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Candida glabrata: DETECCAO MOLECULAR DO PERFIL DE RESISTENCIA AOS
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Resumo:

As infeccdes fungicas por Candida glabrata tem uma grande relevancia nas
candidemias hospitalares, especialmente por se tratar de uma espécie menos
sensivel aos azodlicos. Desta forma, conhecer o perfil de sensibilidade aos
antifingicos e as caracteristicas genéticas desses isolados é essencial para garantir
o correto manejo desses dos pacientes acometido por esse tipo de infecgdo. Com o
objetivo de encontrar isolados de C. glabrata resistentes aos antifingicos
convencionais, nosso estudo analisou 137 isolados de C. glabrata quanto ao seu
perfil de sensibilidade ao antifingicos e identificou oito isolados com resistentes ao
fluconazol. Adicionalmente, uma analise da literatura identificou as principais
mutacgOes associadas ao perfil de resisténcia ao fluconazol e equinocandinas em C.
glabrata, as quais foram utilizadas para desenhar oligonucleotideos iniciadores
(primers) para pdrl, ergll, fskl e fsk2. O gene pdrl apresentou 12 mutagdes
relevantes, necessitando de 6 pares de primers, ergll onze mutacgdes,
contempladas em 2 pares de primers, fskl e fks2 necessitaram apenas de 1 par de
primers. A extracdo do DNA gendmico e amplicacdo dos produtos de PCR da cepa
padrao de C. glabrata foi obtida com sucesso, abrindo novas perspectivas para
implantacdo da técnica molecular de detec¢do de mutacdo em genes envolvidos na
resisténcia aos antifingicos.

Introducéo

As doencas fungicas tornaram-se uma das principais causas globais de
morte, totalizando mais de 2 milh6es de pessoas a cada ano, superando as vitimas
da tuberculose e da malaria [1]. Nos ultimos anos, infec¢des fungicas invasivas
graves (IFIs) tém se tornado cada vez mais freqlientes em pacientes criticos em todo
o mundo, especialmente infec¢cdes da corrente sanguinea (ICS) em pacientes de
unidade de terapia intensiva (UTI) [2]. O género Candida spp. corresponde a 80%
das etiologias de origem fungica em hospitais, porém as espécies oscilam conforme
a regido geogréfica e a complexidade dos servicos [3,4]. No entanto, as espécies de
Candida n&o-C. albicans estdo se tornando cada vez mais importantes,
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especialmente Candida glabrata, que tem representado cerca de 10-35% do total de
infecbes por esse género na corrente sanguinea [5]. Este aumento tem sido
associado principalmente ao amplo uso de antifungicos [5], ja que C. glabrata é
intrinsecamente menos suscetivel aos azolicos, especialmente ao fluconazol [6]. A
facilidade de adquirir resisténcia ao fluconazol em resposta a exposicdo a drogas
também tem sido relatada nos isolados clinicos desta espécie [7]. Adicionalmente,
os isolados clinicos resistentes aos azolicos que também apresentam co-resisténcia
as equinocandina, um fato que tém preocupado os clinicos e a comunidade cientifica
[5]. Desta forma, identificar os mecanismo de resisténcia, bem como identificar as
mutacdes envolvidas nesse processo contribuira de maneira significativa na detecao
precoce do perfil de resisténcia e consequentemente manejo e tratamento adequado
dos pacientes acometidos por infeccdes por este patdgeno.

Materiais e Métodos

Desenho dos oligonucleotideos iniciadores: Os genes envolvidos na resisténcia ao
azolicos foram analisados por ferramentas in silico para construcdo de
oligonucleotideos iniciadores. Apds a selecao do melhor par de primers estes foram
avaliados pela ferramenta OligoAnalyzerTM Tool (https://bit.ly/3te XpEZ).

Teste in vitro de suscetibilidade aos compostos selecionados: A concentracéo
inibitéria minima (CIM) foi determinada para cada antifungico pelo método de
microdiluicio em caldo, conforme as normas de padronizacdo pelo Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2010), publicadas no documento M-27A4. O
tempo de incubacé&o foi de 48 horas a 37°C, sendo realizada uma leitura visual em
24 horas e outra no tempo de 48 horas.

Extracdo do DNA : O DNA gendmico das leveduras (isolado clinico proveniente da
micoteca do Laborat6rio de Micologia médica e cepa padrdo de C. glabrata) foram
extraidos como descrito por Bonfim et al., 2013. As amplificagBes foram realizadas
em volume final de 25 pL, usando uma mistura da Invitrogen®, 100 ng de DNA
gendmico e 0,4 mM dos oligonucleotideos iniciadores desenhados. O programa
selecionado foi de 35 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min a 47°C e 1 min a 72°C, e uma
etapa de extensdo final de 10 min a 72 °C. As amostras amplificadas foram
avaliadas em gel de agarose 0,8% em TBE.

Resultados e Discussao

C. glabrata esta filogenicamente mais proxima da levedura ndo patogénica
Saccharomyces cerevisiae do que das espécies de Candida de relevancia clinica [8].
A patogénese desta levedura tem sido atribuida a sua capacidade de escapar do
sistema e adaptar-se as mudancas ambientais e ao estresse [8]. Entre os
mecanismos de resisténcia ao azdlico, as bombas de efluxo sdo particularmente
importantes. Varias mutagfes de ganho de funcéo (GOF) no gene CgPDR1, também
foram identificadas em isolados de C. glabrata resistentes a azolicos [9,10]. Em
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contraste, a resisténcia as equinocandinas é predominantemente devida a mutacdes
nas regides de hot spots conservados nos genes FKS (FKS1 e FKS2) [8,10].

Assim, com base na revisdo da literatura foram selecionadas as muta¢des mais
relevantes segundo critérios fenotipicos de resisténcia ao fluconazol e micafungina,
juntamente com um quadro de mau progndstico ao paciente portador de isolados
resistentes. Desta maneira, foram desenhados onigonucleotideos iniciadores para as
mutacdes no gene ERG11 (Tabela 1), referentes as mutacdes relacionadas a
resisténcia aos azolicos, ja para as mutacdes sobre resisténcia a micafungina, foram
desenhados onigonucleotideos iniciadores para alteracdes nos genes FKS1 e FKS2
(Tabela 2 e 3).

Tabela 1. Olinonucleotideos iniciadores do gene ERG11

Tamanho Tamanho Temp. Temp. Self dimers Hetero dimers >temp.

Frimer primer () | amplicon (pb) | anelamento CC) | melting €0 | *© | keatimon) (kealimol) | Hairpin CC) R
MRE AGTGTCTATTATGGTCGCCTTG %) - 544 62 455 361 55 17,5 —
R CAAGTGGTGGTCTGTCCTTT 20 549 62 50 354 5.5 356
F CCAGTGTTCGGTAAAGGTGTTA 2 54,7 62 455 3,61 352 124 )
2 240 - Y141H, D196N
R GGATCTGGAAGCAGTGAAGATAG 3 548 62 478 4,65 352 384
5 B TCTTGAACAACGATACCAAGGA 2 -~ 53,8 62 409 EX) 361 343 N368T, L381M, N425I, H430P,
R CACCGATACATCTGTGTCTACC 2 i 54,6 62 50 -3,61 3,61 333 M451L K456R, G457C, V45SF

Tabela 3. Olinonucleotideos iniciadores do gene FKS1

. Tamanho Tamanho Temp. Temp. Self dimers Hetero dimers >temp.

primer (pb) | amplicon (pb) | anelamento (C) | melting (C) Hee (keal/mol) (keal/mol) O Matsele
1 B TGCTGCTAAGTACGCTGAATC 21 165 62 55 476 -3,65 1,65 239 S629P
R TCGGTAGCAATCATCAAACCC 21 62 35,1 47,6 441 -1,65 254

Tabela 4. Olinonucleotideos iniciadores do gene FKS2

Primer Mutacio

F TGTTGCTTCTCAGACTTTCACC
R GGTTCAAAGTTATGTAGACATCAATCG

O perfil de susceptibilidade dos isolados de C. glabrata aos azolicos,
especialmente fluconazol, foi avaliado através da determinacdo dos valores MIC e dos
137 isolados de C. glabrata, oito apresentaram valores de MIC > 32, sendo
considerado resistentes ao fluconazol. Desta forma, estes isolados resistentes foram
selecionados para extracdo do DNA e a amplificacdo dos genes de resisténcia ergll,
fskl e fks2 foram reallzadas com sucesso a partlr dos ollgonucleotldeos iniciadores
desenhados neste

1 E655K, F659, S663P

ergl 1
P3 58°C 60°C 62°C 58°C 60°C 62°C

500pb
200pb
100pb

Figura 1 — Analise dos produtos de PCR gerados a pa rtir dos oligonucleotideos
desenhados para os genes fksl, fks2 e ergll. P1/2 — amplificagdo a partir dos
oligonucleotideos Foward 1 e Reverse 2 do gene ergll. P3 — amplificacdo obtida com
os oligonucleotideos Forward e Reverse 3 do gene ergll de Candida glabrata
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O conhecimento do perfil de resisténcia aos antimicrobianos podem contribuir
nao apenas como guia para o médico na escolha da terapia apropriada, mas
também assumem papel fundamental em termos epidemiol6gicos. No entanto,
existem um grande descompasso entre antibacterianos e antifingicos
especialmente, quanto as classes disponiveis, bem como a correlacdo dos
resultados dos testes de suscetibilidade com a pratica clinica. Desta forma, a
Micologia Médica vem se desenvolvendo como um campo do saber que exige a
atencdo de todos, € preciso aprimorar estratégias de manejo, uma vez que €
crescente o numero de pacientes imunocomprometidos vulneraveis as infec¢des
fungicas oportunistas.

Conclusodes

Destacamos a importancia clinica da C. glabrata e a necessidade de
estratégias inovadoras para o manejo da infeccdo causada por esse patdgeno.
Assim neste trabalho, isolados com perfil de resisténcia foram identificados e genes
envolvidos na resisténcia aos antifungicos foram selecionados para o desenho de
primers que poderdo contribuir na padronizacdo de ferramentas moleculares para
deteccdo precoce da resisténcia aos antifungicos, que podera contribuir com o
rapido manejo dos paciente e impactar as taxas de mortalidade das IFIs.
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