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INTRODUGAO

Candida auris é um patégeno multirresistente recentemente descrito que é cada vez mais
responsavel por surtos associados a saude em todo o mundo. Foi relatado que seus isolados
clinicos apresentam resisténcia as trés principais classes de antifungicos (azdis,
equinocandinas e polienos), além de persistirem em superficies ambientais por semanas,
resultando em sua disseminagao entre pacientes em unidades de saude (Chowdhary et al.,
2017; Forsberg et al., 2019; Zamith-Miranda et al., 2021). Portanto, a identificagdo precisa
de C. auris torna-se essencial para controlar a prevaléncia desse patégeno em todo o mundo
e prevenir novos surtos. Nos ultimos anos, diferentes métodos tém sido utilizados para
identificar esse patdgeno, porém, muitos tém se mostrado ineficientes por identificarem
erroneamente o organismo, como o0s sistemas automatizados de identificagdo popularmente
utilizados em laboratérios clinicos, ou por serem inadequados por questdes financeiras. e
questdes técnicas. Assim, aqui apresentamos conjuntos completos de primers baseados em
mitogenoma de amplificagao isotérmica mediada por loop (LAMP) (Wong et al., 2018; Htun
et al., 2020; Soroka et al., 2021) para a detecgdo de C. auris. A presente estratégia é
inovadora porque utiliza genomas mitocondriais completos do microrganismo alvo,
permitindo uma rapida prospeccédo de primers conservados. Além disso, apresentamos
conjuntos de primers classificados como espécie-especificos e comuns para diferentes
isolados disponiveis. Esperamos que esses conjuntos de primers possam ser validados e

contribuir para a identificacdo desse fungo extremamente importante.

OBJETIVOS
Realizar a prospeccao de primers especificos para o método de amplificacao isotérmica
mediada por loop (LAMP) utilizando o mitogenoma do fungo patogénico resistente Candida

auris.
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METODOLOGIA

Inicialmente, construimos um banco de dados de genomas mitocondriais de fungos usando
o banco de dados Nucleotide do NCBI. Para isso, utilizamos as palavras "genoma completo”
como termo de busca e selecionamos os filtros no menu lateral: "Espécie: Fungos", "Tipos
de molécula: DNA/RNA gendémico" e "Compartimentos genéticos: Mitocondria". Apds
selecionar os elementos, baixamos as sequéncias em formato multi-FASTA. Finalmente,
filtramos qualquer sequéncia < 10kb de comprimento, buscando garantir que apenas
genomas mitocondriais completos permanegam. Com base nas sequéncias mitocondriais
obtidas, construimos o indice da respectiva base de dados utilizando o software Bowtie2
(Langmead et al., 2009). Também usamos o genoma mitocondrial do isolado de Candida
auris B8441 (NC_053321.1; Misas et al., 2020) como arquivo de referéncia para outras
etapas. Para projetar conjuntos de primers LAMP para o genoma de referéncia completo de
C. auris, usamos a ferramenta GLAPD (Jia et al., 2019), software capaz de identificar regides
alvo para reagcbes LAMP, a partir de andlises em larga escala, comparando os genomas
(parciais ou completo) de microrganismos de interesse com um banco de dados. Uma vez
identificadas as regides-alvo, o software projeta um conjunto de 4 a 6 primers (com ou sem
loop primers) especificos para o(s) genoma(s) de interesse, padronizando suas sequéncias
para atender a diferentes critérios, como limites para conteudo de GC, temperatura de
hibridizacdo (Tm), falta de complementaridade cruzada indesejada e relagdes posicionais
especificas entre os primers. Essa abordagem, baseada em analises gendmicas
comparativas, pode produzir muitos conjuntos de primers, capazes de amplificar multiplas
regides alvo, especificas para o(s) genoma(s) de interesse. Para executar a ferramenta e
obter os primers, fornecemos o indice Bowtie gerado (Langmead et al., 2009) para nosso
banco de dados e uma lista de genomas mitocondriais relacionados (C. auris cepa
L1537/2020, CM036996.1; C. auris cepa BJCA001, CP068458.1; C. auris cepa CA-AM1,
CP061163.1; C. auris JCM 15448, AP018713.1; C. auris isolado B8441, NC_053321.1 e
MT849287.1) que devem ser identificados por nossos primers juntos com nossa referéncia
C. auris. Durante a execugao do GLAPD, usamos os parametros "--specific", "--common" e
"--loop" para criar primers especificos, comuns e de loop (Jia et al., 2019). Finalmente, para
verificar a especificidade dos conjuntos de primers produzidos, todas as sequéncias de
primers foram pesquisadas pelo BLAST (Boratyn et al., 2013) contra o banco de dados de

nucleotideos Candida e GenBank (https://blast.ncbi.nlm.nih. gov/ Blast.cgi).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Ap6s busca no banco de dados de Nucleotideos do NCBI e aplicacdo dos filtros,
desenvolvemos um banco de dados contendo 2920 genomas mitocondriais completos de

fungos, com seis mitogenomas de diferentes isolados de Candida auris. O mitogenoma do
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isolado B8441 de Candida auris (NC_053321.1; Misas et al., 2020) foi utilizado como
referéncia para a prospeccao de primers LAMP por GLAPD (Jia et al., 2019) juntamente com
0s mitogenomas dos isolados: C. auris cepa L1537/ 2020 (CM036996. 1), C. auris cepa
BJCA001 (CP068458.1), C. auris cepa CA-AM1 (CP061163.1), C. auris JCM 15448
(AP018713.1) e C. auris isolado B8441 (MT849287. 1) como alvos para primers comuns.
Todos os outros mitogenomas contidos no banco de dados criado foram usados como pano
de fundo para identificar os primers especificos da espécie. Apds a prospeccio através do
GLAPD (Jia et al., 2019), identificamos sete conjuntos de primers LAMP classificados como
comuns e especificos para o isolado B8441 de Candida auris e os isolados contidos na lista
alvo. Dos sete conjuntos de primers LAMP desenvolvidos, seis sdo comuns entre todos os
mitogenomas de C. auris contidos no banco de dados, enquanto um conjunto de primers nao
seria comum apenas para a cepa BJCA001 de C. auris. Além disso, todos os conjuntos de
primers desenvolvidos demonstraram especificidade apenas para Candida auris quando

pesquisados usando BLAST (Boratyn et al., 2013) contra o banco de dados de nucleotideos

Candida e GenBank (quadro 1).

Quadro 1 - Conjuntos de dados de primers LAMP de Candida auris

Conjunto Primers Common BLAST especifico

F3: TACATTCATTTACTGTTCCTTCT
F2: TAGGTTTAAAAGTTGATGCTACT CM036996.1,
F1c: TGTCCATAGTAAACACCAGTTCTTT | NC_053321.1,

Conjunto 1 [E15; GTGAATTATGTGGAGTTAACCATGC | MT849267.1, Sim
B2: AGTCAGAAATAGGAACACATTC CP068458.1.
B3: GGTTAGCTAATCATTCAACGA CP061163.1,
LF: CACTAACTTGATTTAAACGACCTGG AP018713.1
LB: NULL
F3: CATAGAACACTTAAAATGTTCGGA
F2: ATCGTGTAGGTTCGAATCC ﬁg/loggggzsi 1 ;
Fic: GGCGCTAAAGCTACAATTTAGTTCT | NE=005921.

Conjunto 2 [B1c: TCGACTGTTCGATTCAGTCCCT ot Sim
B2: TACAATTGTTCTACCTTTGAACT SRS
B3: ACTCAGATATATTGCTCCACA SIS
LF: ACCTCCCCTAAAATTTACGGTTAGT :
F3: ATTGACTACATGATCTAATGGTATG
F2: TACTACTTCACAGTATATATGCGA CM036996.1,
F1c: TTGGAAGTGTTAAAGTTTGCCAATT | NC_053321.1

Conjunto 3 [E15; CETGTTCGATTCACGCTTATCA MT849287 1, Sm
B2: GCAATCGATACATCCAACC CP068458.1,
B3: TTGAACCCTAAGAAATCGATTT CP061163.1,
LF: AACCACAGCGAGAATCGAAC AP018713.1
LB: NULL
F3: AAAAACCTATATTTGGAGAAGTAGG
F2: ATGTTATATGCTATGGGATCTATAG CMO036996.1,
F1c: AACTACATACATGTGATGGCTTCAT | NC_053321.1,

Conjunto 4 [B15: TAGAGCATACTTCACTAGTGCTACA |  MT849267.1, sim
B2: CCATATATAGTTGCTAATCATGAGA CP068458 1
B3: ACAGCTAATCTTACTTCTCCT CP061163.1,
LF: NULL AP018713.1
LB: ATGGTAATAGCTGTTCCTACTGGA
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F3: AAAATTATATAAACGGCGGTCT
F2: TATCCTGAGGATCCTAAGGTAG CM036996.1,
F1c: ATTCATTCATGCAGGACACCAAT NC_053321.1,
Conjunto 5 B1c: AAACGATGCGATAACTGTATCCAT MT849287 .1, Sim
B2: GTACACGGCATCTTCACC CP068458.1,
B3: GGTCTTTTTGTCAATCTACGG CP061163.1,
LF: NULL AP018713.1
LB: AGTAGACTCAGTGAAATAGCACTCG
F3: TTACGTATAGTGTAGTGAACAGG
F2: CATAATCAATTGATATGGATGTCG CMO036996.1,
F1c: CGGTATTACCCTGTTATCCCTAGC NC_053321.1,
Conjunto 6 B1c: CGTGAGAGTCGATATCGTCAGC MT849287 .1, Sim
B2: CAACCAGGAGGATGAGTTT CP068458.1,
B3: CCTACCCTTCCTAATTGCTT CP061163.1,
LF: NULL AP018713.1
LB: GTGTTTGCCACCTCGATGTC
F3: GAGTATAGTTTAATGGTAAAACTCG
F2: TGTCTTCAACACACGCTA
F1c: GCTTTACCATTAAGCTACAAAGGCT '\? (I;/I %%%%9; 11’
Conjunto 7 B1c: TTCTTGAAGCGGAATACATGTAAGT MT849287 1 ’ Sim
B2: GAGTCTTAACCATTAGACGACTAA CP061163 1’
B3: GTTAGACTGGAATTGAACCAAT AP0187 13' 1’
LF: GCAAGCAGAATCGAACTACCA ’
LB: NULL

CONSIDERAGOES FINAIS

Nossa abordagem in silico baseada em genomas mitocondriais completos para a prospecg¢ao
de novos primers para ensaios de amplificacio isotérmica mediada por loop (LAMP) mostrou-
se valida e permitiu a identificacdo de sete primers comuns entre os isolados de C. auris
contidos em nosso banco de dados. Além disso, esses mesmos primers também se
mostraram especificos para a espécie alvo, sem identificar nenhum dos fungos filamentosos
ou outras espécies de leveduras, incluindo aquelas para as quais C. auris € comumente
identificado erroneamente, por meio de nossa analise BLAST. Esperamos que os presentes
primers possam ser validados experimentalmente e que possam auxiliar na identificacao

deste fungo de extrema importancia clinica.
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