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Resumo

Essa revisdo busca apresentar uma descricdo dos principais recursos moleculares empregados em
estudos epidemioldgicos envolvendo candidoses. Sdo abordados os recursos mais comumente
empregados em Epidemiologia Molecular e baseados em polimorfismos protéicos (Eletroforese de
Isoenzimas) e de é&cidos nucléicos (Eletrocariotipagem, Polimorfismo dos Fragmentos de
Restricdo, e Polimorfismos do DNA Amplificado ao Acaso). Sao apresentadas as caracteristicas de
cada método, bem como suas vantagens e desvantagens.

Palavras-chave: Candida albicans; Epidemiologia molecular; Tipagem; Proteinas; A cidos
Nucléicos.

Abstract

This review aims to show a brief description of molecular resources used in epidemiological
surveys involving oral candidosis. The most commonly tools for Molecular Epidemiology are
presented, in special, those based on protein polymorphisms (Isoenzyme Electrophoresis) and on
nucleic acids (Electrokaryotyping, Restriction Fragment Length Polymorphism, and Randomly
Polymorphic Amplified DNA). The features of each method are described as well as their
advantages and disadvantages.
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Introducéo

Candida albicans e  espécies
relacionadas sdo encontradas de forma
ubiqgua e comensal na microbiota de
cavidades (retal, bucal, vaginal, uretral, nasal,
aural) e pele humanas(1). Estas espécies sdo
consideradas  patégenos  oportunistas
capazes de causar infec¢Oes variando desde
desordens mucocutaneas, nao
comprometedoras ao individuo, até doencas
invasivas, envolvendo quase todos o0s
orgdos. A frequéncia das infeccbes por
Candida spp. vem aumentando
mundialmente devido um uma
multiplicidade de fatores predisponentes que
facilitam um converséo da forma comensal a
existéncia parasitéria (2,3). O aumento destas
infeccbes tem sido associado com
deficiéncias imunoldgicas, conforme as
observagBes de indmeros casos de
candidiase orofaringea em pacientes com
AIDS (4). A progressdo da colonizagdo para
infeccdo em mucosas foi relatada como um
processo dependente do mecanismo de
defesa do hospedeiro e da habilidade de
Candida spp. sobrepujar tal mecanismo (5).
Diferentes  manifestacdes clinicas de
candidiase bucal foram descritas, as quais
correspondem ao crescimento excessivo de
leveduras e a sua penetragdo pela mucosa
epitelial (6).

Para entender a dindmica dos
organismos infecciosos em populagdes
humanas, interpretar o relacionamento
complexo entre comensalismo e infecgdo,
identificar a origem de uma infeccdo ou
monitorar a emergéncia de linhagens
resistentes a drogas, métodos moleculares
baseados em  sistemas fingerprinting
genotipicos (marcadores moleculares) devem
ser disponibilizados para acessar 0
relacionamento genético destes organismos
de importancia epidemioldgica (7,8). Por
definicdo, um isolado corresponde a um
clone coletado independentemente de
outros isolados. Dois isolados coletados
independentemente podem ser
completamente ndo relacionados ou
geneticamente indistinguiveis. Em contraste,
uma linhagem refere-se a uma colegdo de
isolados da mesma espécie, que séo
altamente relacionadas ou geneticamente

indistinguiveis Para classificar dois isolados
como pertencentes & mesma linhagem, ou
como membros de diferentes linhagens,
métodos moleculares genotipicos sensitivos
devem ser aplicados adequadamente para
realizar estas funcBes. Esta necessidade é
especialmente importante quando doengas
emanam a partir de organismos comensais,
quando linhagens tornam-se especializadas
em determinadas localizagdes do corpo ou
condigdes  comprometedoras,  quando
linhagens sofrem microevolugéo para répida
adaptacdo, ou quando linhagens s&o
transmitidas entre individuos. Por sua vez,
os sistemas fingerprinting genotipicos
devem ser examinados quanto & sua
efetividade em diferentes niveis de
discriminagdo: (i) identificar a mesma
linhagem em isolados independentes; ( ii )
identificar mudancas microevolucionérias
em uma linhagem (isolados altamente
relacionados, porém ndo idénticos); (iii)
agrupar isolados moderadamente
relacionados; e (iv) identificar isolados
completamente ndo relacionados. Além
disso, tais sistemas também devem fornecer
uma base de dados para a estimativa da
probabilidade de uma particular linhagem
ser isolada duas vezes ao acaso em
determinado local geogréfico (8).

Até o momento, nenhum m étodo
fingerprinting genotipico tem fornecido uma
medida definitiva de distancia genética entre
dois isolados. Tibayrenc (1998) tem
pronunciado, nitidamente de modo
pungente, que ndo existem ainda meios para
determinar por completo a identidade de
dois genétipos microbianos, objecdo ao
sequenciamento do genoma inteiro (9).
Diferentes marcadores moleculares podem
apresentar diferentes clocks moleculares (i.e.,
a velocidade evolucionaria a qual eles
mudam). Deste modo, um 6timo método
fingerprinting genotipico deveria ser baseado
em um ndmero de marcadores moleculares.
Tal método também deveria ser resistente a
homoplasia (i.e., caracteristicas comuns entre
isolados que ndo apresentam um mesmo
ancestral) e fornecer dados quantitativos que
refletem distancia genética. A comparagdo
dos dados gerados por métodos
fingerprinting genotipicos ndo relacionados,
empregando um mesmo grupo de isolados
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testes, tornou-se um meio para avaliar tais
requerimentos, mencionados anteriormente
(10,11). Em adigéo, a inclusdo de isolados
idénticos, altamente relacionados (mas ndo
idénticos), e independentes com
relacionamentos desconhecidos (incluindo
isolados moderadamente relacionados e
completamente ndo relacionados) foram
sugeridos em grupos de isolados testes
durante anélises comparativas entre métodos
fingerprinting genotipicos12. Segundo Soll
(2000), quando dois métodos identificam
isolados idénticos e ndo idénticos, mas
altamente relacionados, onde geralmente
agrupam menos 0s isolados estritamente
relacionados e  distinguem  isolados
completamente ndo relacionados, em
esséncia, 0s dois métodos apresentam
marcas comprovadas para todos os niveis de
resolucdo (i, ii, iii e iv). Contudo, estas
comprovagbes podem  ser realizadas
somente para esp écies com uma estrutura
populacional predominantemente clonal (8).
Os dados gerados por determinado método
fingerprinting  genotipico, para uma
linhagem (i.e., padrdes eletroforéticos em
gel), devem ser relativamente estaveis sobre
muitas geracOes. Para tanto, este fato requer
a existéncia de pouca recombinagdo entre as
seqliéncias selecionadas para a analise. Em
adicéo, as populacbes de isolados em anélise
devem sofrer primariamente reproducdo
clonal. Por outro lado, quando panmixia
ocorre em alta freqiéncia, devido a
processos de reprodugdo sexual e
recombinagdo, os resultados dos estudos
epidemioldgicos, obtidos por métodos
fingerprinting genotipicos padrdes,
dificultam a interpretagéo (8)
Afortunadamente, muitas infecgdes
fungicas sofrem recombinacdo ou mudanca
génica em frequéncia extremamente baixa
(13). Alguns trabalhos tém mostrado o
modo de reproducdo primariamente clonal
em C. albicans, elucidando sua aplicacdo por
marcadores molecular padrdes em estudos
epidemioldgicos (14,15). Em adicdo a
estabilidade resultante da reproducéo clonal,
um método fingerprinting genotipico
deveria acessar principalmente sequéncias
que néo séo altamente reorganizacional (i.e.,
seqliéncias razoavelmente estiveis sobre o

tempo). Por exemplo, a complexa sonda de
DNA fingerprinting Ca3

(11kb) de C. albicans (12,16,17), a qual
contém sequéncias repetitivas dispersas em
toda parte do genoma (RPS repetitive
element) e sequéncias Unicas representadas
em apenas um locus (18,19). Como
conseqiiéncia da existéncia de grupos de
unidades RPS de tamanho natural (full-
length RPS sequences) (20,21), os quais
sofrem frequentes reorganizagoes
(duplicagdo e delecdo) (19), freqlentes
alteracbes ocorrem em padrdes de
hibridagédo Ca3 contendo seqiiéncias RPS de
tamanho natural  (full-length RPS
sequences). Bandas contendo tais seqliéncias
representam, em média, 20% dos padrbes
gerados por hibridacdo com sonda Ca3. Os
80% restantes representam  sequéncias
menos varidveis que tendem a estabilizar os
padrdes (22). Em contraste, uma sonda que
consiste inteiramente de elementos RPS
tende a gerar um adicional padréo
fingerprinting menos estavel, quando
comparavel com a complexa sonda Ca319, e
conseqlientemente o padrdo apresentard
baixa efetividade durante o agrupamento de
isolados  moderadamente  relacionados.
Entretanto, ambas as sondas full-length Ca3
e RPS restrita podem ser empregadas em
estudos que acessam r apidas mudangas
devido & microevolugdo, mas somente a
sonda full-length Ca3 pode ser empregada
em  estudos nos quais isolados
moderadamente relacionados devem ser
analisados (8).

A tipabilidade, reprodutibilidade e
poder discriminatorio tém sido
desenvolvidos e sugeridos durante a
avaliagdo da eficiéncia de varios métodos
fingerprinting  genotipicos 23,24,7. A
tipabilidade e reprodutibilidade representam
sistemas quantitativos que sdo
frequentemente expressos como medidas
percentuais. A tipabilidade de um método
corresponde ao percentual de distintas
linhagens obtidas. O percentual de linhagens
que apresentaram 0s mesmos resultados sob
ensaios  repetitivos  corresponde &
reprodutibilidade, isto €, a habilidade de um
método produzir o mesmo resultado quando
particular linhagem é repetidamente testada.
A reprodutibilidade é  especialmente
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importante para a construcdo de uma base
de dados confidvel, a qual apresenta todas as
linhagens conhecidas dentro de uma espécie
em que organismos desconhecidos podem
ser comparados para classificagdo. Por sua
vez, o poder discriminatorio de um método
corresponde a sua habilidade de diferenciar
claramente linhagens ndo relacionadas, tais
como aquelas que sdo geograficamente
distintas a partir de uma fonte de
organismos, e demonstrar a0 mesmo tempo
0 relacionamento de todos 0s organismos
isolados a partir de individuos infectados
diretamente de uma mesma fonte (23,24,7).

O interesse em adquirir um melhor
entendimento  sobre a  patogénese,
epidemiologia, genética e evolugdo das
infecgcbes causadas por C. albicans tem
conduzido ao desenvolvimento de indmeras
pesquisas, as quais empregaram sistemas
fingerprinting tais como MLEE (Multilocus
Enzyme Electr ophoresis), EK (Electr
ophoretic Karyotyping ), RAPD ( Randomly
Amplified Polymorphic DNA), RFLP sem
hibridacdo ( Restriction Length Fragment
Polymorphism without hybridization) ou
REA (Restriction Enzyme Analysis) e RFLP
com hibridagdo  (Restriction  Length
Fragment Polymorphism with
hybridization), os quais serdo examinados a
seguir.

Multilocus Enzyme
Electrophoresis. O método de eletroforese
de enzima multiloco (MLEE ou MEE),
também  conhecido como  tipagem
isoenzimatica, tem sido empregado durante
véarias décadas como método padrdo para
andlise genética de populacBes em
eucaridticos (25, 26, 27, 28, 29,30).
Trabalhos pioneiros realizados na década de
oitenta, empregando MLEE para anélise
genética de Escherichia coli e Shigella,
despertaram  enorme  interesse  dos
microbiologistas médicos (31,32). Desde
entdo, numerosos estudos foram realizados
com inestimaveis resultados para o0
conhecimento da histéria natural das
doengas infecciosas. MLEE tem sido
considerado um método gold standard para
a genética  de populagbes  em
microorganismos (33). Sua capacidade
analitica  permite  avaliar ~ marcadores

codominantes para cada locus em organismo
dipléide, um requerimento essencial para 0s
biologistas evolucionérios que ndo €
alcancado por poucos métodos de DNA
fingerprinting (8.)

No campo da micologia médica, a
tipagem isoenzim 4tica tem apr esentado
grande potencialidade nos estudos de
caracterizagdo  taxondmica,  sistematica,
genética, evolucdo e  epidemiologia,
especialmente para a levedura C. albicans
(34,35,36,37,38,39,40,41,42,43,44,45,46,47,1
5,48,12,49,50,51). A reacdo enzimatica pode
ser evidenciada por bandas eletroforéticas de
atividades enzimaticas em géis, indicando a
existéncia de isoenzimas ou isozimas (52.)
Isoenzimas constituem multiplas estruturas
moleculares de uma mesma enzima com
afinidade individual para um mesmo
substrato, catalisando a mesma reagdo na
célulab3. Seu controle ocorre geneticamente
por um ou Varios alelos ou genes, situados
em um ou Vérios loci (54,55,56). Isoenzimas
controladas por alelos de um Unico locus sdo
denominadas de aloenzima ou alozima
(57,58). Sua migragéo durante a eletroforese
¢ determinada pela carga eletrostatica
presente na sequéncia de aminoécidos e,
conseqlientemente, sua mobilidade variante
(eletromorfos ou aloenzimas) pode ser
equiparada diretamente com alelos do
correspondente locus génico estrutural (32).

A andlise isoenzimatica na distingéo
de espécies de fungos depende da
variabilidade genética intrapopulacional.
Organismos com elevada variabilidade
genética podem  expressar  fendtipos
altamente varidveis e, portanto, ocultar
diferengas inter ou intra-especificas. Essas
evidéncias surgem principalmente com
diferentes enzimas ndo-metabdlicas que
exibem altas variagOes estruturais em virtude
da intensidade da pressdo seletiva ambiental
(59,60,61,62,63). Ao contrario, enzimas
metabdlicas apresentam baixa
vulnerabilidade & selecdo ambiental e
usualmente  sdo  empregadas  como
marcadores isoenzimaticos (64).

Os padrdes de bandas eletroforéticas
isoenzimaticas sdo freqlientemente
previsiveis, uma vez que dependem das
condi¢bes genéticas e nucleares de cada
organismo. No entanto, varios micologistas
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restringiram as interpretacGes dos resultados
eletroforéticos & mera contagem de bandas
(65,66,67,68,69). A interpretacdo genética,
quando possivel, fornece muitas
informagdes adicionais acerca da condicdo
nuclear, genética e taxonomia de um grupo
de organismo (70,71,72). Neste contexto,
diferentes critérios de interpretacéo tém sido
empregados para or ganismos hapl éides ou
dipléides (70,73,74,32). Baseado nestes
critérios, a composicdo alélica tem sido
determinada a partir de um grupo
constituido por dez a trinta enzimas
metabdlicas consideradas representativas do
genoma total de um organismo, as quais
sustentam o0s estudos de genética de
populagbes em bactérias, fungos e
protozodrios (33,8).

A interpretacdo  genética  dos
resultados obtidos por MLEE tem sido
aplicada em uma variedade de prop6sitos no
campo da microbiologia médica. Em termos
de alelos especificos, as proporcoes al élicas
t ém inferido o grau de recombinagéo
genética em populagcBes naturais. Essas
proporcBes também tém sido empregadas
na avaliagio dos graus de isolamento
genético entre popula¢fes naturais, causado
por regibes geogréficas e ecoldgicas ou
barreiras biol6gicas. Seu emprego tem
apresentado implicacbes taxondmicas e
sistematicas uma  vez que, para
microorganismos clonais, 0s graus de
relacionamento inter e intrapopulacional tém
sido analisados. Clones espécie-especificos
identificados por MLEE também foram
associados com padrdes e reincidéncias
clinicos, e altos indices de patogenicidade.
Tais resultados tém sido empregados em
tracados epidemioldgicos permitindo melhor
entendimento no desenvolvimento de
epidemias, 0 que representa um inestimavel
complemento aos métodos atuais de
tipagem molecular, particular mente nos
estudos epidemiolGgicos em larga escala.
Adicionalmente, MLEE tem sido
considerado um método de tipagem com
alto poder discriminatorio e
reprodutibilidade (33,75,76,73,74,12).

Anélises comparativas entre MLEE,
RAPD e Southern blot hibridagdo com
sonda Ca3 apresentaram forte concordéncia
nos resultados, durante o agrupamento de

isolados orais e outros sitios anatdmicos de
C. albicans provenientes de trés regides
geograficas dos Estados Unidos. Trés
principais grupos contendo isolados de
origens ndo relacionadas foram gerados
pelos métodos acima, sem qualquer
indicacdo de que alguns loci analisados por
MLEE correspondem & s sequéncias de
amplificagdo por RAPD ou da sonda por
Ca3. Em adicdo, mudancas
microevolucionarias em linhagem de origem
relacionada foram reveladas pelas anélises de
Southern blot hibridagdo com sonda Ca3
(alto poder resolutivo), MLEE (moderado
poder r esolutivo) e RAPD (moderado
poder resolutivo)77. Entretanto, MLEE
pode ser considerado um Otimo método
fingerprinting genotipico para infeccdes
fungicas, uma vez que suas informagdes sdo
obtidas em todos os niveis de resolucéo (i, i,
iii e iv). Contudo, a Unica desvantagem desse
método é o tempo consumivel de trabalho
laboratorial relativamente longo, visto a
necessidade  de  laboriosos  ensaios
enzimaticos e a cuidadosa atencdo durante o
processamento de dados e sua interpretagdo
genética.

Electrophoretic Karyotyping. Com
a invengao da eletroforese em gel de campo
pulsado (PFGE pulsed-field gel
electrophoresis) (78), e seus respectivos
sistemas OFAGE (orthogonal-fieldalter
native gel electr ophor esis), FIGE
(fieldinversion gel electrophoresis), CHEF
(contourclamped  homogeneous electric
field) ou TAFE (transverse alternate field
electrophoresis), fragmentos cromossdmicos
do genoma de leveduras foram facilmente
separados em um gel, consolidando assim a
cariotipagem eletroforética (EK) (8). Estas
invengdes pareceram ideais para
epidemiologia de fungos, uma vez que esta
tecnologia foi confiavel. Em geral, células
imersas em plugs de agarose geleificados
devem ser misturadas diretamente com
solucdo enzimatica para a remocdo da
parede celular. Protease e detergente
também podem ser adicionados, seguindo a
incubacdo celular para remogdao de
membranas e proteinas. Logo apds, os plugs
contendo moléculas de DNA devem ser
colocados no interior dos pogos existentes
nas placas dos geis de agarose, onde a
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eletroforese deverd ser realizada, de acordo
com as especificagbes de deter minado
sistema, para a separacdo cromossomica. Os
fragmentos cromossdmicos de leveduras séo
separados de acordo com o tamanho, 0s
quais podem ser visualizados apds a
coloracéo por brometo de etidio. Em adicéo,
cromossomos  especificos podem  ser
identificados empregando Southern blot
hibridaggo com sondas de DNA
cromossomo-especificas (i.e., IDNA) (8).

As primeiras aplicacbes de PFGE
demonstraram  variagbes nos  padroes
cariotipicos entre isolados de C.albicans

ndo relacionados (79, 80, 94, 81, 82,
83, 84, 85 86) e, por essa razdo,
proporcionou um  potencial método
fingerprinting genotipico (8). Apesar da
variabilidade cariotipica entre linhagens de
C. albicans, Thrash-Bingham e Gorman
(1992), empregando  Southern  blot
hibridacdo com sondas de genes clonados,
demonstraram que (i) a organizacdo
gendmica foi mantida e que (ii) processos de
translocagBes contribuiram para aquela
variabilidade87. Essencialmente importante
foi o fato revelado por Sangeorzan e
colaboradores (1995), 0S quais
demonstraram padrbes de cariotipagem
eletroforética altamente reproduziveis entre
experimentos, relativamente  intensivos
durante a preparacdo de métodos dentro do
mesmo laboratdrio, e ndo influenciado por
permuta (switching) fenotipica de alta
frequéncia em linhagens de C. albicans88.
Entretanto, Holmberg e Feroze (1995)
demonstraram variabilidade técnica para o
sistema CHEF devido aos reagentes,
preparacdo de amostras e condigOes de
corrida eletroforética (61).

Devido ao  excelente  poder
discriminatorio e reprodutibilidade (89, 90,
91, 92, 93), a cariotipagem eletroforética tem
sido empregada extensivamente como
marcador molecular de C. albicans
(94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 80, 102, 81,
103, 82, 91, 104, 105, 106, 84, 85, 93, 107,
87, 108). Este método mostrou poder
discriminatorio superior em comparacao
com RFLP sem hibridagéo, durante ensaios
entre isolados independentes50,93.
Contudo, sua eficiéncia em agrupar
linhagens moderadamente relacionadas ndo

foi avaliada cuidadosamente.  Outras
indicagbes sugerem que a cariotipagem
eletroforética ndo pode cumprir 0s
requerimentos necessarios para analises de
DNA fingerprinting em C. albicans, uma vez
que estas leveduras podem apresentar
reorganizagdes cromossdmicas com altas ou
baixas freqéncias que, consequentemente,
induzem alteracdes cariotipicas elevadas ou
reduzidas, respectivamente (109 _. Células de
linhagens de C. albicans 3153A, que
expressam fenotipos variantes (switching),
sofrem alteracOes excessivamente frequentes
no tamanho de dois cromossomos que
abrigam cistrons de rDNA (109). A
capacidade de uma célula expressar duas
freqiiéncias de reorganizagdo cromossémica
e, consequientemente, duas frequéncias de
alteracOes cariotipicas como resultado da
diferenciacdo reversivel, indefere o uso da
cariotipagem  eletroforética como um
método fingerprinting genotipico efetivo
para andlises de grupos de isolados
moderadamente relacionados8. Em adicéo
aos estudos sobre alteracdes cariotipicas
com freqUéncias elevadas ou reduzidas em
C. albicans, foi demonstrado que os padrdes
cariotipicos em  linhagens  variantes
(switching) podem divergir e em outra
ocasido convergir (109, 110, 111). A
convergéncia dos padrbes cariotipicos
conduz & homoplasia, cuja caracteristica é
inconsistente com 0s objetivos de um m
étodo fingerprinting genotipico. Quando a
divergéncia é seguida pela convergéncia de
um padrdo de DNA fingerprinting, dois
cariotipos similares ou idénticos podem ser
interpretados como a mesma linhagem
quando, na realidade, o0s isolados
comparados podem ser néo relacionados (8).
As alteracOes cariotipicas de alta freqiéncia
em C. albicans podem interferir com a
capacidade de discriminar  linhagens
moderadamente  relacionadas e ndo
relacionadas, porém a cariotipagem
eletroforética  pode  ser  empregada
eficazmente para avaliar microevolugdo
dentro de uma linhagem infectante (112.)
Contudo, as demonstragdes de
reorganizagdo de alta frequéncia e
homoplasia reduzem a efetividade da
cariotipagem como um método de DNA
fingerprinting geral para C. albicans (8).
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Outros fatores que tém limitado o emprego
de PFGE séo o elevado custo e o tempo
relativamente longo para a realizagdo dos
ensaios que, consequentemente, reduz a
capacidade laboratorial em analisar grandes
ndmeros de amostras (7,92). Ademais, uma
verséo  modificada da  cariotipagem
eletroforética tem fornecido uma melhor
efetividade ao método, a fim de cumprir o0s
requerimentos necessarios. O poder de
resolucdo da cariotipagem tem aumentado
pela digestio do DNA cromossomico de
linhagens de Candida spp. com enzimas de
restricdo, tais como Sfil, Notl e BssHII,
previamente aos ensaios de eletroforese em
gel de campo-pulsado (113, 114, 115, 116,
117, 118, 102, 119, 92).

Randomly Amplified
Polymorphic DNA. A andlise do DNA
polimérfico amplificado ao acaso (RAPD)
foi primeiramente descrita por Williams e
colaboradores (1990) (120) e Welsh &
McClelland (1990) (121). Embora uma
variedade de estratégias com base na reacéo
em cadeia da polimerase (PCR-polymerase
chain reaction) tem sido desenvolvidas122 o
RAPD tem surgido como o método de
DNA fingerprinting mais comum para
infeccBes  fungicas (122, 121, 120.)
Empregando primers ao acaso, de
aproximadamente 10 bases
(oligonucleotideo), amplicons em toda parte
do genoma sdo objetos a serem atingidos e
amplificados. Os produtos amplificados sdo
comumente separados em géis de agarose e
corados com brometo de etidio (7,8).
Durante o desenvolvimento de um sistema
RAPD para determinada espécie, certa
quantidade de primers deve ser testada a fim
de selecionar aqueles oligonucleotideos
capazes de fornecer maior variabilidade
entre isolados independentes. Um Unico
primer pode gerar um padréo relativamente
complexo que varia entre isolados, porém
em muitos casos 0 seu emprego produz uma
a trés bandas eletroforéticas intensas capazes
de diferenciar os isolados. Por essa razéo, 0s
primers devem ser selecionados e testados
independentemente para cada isolado em
questéo, e as informacdes obtidas devem ser
combinadas8. Esta estratégia tem sido
objetivo de Pujol e colaboradores (1997), os
quais testaram quarenta primers ao acaso

(cada um com 10 bases) sobre um nimero
limitado de isolados testes de C. albicans.
Destes, oito primers foram selecionados por
fornecer a maxima variabilidade. Porém,
apenas 0s padrdes que apresentaram bandas
eletr ofor éticas intensas e reprodutiveis (de
uma a seis bandas para cada primer) foram
empregados durante analises de
agrupamento. Em adicdo, estes padrdes
demonstraram paridades com aqueles
obtidos por MLEE e Southern blot
hibridaggo com sonda Ca312. Estes
pesquisadores também demonstraram que
RAPD, MLEE e Ca3 fingerprinting de C.
albicans ndo somente agrupam isolados
moderadamente relacionados, mas também
fornece niveis similares de resolucdo de
microevolugdo dentro de uma populacdo
clonal. Contudo, estas mudancas
microevolucionarias foram independentes e,
consequentemente, os trés métodos ndo
identificam alteragdes nos mesmos isolados
altamente relacionados. Mais propriamente,
estes métodos medem freqiiéncias similares
de variantes dentro de uma mesma linhagem
(12).

O método RAPD tem demonstrado
grande éxito em estudos sobre infecgdes
fungicas, especialmente para C. albicans
(123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 12,
13, 132, 133). Apesar da técnica apresentar
rapidez, simplicidade e alto poder
discriminatorio, vérias limitacBes sobre seus
procedimentos foram apontadas. A falta de
reprodutibilidade intere intralaboratorios,
que embora ndo seja insuperavel, tem gerado
0 desenvolvimento de uma base de dados
complexa e de dificil interpretacdo (134, 135,
7, 92, 8). Variagbes dos resultados
provenientes de artefatos também podem
ocorrer como um resultado de pequenas
diferengas na concentracdo de primers, na
temperatura de amplificacio e na
concentracdo de magnésio da mistura de
reacdo (136). Alteragdes destes pardmetros
podem afetar notavelmente a presenca de
bandas de baixa intensidade, a posi¢éo e a
nitidez de bandas de alta intensidade (8). Em
adicdo, varios pesquisadores demonstraram
variages significativas da metodologia
RAPD devido as diferentes fontes da
enzima Tag polymerase, as quais foram
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capazes de gerar pseudoclusters durante
analises de agrupamento (137,138,139).

Restriction Length Fragment
Polymorphism sem hibridizagdo. Um dos
primeiros métodos fingerprinting
genotipicos, empregado para analisar o
relacionamento de linhagens em infecgdes
fungicas, foi a andlise com enzima de
restricdo (REA restriction enzyme analysis)
ou a comparacdo do polimorfismo no
comprimento do fragmento de restricdo
(RFLP), sem sondas de hibridagéo (135, 92,
8). Esta metodologia tem sido aplicada em
uma série de estudos epidemioldgicos de
vérias infec¢Bes fungicas, especialmente para
C.albicans (140, 125, 141, 76, 142, 91, 143,
144, 145, 146, 93, 108). Esta técnica tem
sido considerada uma metodologia segura e
confidvel. Comumente, DNAs celulares tém
sido extraidos a partir de esferoplastos,
digeridos com uma ou mais enzimas de
restricéo (i.e., EcoRI e Hinfl), separados em
géis de agarose por procedimentos
eletroforéticos e visualizados pela coloragdo
com brometo de etidio. A resolucdo deste
método depende da concentracdo de
agarose, do tempo de eletroforese, da
voltagem e da endonuclease empregada. No
entanto, todas as condigOes experimentais
devem ser determinadas empiricamente.
Seus padrdes resultam a partir de diferentes
comprimentos dos fragmentos de DNA, os
quais sdo determinados pelos sitios de
restricdo identificados por endonucleases
especificas. As variagcBes entre linhagens
podem ocorrer em funcéo de alteragdes nas
seqUéncias dos sitios de  restrigdo,
modificagbes secundérias dos sitios de
restricio,  dele¢do  dos  sitios  de
reconhecimento ou delegdo e insercdo em
sequéncias de DNA localizadas entre sitios
de reconhecimento (135, 92, 8).

Em infecgOes fungicas, a
complexidade elevada do  genoma
eucariotico aumenta o numero de bandas
obtidas com endonucleases convencionais.
Isto diminui a resolugdo dos padrdes de
bandas que representam seqiiéncias Unicas,
uma vez que a complexidade dos padrdes de
bandeamento gerado por RFLP muitas
vezes dificulta a interpretagdio  do
relacionamento das linhagens (92, 8). De
modo semelhante a todos 0s genomas

eucarioticos, os genomas flngicos contém
genes rDNA repetitivos com sequéncias
relativamente  homologas e  regides
intergénicas. Cistrons ribossémicos
eucarioticos s&o normalmente agrupados em
um ou dois cromossomos8. O genoma de C.
albicans contém aproximadamente 50 a 130
cistrons rDNA por genoma diploide (147).
Os fungos também apresentam muitas
copias do genoma mitocondrial (148).
Seqiiéncias de rDNA (144) e de DNA
mitocondrial (149, 150), este Ultimo em
menor extensdo, representam a maioria das
bandas intensas dos padroes RFLPS.
Estudos de C. albicans por RFLP apontaram
vérias evidéncias da utilidade deste método,
tanto na identificagdo de linhagens idénticas
a partir de isolados independentes quanto na
discriminagao entre isolados nao
relacionados (141, 151, 144, 145). RFLP
sem uma sonda de hibridacdo foi
considerado um legitimo método para
responder seletivas questdes epidemioldgicas
relacionadas a infeccBes flngicas. Porém,
esta metodologia apresenta a desvantagem
para  analisar  grupos de isolados
moderadamente relacionados. Por essa
razdo, RFLP n&o tem sido bem apropriado
para grandes estudos epidemioldgicos. Em
adicdo, este método ndo foi validado
criteriosamente  por comparagdes com
outros métodos nos diferentes niveis de
resolucdo (i, i, iii e iv) (8).

Restriction Length Fragment
Polymorphism com hibridizagdo. Um
padrdio RFLP geral de DNA celular
eucariotico foi considerado
insuficientemente  resolvido devido a
revelagdo de todos os fragmentos de
restricdo8. No entanto, a metodologia RFLP
pode ser ampliada pela transferéncia dos
fragmentos de DNA para membranas de
nitrocelulose ou nylon, os quais podem
hibridizar com sondas especificas (152, 90,
153). Este procedimento permite visualizar
seletivamente  um ndmero limitado de
fragmentos, e ainda fornece um padrdo
fingerprinting de alta resolucédo (8). Esta
metodologia, nomeada de Southern blot
hibridag&o, foi baseada em sondas de DNA
constituidas de sequéncias (ie.,
radiomarcadas) capazes de reconhecer um
ou mais fragmentos correspondentes,
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presentes em géis de RFLP (152, 90, 8, 153).
A estringéncia desta hibridagdo pode ser
controlada pela variagdo da concentragdo de
sal e/ou temperatura. Padrdes de bandas
Unicas foram evidenciados quando uma
determinada sonda reconhece uma Unica
seqUiéncia especifica de DNA (i.e., um Unico
gene). A existéncia de uma Unica sequéncia
relativamente intacta, dentro de um
fragmento de restricio no gel, tem sido
exclusivamente identificada por hibridagdo
com sonda de DNA especifica. Em
organismos haploides somente uma banda
foi incluida nos padrées RFLP-Southern
blot hibridagdo, enquanto que em
organismos dipldides, tal como C. albicans,
uma ou duas bandas foram incluidas
naqueles padrdes. Contudo, o sitio de
atuacéo de determinada endonuclease pode
estar contido dentro de uma Unica sequéncia
de DNA correspondente ao local de
hibridacdo com uma sonda especifica que,
conseqlientemente, poderia resultar na
existéncia de mais do que duas bandas
incluidas nos padrées RFLP-Southern blot
hibridagdo8. Vérias sondas fungo-especifica
e espécieespecifica foram desenvolvidas com
bases nas areas evolutivamente conservadas
de genomas flungicos e de determinadas
espécies fungicas, respectivamente (156,157).
Sondas que hibridizam com sequéncias
Unicas ou um Unico gene (single-gene
probes) podem discriminar alguns isolados
fungicos com base no polimorfismo alélico.
Estas sondas tendem a gerar padrdes com
uma ou duas bandas que,
consequentemente, ndo fornecem um nivel
de complexidade de dados necessarios para
avaliar a distdncia genética. No entanto,
vérias sondas single-gene empregadas em
conjunto  podem  fornecer resultados
similares a queles obtidos por MLEE e gerar
dados complexos o suficiente para refletir
distancia genética. Deste modo, sondas que
hibridizam com sequéncias repetitivas
dispersas por todo genoma foram alvos de
muitas pesquisas, uma Vvez que estas
sequéncias podem variar entre linhagens (8).
Sonda de rDNA empregada para analises de
Southern blot hibridagdo em DNA celular
total de C. albicans demonstrou uma certa
resolucdo em linhagens n&o relacionadas,
cuja complexidade dos padrdes de

hibridagdo foram equiparados com as
sondas single-gene (158,159). Stein e
colaboradores (1991) empregaram a sonda
rDNA e demonstraram cinco diferentes
padrdes em dezoito isolados de C. albicans
(160). A hibridagdo com a sonda rDNA do
DNA de C. albicans digerido com EcoRl
apresentou um padrdo com no Maximo trés
bandas, as quais foram comuns para
linhagens aparentemente ndo relacionadas,
em uma freqiéncia relativamente alta,
sugerindo da existéncia de homoplasia (160,
161). rDNA e regides de espagcamento
(spacer regions) de rDNA também foram
testados por sondas de DNA fingerprinting
em outras infeccBes fungicas além de C.
albicans, porém em todos 0s casos nao
foram gerados padrbes complexos o
suficiente para considerar tais sondas um
sistema de fingerprinting eficaz (162, 163,
164, 165, 166). A digestdo de cistrons
ribossdbmicos  eucari6ticos, 0s  quais
constituem  sequéncias  repetitivas em
tandem dispostas em grupos e normalmente
separadas por seq (éncias de espagamento
(167, 168, 169, 170) , por endonucleases gera
fragmentos de tamanhos relativamente
similares que resulta em padrdes mais
simples de Southern blot hibridagdo (i.e.,
padrdes com poucas bandas).
Conseqgientemente, sondas rDNA néo tém
sido tdo efetivo para sistemas fingerprinting
genotipicos em fungos. (8)

Alguns pesquisadores demonstraram
a estrutura circular do genoma mitocondrial
de C. albicans, cujo tamanho de 41 kb
compreende extensas sequéncias repetitivas
em menor numero de coOpias do que o
rDNA (171, 150,172). O DNA celular total
de C. albicans digerido com EcoRI tem
revelado padrdes de Southern blot
hibridaggo com sonda para DNA
mitocondrial aparentemente mais complexos
do que aqueles obtidos com uma sonda
rDNAS. Pesquisas tém demonstrado cinco
bandas distintas, cujos padrdes variaram
entre os isolados de C. albicans, sugerindo
que Southern blot hibridagdo com sonda de
DNA mitocondrial apresenta efetividade na
identificacdo de linhagens idénticas entre
isolados independentes e na distingdo entre
linhagens ndo relacionadas (149, 150).
Durante anélise do tipo | e tipo Il de
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Candida stellatoidea, uma espécie
filogeneticamente andloga a C. albicans, os
padrdes de hibridagdo com sonda de DNA
mitocondrial do tipo | foram idénticos,
enquanto aqueles do tipo Il variaram. Em
adicdo, os padrdes de alguns isolados de C.
stellatoidea tipo Il foram indistinguiveis de
alguns  isolados de C. albicans,
demonstrando uma falta de especificidade da
espécie ou baixo poder de resolugdo do
método, caso aceito C. stellatoidea como
uma espécie independente. Neste estudo, a
hipGtese mais provavel também foi
postulada como C. stellatoidea tipo 1l
representando um subgrupo de C. albicans
(80), conforme sugerido em outros estudos
(173). Por conseguinte, sondas de DNA
mitocondrial e rDNA ndo foram
comumente empregadas em amplos estudos
epidemioldgicos de infecgBes flngicas, e
nenhum destes métodos foi validado para os
diferentes niveis de resolucéo genética (8).

As sondas de DNA 27A (175) e Ca3 (16,
17), para hibridacdo especifica em genoma
de C. albicans, foram clonadas quase que ao
mesmo tempo durante o final de 1980 e,
subsequentemente, foi demonstrado certa
analogia entre tais sondas (19). Estas sondas
contém sequiéncias dos elementos repetitivos
RPS e sequéncias ndo-RPS de C. albicans
(20) que, consequentemente, hibridizam
grande parte das mesmas bandas durante
ensaios de Southern blot hibridacdo8.
Entretanto, essas duas sondas ndo séo
idénticas. A sonda 27A contém sequéncias
downstr eam dos grupos RPS que
hibridizam com bandas Unicas, enquanto
que a sonda Ca3 contém seqléncias
upstream dos grupos RPS que hibridizam
com bandas Unicasl9. Por comparagdo, a
sonda Ca3 apresenta maior complexidade do
que 27A, e ainda contém uma sequéncia
repetitiva adicional chamada seqiiéncia B.
Em média, seu padrdo também apresenta
maior complexidade e satisfaz os quatro
requerimentos necessarios para um efetivo
método de DNA fingerprinting (12,8). As
sondas Ca3 e 27A também foram
empregadas em v érios  estudos
epidemioldgicos de C. albicans e a espécie
filogeneticamente relacionada C. dubliniensis
(176, 177, 178, 179, 180, 112, 181, 182, 183,
184, 185, 16, 186, 187, 188, 189, 17, 190,

191, 192, 193). A ldbgica e os métodos
empregados para clonar e caracterizar as
complexas sondas 27A e Ca3 foram
relativamente confidveis. Assim sendo, um
ensaio de Southern blot hibridacdo de
fragmentos digeridos com endonuclease,
empregando sondas capazes de identificar
sequéncias repetitivas dispersas por todo
genoma, poderia identificar a variabilidade
entre isolados por intermédio de uma
diversidade de loci espalhados. Contudo, tais
sondas poderiam hibridizar com (i)
sequéncias adicionais menos variaveis,
incluindo sequiéncias que variam como um
resultado de polimorfismos alélicos, e com
(i) algumas sequéncias hipervari aveis, r
evelando mudangcas microevolucionérias
dentro de uma linhagem. Todas estas
informagdes tém sido fornecidas por um
Unico padréo de Southern blot hibridacdo, o
que representa a virtude destas complexas
sondas. Uma sonda complexa deve gerar um
padréo suficientemente complexo a fim de
fornecer medidas correta e sensitiva capazes
de refletir o relacionamento dos isolados. A
porcédo principal do padréo gerado deve ser
relativamente estavel com o passar do tempo
para determinada linhagem. Em adicéo, a
sonda poderia conter uma ou mais
sequéncias de hibridagdo com fragmentos
monomorficos (i.e., fragmentos que exibem
0 mesmo tamanho em todas ou na maioria
das linhagens dentro de uma espécie). Estas
bandas monomdrficas poderiam facilitar a
normalizagdo num padréo universal, cujo
objetivo seria a estocagem computacional de
dados (i.e., construcéo de uma base de dados
auxiliada por computador) para
subsequentes estudos comparativos e
retrospectivos (8).

Sherer e Stevens (1988)
demonstraram que a sonda 27A de 6.7 kb,
clonada de uma linhagem clinica de C.
albicans 616, apresenta uma sequéncia
repetitiva dispersa por todo o genoma. Eles
analisaram dois clones por Souther n blot
hibridizacdo com sonda 27A de fragmentos
digeridos com Sau3A e demonstraram a
existéncia de uma seqiiéncia comum entre 0s
dois clones e 27Al154, a qual foi
subsequentemente  identificada ~ como
elemento repetitivo RPS por lIwaguchi e
colaboradores (1992) (21). No contexto
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epidemioldgico e taxondmico, padrbes de
Southern blot hibridacdo com sonda 27A, de
isolados atipicos de C. albicans provenientes
de pacientes HIV-soropositivos,
demonstraram  caracteristicas  genéticas
idénticas a C. dubliniensis, sugerindo
também uma distribuicdo  geogréfica
difundida desta espécie (192). Em adicéo a
sonda 27A, seus padrdes de Souther n blot
hibridagdo também mostraram maior poder
discriminat6rio em linhagens clinicas de C.
albicans quando comparados com 0S
padroes de EK, REA com Notl e PCR
fingerprinting  (195). A sonda Ca3 de 11
kb196, primeiramente referida como JH3
durante ensaios sobre mudangas fenotipicas
(phenotypic switching) em isolados de C.
albicans causando vaginitel7, foi clonada de
uma linhagem de laboratério 3153A e
encontra-se dispersa em sete de oito
cromossomos de C. albicans (16). Anderson
e colaboradores (1993) digeriram a sonda
Ca3 com EcoRl e obtiveram sete
fragmentos, os quais foram classificados em
ordem decrescente de tamanho em A, B, C,
D1, D2, E e F1. Posteriormente, estes
fragmentos foram mapeados na dire¢éo 5'
para 3'19. Quando o DNA da linhagem de
C. albicans 3153A foi digerido com EcoRl e
analisados pelos fragmentos A (~4.2 kb), B
(=3 kb) e C (~2.9 kb) da sonda Ca3, trés
distintos padrdes foram obtidos.

No entanto, a combinacédo destes
padrdes resultou na identificacdo de todas as
principais bandas obtidas pelos padrdes de
hibridagdo com sonda Ca3 integra (22). O
fragmento A gerou trés distintos padrdes
(~5.8 kb; ~4.5 kb; ~5.8 e 4.5 kb) quando
analisados por Southern blot hibridacéo de
DNA digerido com EcoRIl de isolados
clinicos de C. albicans. Neste caso, 0
fragmento A identificou apenas um gene,
cujos padrbes representaram variagoes
alélicas de apenas um locus génico. O
fragmento B gerou um padrdo que incluiu
mais da metade das bandas obtidas pelos
padrées de hibridagdo com sonda Ca3
integra. A maioria dos padrGes B foi
polimorfico e representativo de muitas
bandas moderadamente variaveis, as quais
sd0  necessdrias  para  andlises  de
agrupamento8, ou ainda, foram usadas
durante a demonstragdo de paridade entre

MLEE, RAPD e Ca3 fingerprinting (12).
Finalmente, o fragmento C gerou padrdes
que incluiram bandas de alta massa
molecular, fortemente variaveis, as quais tém
demonstrado imenso valor em anélises
microevolucionérias de linhagens infectantes
(112, 92, 19, 159, 162 ). Durante a
determinagdo da distribuicdo gen dmica das
seq Uéncias que hibridizam com os trés
principais fragmentos da sonda Ca3 (A, B e
C), ensaios de Southern blot hibridacdo dos
cromossomos de C. albicans, separados
eletroforeticamente, foram investigados22.
Sete distintas bandas cromossomicas da
linhagem de C. albicans 3153A foram
obtidas por eletroforese de campo alternado
transverso (TAFE transverse alternating-
field electrophoresis) e numeradas em
ordem decrescente de tamanho. Como C.
albicans possui oito cromossomos, a
sobreposicdo de bandas possivelmente
ocorreu N0 minimo em uma posi¢ao (22). A
sonda Ca3 integra mostrou forte hibridacdo
com as bandas 1, 3, 5 6 e 7. O
subfragmento B mostrou forte hibridagdo
com as bandas 5 e 7, e fraca hibridagdo com
a banda 6. O subfragmento C mostrou forte
hibridacdo com as bandas 1, 3 e 6, e fraca
hibridagdo com as bandas 5 e 7. Estes
resultados demonstraram que 0S
subfragmentos B e C apresentam sequiéncias
dispersas em mais do que um cromossomo,
sendo que o subfragmento C, o qual contém
sequéncias RPS, foi mais disseminado do
que o subfragmento B22.

Southern blot hibridacdo com a
sonda Ca322, 16,17 tem sido empregada em
varios  estudos  epidemiolégicos e
microevolucionérios de isolados clinicos de
C. albicans (178, 179, 112, 197, 198, 199,
184, 187, 200, 189, 201, 190, 193). A sonda
Ca3 empregada durante ensaios de DNA
digerido com EcoRlI tem identificado acima
de 20 bandas, as quais incluiram padrdes
monomdarficos, moderadamente varidveis e
hipervariaveis (186). Todos estes padrbes
foram  empregados para avaliar o
relacionamento de isolados cl inicos,
enquanto que os padrdes hipervariaveis
foram  empregados para  monitorar
microevolugdo de linhagens infectantes e
comensais de C. albicans (70, 112, 181, 189,
190). Anélises de RAPD, MLEE e Southern
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blot hibridagilo com sonda Ca3
apresentaram  forte concordancia nos
resultados, durante analises de agrupamento
de isolados orais e outros sitios anatdmicos
de C. albicans provenientes de trés regides
geograficas dos Estados Unidos. Trés
principais grupos, contendo isolados de
origens ndo relacionadas, foram gerados
pelos métodos acima sem qualquer indicagéo
de que algum loci analisado por MLEE
corresponde a s sequiéncias de amplificagéo
por RAPD ou da sonda por Ca3. Em adigéo,
mudangas microevolucionérias dentro de
uma linhagem (origem relacionada) foram
reveladas pelas anélises de Southern blot
hibridagdo com sonda Ca3 (alto poder r
esolutivo), MLEE (moderado poder
resolutivo) e RAPD (moderado poder
resolutivo) (12). Estas mudancas
microevolucionarias também podem
envolver reorganizagdes do tipo insercéo ou
delecdo intracromossomal dos elementos
RPS dispersos especificamente por toda
parte do genoma de C. albicans (19).
Isolados de C. albicans de varios sitios
anatbmicos provenientes de mulheres
saudaveis foram comparados por Southern
blot hibridacdo com sonda Ca3. De onze
mulheres que abrigaram comensais em
ambas as cavidades oral e vaginal, quatro
apresentaram linhagens altamente similares,
porém ndo idénticas, em sitios alternativos.
Este fato tem sugerido a ocorréncia de
microevolugdo entre aquelas linhagens
altamente similares, a partir de um
progenitor que se adaptou em dois
diferentes nichos do corpo. Em adicéo, tais
populagbes divergentes poderiam  ser
distinguidas geneticamente (190).
Recentemente, Schroeppel e colaboradores
(1994) empregaram a mesma técnica para
acessar 0 relacionamento genético de
linhagens de C. albicans isoladas de
pacientes (linhagens mantidas e substituidas)
e seus parceiros sexuais. No paciente em que
as linhagens infectantes foram mantidas,
houve minimas mudangas genéticas em
episodios sucessivos de candidiase vaginal.
No paciente em que as linhagens infectantes
foram substituidas por outras, uma infeccéo
de transicdo envolveu uma populagdo
infectante  geneticamente mista, e a
substituicdo de linhagens aparentemente

tiveram origem a partir da cavidade oral dos
parceiros  sexuais.  Estes  resultados
demonstraram que as linhagens de infecgdes
recorrentes de candidiase vaginal séo
geneticamente instéveis, e que o tratamento
com antifingicos pode resultar em selegéo
de variantes previamente infectantes, ou
substituicdo por linhagens geneticamente
ndo relacionadas (189).

Recentemente, o relacionamento
fisico entre a sonda Ca3 (16), os grandes
fragmentos gendmicos de EcoRI que
hibridizam com o fragmento C de Ca3 (22,
19), a sonda 27A (156), o fragmento HOK
(32), e os elementos RPS (20,21) foram
determinados (202,19). As sondas Ca3, 27A
e HOK apresentam sequiéncias de elementos
RPS e a margem upstream de C2 do grupo
RPS. Por essa razéo, todas estas trés sondas
identificam um grupo de bandas comuns em
um Southern blot do DNA genémico
digerido com EcoRl. Portanto, os elementos
RPS empregados exclusivamente como
sonda de DNA fingerprinting tendem a
gerar padroes similares & queles obtidos com
o fragmento C da sonda Ca3 (72, 133).
Embora o padrio C apresente valiosa
utilidade em analises microevolucionarias,
com base na hipervariabilidade no
comprimento de suas sequéncias RPS
localizadas em tandem em determinados
locais do genoma (133), seu emprego como
um método efetivo de DNA fingerprinting
produz uma equivocada interpretacdo de
isolados que néo séo altamente relacionados
(133). O problema da utilizacdo de uma
sonda que contém elementos repetitivos
dispersos no genoma foi recentemente
demonstrado em C. albicans. Lasker e
colaboradores (1992) clonaram o elemento
repetitivo espécie-especifico CARE-2 (1.06
kb) a partir do genoma de C. albicans. Os
padrbes de Southern blot hibridagdo
demonstraram diferentes nimeros de copias
CARE-2 sobre diferentes cromossomos de
C. albicans (204). Padrdes complexos
também foram gerados por Southern blot
hibridacdo com sonda CARE-2, em DNA
digerido com EcoRI de varios isolados
clinicos de C. albicans, o0s quais
apresentaram aproximadamente o mesmo
nimero de bandas daqueles padrdes obtidos
por Southern blot hibridacdo com sonda
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Ca3, porém, em contraste com Ca3, cada
padrdo de banda CARE-2 foi varidvel (12).
A sonda CARE-2 distinguiu isolados néo
relacionados e identificou a mesma linhagem
em isolados independentes. Entretanto,
enquanto MLEE, RAPD e Ca3
fingerprinting  demonstraram  paridade
agrupando os isolados clinicos dentro de trés
grupos altamente similares, dois dos trés
grupos fragmentaram formando-se grupos
de isolados menores e ndo relacionados no
dendrograma CARE-2 (12). Deste modo, 0s
padroes da sonda CARE-2 identificam
somente fragmentos hipervariaveis que,
consequientemente, tornam-se menos efetivo
em agrupar isolados moderadamente
relacionados (8).

Os resultados obtidos com a sonda
CARE-2 (12) apontaram para uma
concepgdo erronea com relacdo ao emprego
de uma sonda de DNA fingerprinting.
Existe certa tendéncia em reduzir uma sonda
complexa de DNA fingerprinting a um
elemento de repeticdo simples, como no
caso da reducdo da sonda Ca3 ao elemento
RPS, cuja base apoiou-se na nogdo
equivocada de que o padrdo mais variavel
corresponde ao melhor método de DNA
fingerprinting para linhagens. Por outro
lado, os padrdes de bandas Ca3, analisados
individualmente pelos seus subfragmentos
quanto a variabilidade, revelaram subgrupos
com hipervariabilidade,  variabilidade
moderada, baixa variabilidade e nenhuma
variabilidade. Deste modo, estas
informagdes tendem a fortalecer a sonda
quanto aos varios niveis de resolugdo
propostos para um método efetivo de DNA
fingerprinting8. Em adicéo, a reducdo da
sonda Ca3 para RPS resulta em uma sonda
convenientemente  Gtil  para  estudos
microevolucionarios de linhagens (i.e.,
analise da hipervariabilidade) (133).

Conclusodes

A revolucdo em biologia molecular
tem aumentado  dramaticamente a
capacidade dos pesquisadores para estudar
inumeras infecges fungicas, especialmente
aquelas causadas pelo patdégeno oportunista
C. albicans e outras espécies de Candida.
Mdltiplos sistemas moleculares encontram-

se disponiveis para 0s propositos cientificos
epidemiol6gicos,  genéticos,  evolutivos,
taxondmicos e sisteméticos. No entanto, o
emprego de um sistema adequadamente
padronizado, = compreendendo  Vvarios
métodos fingerprinting genotipicos
associados a um programa de base de dados
universal tem sido o anseio de muitos
micologistas moleculares. Para avaliar 0s
niveis de resolugdo for necidos por um m
étodo fingerprinting genotipico, uma
estratégia de validacdo tem sido delineada a
qual compara dois ou mais métodos néo
relacionados. Para C. albicans, esta estratégia
tem validado o emprego de MLEE, RAPD e
Ca3, uma vez que estes métodos foram
capazes de avaliar todos o0s niveis de
resolucao. Dentro do contexto
epidemioldgico, todos os isolados
apresentam uma historia, ambos para o
hospedeiro e para o patgeno, a qual poderia
ser mais explorada.

Cada linhagem submetida & s analises
pelos diferentes métodos fingerprinting
genotipicos poderia ser registrada em
programas de base de dados e submetida a
uma comparagdo com o0s parametros dos
hospedeiros (i.e., idade, sexo, peso, caracter
isticas m édicas, condicBes predisponentes,
artigos protéticos, localizagdo geogréfica,
fatores socioecondmicos, associagdo com
outros individuos) e as caracteristicas do
patdgeno (i.e., padrdes de assimilacdo de
acUcares, antigenicidade, secrecdo de
proteinases, padrdes de susceptibilidade & s
drogas, formagdo de hifa, switching
fenotipico). Estes procedimentos
permitiiam a comparagdo atual e
retrospectiva de uma selecdo de linhagens
clinicas e epidemiologicamente importantes,
as quais poderiam apresentar uma ou Vvarias
caracteristicas do hospedeiro ou patdgeno.
Em adicdo, a somat6ria deste crescente
nimero de informagBes poderia contribuir
ainda mais (i) para o entendimento da
dindmica dos organismos infecciosos em
populacdes humanas, (ii) do complexo
relacionamento entre comensalismo e
infecgdo, (iii ) dos mecanismos gen éticos e
evolucionarios, ou ainda, (iv) identificar a
origem de uma infecgdo e (v) monitorar a
emergéncia de linhagens resistentes aos
fatores ambientais improprios.
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