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Resumen

Candida tropicalis es una especie patdgena oportunista causante de infecciones
nosocomiales. En los Ultimos afios se ha presentado un aumento en los casos de
candidiasis invasiva provocada por esta levadura. El objetivo de este estudio fue
caracterizar por secuenciacion de genoma completo (WGS) aislados clinicos de C.
tropicalis provenientes de un hospital de tercer nivel ubicado en Guayaquil. Se
identificaron las muestras mediante analisis filogenético de la region conservada ITS,
usando la base de datos PUbMLST se generaron perfiles alélicos para cada una de
ellas y se detectaron mutaciones en los genes asociados a resistencia antifingica. Las
11 muestras analizadas fueron identificadas como C. tropicalis, cuyos perfiles alélicos
mostraron una alta diversidad genética al agruparse en 7 complejos clonales. Las
mutaciones detectadas en los genes ERG11, ERG3, FKS2, CDR1 y TAC1 no
coincidieron con aquellas descritas en la literatura como asociadas a la resistencia

antifungica en C. tropicalis.



Abstract

Candida tropicalis is an opportunistic pathogen that causes nosocomial infections. In
recent years, the number of invasive candidiasis caused by this yeast has been
increasing. This study aims to characterize clinical C. tropicalis isolates from a tertiary
level hospital in Guayaquil by whole genome sequencing. These samples were identified
by phylogenetic analysis of the conservative region ITS, MLST profiles for each one
were generated using the PUbMLST database and mutations in genes associated with
antifungal resistance were detected. 11 samples analyzed were identified as C.
tropicalis, where their allelic profiles showed high genetic diversity by grouping up in 7
clonal complexes. Mutations found in the genes ERG11, ERG3, FKS2, CDR1 and TAC1
were not consistent with those previously described in the literature as associated with

antifungal resistance in C. tropicalis.



Capitulo I: Introduccidn

1.1 Antecedentes

Candida tropicalis es una levadura patdgena oportunista, siendo la especie mas
comun de candidiasis en el subcontinente indico (Lima et al., 2022), y frecuentemente
aislada en América Latina y el sudeste asiatico (Keighley et al., 2022). Estudios
recientes sugieren que existe un aumento en la resistencia a multiples farmacos en los
aislados de origen clinico de este patégeno (Favarello et al., 2021). En el Ecuador, esta
es la especie non-Candida albicans (NCA) mas identificada en muestras clinicas

(Acosta-Mosquera et al., 2024; Yanez, 2020).

La caracterizacion genética de levaduras oportunistas comprende el estudio de
diversidad genética, estructura poblacional, epidemiologia y resistencia a los
antifungicos (Q. Wang et al., 2020). En este sentido, el método mejor descrito para el
estudio de diversidad alélica en C. tropicalis es la tipificacién de secuencias multi locus
(MLST, por sus siglas en inglés), permitiendo comparar poblaciones de diferentes
origenes geograficos utilizando bases de datos (Wu et al., 2019). Por otro lado, en el
ambito de la farmacorresistencia se analizan mutaciones especificas en el genoma

asociadas al desarrollo de resistencia (Lima et al., 2022).

A nivel mundial, la mayoria de los estudios realizados en C. tropicalis se han
enfocado por separado en la diversidad alélica por MLST (Al-Obaid et al., 2017; Dougue
et al., 2022; Tavanti et al., 2005; Q. Wang et al., 2020) y en el andlisis de mutaciones en
genes relacionados con resistencia (Arastehfar et al., 2020; Megri et al., 2020;

Spruijtenburg et al., 2023), siendo escasos los estudios que combinen ambos enfoques



10

(Keighley et al., 2022). Sin embargo, la informacion para América Latina es limitada

(Magri et al., 2013), y particularmente en Ecuador no existen investigaciones previas.

Con el presente estudio se pretende aportar nuevos conocimientos sobre la
diversidad alélica y la existencia de mutaciones en los genes relacionados con

resistencia en cepas locales de C. tropicalis de origen clinico.

1.2 Justificacién del Problema

C. tropicalis es una especie patdgena oportunista causante de infecciones
nosocomiales, con potencial de invadir el pulmén, el tracto urogenital e intraabdominal,
entre otros, en pacientes enfermos (D. Wang et al., 2021; Marcos-Zambrano et al.,
2014a). En los ultimos afos se ha presentado un aumento en los casos de candidiasis
invasiva provocada por este patdgeno frente a una disminucion de C. albicans (O’Brien
et al., 2021; Zuza-Alves et al., 2017); y en comparaciéon a esta lltima, conlleva a un
mayor tiempo de hospitalizacion y una tasa de mortalidad mas elevada (Arastehfar et

al., 2020).

El informe sobre patégenos prioritarios de origen fungico emitido por la
Organizacion Mundial de la Salud (2022) sefiala que la candidiasis invasiva asociada a
C. tropicalis presenta una mortalidad del 55% al 60% en adultos y del 26% al 40% en
pacientes pediatricos. De ahi la necesidad de realizar mas estudios a nivel global
permitiendo contrarrestar la falta de informacién de este patdgeno (Keighley et al.,

2024).
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La mayoria de brotes de candidiasis provocados por C. tropicalis ocurren en
UCI, atribuyendo este hecho al riesgo inherente de contaminacion cruzada en el uso de
catéteres, y al estado inmunodeprimido de los pacientes (Barac et al., 2020). De manera
similar, en Guayaquil, la especie predominante en pacientes hospitalizados es C.

tropicalis, incluso por encima de C. albicans (Acosta-Mosquera et al., 2024).

Evidencias recientes apuntan a un aumento en la resistencia a azoles en C.
tropicalis, llevando al tratamiento con equinocandinas, que puede desencadenar en la
generacion de cepas resistentes a multiples farmacos (Lima et al., 2022). Como
estrategia de prevencién se plantea el estudio de los marcadores asociados a la
resistencia antifungica mediante la secuenciacion de genoma completo (Keighley et al.,
2022), debido a que se desconoce el efecto de las mutaciones presentes en los

diferentes genes de esta especie (Xu, 2021).

Por todo lo expuesto anteriormente, resulta crucial estudiar a profundidad la
diversidad alélica y las mutaciones asociadas a resistencia antifingica a través del
analisis de secuenciacién de genoma completo de cepas nativas de C. tropicalis, con el

objetivo de mejorar la comprension de este patdégeno en el &mbito clinico.

1.3 Objetivos de la Investigacion

1.3.1 Objetivo General

Caracterizar por secuenciacion de genoma completo (WGS) aislados clinicos de

Candida tropicalis provenientes de un hospital de tercer nivel ubicado en Guayaquil.



1.3.2 Objetivos Especificos

¢ Identificar los aislados pertenecientes a la especie C. tropicalis utilizando
marcadores moleculares.

o Definir las caracteristicas genéticas de C. tropicalis mediante herramientas
bioinformaticas.

e Detectar genes o patrones moleculares asociados a resistencia antifungica y

virulencia en las muestras de C. tropicalis.

12
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Capitulo II: Revision de la Literatura
2.1 Candida tropicalis

Candida tropicalis es una levadura diploide miembro del reino Fungi, division
Ascomycota, orden Saccharomycetales (Ann-Chai et al., 2010), comunmente hallado en
la naturaleza, capaz de colonizar con frecuencia la piel humana, la cavidad oral y otros

tejidos (Singh et al., 2020).

Esta especie fue descrita por primera vez en 1912 por Catellani como Oidium
tropicale o Endomyces tropicalis, aislada de pacientes con bronquitis fungica. Es
responsable de provocar infecciones nosocomiales, productora de biopeliculas y
altamente adherente a células epiteliales y endoteliales (Marcos-Zambrano et al.,

2014b)

2.1.1 Relevancia Clinica

Junto a otras especies de Candida, C. tropicalis es el agente causal de la
candidiasis (Zuza-Alves et al., 2017), una infeccién oportunista, al invadir
sistematicamente presenta una mayor tasa de mortalidad independientemente de la

edad del paciente, pabell6n de tratamiento o cepa del patdgeno (Fan et al., 2017).

Entre los factores de virulencia de esta especie se destacan la secrecion de
enzimas extracelulares, capaces de alterar la composicion del tejido hospedero; la
formacion de biopeliculas, que afectan la accién de la respuesta inmune; y la resistencia

a antifangicos (Sasani et al., 2021).

En Ecuador, se ha reportado infecciones en el torrente sanguineo provocadas

por este patégeno, denominadas candidemias; en las provincias de Pichincha y Manabi
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ha sido asilado en muestras de mujeres en estado de gestacion (Betancourt y Carrera,

2012; Chila Santana et al., 2022).

2.1.2 Caracteristicas Genéticas

El tamafo total del genoma completo es de aproximadamente 14,6 Mb, con un
contenido de guanina citosina del 33%, se han descrito 6258 genes codificantes (Butler
et al., 2009), una gran parte de estos estan asociados a factores de virulencia como la
adhesion al tejido del hospedero, formacion de biopeliculas y produccion de enzimas

proteasas, fosfolipasas y hemoliticas (Xu, 2021).

C tropicalis pertenece al clado CUG-Ser1, un grupo de especies que codifica
serina con el codon CUG en lugar de leucina (Krassowski et al., 2018). Registra
reordenamientos cromésomicos, tales como inversion y traslocacién, que provocan una
acumulacion de mutaciones y divergencia genética entre los cromosomas homadlogos

(Xu, 2021).

Las caracteristicas genéticas de C. tropicalis son muy similares a las de C.
albicans, aparentemente debido a la reproduccién clonal predominante en estas
especies. Sin embargo, los eventos de recombinacién ocurren con frecuencia suficiente

para generar poblaciones con caracteristicas similares (Zuza-Alves et al., 2017)

2.1.3 Resistencia alos Antifangicos

La resistencia a los antifingicos se define como la no susceptibilidad de un
hongo frente a un determinado agente antimicrobiano, es evaluada mediante ensayos in
vitro de susceptibilidad clasificAndose en resistencia intrinseca o resistencia adquirida

(Kanafani y Perfect, 2008). Estudios recientes reportan el aumento de casos de
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resistencia a farmacos en C. tropicalis, lo que supone un grave problema terapéutico

(Zuza-Alves et al., 2017).

Existen diversos mecanismos de resistencia en C. tropicalis, como la alteracion
en la interaccion entre antifingico y molécula objetivo, el aumento o disminucion de la
cantidad de molécula objetivo, la expulsion selectiva de farmacos de la célula, entre
otros. Generalmente, estos procesos estan mediados por mutaciones en genes
especificos o por alteraciones en la expresion génica (Oliveira et al., 2020). Un resumen
de los mecanismos de resistencia que presenta este patdgeno se puede observar en la

Figura 1.

Figura 1

Mecanismos de resistencia a antifingicos descritos en Candida tropicalis
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16

aumentada de bombas de eflujo tipo casete de unién a ATP (C) y de la superfamilia
mayor de facilitadores (MFS) reduce el nivel intracelular de azoles. (E) La actividad
mitocondrial alterada reduce la acumulacion intracelular de especies reactivas de
oxigeno. (F) La actividad de los azoles es sobrepasada por la expresion incrementada
de Ergll. (G) Una alta expresion del factor de transcripcion Upc2 induce el aumento de
la expresion de ERG11. (H) Mutaciones y (I) deleciones relacionadas con la reduccién
de la afinidad al farmaco. (J) Mutacion y pérdida de heterocigocidad en FCY2 disminuye
el influjo de flucitosina a la célula. Reproducido de “The yeast, the antifungal, and the
wardrobe: a journey into antifungal resistance mechanisms of Candida tropicalis” (p.

380), por Oliveira et al., 2020, Canadian journal of microbiology, 66(6).
2.2 Caracterizacion Genética

Es el proceso de identificacion y diferenciacion de recursos genéticos,
especialmente la deteccidn de variantes producto de las diferencias en la secuencia

genética, en genes especificos o en factores modificantes (Vicente et al. 2006).

2.2.1 Secuenciacion de Genoma Completo

La secuenciacion de genoma completo (WGS, por sus siglas en inglés) es el
proceso de obtencion de la totalidad de la secuencia del genoma de un organismo a
partir de millones de fragmentos de ADN, abarcando secuencias codificantes y no
codificantes, variaciones en el nimero de copias, ADN circulante y reordenamientos

estructurales genémicos (deleciones, traslocaciones, etc.) (Beedanagari y John, 2014).

Los beneficios de WGS incluyen la identificacién de especies, serotipos,
genotipos, genes de resistencia y virulencia, anotacion del genoma y la filogenia. A nivel

de investigacion, esta consoliddndose como el método de referencia para la
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caracterizacion de patdgenos, ofreciendo ventajas considerables para comprender la
evolucion y la diseminacion de la resistencia a los antimicrobianos (Calero-Céceres et

al., 2023).

2.2.2 MLST

MLST es una técnica en biologia molecular que permite la tipificacion de cepas
basada en las secuencias de ADN de genes conservados o “house-keeping”. Pequefas
variaciones en las secuencias de estos genes permiten diferenciar las distintas cepas
de una misma especie comparandolas con bases de datos (Marcos-Zambrano et al.,

2014a).

La base de datos mas utilizada es PubMLST dado que cuenta con informacion
de més de 100 especies y géneros microbianos diferentes, su sistema analiza gen por
gen los genomas microbianos, donde cada secuencia depositada es anotada y curada

para identificar y catalogar sistematicamente su variacion (Jolley et al., 2018).

En C. tropicalis el esquema de MLST fue desarrollado y establecido por Tavanti
et al. (2005), basado en los genes ICL1, SAP2, SAP4, MDR1, XYR1 y ZWF1la, capaz de
diferenciar entre cepas de este hongo con un poder discriminatorio mayor al 99%;
convirtiéndolo en el método mas utilizado debido a su alta reproducibilidad y mayor

discriminacion (Q. Wang et al., 2020).

2.2.3 Genes de Resistencia

Los genes de resistencia son uno de los mecanismos que utilizan los hongos
para contrarrestar el efecto de los antifingicos (Navarro, 2019). En C. tropicalis se han
descrito varios genes asociados a la resistencia a antifingicos de uso comun, junto con

la funcién biolégica que cumplen (Tabla 1).



Tabla 1
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Genes involucrados con mecanismos de resistencia antifingica en Candida tropicalis

) Producto .
Farmaco Gen o Funcién biologica
génico
ERG11 Ergllp ] o _
Via de biosintesis del ergosterol
ERG3 Erg3p
Azoles
MDR1 Mdrlp
CDR1 Cdrip Transporte dependiente de la energia
ERG3 Erg3p
Anfotericina B ERG6 Erg6p Via de biosintesis del ergosterol
ERG11 Ergllp
FKS1
FKS?2 Fkslp Accion catalitica
Equinocandinas FKS3
Regulacion de la biosintesis de -1,3-D-
RHO1 Rholp

glucano y otros procesos celulares

Nota. Adaptado de “An Update on Candida tropicalis Based on Basic and Clinical

Approaches” (p.15), por Zuza-Alves et al., 2017, Frontiers in Microbiology, 8.

El aumento en los casos de resistencia antifingica a azoles en C. tropicalis se

asocia con la sobreexpresion en las bombas de eflujo y mutaciones en los genes

ERG11 y/o ERGS. Por ejemplo, la mutacion A395T/W en ERG11 produce el cambio

proteico Y132F provocando una menor afinidad entre los azoles y su molécula diana.

Ademas, mutaciones sin sentido pueden reducir el efecto antifingico de los azoles,

equinocandinas y polienos (Oliveira, et al., 2020).
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Capitulo lll: Metodologia
3.1 Fuente de las Secuencias

Los archivos fastq fueron proporcionados por la Dra. Derly Andrade-Molina de la
Universidad Espiritu Santo (UEES), provenientes de muestras clinicas de un hospital
terciario en la ciudad de Guayaquil (Acosta-Mosquera et al, 2024), secuenciados
mediante tecnologia lllumina® de extremos emparejados (paired-end). La metadata de

las muestras se detalla en el Anexo A.

3.2 Anaélisis de Calidad

Las secuencias crudas fueron evaluadas en el programa FastQC v0.11.9 para
comprobar contenido de GC, presencia de adaptadores, secuencias duplicadas o sobre
representadas y calidad de secuenciacion. Los adaptadores se removieron de los
archivos fastq pareados utilizando Trimmomatic v0.39 con los pardmetros

predeterminados (Bolger et al., 2014).

3.3 Identificacion de las Secuencias

Las secuencias libres de adaptadores se ensamblaron de novo usando el
programa MEGAHIT v1.2.9 (Li et al., 2015; Li et al., 2016). La calidad de los

ensamblajes se evalud utilizando QUAST v5.3.0 (Mikheenko et al., 2023).

La identificacion de la region del espaciador transcrito interno (ITS, por sus
siglas en inglés) se realiz6 mediante BLAST+ (Camacho et al., 2009), comparando las
muestras y otras especies de Candida obtenidas de Candida genome database
(http://www.candidagenome.org/download/sequence/) con una base de datos local

generada a partir de secuencias del género Candida disponibles en Nucleotide de NCBI
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(Sayers et al., 2024). Las regiones obtenidas fueron alineadas para generar un arbol de
filogenia basado en el método de maxima verosimilitud en Mega v11.0.13 (Tamura et

al., 2021).

3.4 Analisis de Secuenciacion de Genoma Completo

Los archivos fastq libres de adaptadores fueron mapeados al genoma de
referencia C. tropicalis cepa MYA-3404 ensamblaje ASM633v3 (nimero de acceso
GCF_000006335.3) utilizando el programa BWA-MEM 2 v2.2.1 con sus parametros por
defecto (Vasimuddin et al., 2019). Los archivos SAM fueron convertidos a BAM, los
cuales se ordenaron e indexaron usando SAMtools v1.21 (Danecek et al., 2021), las

lecturas duplicadas se marcaron con Picard MarkDuplicates v3.0.

Los polimorfismos de un solo nucle6tido (SNPs, por sus siglas en inglés) se
infirieron en FreeBayes con los parametros min alt 0.3 y min depth 10 (Garrison y Marth,
2012). Los archivos VCF fueron normalizados utilizando el programa vt (Tan et al.,

2015) y anotados en SnpEff v5.2 (Cingolani et al., 2012).

3.5 MLST

El perfil MLST se determiné utilizando secuencias consenso que fueron
generadas en el programa BCFtools (Danecek et al., 2021) a partir de los archivos VCF
normalizados. Cada muestra fue subida a la base de datos de tipificacion de Candida
tropicalis en PubMLST (https://pubmist.org/bigsdb?db=pubmilst_ctropicalis_seqdef) de
donde se obtuvo los perfiles alélicos y se analizo si estos correspondian a una
secuencia tipo (ST) conocida. Ademas, se verifico si se podian agrupar las muestras en

base a sus perfiles.
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3.6 Evaluacidon de Genes Asociados a Resistencia Antifungica

Basado en estudios previos de C. tropicalis se seleccionaron los genes ERG11,
ERG3, FKS2, CDR1 y TAC1 asociados a resistencia antifungica. Estos fueron extraidos
del genoma de referencia mediante bedtools (Quinlan y Hall, 2010), a partir de las
coordenadas descritas en el estudio realizado por Keighley et al. (2022), generando una
base de datos local que permitié determinar mediante BLAST+ (Camacho et al., 2009)

las coordenadas de cada gen en las muestras.

Los genes asociados a la resistencia presentes en el genoma de referencia
fueron comparados, mediante un script personalizado de Python (Anexo B), con
aquellos obtenidos de las muestras para investigar sustituciones en los aminoacidos

previamente asociados a resistencia antifingica en este patégeno.
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Capitulo IV: Resultados

4.1 Identificacion de las Secuencias

Se analizaron un total de 11 archivos fastq emparejados, los cuales pasaron los
controles de calidad, por tanto fueron ensamblados y evaluados en QUAST,
presentando una longitud total aproximada de 14,6 Mb, N50 superior a 60000 pb, y
porcentaje de cobertura respecto a la referencia mayor al 96%, indicadores de un buen

ensamblaje.

A partir de las secuencias ensambladas, se utilizé la region ITS para confirmar la
identidad de las muestras mediante el alineamiento con varias especies del género
Candida usando el algoritmo MUSCLE. Las relaciones filogenéticas mostraron que las
11 muestras formaron un grupo monofilético con la secuencia de referencia de C.
tropicalis, confirmando asi la identidad de las mismas (Figura 2).

Figura 2
Arbol de filogenia inferida usando la region ITS en especies del genero Candida, basado

en el metodo de maxima verosimilitud con el modelo Tamura-Nei. Los valores en las

ramas fueron evaluados mediante bootstrap con 1000 replicas.
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4.2 Perfiles MLST

El perfil MLST de las muestras generado a partir de la base de datos PUbMLST
se detalla en la Tabla 2. Ninguna de estas coincidié con un ST descrito anteriormente,
razén por la cual, se agruparon en complejos clonales aquellas que presentaron el
mismo alelo por lo menos en 5 loci distintos al compararse entre ellas. De las 11
muestras, se identificé dos (T2 y T4) con el mismo perfil alélico en todos los loci

estudiados.

Tabla 2

Perfiles alélicos y complejo clonal de muestras de C. tropicalis

Muestra ICL1 MDR1 SAPT2 SAPT4 ZWF1 XYR1 Complejo clonal

T1 3 90 3 93 6 52 1
T2 1 175 3 17 3 54 2
T38 1 180 9 10 9 200 3
T39 1 209 18 1 1 76 4
T3 1 117 3 7 1 2 5
T40 1 209 18 1 1 5 4
T41 1 209 18 1 1 107 4
T43 1 9 12 23 9 92 6
T44 1 180 3 7 3 58 7
T4 1 175 3 17 3 54 2
T6 1 180 3 7 3 92 7

El locus XYR1 present6 el mayor grado de polimorfismo (10 alelos Unicos),
seguido de los loci MDR1 y SAPT4 (6 alelos unicos), con ICL1 mostrando la menor

cantidad de polimorfismos (2 alelos Unicos).
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4.3 Genes asociados alaresistencia

Se identificaron un total de 28 mutaciones no sinénimas en los cinco genes

analizados, descritas en la Tabla 3.

Tabla 3.

Mutaciones detectadas en las muestras en genes asociados a resistencia en Candida

tropicalis.
Gen Sustitucién aminoacidos  Muestras portadoras
ERG11 S137H T3
ERG3 E123K T2, T38, T43, T44, T4, T6
T721 T2
P132S T43
FKS2 H1291L T44
F1438L T2, T38, T44, T6
M15V T38
P60R T2, T44, T4, T6
K332N T1
D355N T1, T39, T40, T41, T4
F367Y T40, T41
A377T T2, T44, T4, T6
F623L T2, T4, T6
CDRI T6441 T43
V660D T39, T40, T41
A758S T39, T40, T41
D966G T1, T43
R1064Q T3
A1066V T3

V1412M T39, T40, T41, T44,T6



R201G
M336R
T530S
Q544*
I549F
E631G
D790N
VO17E

TAC1

T1, T2, T38, T44, T4, T6
T6

T1, T2, T43, T44, T4, T6
T1, T2, T43, T44, T4, T6
T1, T2, T43, T44, T4, T6
T2

T1, T2

T43
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Las sustituciones R201G, T530S, 1549F, y Q544* del gen TACL1; y la sustitucion

E123K del gen ERG3, fueron halladas en 6 de las 11 muestras analizadas. Ademas, las

muestras T2, T6 y T44 presentaron un mayor nimero de mutaciones.
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Capitulo V: Discusién
Este es el primer estudio en Ecuador que caracteriza muestras clinicas de
Candida tropicalis mediante secuenciacién de genoma completo. Segun Hilt y Ferrieri
(2022), esta técnica permite la identificacion vy tipificacion de microorganismos y posibles

mecanismos de resistencia a antimicrobianos.

La identificacion de las muestras se realiz6 a partir de la extraccion de la regién
ITS del genoma completo comparada frente a un panel de especies del género
Candida, encontrando que todas las secuencias analizadas pertenecen a la especie C.
tropicalis; Ramirez y De la Torre (2008) mencionan que la region ITS permite identificar

organismos muy cercanos a nivel filogenético.

Los perfiles de MLST obtenidos en las muestras de esta investigacion indican
una alta diversidad genética en C. tropicalis, donde ninguna coincidié con secuencias
tipo al compararla con la base de datos PUbMLST, similar a lo descrito por Keighley et
al. (2022) y Al-Obaid et al. (2017) quienes encontraron 53 ST nuevos en 61 aislados, y
59 ST nuevos en 63 aislados, respectivamente. Esto pone de manifiesto que C.
tropicalis es una especie aln no descrita en su totalidad y por tanto es necesario

continuar con su estudio para alimentar la base de datos con nueva informacion.

Se encontrd 10 ST diferentes en las 11 muestras estudiadas con un 90,1% de
diversidad alélica, a diferencia de lo publicado por Dougue et al. (2022), quienes
reportaron apenas 53 ST en 103 muestras de 3 paises diferentes, con un 51,46% de
diversidad alélica. Esta proporcién podria estar afectada por el tamafio de la muestra,
pero resalta la variabilidad intraespecifica de este patégeno, incluso en un mismo

hospital.
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Al relacionar entre el complejo clonal asignado, el tipo de muestray la
hospitalizacién en unidad de cuidados intensivos (UCI), no se evidenci6é una correlacién
notable entre estas variables en las muestras de este estudio. Keighley et al. (2022) y
Dougue et al. (2022) resaltan la importancia de disponer y analizar la informacion
relacionada con el paciente (metadata) de los aislados para evaluar el impacto clinico
de los marcadores moleculares encontrados mediante secuenciacion de genoma

completo.

Las mutaciones detectadas en este estudio no se han reportado previamente en
la literatura como factores directos asociados a la resistencia en C. tropicalis. Sin
embargo, algunas de estas variantes (Anexo C) coinciden con lo reportado por Keighley
et al. (2022), donde se encontraron tanto en cepas resistentes como susceptibles;

sugiriendo que la resistencia podria tener origen multifactorial (Oliveira et al., 2020).

Las sustituciones Y132F y Y257H/N en el gen ERG11, asociadas a la resistencia
en cepas de Latinoamérica (Spruijtenburg et al., 2023), no fueron detectadas en
ninguna de las muestras analizadas en este estudio; asi como la mutacion K143R,
reportada por Xisto et al. (2017) en muestras clinicas de Brasil resistentes a azoles, que

tampoco fue hallada.

El presente trabajo proporciona, por primera vez en cepas de C. tropicalis en
Ecuador, la diversidad alélica mediante perfiles de MLST vy la identificacion de
mutaciones en genes asociados a resistencia, sentando las bases para futuras
investigaciones que amplien estos andlisis al incluir un mayor nimero de muestras de

diversas ubicaciones del pais.



Capitulo VI: Conclusiones

Se identificaron 11 muestras como C. tropicalis a partir del andlisis de filogenia

para la region conservada ITS

La caracterizacion genética mediante perfiles MLST evidencio una alta

diversidad alélica agrupando a las muestras en siete complejos clonales

Las mutaciones detectadas en los genes ERG11, ERG3, FKS2, CDR1y TAC1
no coincidieron con aquellas descritas en la literatura como asociadas a la

resistencia antifingica en C. tropicalis.

28
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Capitulo VIII: Anexos

Anexo A. Metada de las muestras analizadas

Tabla A.1

Informacion clinica de los aislados

38

Cdédigo Cddigo _ UCI (Si /

muestra laboratorio Origen Fecha No)
T38 DCT38 Urocultivo 24-02-2020 Si
T40 DCT40 Urocultivo 24-02-2020 No
T39 DCT39 Urocultivo 24-02-2020 No
T41 DCT41 LB 24-02-2020 Si
T44 DCT44 Secrecion de herida 24-02-2020 No
T43 DCT43 Urocultivo 24-02-2020 Si
T3 DCT3 Orina 11-01-2020 No
T4 DCT4 Aspirado traqueal  19-02-2019 No
T2 MCT2 Aspirado traqueal 30-01-2019 Si
T6 DCT6 Hemocultivo 21-03-2019 No
T1 KCT1 Hemocultivo 11-02-2019 Si
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Anexo B. Script personalizado de Python

FiguraB. 1
Script de Python para identificar variantes nucleotidicas y aminoacidicas comparando la

secuencia de referencia con la de las muestras.

1 from Bio import SeqIO

2 from Bio.Seq import Seq

3 from Bilo.Data import CodonTable

4 from Blo.Align import substitution_matrices as mat
5 import itertools

6 import csv

7 import argparse

8 from collections import Counter

11 2 {'C'3, {'¢'},

12 GlYe: ¥t £ ') '},

13 ‘T'}, & {'Al,, €', "B ', y 'TX
14 Gl T "VAEHIAY, , 5 WL

15}

16

17 blosum80 = mat.load( 't Ul )

18

19 def read_alignment(file_path):

20 Reads a FASTA alignment file and returns a dictionary of se

21 sequences = {}

22 for record in SeqlO.parse(file_path, "fasta’):

23 sequences[record.id] = str(record.seq)

24 return sequences

25

26 def resolve_iupac(seq_list):

27 Resolv IUPAC ambiguous code y choosing the m requen r t /J ¢ C 3ic \ wclec o
28 resolved_seq = []

29 for bases in zip(*seq_list):

30 base_counts = Counter()

31 for base in bases:

32 base_counts.update(iupac_codes.get(base, {base})) # Expand ambiguous bases
33 most_common_base = base_counts.most_common(1)[0][0] # Select most frequent base
34 resolved_seq.append(most_common_base)

35 return .join(resolved_seq)

36

37 def detect_nucleotide_cha

38 Finds nuc e d = ac eq

39 sequence_ids = list(sequences.keys())

40 ref_seq = resolve_iupac([sequences[sid] for sid in sequence_ids])

41 alignment_length = len(ref_seq)

42

43 changes = []
44 for 1 in range(alignment_length):

45 column = [sequences[sid][1] for sid in sequence_ids]

46 unique_bases = set(column)

47 if len(unique_bases) > 1:

48 changes.append((i + 1, column))

49

50 return changes _ ~
51

52 def translate_sequences(sequences):

53 Translate icleotide sequences to amino acid sequ h ng big fely
54 standard_table = CodonTable.unambiguous_dna_by_id[1]

55 aa_sequences = {}

56

57 for seq_id, sequence in sequences.items():

58 resolved_sequence = resolve_iupac([sequence]) # Ensure no ambiguous bases

59 codons = [resolved_sequence[i:1+3] for i in range(®, len(resolved_sequence), 3)]

60

61 aa_seq = []

62 for codon in codons:

63 if len(codon) == 3 and all(base in "ACGT" for base in codon): # Check for valid codon
64 aa_seq.append(str(Seq(codon).translate(table=standard_table, to_stop=ralse)))
65 else:

66 aa_seq.append("x") # Replace invalid codons with "X"

67

68 aa_sequences[seq_id] = .join(aa_seq)

69

70 return aa_sequences

71

72 def detect_amino_acid_changes(aa_sequences):
73 Finds amino acid difference ng BLO
74 sequence_ids = list(aa_sequences.keys())

75 ref_aa_seq = aa_sequences[sequence_ids[8]]
76 alignment_length = len(ref_aa_seq)
77

78 aa_changes = []
79 for i in range(alignment_length):

80 column = [aa_sequences[sid][1] for sid in sequence_ids]
81 unique_aas = set(column)

82

83 if len(unique_aas) > 1:

84 scores = {}

85 for aal in unique_aas:

86 for aa2 in unique_aas:

87 if aal != aa2:

88 scores[(aal, aa2)] = blosum86.get((aa1l, aa2), blosum86.get((aa2, aal), -4))
89

90 aa_changes.append((i1 + 1, column, scores))

91

92 return aa_changes




94 def write_tsv(output_file, nucleotide_changes, amino_acid_changes):

107

""Writes detected changes to a TSV file."""
with open(output_file, "w", newline="") as f:
writer = csv.writer(f, delimiter="\t")
writer.writerow(["Position", "Nucleotide variants"])
for pos, bases in nucleotide_changes:
writer.writerow([pos] + bases)

writer.writerow([])

writer.writerow(["Position”, "Amino Acid Variants", "BLOSUM8® Scores"])

for pos, aas, scores in amino_acid_changes:
score_str = ", ".join([f"{palr}: {score}" for palr, score in scores.items()])
writer.writerow([pos] + aas + [score_str])

108 def main():

109 parser = argparse.ArgumentParser(description="Detect nucleotide and amino acid changes from an alignment file.")
110 parser.add_argument("fasta_file”, help="Input FASTA alignment file")
111 parser.add_argument(“output file”, help="Output TSV file")

112 args = parser.parse_args()

113

114 sequences = read_alignment(args.fasta_file)

115 nucleotide_changes = detect_nucleotide_changes(sequences)

116 aa_sequences = translate_sequences(sequences)

117 amino_acid_changes = detect_amino_acid_changes(aa_sequences)

118

119 write_tsv(args.output_file, nucleotide_changes, amino_acid_changes)
120 print(f"Results saved to {args.output_file}")

121

1224f __name__ == "__maln__":

123 main()

124

40
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Anexo C. Mutaciones previamente descritas

Tabla C.1

Sustituciones aminoacidicas identificadas en este estudio y reportadas previamente por

Keighley et al.

Gen Sustitucion aminoacidos

FKS2 F1438L

M15V
PG6OR
K332N
D355N
F367Y
A377T
F623L
A758S
D966G
V1412M

CDR1

TAC1 D790N




