana pela familia
de genes FKS e expressdo da bomba de efluxo pelas familias ERG e CDR1
(Suwunnakorn et al., 2018; Rybak et al., 2019; Frias-De-Ledn et al 2020).

2.4.1. Gene CDR1

A familia de genes CDR (Candida Drugs Resistance) € bem estabelecida no
género Candida, sendo composta por 4 genes (CDR1, CDR2, CDR3 e CDR4),
localizados em diferentes cromossomos a depender da espécie de Candida (Akins,
2005; Selmecki, Forche e Berman, 2006). O gene CDR1 tem sido considerado uma
pecga crucial para o melhor entendimento dos mecanismos de resisténcia antifungica
no género Candida, mas a regulacao de sua expressao ainda nao foi bem elucidada.
Sua regulacao é mediada por vias regulatorias complexas, muitas vezes associadas
a outros genes, como TAC1b e ERG11 (Li et al., 2021). A investigacdo detalhada
das interacGes genéticas e moleculares envolvendo o gene CDR71 abrangem
mecanismos  multidisciplinares que integram a genbmica comparativa,
transcriptdmica, protedmica e estudos funcionais (lyler et al., 2020; Maras et al.,
2021; Ribeiro et al., 2021).

Trabalhos como os de Rybak et al. (2019) e Maras et al. (2021), evidenciam
um papel significativo de CDR1 na resisténcia aos azdlicos, elucidando correlagdes

entre a superexpressao do gene com altas taxas de resisténcia frente os azdlicos e
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a superexpressdo da bomba de efluxo, uma das principais adaptagdes metabdlicas

observadas em C. auris.

2.4.1.1. Bomba de Efluxo

O gene CDRT1 codifica aminoacidos que expressam proteinas transmembrana
do tipo ABC (ATP-binding cassette), as quais realizam o transporte ativo (com gasto
de ATP) de pequenos compostos hidrofébicos para o meio extracelular da célula
fungica (Figura 1). Existe uma seletividade de transporte, mas que ainda ndo foi bem
elucidada. Esse mecanismo diminui a concentragao intracelular dos antifungicos, os
quais tornam-se ineficientes para o tratamento da infeccdo, sendo necessaria a
utilizacdo de maiores dosagens por tempo prolongado e, consequentemente,
refletindo na elevacido do custo, tempo do tratamento, chances de maiores
complicagbes ao longo da internacdo e, por fim, nas altas taxas de mortalidade
(Akins et al., 2005; lyer et al., 2020).

Devido as caracteristicas de suas estruturas quimicas, os azélicos possuem
um transporte facilitado para o meio extracelular via as proteinas ABC, por
apresentarem afinidade aos azodlicos (Akins et al., 2005). Essas proteinas funcionam
como bombas de expulsdo, removendo ativamente o medicamento antifungico das
células fungicas antes que ele possa causar danos (Figura 1). Outro fator agravante
€ a ocorréncia de mutagdes em genes que codificam proteinas ABC, os quais
podem promover variagdes fenotipicas nas proteinas e possivelmente alterar sua
atividade (Holmes et al., 2006). Porém, resultados consistentes sobre a influéncia de

possiveis mutagées no mecanismo de susceptibilidade ainda n&o sédo evidentes.

Figura 1. Célula de levedura exposta a azélicos. Em A, a concentragdo dos compostos azdlicos no
meio intracelular, ocasionando danos a membrana celular e extravasamento do material
citoplasmatico, resultando na morte celular. Em B, as bombas de efluxo expulsam os compostos
azolicos, diminuindo sua concentragao no meio intracelular antes que possam causar danos,

preservando a integridade celular.
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2.5. Biologia molecular

Tendo em vista o exponencial surgimento de patégenos humanos, surge a
necessidade do desenvolvimento de tecnologias com alta capacidade de
processamento e analise de dados. A biologia molecular, aliada a bioinformatica,
tém permitido significativo avanco nas areas da saude nas ultimas décadas,
possuindo ferramentas multidisciplinares que permitem a identificacao,
caracterizagao e elaboragéo de novas estratégias de manejo (Sharma e Chakrabarti,
2020). As variadas ferramentas moleculares permitem o mapeamento e melhor
entendimento da histéria evolutiva de patdégenos como C. auris, tracando sua
trajetéria adaptativa e prevendo possiveis novas adaptagdes e riscos ainda no inicio.

Dado o cenério atual, frente as fungemias, o melhor entendimento dos
mecanismos de resisténcia de C. auris se torna imprescindivel para 0 mapeamento
e desenvolvimento de estratégias para o combate de fungemias. Como citado
anteriormente, a caracterizacdo do agente e seu perfil de susceptibilidade
(sensibilidade ou resisténcia ao antifungico) sdo cruciais para melhores chances de
um tratamento bem-sucedido. Sendo assim, tecnologias que utilizam a biologia
molecular tém permitido avancgos significativos nessa busca. Dentre essas
tecnologias pode se citar a protebmica (Matrix-Assisted  Laser
Desorption/lonization-Time Of Flight - MALDI-TOF) e a genbmica (sequenciamento
completo do genoma ou sequenciamento parcial de genes e marcadores
moleculares), que permitem a identificagcdo e caracterizagdo de novas espécies,

cepas e fatores de viruléncia (De Groot et al., 2022).

2.5.1. Omicas

O sequenciamento e o MALDI-TOF se mostram eficientes para a identificacao
de Candida spp., e por entregarem resultados semelhantes, ambas podem ser
consideradas padrao ouro para a identificagéo de C. auris, a depender do contexto e
capacidade do laboratério (Anvisa; 2020). Ainda que o MALDI-TOF seja capaz de
entregar resultados precisos com maior rapidez, comparado a biologia molecular, o
sequenciamento € considerado o padrdo ouro para a identificagdo microbioldgica,

oferecendo maior confiabilidade na identificagdo da espécie e clado de Candida sp.
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(Hilt e Ferrieri; 2023). Afinal, as ferramentas gendémicas (sequenciamento) entregam
resultados robustos sem a necessidade de bancos de dados constantemente
atualizados, além de fornecer uma maior carga de informagdes genéticas quando
comparada ao MALDI-TOF. Contudo, o investimento (equipamentos, ambiente, mao
de obra especializada, insumos) para a utilizagdo da biologia molecular & alto
quando comparado a equipamentos automatizados como o Vitek. Por conta disso,
hospitais de paises em desenvolvimento, como o Brasil, utilizam o Vitek para a
identificacdo da espécie, ainda que seja passivel de erros e muitas vezes incapaz de
identificar C. auris, a depender do modelo utilizado, por utilizarem caracteristicas

fenotipicas (Ninan et al., 2020).

2.5.2. Os marcadores moleculares

Os marcadores moleculares de repeticio em tandem do tipo SSRs
(microssatélites ou Simple Sequence Repeat) e SNPs sao sequéncias de DNA
abundantes, com ampla distribuigdo no genoma, que servem como impressdes
digitais interespecificas (Marwal e Gaur, 2020). Anteriormente, essa diferenciacéo
era realizada por marcadores morfolégicos, ou seja, pelo fenétipo e nao pelo
gendtipo, podendo assim refletir em analises tendenciosas por estarem susceptiveis
a influéncia do ambiente (Duran et al, 2009). Os marcadores moleculares
diferenciam individuos de uma mesma populagdo através de pequenas variagdes
genéticas, como mutagdes, inser¢coes e substituicdes, herdados geneticamente e
atribuindo assim, uma maior confiabilidade quando comparados aos marcadores
morfolégicos (Marwal e Gaur, 2020).

Existem variadas aplicagdes de uso para os marcadores, como selecao,
caracterizacao e identificagdo de organismos, estudos de diversidade e pureza
genética e teste de paternidade (Dias Filho, Menezes e Francez, 2020; Serrote et al.,
2020; Marwal e Gaur, 2020). Para isso, existem variados tipos de marcadores que
podem ser utilizados a depender do alvo de analise, como SSR (microssatélites ou

Simple Sequence Repeat) e os SNPs (Salgotra e Stewart, 2020).
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2.5.2.1. Microssatélites

SSR sdo sequéncias curtas de DNA repetidas no mesmo sentido (em
tandem), composta geralmente por 15 pares de bases com unidades mono-, di-, tri-
ou tetranucleotideos em repeticdo. Apresentam altos niveis de polimorfismos e
densa distribuigcdo ao longo do genoma, sendo altamente informativos para estudos
de diversidade e mapeamento genético, além de permitir delimitar espécies e clados
(Wang et al., 2019; Marwal e Gaur, 2020; Luo et al., 2023).

Possuem alto grau de confiabilidade por ndo serem afetados por fatores
ambientais, permitindo estimar a distancia genética entre organismos. Por
produzirem produtos de PCR de tamanhos distintos, permitem delimitar parametros
de variabilidade genética através de diferentes padrées e tamanhos de bandas para

um mesmo microssatélite (Marwal e Gaur, 2020).

2.5.2.2 Polimorfismos de nucleotideo Unico

Os polimorfismos de nucleotideo Unico sdo marcadores moleculares que, com
o auxilio da técnica de sequenciamento gendémico, permitem identificar sequéncias
polimorficas, ou seja, delegdes, insergbes ou mutagdes (troca) de apenas um
nucleotideo. Essa técnica € relativamente barata e possui diversas aplicacoes,
sendo uma importante ferramenta para estudos de variabilidade genética e analises
de genes. Os SNPs sdo abundantemente encontrados em SSRs, mas de maneira
geral, podem ser encontrados ao longo de todo o genoma. Sua localizagao e
frequéncia podem ser Unicas em cada individuo, permitindo diferencia-los dentro de
uma mesma populagao e assim distinguir variantes (Marwal e Gaur, 2020; Salgotra e
Stewart, 2020).

A rapida distribuicdo e expansao clonal de C. auris pode ser detectada por
variagdes na localizacdo e frequéncia de SNPs, os quais tornaram possivel a
caracterizagao de diferentes clados, suas distancias e variedades genéticas (Wang;
Jianping, 2022). Além disso, permite melhor compreender sua histéria evolutiva,
ancestrais comuns e variagdes de viruléncia em C. auris (Holmes et al., 2006;
Sharma e Chakrabarti, 2020; Ashkenazi-Hoffnung e Rosenberg Danziger, 2023).

Sendo assim, tais investigagdes devem permitir compreender melhor a arquitetura
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genética da viruléncia e a evolugcdo da resisténcia a farmacos dentro e entre os
clados divergentes desse patdgeno em ambientes naturais e clinicos(Wang;
Jianping, 2022, p. 9).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Analisar a similaridade genética de cepas de Candida auris e avaliar a

existéncia de mutacdes no gene CDR1.
3.2 Objetivos Especificos

e Confirmar taxonomicamente os isolados de C. auris;

e Analisar as respectivas similaridades genéticas;

e Avaliar a relagdo entre mutagdes no gene CDR1

e Avaliar possiveis alteragbes fenotipicas na bomba de efluxo de drogas

antifungica em cepas de C. auris.
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4 METODOLOGIA
4.1. Obtencao dos isolados de leveduras clinicas

Foram obtidos isolados clinicos de C. auris armazenados na Colegao de
Culturas da Micoteca URM do Departamento de Micologia da UFPE. As cepas foram
mantidas, em duplicata em meio SDA (Agar Sabouraud Dextrose) com 50mg/L de

cloranfenicol, armazenados em tubos de ensaio e mantidos a temperatura ambiente.

4.2. |dentificagdo Taxondémica
4.2.1. Extragdo de DNA

Para a confirmagdo taxondmica, os isolados fungicos de C. auris foram
semeados em meio SDA e incubados a 37°C por 24 hs para a posterior extragao do
DNA (Muller et al., 1998; Fredricks et al., 2005). Apos as 24hs, parte das colonias
foram transferidas para tubos microtubos de 2 mL, nos quais foram adicionados
650uL do tampao brometo de cetil trimetilaménio (tampao de extracdo que contém:
CTAB 2%, NaCl 1,5 M, 100mM de Tris-HCI, 20mM de EDTA e polivinilpirrolidona 1%)
e homogeneizadas no vortex por 20 segundos. Posteriormente, foram incubadas a
65°C por 15 minutos em termobloco, homogeneizadas por 20 segundos, e
centrifugadas a 12.000 rpm por 10 minutos. Para a purificacdo do DNA (DNA
gendmico), em novos tubos microtubos foram adicionadas as mesmas proporgdes
dos sobrenadantes e de Cloroférmio alcool-isoamilico (24:1) gelado, os tubos foram
homogeneizados por 20 segundos e centrifugados a 12000 rpm por 10 minutos. Em
seguida, os sobrenadantes foram transferidos para novos tubos microtubos, sendo
adicionado na mesma proporgao o isopropanol gelado e 40 uL de acetato de Sédio
(0,3M, pH 8), posteriormente foram homogeneizados manualmente e centrifugados
a 12000 rpm por 10 minutos. Os sobrenadantes foram descartados, adicionados
1000 pL de etanol 70% gelado em cada tubo e centrifugados a 12000 rpm por 2
minutos. Por fim, os sobrenadantes foram descartados e os microtubos invertidos
em papel toalha para secagem do pellet de DNA. Para a ressuspensdao do DNA,
foram adicionados 50 pyL de agua ultrapura Milli-Q e os tubos armazenados a 4°C

(Inacio et al., 2016). A quantificacao e integridade do DNA foi avaliada em NanoDrop
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(Thermo Scientific) e por gel de eletroforese, respectivamente. Por fim foi realizada a

diluicdo de cada DNA extraido para a padronizagédo da concentragdo a 20 ng/ml.

4.2.2. PCR convencional

Em continuidade a confirmagao taxonémica molecular dos isolados fungicos,
foi realizada a Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando o Termociclador
MiniAmp (Thermo Fisher Scientific) , visando a amplificacdo da regido de interesse
do DNA. Para isso, a reagao teve volume final de 20 pL, contendo 11,8 uL de
ddH20, 4 pL do tampao da PCR, 0,2 uL de Taq DNA polymerase High Fidelity, 0.6
pML de DMSO, 0,4 yL de dNTP (10mM), 1 yL de DNA molde e 1uL de cada primer (5
pmol), sendo eles NL1 e NL4 (Tabela 1) (Kurtzman e Robnett, 1998). As reagdes de
PCR consistiram na desnaturagao inicial a 95 °C por 5 min, 35 ciclos de
desnaturacao a 95°C por 30s, anelamento a 57 °C por 30s e extensado a 72 °C por
30s e posterior extensao final a 72 °C por 10 min. Ao fim do processo, para a
confirmagédo da amplificagdo da regido de interesse, os produtos da PCR (5uL do
produto da PCR, 3uL GLB e 4 pyL GelRed) foram separados por eletroforese em gel
de agarose (0,8 %) a 3 V/cm de distancia entre os eletrodos em tampéao corrida 1X
TAE (pH 8,0) e utilizando o marcador de peso molecular 1KB-Plus DNA Ladder (5uL
Ladder, 3uL GLB e 4 pyL GelRed) em parafilme, e submetidas a eletroforese (100v
por 20 min) . Para a purificagcdo dos produtos da PCR, foi utilizado o kit GenJET
PCR Purification (Fermentas, UK).

Tabela 1. Primers utilizados para o sequenciamento da regido LSU (NL1 e NL4) e para analise do

perfil clonal de isolados de Candida auris (marcadores GTGS5 e T3B).

Primer Sequéncia
NL1 39— GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG - 3
NL4 2 — GGTCCGTGTTTCAAGACGG - 3
GTGS 5-GTG GTG GTG GTG GTG

T3B 2 -AGG TCG CGG GTT CGAATC C
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4.2.3. Sequenciamento

Para o sequenciamento de Sanger do dominio D1/D2 da regido LSU (28S) do
rDNA, foram utilizados os primers NL1 e NL4 (Tabela 1), o qual foi realizado na
Plataforma de sequenciamento-LABEE/CB (UFPE), segundo protocolos

preestabelecidos pelo laboratorio parceiro.

4.2.4. Analise Bioinformatica
As sequéncias consenso foram obtidas pelo programa Sequencher 4.7 e
posteriormente foram submetidas a ferramenta BLAST do GenBank (National Center

of Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov), onde foram alinhadas

com as sequéncias de confianga depositadas no banco de dados para a busca por
similaridade, como descrito em Satoh et al., 2009. As novas sequéncias foram
analisadas filogeneticamente com o auxilio do programa MEGA-X 10.2.6. (Tamura et
al. 2013), software também utilizado para a elaboragdo da arvore filogenética

utilizando o método de Maxima Verossimilhanca.

4.3. Similaridade genética
4.3.1. Amplificacao

A fim de caracterizar a similaridade genética das cepas de C. auris, buscando
interpretar como estdo relacionadas entre si, foi realizada a amplificacdo dos

marcadores (GTG)5 e T3B (Tabela 1) por PCR, utilizando o método anteriormente

descrito no topico “PCR convencional”’. Foram alterados apenas as temperaturas de
anelamento, tempo e quantidades de ciclos para cada marcador, sendo 40 ciclos a

55 °C por 45 segundos para (GTG)5 e 32 ciclos a 52 °C por 30 segundos para T3B

(Thanos et al., 1996).

4.3.2. Analise de similaridade
Foi construido um sistema binario utilizando 1 para presenca e 0 para

auséncia de banda em gel respetiva aos marcadores (GTG)5 e T3B. Foram

consideradas somente as bandas sem margens de duvidas, portanto, bandas muito
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fracas e de dificil resolucdo, ndo foram incluidas. Para analise dos dados, foi
utilizado o software Past 4.03, onde foi gerado o cluster para a construgdo dos

dendrogramas como descrito em Gaia et al., 2004 e Kunz et al., 2009.

4.4. Analise de mutagoes
4.4.1. Desenho dos primers
A sequéncia do gene CDRT1 foi baixada do banco de dados GenBank

(National Center of Biotechnology Information, http://www.ncbi.nim.nih.gov) e em

seguida, os primers para os ensaios de mutagdo do gene de interesse foram
desenhados através da plataforma primer-BLAST do National Center for
Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine-NCBI, utilizando os
seguintes parametros: Tamanho dos produtos da PCR, quantidade de primers de
interesse, temperatura de anelamento dos primers e microrganismo alvo. Foram
realizadas buscas no banco de dados do BLASTn-NCBI para garantir a
especificidade dos primers obtidos com o gene alvo do genoma de Candida,
garantindo assim que sao unicos e especificos para C. auris. Para a confirmagao da
temperatura 6tima do par de primers desenhados, foi estabelecido um intervalo de
temperaturas utilizando as férmulas Tm = 2(A+ T)+ (G + C)eTa = Tm — 5°C,
onde Ta é a temperatura de anelamento. Em seguida foi realizada a PCR
convencional com diferentes ciclos com diferentes temperaturas de anelamento e
posterior montagem de gel de eletroforese, sendo selecionada a temperatura com a

banda mais evidente.

4.4.2. PCR convencional

Foi realizada a Reagdao em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando o
Termociclador MiniAmp (Thermo Fisher Scientific), com cada isolado, visando a
amplificagdo do gene CDR1 para posterior anadlise. Cada reagao tem o volume final
de 20 pL, contendo 13,75 pL de ddH20, 2,5 pyL do tampao da PCR, 0.25 pL de Taq
DNA Polymerase from Thermus aquaticus (Sigma-Aldrich), 0.5 uyL de dNTP (10mM)),
1 uL de DNA molde e 1uL de cada primer (5 pmol) anteriormente desenhados.

Foram utilizados os parametros presentes no protocolo da Tag DNA Polymerase
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from Thermus aquaticus (Sigma-Aldrich) para a realizagcdo das reac¢des de PCR,
ajudando apenas a temperatura de anelamento 6tima do primer. Ao fim do processo,
para a confirmacado da amplificacdo da regido de interesse, os produtos da PCR
(5uL do produto da PCR, 3uL GLB e 4 pL GelRed) foram separados por eletroforese
em gel de agarose (0,8%) a 3 V/cm de distancia entre os eletrodos em tampéao
corrida 1X TAE (pH 8,0) e utilizando o marcador de peso molecular 1KB-Plus DNA
Ladder (5uL Ladder, 3uL GLB e 4 pL GelRed) em parafiime, e submetidas a
eletroforese (100v por 20 min). O gel foi visualizado em transiluminador de
ultravioleta e fotografado utilizando maquina digital. Para quantificagdo dos produtos
da PCR, os produtos foram purificados com o uso do kit GenJET PCR Purification

(Fermentas, UK) e quantificados no NanoDrop (Thermo Scientific).

4.4.3. Sequenciamento
O sequenciamento de Sanger do gene CDR1 foi realizado na Plataforma de
sequenciamento-LABEE/CB  (UFPE), utilizando os primers desenhados

anteriormente e seguindo protocolos preestabelecidos pelo laboratério parceiro.

4.4.4. Analise das sequéncias alvo

A caracterizacdo e analise das mutacgdes foi realizada com o auxilio da tabela
universal do codigo genético (Nirenberg et al., 1965). Adicionalmente, tradug&o no
cédon CUN foi levado em consideragao para evitar erros preditivos de estudo. Para
localizagdo e andlise das sequéncias de aminoacidos do gene CDR1, foram

empregados os programas MEGA-X 10.2.6. (Lamb et al., 1997).

4.4.5. Analise dos produtos proteicos

Visando evidenciar as possiveis muta¢des no gene alvo, quanto ao aspecto
tridimensional da proteina, foi utilizada a plataforma Swiss Model disponivel em :
https://swissmodel.expasy.org .
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Obtencao dos isolados

Foram obtidos dez isolados clinicos de C. auris que estavam armazenados na
Colegdo de Culturas da Micoteca URM do Departamento de Micologia da UFPE.
Além disso, foram selecionadas duas cepas controle provenientes da Colegcdo de
Culturas ATCC, sendo um isolado do Japao (B11220) e outro dos Estados Unidos
(B11903) (Tabela 2).

Tabela 2. Isolados clinicos de Candida proveniente da Colegao de Culturas Micoteca URM do
Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco e cepas controle provenientes
do Japéao (B11220) e Estados Unidos da América (B11903).

Isolado Espécie
ATCC B11220 Candida auris
ATCC B11903 C. auris

URM8610 C. auris
URM8611 C. auris
URM8612 C. auris
URM8613 C. auris
URM8614 C. auris
URM8615 C. auris
URMB8616 C. auris
URM8617 C. auris
URM8618 C. auris
URM8619 C. auris

Fonte: A autora (2024).

5.2. Identificacdo Taxonémica

Os isolados da Micoteca URM haviam sido previamente identificados
taxonomicamente por Vitek2 (fendtipo) e genotipicamente pelo sequenciamento
parcial da regidao ITS e os isolados ATCC B11220 e ATCC B11903 via ITS. Visando
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uma confirmagao taxonédmica com um maior quantidade de informagdes genémicas,
foi utilizada também a regido da subunidade maior do DNA ribossomal (LSU), pois
como descrito em trabalhos anteriores, o dominio D1/D2 do gene 28S/LSU é menos
variavel do que a regiao /TS em leveduras. Trabalhos como os de Menezes et al.
(2010) e Fasciana et al. (2020) evidenciam que ambas as regides podem ser
utilizadas de maneira complementar para a obtencdo de mais informacdes
gendbmicas e uma identificacdo mais confidvel. Desta maneira, foram obtidos
amplicons com cerca de 750 pares de base (pb), por PCR convencional (Imagem 1),
sequenciamento dos produtos para a confirmagdo da amplificagdo da regidao alvo
(LSU) e posteriores analises de bioinformatica e elaboracdo de uma arvore

filogenética (Figura 2).

Imagem 1. Gel de eletroforese de reagdes em cadeia da polimerase convencionais, utilizando os
primers NL1 (5' — GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG - 3') e NL4 (5' - GGTCCGTGTTTCAAGACGG

- 3'), de isolados de Candida auris. Amplicons da regido LSU com aproximadamente 750pb.
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Figura 2. Andlise evolutiva pelo método de Maxima Verossimilhanga. A histéria evolutiva foi inferida
usando o método de Maxima Verossimilhanca e o modelo Tamura-Nei. A arvore com maior
probabilidade de log (-7501,18) é mostrada. A percentagem de arvores nas quais os taxons

associados estao agrupados é mostrada junto aos ramos. As arvores iniciais para a busca heuristica
foram obtidas automaticamente aplicando os algoritmos Neighbour-Join e BioNJ a uma matriz de
distancias pareadas estimadas usando o modelo Tamura-Nei e, em seguida, selecionando a topologia
com valor de log de verossimilhanga superior. A arvore € desenhada em escala, com comprimentos

de galhos medidos no numero de substituicdes por local. Esta analise envolveu 38 sequéncias de
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nucleotideos. Houve um total de 719 posi¢cdes no conjunto de dados final. Analises evolutivas foram
realizadas no MEGA-X 10.2.6..

URMB613
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2 Candida auris AB375773.1 T
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@ : 55 Candida tropicalis U45749.1T
Candida parapsilosis U46004.1T
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Com a montagem da arvore filogenética (Figura 2) foi possivel verificar que
todos os isolados estdo proximos taxonomicamente e de fato filogeneticamente mais
proximos de C. auris, apresentando 2 subdivisbes. Dadas as caracteristicas
genotipicas analisadas, todos os isolados obtidos estdo mais préximos
filogeneticamente do clado IV, com excegdo da ATCCB11220, a qual apresentou
maior proximidade com a espécie tipo AB375773.1 T, representante clado Il.

Os dados da taxonomia molecular e demais caracteristicas gendmicas
concordam entre si, sendo condizentes com o descrito na literatura. Lone e Ahmad
(2019) e De Melo et al. (2023) mostram que as informagdes genémicas fornecidas
pelas regides ITS e LSU em isolados de C. auris os diferenciam entre diferentes
clados de maneira confiavel, permitindo um melhor entendimento de caracteristicas

fenotipicas do isolado, como seu perfil de susceptibilidade. Ainda que as linhagens
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pertencam a uma mesma espeécie, a identificacdo dos diferentes clados é
significativa, dado as diferentes caracteristicas genotipicas e fenotipicas
(susceptibilidade, viruléncia) dos diferentes clados de C. auris, como descrito em
Narayanan et al. (2022).

Da Silva Neto et al. (2021) e Da Rocha et al. (2021) relatam como a
caracterizacao imprecisa do agente pode impactar no prognéstico do paciente, tendo
em vista as consideraveis variagées no perfil de susceptibilidade aos antifungicos a
depender da cepa e clado de C. auris. Dada essa problematica, trabalhos como o de
Stefenon et al. (2021) evidenciam a importancia da incorporacdao de ambas as
regidoes moleculares para uma identificagdo mais robusta de leveduras. As
ferramentas moleculares, como o sequenciamento, possuem relevante papel para o
melhor entendimento da diversidade génica e dos mecanismos de viruléncia de C.
auris, tornando possivel um melhor compreensao dos padroes de comportamento

das diferentes cepas de Candida auris (Ribeiro et al., 2021).

5.3. Similaridade genética

Foram realizadas PCRs convencionais com os marcadores moleculares
GTGb5 e T3B, com a posterior separacao por gel de eletroforese (Figura 3.em 1.a e
2.a), sendo possivel evidenciar que os isolados obtidos da Colegao de Culturas da
Micoteca URM, assim como a cepa ATCC B11903, apresentaram padrdes de banda
semelhantes entre si para os respectivos marcadores moleculares. Dessa forma,
pode-se sugerir que séo linhagens de uma mesma cepa de C. auris. Além disso, o
isolado ATCC B11220, por sua vez, € o0 uUnico que apresenta um padrdo e
intensidade de bandas distintos dos demais isolados para ambos os marcadores, 0
que esta de acordo com os resultados da confirmacdo taxonOmica. Portanto,
sugere-se que, embora o ATCC B11220 pertenga a espécie C. auris, possui
caracteristicas genotipicas distintas dos outros isolados analisados, com fragmentos

das sequéncias marcadores em frequéncia e tamanho distintos dos demais isolados.

Figura 3. Andlise da similaridade genética de isolados de Candida auris utilizando os marcadores

GTG5 e T3B. 1.a. Gel de eletroforese de reagdes em cadeia da polimerase. Amplificagdo da regiao
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GTG5 de isolados de Candida auris utilizando o primer GTGS5 (5-GTG GTG GTG GTG GTG).
Evidenciando o isolado ATCC B11220, em vermelho, padrdo de bandas diferentes. 1.b. Dendrograma
derivado da matriz de similaridade obtida do padrao de bandas do gel de eletroforese com o
marcador GTG5, apds analise com o programa Past versao 4.03 usando o coeficiente Dice e analise
UPGMA. 2.a.Gel de eletroforese de reagbes em cadeia da polimerase. Amplificagéo da regido T3B
de isolados de Candida auris utilizando o primer T3B (5-AGG TCG CGG GTT CGA ATC C).
Evidenciando o isolado ATCC B11220, em vermelho, com expressiva diferenga na intensidade e no
padréo de bandas. 2.b. Dendrograma derivado da matriz de similaridade obtida do padréao de bandas

do gel de eletroforese com o marcador T3B, apds analise com o programa Past vers&o 4.03 usando o

coeficiente Dice e analise UPGMA.
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Trabalhos como os de Marwal e Gaur (2020) mostram que os diferentes
padroes de bandas com tamanhos e intensidades diferentes dizem respeito ao
tamanho da sequéncia marcadora que foi amplificada e sua incidéncia ao longo do
DNA. Meyer, Maszewska e Sorrell (2001) evidenciam que essas caracteristicas
podem variar entre espécies e populagbes, podendo resultar em fragmentos de
diferentes tamanhos e intensidades distintas a depender da quantidade de
fragmentos marcadores que foram amplificados, sendo possivel diferenciar espécies

e clados. Somado a isso, levando em consideragdo as regides onde os isolados
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foram coletados e as diferengas genotipicas anteriormente citadas, ATCC B11220
apresenta maior proximidade com o clado Il de C. auris e todos os outros isolados
apresentam maior proximidade com o clado IV (De Melo et al., 2023) com origem no
Leste Asiatico e na América do Sul respectivamente (Rhodes e Fisher; 2019).
Resultados semelhantes foram obtidos em trabalhos como os de Silva-Filho
et al. (2001) e Thanos et al. (1996) os quais, com a utilizagdo dos marcadores
moleculares T3B e GTGS5, foram capazes de diferenciar de forma eficiente diferentes
espécies de Candida. Tal metodologia se mostrou aplicavel para isolados de C.
auris, sendo possivel diferencia-los a partir dos padroes de bandas e suas
respectivas intensidades no gel de eletroforese. Em relagdo aos resultados dos
dendrogramas (Figura 3. em 1.b e 2.b), foram condizentes aos resultados mostrados
na arvore filogenética (Figura 2) no topico 5.2 (Identificagdo Taxondémica), sendo
possivel observar que todos os isolados apresentam proximidade genética, sendo o
isolado ATCC B11220, representante do Japao, o mais distante. Tal fato se da por
todos os isolados pertencerem ao mesmo clado e o isolado pertencer a um clado
distinto que surgiu independentemente, ainda que quase simultaneamente aos
demais clados, conferindo assim significativa distdncia genética para os separar
intraespecificamente (Lockhart et al., 2017). Isso evidencia que os marcadores
moleculares sdo vantajosos para a diferenciagao intraespecifica de diferentes cepas
em conjunto as analises filogenéticas, assim como observado em trabalhos
anteriores. Podendo se destacar o marcador T3B, o qual permitiu uma melhor

diferenciagao dos isolados.

5.4. Analise de mutacgdes

Com o desenho dos pares de primers e posterior montagem do gel de
eletroforese, foi possivel observar consideravel amplitude de temperaturas de
anelamento (56,3 a 60°C) para o funcionamento dos primers (Imagem 2). A maior
temperatura de anelamento testada foi selecionada (Ta = 60°C), visando uma maior
especificidade de anelamento com o gene de interesse e reducéo de ruidos (Ashrafi
et al., 2009). Como descrito em Lorenz (2012) e Porta e Enners (2012) a

determinagdo da temperatura 6tima de anelamento dos primers diz respeito a
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melhor combinag&do de especificidade e eficiéncia, o que impacta significativamente
nos resultados da PCR. Esses fatores sdo imprescindiveis para garantir a
especificidade a sequéncia alvo, a quantidade de amplicons gerados e evitar a
formagao de estruturas secundarias como dimeros, que competiriam com a ligagao
ao DNA alvo e, consequentemente, impactariam negativamente na reagdo. Sendo
assim, a determinacdo correta da temperatura de anelamento dos primers é crucial

para o sucesso da PCR.

Imagem 2. Gel de eletroforese de reagdes em cadeia da polimerase (PCR) com diferentes
temperaturas de anelamento (Ta) para a determinagéo da temperatura 6tima do primer especifico

para o gene CDR1 de Candida auris. Evidenciando o produto de PCR com Ta = 60°C.

Posteriormente, com o auxilio do MEGA-X 10.2.6., foi possivel observar que a
ATCC B11220 foi o unico isolado que nao apresentou mutagbes, e os demais
isolados apresentaram mutagdes silenciosas localizadas nas posigbes 17, 20, 44, 95
e 194, com substituicbes de uma Timina por uma Citosina, Citosina por uma
Adenina, Adenina por uma Guanina, Citosina por uma Timina e Citosina por uma

Timina, respectivamente. O isolado URM8617 foi o unico que apresentou, além das
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mutagdes silenciosas citadas, uma mutagdo missense localizada na posi¢cédo 711,
com a substituicdo de uma Citosina por uma Timina, resultando na tradugédo de uma

Glicina e ndo de uma Arginina (Nirenberg et al., 1995; Verli, 2014).

5.4.1 Analise dos produtos proteicos

Assim como evidenciado em Kikutake e Suyama (2023), as mutacdes
silenciosas sdo muito frequentes ao longo do genoma e, por alterarem a sequéncia
de nucleotideos e n&o a sequéncia de aminoacidos, nédo séo facilmente percebidas.
Por outro lado, as alteracbes nos cddons que resultem de mutagdes nonsense ou
missense modificam a sequéncia de aminoacidos, podendo resultar em alteragdes
fenotipicas que podem ou n&o interferir na funcdo proteica. Com o auxilio da

plataforma Swiss Model (disponivel em: https://swissmodel. expasy.org), foi possivel

observar que as mutagdes silenciosas de fato nao resultam em alteragdes
fenotipicas nas proteinas. Em relacdo a mutacdao missense, também nao foi

observada qualquer alteracao fenotipica na proteina (Figura 4).

Figura 4. Modelagem estrutural da proteina ABC codificada pelo gene CDR71 em Candida auris. A e B
mostram a estrutura da proteina. C e D mostram os graficos de Ramachandran das respectivas
proteinas. Sendo A e C da ATCC B11220, e B e D do isolado URM8617.
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O grafico de Ramachandran é uma ferramenta da bioquimica que permite
visualizar as possiveis conformagdes de angulos diédricos (phi e psi) de uma cadeia
polipeptidica e assim determinar a possivel estrutura secundaria e final de uma
proteina (Ramachandran e Sasisekharan; 1968 e Sobolev et al. (2020). Para isso, é
necessario observar os quadrantes do grafico e analisar se as ligagdes entre os
aminoacidos estdo em areas permitidas, como descrito em Ramachandran e
Sasisekharan (1968), HovmOller, Zhou e Ohlson (2002) e Sobolev et al. (2020). Nos
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graficos obtidos (Figura 4), é possivel observar que as ligagbes entre os
aminoacidos da proteina gerada estdo dentro das areas permitidas, indicando que a
prevaléncia da conformacdo estrutural de ambas esta dentro dos limites de
normalidade e em a&ngulos de menor gasto energético. Logo, dentro dos parametros

esperados para a confirmagao da confiabilidade do modelo.
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6 CONCLUSAO

Dessa maneira, os resultados obtidos mostram que o presente trabalho foi
eficaz na andlise da similaridade genética entre cepas de Candida auris, indicando
que todos os isolados obtidos da colegdo da Micoteca URM s&o clones com maior
afinidade filogenética ao clado IV de C. auris. Em contraste, o isolado japonés
apresentou maior proximidade ao clado Il. A analise dos marcadores moleculares
T3B e GTG5 corroborou os resultados do sequenciamento da regido LSU,
confirmando a separagao dos clados.

Além disso, foram identificadas mutagdes de polinucleotideo Unico no gene
CDR1, predominantemente silenciosas, e apenas uma mutagao missense foi
observada em um isolado do nordeste brasileiro, a qual nao resultou em alteragdes
fenotipicas, ou seja, a mutagdo ndo mostrou impacto na estrutura da proteina ABC
sintetizada pelo gene CDR1.

Portanto, a compreensao detalhada da estrutura genética e dos mecanismos
de viruléncia de C. auris € essencial para aprimorar os estudos epidemioldgicos e
desenvolver protocolos globais de prevencgao de infecgdes fungicas. Recomenda-se
a continuidade de trabalhos como este para melhorias no prognéstico e no manejo

de pacientes com infecg¢des fungicas.
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