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Resumo
Essa revisão busca apresentar uma descrição dos principais recursos moleculares empregados em
estudos epidemiológicos envolvendo candidoses. São abordados os recursos mais comumente
empregados em Epidemiologia Molecular e baseados em polimorfismos protéicos (Eletroforese de
Isoenzimas) e de ácidos nucléicos (Eletrocariotipagem, Polimorfismo dos Fragmentos de
Restrição, e Polimorfismos do DNA Amplificado ao Acaso). São apresentadas as características de
cada método, bem como suas vantagens e desvantagens.
Palavras-chave: Candida albicans; Epidemiologia molecular; Tipagem; Proteínas; Á 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.
Keywords: Candida albicans; Molecular Epidemiology; Typing; Protein; Nucleic acids.
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Introdução

 Candida albicans e espécies
relacionadas são encontradas de forma
ubíqua e comensal na microbiota de
cavidades (retal, bucal, vaginal, uretral, nasal,
aural) e pele humanas(1). Estas espécies são
consideradas patógenos oportunistas
capazes de causar infecções variando desde
desordens mucocutâneas, não
comprometedoras ao indivíduo, até doenças
invasivas, envolvendo quase todos os
órgãos. A freqüência das infecções por
Candida spp. vem aumentando
mundialmente devido um uma
multiplicidade de fatores predisponentes que
facilitam um conversão da forma comensal à
existência parasitária (2,3). O aumento destas
infecções tem sido associado com
deficiências imunológicas, conforme as
observações de inúmeros casos de
candidíase orofaríngea em pacientes com
AIDS (4). A progressão da colonização para
infecção 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 manifestações clínicas de
candidíase bucal foram descritas, as quais
correspondem ao crescimento excessivo de
leveduras e a sua penetração pela mucosa
epitelial (6).
 Para entender a dinâmica dos
organismos infecciosos em populações
humanas, interpretar o relacionamento
complexo entre comensalismo e infecção,
identificar a origem de uma infecção ou
monitorar a emergência de linhagens
resistentes a drogas, métodos moleculares
baseados em sistemas fingerprinting
genotípicos (marcadores moleculares) devem
ser disponibilizados para acessar o
relacionamento genético destes organismos
de importância epidemiológica (7,8). Por
definição, um isolado corresponde a um
clone coletado independentemente de
outros isolados. Dois isolados coletados
independentemente podem ser
completamente não relacionados ou
geneticamente indistinguíveis. Em contraste,
uma linhagem refere-se a uma coleção de
isolados da mesma espécie, que são
altamente relacionadas ou geneticamente

indistinguíveis Para classificar dois isolados
como pertencentes à mesma linhagem, ou
como membros de diferentes linhagens,
métodos moleculares genotípicos sensitivos
devem ser aplicados adequadamente para
realizar estas funções. Esta necessidade é
especialmente importante quando doenças
emanam a partir de organismos comensais,
quando linhagens tornam-se especializadas
em determinadas localizações do corpo ou
condições comprometedoras, quando
linhagens sofrem microevolução para rápida
adaptação, ou quando linhagens são
transmitidas entre indivíduos. Por sua vez,
os sistemas fingerprinting genotípicos
devem ser examinados quanto à sua
efetividade em diferentes níveis de
discriminação: (i) identificar a mesma
linhagem em isolados independentes; ( ii )
identificar mudanças microevolucionárias
em uma linhagem (isolados altamente
relacionados, porém não idênticos); (iii)
agrupar isolados moderadamente
relacionados; e (iv) identificar isolados
completamente não 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 geográfico (8).
 Até o momento, nenhum m étodo
fingerprinting genotípico tem fornecido uma
medida definitiva de distância genética entre
dois isolados. Tibayrenc (1998) tem
pronunciado, nitidamente de modo
pungente, que não existem ainda meios para
determinar por completo a identidade de
dois genótipos microbianos, objeção ao
seqüenciamento do genoma inteiro (9).
Diferentes marcadores moleculares podem
apresentar diferentes clocks moleculares (i.e.,
a velocidade evolucionária a qual eles
mudam). Deste modo, um ótimo método
fingerprinting genotípico deveria ser baseado
em um número de marcadores moleculares.
Tal método também deveria ser resistente à
homoplasia (i.e., características comuns entre
isolados que não apresentam um mesmo
ancestral) e fornecer dados quantitativos que
refletem distância genética. A comparação
dos dados gerados por métodos
fingerprinting genotípicos não 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 adição, a inclusão de isolados
idênticos, altamente relacionados (mas não
idênticos), e independentes com
relacionamentos desconhecidos (incluindo
isolados moderadamente relacionados e
completamente não relacionados) foram
sugeridos em grupos de isolados testes
durante análises comparativas entre métodos
fingerprinting genotípicos12. Segundo Soll
(2000), quando dois métodos identificam
isolados idênticos e não idênticos, mas
altamente relacionados, onde geralmente
agrupam menos os isolados estritamente
relacionados e distinguem isolados
completamente não relacionados, em
essência, os dois métodos apresentam
marcas comprovadas para todos os níveis de
resolução (i, ii, iii e iv). Contudo, estas
comprovações podem ser realizadas
somente para esp écies com uma estrutura
populacional predominantemente clonal (8).
Os dados gerados por determinado método
fingerprinting genotípico, para uma
linhagem (i.e., padrões eletroforéticos em
gel), devem ser relativamente estáveis sobre
muitas gerações. Para tanto, este fato requer
a existência de pouca recombinação entre as
seqüências selecionadas para a análise. Em
adição, as populações de isolados em análise
devem sofrer primariamente reprodução
clonal. Por outro lado, quando panmixia
ocorre em alta freqüência, devido a
processos de reprodução sexual e
recombinação, os resultados dos estudos
epidemiológicos, obtidos por métodos
fingerprinting genotípicos padrões,
dificultam a interpretação (8)
 Afortunadamente, muitas infecções
fúngicas sofrem recombinação ou mudança
gênica em freqüência extremamente baixa
(13). Alguns trabalhos têm mostrado o
modo de reprodução primariamente clonal
em C. albicans, elucidando sua aplicação por
marcadores molecular padrões em estudos
epidemiológicos (14,15). Em adição a
estabilidade resultante da reprodução clonal,
um método fingerprinting genotípico
deveria acessar principalmente seqüências
que não são altamente reorganizacional (i.e.,
seqüências razoavelmente estáveis sobre o

tempo). Por exemplo, a complexa sonda de
DNA fingerprinting Ca3
(11kb) de C. albicans (12,16,17), a qual
contém seqüências repetitivas dispersas em
toda parte do genoma (RPS repetitive
element) e seqüências únicas representadas
em apenas um locus (18,19). Como
conseqüência da existência de grupos de
unidades RPS de tamanho natural (full-
length RPS sequences)  (20,21), os quais
sofrem freqüentes reorganizações
(duplicação e deleção) (19), freqüentes
alterações ocorrem em padrões de
hibridação Ca3 contendo seqüências RPS de
tamanho natural (full-length RPS
sequences). Bandas contendo tais seqüências
representam, em média, 20% dos padrões
gerados por hibridação com sonda Ca3. Os
80% restantes representam seqüências
menos variáveis que tendem a estabilizar os
padrões (22). Em contraste, uma sonda que
consiste inteiramente de elementos RPS
tende a gerar um adicional padrão
fingerprinting menos estável, quando
comparável com a complexa sonda Ca319, e
conseqüentemente o padrão apresentará
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 ápidas mudanças
devido à microevolução, 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 discriminatório têm sido
desenvolvidos e sugeridos durante a
avaliação da eficiência de vários métodos
fingerprinting genotípicos 23,24,7. A
tipabilidade e reprodutibilidade representam
sistemas quantitativos que são
freqüentemente expressos como medidas
percentuais. A tipabilidade de um método
corresponde ao percentual de distintas
linhagens obtidas. O percentual de linhagens
que apresentaram os mesmos resultados sob
ensaios repetitivos corresponde à
reprodutibilidade, isto é, 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 construção de uma base
de dados confiável, a qual apresenta todas as
linhagens conhecidas dentro de uma espécie
em que organismos desconhecidos podem
ser comparados para classificação. Por sua
vez, o poder discriminatório de um método
corresponde à sua habilidade de diferenciar
claramente linhagens não relacionadas, tais
como aquelas que são geograficamente
distintas a partir de uma fonte de
organismos, e demonstrar ao mesmo tempo
o relacionamento de todos os organismos
isolados a partir de indivíduos infectados
diretamente de uma mesma fonte (23,24,7).
 O interesse em adquirir um melhor
entendimento sobre a patogênese,
epidemiologia, genética e evolução das
infecções causadas por C. albicans tem
conduzido ao desenvolvimento de inúmeras
pesquisas, as quais empregaram sistemas
fingerprinting tais como MLEE (Multilocus
Enzyme Electr ophoresis), EK (Electr
ophoretic Karyotyping ), RAPD ( Randomly
Amplified Polymorphic DNA), RFLP sem
hibridação ( Restriction Length Fragment
Polymorphism without hybridization) ou
REA (Restriction Enzyme Analysis) e RFLP
com hibridação (Restriction Length
Fragment Polymorphism with
hybridization), os quais serão examinados a
seguir.

 Multilocus Enzyme
Electrophoresis. O método de eletroforese
de enzima multiloco (MLEE ou MEE),
também conhecido como tipagem
isoenzimática, tem sido empregado durante
várias décadas como método padrão para
análise genética de populações em
eucarióticos (25, 26, 27, 28, 29,30).
Trabalhos pioneiros realizados na década de
oitenta, empregando MLEE para análise
genética de Escherichia coli e Shigella,
despertaram enorme interesse dos
microbiologistas médicos (31,32). Desde
então, numerosos estudos foram realizados
com inestimáveis resultados para o
conhecimento da história natural das
doenças infecciosas. MLEE tem sido
considerado um método gold standard para
a genética de populações em
microorganismos (33). Sua capacidade
analítica permite avaliar marcadores

codominantes para cada locus em organismo
diplóide, um requerimento essencial para os
biologistas evolucionários que não é
alcançado por poucos métodos de DNA
fingerprinting (8.)
 No campo da micologia médica, a
tipagem isoenzim ática tem apr esentado
grande potencialidade nos estudos de
caracterização taxonômica, sistemática,
genética, evolução 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 reação enzimática pode
ser evidenciada por bandas eletroforéticas de
atividades enzimáticas em géis, indicando a
existência de isoenzimas ou isozimas (52.)
Isoenzimas constituem múltiplas estruturas
moleculares de uma mesma enzima com
afinidade individual para um mesmo
substrato, catalisando a mesma reação na
célula53. Seu controle ocorre geneticamente
por um ou vários alelos ou genes, situados
em um ou vários loci (54,55,56). Isoenzimas
controladas por alelos de um único locus são
denominadas de aloenzima ou alozima
(57,58). Sua migração durante a eletroforese
é determinada pela carga eletrostática
presente na seqüência de aminoácidos e,
conseqüentemente, sua mobilidade variante
(eletromorfos ou aloenzimas) pode ser
equiparada diretamente com alelos do
correspondente locus gênico estrutural (32).
 A análise isoenzimática na distinção
de espécies de fungos depende da
variabilidade genética intrapopulacional.
Organismos com elevada variabilidade
genética podem expressar fenótipos
altamente variáveis e, portanto, ocultar
diferenças inter ou intra-específicas. Essas
evidências surgem principalmente com
diferentes enzimas não-metabólicas que
exibem altas variações estruturais em virtude
da intensidade da pressão seletiva ambiental
(59,60,61,62,63). Ao contrário, enzimas
metabólicas apresentam baixa
vulnerabilidade à seleção ambiental e
usualmente são empregadas como
marcadores isoenzimáticos (64).
 Os padrões de bandas eletroforéticas
isoenzimáticas são freqüentemente
previsíveis, uma vez que dependem das
condições genéticas e nucleares de cada
organismo. No entanto, vários micologistas
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restringiram as interpretações dos resultados
eletroforéticos à mera contagem de bandas
(65,66,67,68,69). A interpretação genética,
quando possível, fornece muitas
informações adicionais acerca da condição
nuclear, genética e taxonomia de um grupo
de organismo (70,71,72). Neste contexto,
diferentes critérios de interpretação têm sido
empregados para or ganismos hapl óides ou
diplóides (70,73,74,32). Baseado nestes
critérios, a composição alélica tem sido
determinada a partir de um grupo
constituído por dez a trinta enzimas
metabólicas consideradas representativas do
genoma total de um organismo, as quais
sustentam os estudos de genética de
populações em bactérias, fungos e
protozoários (33,8).
 A interpretação genética dos
resultados obtidos por MLEE tem sido
aplicada em uma variedade de propósitos no
campo da microbiologia médica. Em termos
de alelos específicos, as proporções al élicas
t êm inferido o grau de recombinação
genética em populações naturais. Essas
proporções também têm sido empregadas
na avaliação dos graus de isolamento
genético entre populações naturais, causado
por regiões geográficas e ecológicas ou
barreiras biológicas. Seu emprego tem
apresentado implicações taxonômicas e
sistemáticas uma vez que, para
microorganismos clonais, os graus de
relacionamento inter e intrapopulacional têm
sido analisados. Clones espécie-específicos
identificados por MLEE também foram
associados com padrões e reincidências
clínicos, e altos índices de patogenicidade.
Tais resultados têm sido empregados em
traçados epidemiológicos permitindo melhor
entendimento no desenvolvimento de
epidemias, o que representa um inestimável
complemento aos métodos atuais de
tipagem molecular, particular mente nos
estudos epidemiológicos em larga escala.
Adicionalmente, MLEE tem sido
considerado um método de tipagem com
alto poder discriminatório e
reprodutibilidade  (33,75,76,73,74,12).
 Análises comparativas entre MLEE,
RAPD e Southern blot hibridação com
sonda Ca3 apresentaram forte concordância
nos resultados, durante o agrupamento de

isolados orais e outros sítios anatômicos de
C. albicans provenientes de três regiões
geográficas dos Estados Unidos. Três
principais grupos contendo isolados de
origens não relacionadas foram gerados
pelos métodos acima, sem qualquer
indicação de que alguns loci analisados por
MLEE correspondem à s seqüências de
amplificação por RAPD ou da sonda por
Ca3. Em adição, mudanças
microevolucionárias em linhagem de origem
relacionada foram reveladas pelas análises de
Southern blot hibridação com sonda Ca3
(alto poder resolutivo), MLEE (moderado
poder r esolutivo) e RAPD (moderado
poder resolutivo)77. Entretanto, MLEE
pode ser considerado um ótimo método
fingerprinting genotípico para infecções
fúngicas, uma vez que suas informações são
obtidas em todos os níveis de resolução (i, ii,
iii e iv). Contudo, a única desvantagem desse
método é o tempo consumível de trabalho
laboratorial relativamente longo, visto a
necessidade de laboriosos ensaios
enzimáticos e a cuidadosa atenção durante o
processamento de dados e sua interpretação
genética.

Electrophoretic Karyotyping. Com
a invenção 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 cromossômicos
do genoma de leveduras foram facilmente
separados em um gel, consolidando assim a
cariotipagem eletroforética (EK) (8). Estas
invenções pareceram ideais para
epidemiologia de fungos, uma vez que esta
tecnologia foi confiável. Em geral, células
imersas em plugs de agarose geleificados
devem ser misturadas diretamente com
solução enzimática para a remoção da
parede celular. Protease e detergente
também podem ser adicionados, seguindo a
incubação celular para remoção de
membranas e proteínas. Logo após, os plugs
contendo moléculas de DNA devem ser
colocados no interior dos poços existentes
nas placas dos géis de agarose, onde a
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eletroforese deverá ser realizada, de acordo
com as especificações de deter minado
sistema, para a separação cromossômica. Os
fragmentos cromossômicos de leveduras são
separados de acordo com o tamanho, os
quais podem ser visualizados após a
coloração por brometo de etídio. Em adição,
cromossomos específicos podem ser
identificados empregando Southern blot
hibridação com sondas de DNA
cromossomo-específicas (i.e., rDNA)  (8).
 As primeiras aplicações de PFGE
demonstraram variações nos padrões
cariotípicos entre isolados de C.albicans
 não relacionados  (79, 80, 94, 81, 82,
83, 84, 85, 86) e, por essa razão,
proporcionou um potencial método
fingerprinting genotípico (8). Apesar da
variabilidade cariotípica entre linhagens de
C. albicans, Thrash-Bingham e Gorman
(1992), empregando Southern blot
hibridação com sondas de genes clonados,
demonstraram que (i) a organização
genômica foi mantida e que (ii) processos de
translocações contribuíram para aquela
variabilidade87. Essencialmente importante
foi o fato revelado por Sangeorzan e
colaboradores (1995), os quais
demonstraram padrões de cariotipagem
eletroforética altamente reproduzíveis entre
experimentos, relativamente intensivos
durante a preparação de métodos dentro do
mesmo laboratório, e não influenciado por
permuta (switching) fenotípica de alta
freqüência em linhagens de C. albicans88.
Entretanto, Holmberg e Feroze (1995)
demonstraram variabilidade técnica para o
sistema CHEF devido aos reagentes,
preparação de amostras e condições de
corrida eletroforética (61).
 Devido ao excelente poder
discriminatório 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
discriminatório superior em comparação
com RFLP sem hibridação, durante ensaios
entre isolados independentes50,93.
Contudo, sua eficiência em agrupar
linhagens moderadamente relacionadas não

foi avaliada cuidadosamente. Outras
indicações sugerem que a cariotipagem
eletroforética não pode cumprir os
requerimentos necessários para análises de
DNA fingerprinting em C. albicans, uma vez
que estas leveduras podem apresentar
reorganizações cromossômicas com altas ou
baixas freqüências que, conseqüentemente,
induzem alterações cariotípicas elevadas ou
reduzidas, respectivamente (109_. Células de
linhagens de C. albicans 3153A, que
expressam fenótipos variantes (switching),
sofrem alterações excessivamente freqüentes
no tamanho de dois cromossomos que
abrigam cistrons de rDNA (109). A
capacidade de uma célula expressar duas
freqüências de reorganização cromossômica
e, conseqüentemente, duas freqüências de
alterações cariotípicas como resultado da
diferenciação reversível, indefere o uso da
cariotipagem eletroforética como um
método fingerprinting genotípico efetivo
para análises de grupos de isolados
moderadamente relacionados8. Em adição
aos estudos sobre alterações cariotípicas
com freqüências elevadas ou reduzidas em
C. albicans, foi demonstrado que os padrões
cariotípicos em linhagens variantes
(switching) podem divergir e em outra
ocasião convergir (109, 110, 111). A
convergência dos padrões cariotípicos
conduz à homoplasia, cuja característica é
inconsistente com os objetivos de um m
étodo fingerprinting genotípico. Quando a
divergência é seguida pela convergência de
um padrão de DNA fingerprinting, dois
cariótipos similares ou idênticos podem ser
interpretados como a mesma linhagem
quando, na realidade, os isolados
comparados podem ser não relacionados (8).
As alterações cariotípicas de alta freqüência
em C. albicans podem interferir com a
capacidade de discriminar linhagens
moderadamente relacionadas e não
relacionadas, porém a cariotipagem
eletroforética pode ser empregada
eficazmente para avaliar microevolução
dentro de uma linhagem infectante (112.)
Contudo, as demonstrações de
reorganização de alta freqüência 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 têm limitado o emprego
de PFGE são o elevado custo e o tempo
relativamente longo para a realização dos
ensaios que, conseqüentemente, reduz a
capacidade laboratorial em analisar grandes
números de amostras (7,92). Ademais, uma
versão modificada da cariotipagem
eletroforética tem fornecido uma melhor
efetividade ao método, a fim de cumprir os
requerimentos necessários. O poder de
resolução da cariotipagem tem aumentado
pela digestão do DNA cromossômico de
linhagens de Candida spp. com enzimas de
restrição, tais como SfiI, NotI 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 análise do DNA
polimórfico 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 reação
em cadeia da polimerase (PCR-polymerase
chain reaction) tem sido desenvolvidas122 o
RAPD tem surgido como o método de
DNA fingerprinting mais comum para
infecções fúngicas (122, 121, 120.)
Empregando primers ao acaso, de
aproximadamente 10 bases
(oligonucleotídeo), amplicons em toda parte
do genoma são objetos a serem atingidos e
amplificados. Os produtos amplificados são
comumente separados em géis de agarose e
corados com brometo de etídio (7,8).
Durante o desenvolvimento de um sistema
RAPD para determinada espécie, certa
quantidade de primers deve ser testada a fim
de selecionar aqueles oligonucleotídeos
capazes de fornecer maior variabilidade
entre isolados independentes. Um único
primer pode gerar um padrão relativamente
complexo que varia entre isolados, porém
em muitos casos o seu emprego produz uma
a três bandas eletroforéticas intensas capazes
de diferenciar os isolados. Por essa razão, os
primers devem ser selecionados e testados
independentemente para cada isolado em
questão, e as informações 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 número
limitado de isolados testes de C. albicans.
Destes, oito primers foram selecionados por
fornecer a máxima variabilidade. Porém,
apenas os padrões que apresentaram bandas
eletr ofor éticas intensas e reprodutíveis (de
uma a seis bandas para cada primer) foram
empregados durante análises de
agrupamento. Em adição, estes padrões
demonstraram paridades com aqueles
obtidos por MLEE e Southern blot
hibridação com sonda Ca312. Estes
pesquisadores também demonstraram que
RAPD, MLEE e Ca3 fingerprinting de C.
albicans não somente agrupam isolados
moderadamente relacionados, mas também
fornece níveis similares de resolução de
microevolução dentro de uma população
clonal. Contudo, estas mudanças
microevolucionárias foram independentes e,
conseqüentemente, os três métodos não
identificam alterações nos mesmos isolados
altamente relacionados. Mais propriamente,
estes métodos medem freqüências similares
de variantes dentro de uma mesma linhagem
(12).
 O método RAPD tem demonstrado
grande êxito em estudos sobre infecções
fúngicas, 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
discriminatório, várias limitações sobre seus
procedimentos foram apontadas. A falta de
reprodutibilidade intere intralaboratórios,
que embora não seja insuperável, tem gerado
o desenvolvimento de uma base de dados
complexa e de difícil interpretação (134, 135,
7, 92, 8). Variações dos resultados
provenientes de artefatos também podem
ocorrer como um resultado de pequenas
diferenças na concentração de primers, na
temperatura de amplificação e na
concentração de magnésio da mistura de
reação (136). Alterações destes parâmetros
podem afetar notavelmente a presença de
bandas de baixa intensidade, a posição e a
nitidez de bandas de alta intensidade (8). Em
adição, vários pesquisadores demonstraram
variações significativas da metodologia
RAPD devido as diferentes fontes da
enzima Taq polymerase, as quais foram
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capazes de gerar pseudoclusters durante
análises de agrupamento (137,138,139).

Restriction Length Fragment
Polymorphism sem hibridização. Um dos
primeiros métodos fingerprinting
genotípicos, empregado para analisar o
relacionamento de linhagens em infecções
fúngicas, foi a análise com enzima de
restrição (REA restriction enzyme analysis)
ou a comparação do polimorfismo no
comprimento do fragmento de restrição
(RFLP), sem sondas de hibridação (135, 92,
8). Esta metodologia tem sido aplicada em
uma série de estudos epidemiológicos de
várias infecções fúngicas, 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
confiável. Comumente, DNAs celulares têm
sido extraídos a partir de esferoplastos,
digeridos com uma ou mais enzimas de
restrição (i.e., EcoRI e HinfI), separados em
géis de agarose por procedimentos
eletroforéticos e visualizados pela coloração
com brometo de etídio. A resolução deste
método depende da concentração de
agarose, do tempo de eletroforese, da
voltagem e da endonuclease empregada. No
entanto, todas as condições experimentais
devem ser determinadas empiricamente.
Seus padrões resultam a partir de diferentes
comprimentos dos fragmentos de DNA, os
quais são determinados pelos sítios de
restrição identificados por endonucleases
específicas. As variações entre linhagens
podem ocorrer em função de alterações nas
seqüências dos sítios de restrição,
modificações secundárias dos sítios de
restrição, deleção dos sítios de
reconhecimento ou deleção e inserção em
seqüências de DNA localizadas entre sítios
de reconhecimento (135, 92, 8).
 Em infecções fúngicas, a
complexidade elevada do genoma
eucariótico aumenta o número de bandas
obtidas com endonucleases convencionais.
Isto diminui a resolução dos padrões de
bandas que representam seqüências únicas,
uma vez que a complexidade dos padrões de
bandeamento gerado por RFLP muitas
vezes dificulta a interpretação do
relacionamento das linhagens (92, 8). De
modo semelhante a todos os genomas

eucarióticos, os genomas fúngicos contém
genes rDNA repetitivos com seqüências
relativamente homólogas e regiões
intergênicas. Cistrons ribossômicos
eucarióticos são normalmente agrupados em
um ou dois cromossomos8. O genoma de C.
albicans contém aproximadamente 50 a 130
cistrons rDNA por genoma diplóide (147).
Os fungos também apresentam muitas
cópias do genoma mitocondrial (148).
Seqüências de rDNA (144) e de DNA
mitocondrial (149, 150), este último em
menor extensão, representam a maioria das
bandas intensas dos padrões RFLP8.
Estudos de C. albicans por RFLP apontaram
várias evidências da utilidade deste método,
tanto na identificação de linhagens idênticas
a partir de isolados independentes quanto na
discriminação entre isolados não
relacionados  (141, 151, 144, 145). RFLP
sem uma sonda de hibridação foi
considerado um legítimo método para
responder seletivas questões epidemiológicas
relacionadas a infecções fúngicas. Porém,
esta metodologia apresenta a desvantagem
para analisar grupos de isolados
moderadamente relacionados. Por essa
razão, RFLP não tem sido bem apropriado
para grandes estudos epidemiológicos. Em
adição, este método não foi validado
criteriosamente por comparações com
outros métodos nos diferentes níveis de
resolução (i, ii, iii e iv) (8).

Restriction Length Fragment
Polymorphism com hibridização. Um
padrão RFLP geral de DNA celular
eucariótico foi considerado
insuficientemente resolvido devido à
revelação de todos os fragmentos de
restrição8. No entanto, a metodologia RFLP
pode ser ampliada pela transferência dos
fragmentos de DNA para membranas de
nitrocelulose ou nylon, os quais podem
hibridizar com sondas específicas (152, 90,
153). Este procedimento permite visualizar
seletivamente um número limitado de
fragmentos, e ainda fornece um padrão
fingerprinting de alta resolução (8). Esta
metodologia, nomeada de Southern blot
hibridação, foi baseada em sondas de DNA
constituídas de seqüências (i.e.,
radiomarcadas) capazes de reconhecer um
ou mais fragmentos correspondentes,
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presentes em géis de RFLP (152, 90, 8, 153).
A estringência desta hibridação pode ser
controlada pela variação da concentração de
sal e/ou temperatura. Padrões de bandas
únicas foram evidenciados quando uma
determinada sonda reconhece uma única
seqüência específica de DNA (i.e., um único
gene). A existência de uma única seqüência
relativamente intacta, dentro de um
fragmento de restrição no gel, tem sido
exclusivamente identificada por hibridação
com sonda de DNA específica. Em
organismos haplóides somente uma banda
foi incluída nos padrões RFLP-Southern
blot hibridação, enquanto que em
organismos diplóides, tal como C. albicans,
uma ou duas bandas foram incluídas
naqueles padrões. Contudo, o sítio de
atuação de determinada endonuclease pode
estar contido dentro de uma única seqüência
de DNA correspondente ao local de
hibridação com uma sonda específica que,
conseqüentemente, poderia resultar na
existência de mais do que duas bandas
incluídas nos padrões RFLP-Southern blot
hibridação8. Várias sondas fungo-específica
e espécieespecífica foram desenvolvidas com
bases nas áreas evolutivamente conservadas
de genomas fúngicos e de determinadas
espécies fúngicas, respectivamente (156,157).
Sondas que hibridizam com seqüências
únicas ou um único gene (single-gene
probes) podem discriminar alguns isolados
fúngicos com base no polimorfismo alélico.
Estas sondas tendem a gerar padrões com
uma ou duas bandas que,
conseqüentemente, não fornecem um nível
de complexidade de dados necessários para
avaliar a distância genética. No entanto,
várias sondas single-gene empregadas em
conjunto podem fornecer resultados
similares à queles obtidos por MLEE e gerar
dados complexos o suficiente para refletir
distância genética. Deste modo, sondas que
hibridizam com seqüências repetitivas
dispersas por todo genoma foram alvos de
muitas pesquisas, uma vez que estas
seqüências podem variar entre linhagens (8).
Sonda de rDNA empregada para análises de
Southern blot hibridação em DNA celular
total de C. albicans demonstrou uma certa
resolução em linhagens não relacionadas,
cuja complexidade dos padrões de

hibridação foram equiparados com as
sondas single-gene (158,159). Stein e
colaboradores (1991) empregaram a sonda
rDNA e demonstraram cinco diferentes
padrões em dezoito isolados de C. albicans
(160). A hibridação com a sonda rDNA do
DNA de C. albicans digerido com EcoRI
apresentou um padrão com no máximo três
bandas, as quais foram comuns para
linhagens aparentemente não relacionadas,
em uma freqüência relativamente alta,
sugerindo da existência de homoplasia (160,
161). rDNA e regiões de espaçamento
(spacer regions) de rDNA também foram
testados por sondas de DNA fingerprinting
em outras infecções fúngicas além de C.
albicans, porém em todos os casos não
foram gerados padrões complexos o
suficiente para considerar tais sondas um
sistema de fingerprinting eficaz (162, 163,
164, 165, 166). A digestão de cistrons
ribossômicos eucarióticos, os quais
constituem seqüências repetitivas em
tandem dispostas em grupos e normalmente
separadas por seq üências de espaçamento
(167, 168, 169, 170) , por endonucleases gera
fragmentos de tamanhos relativamente
similares que resulta em padrões mais
simples de Southern blot hibridação (i.e.,
padrões com poucas bandas).
Conseqüentemente, sondas rDNA não têm
sido tão efetivo para sistemas fingerprinting
genotípicos em fungos. (8)
 Alguns pesquisadores demonstraram
a estrutura circular do genoma mitocondrial
de C. albicans, cujo tamanho de 41 kb
compreende extensas seqüências repetitivas
em menor número de cópias do que o
rDNA (171, 150,172). O DNA celular total
de C. albicans digerido com EcoRI tem
revelado padrões de Southern blot
hibridação com sonda para DNA
mitocondrial aparentemente mais complexos
do que aqueles obtidos com uma sonda
rDNA8. Pesquisas têm demonstrado cinco
bandas distintas, cujos padrões variaram
entre os isolados de C. albicans, sugerindo
que Southern blot hibridação com sonda de
DNA mitocondrial apresenta efetividade na
identificação de linhagens idênticas entre
isolados independentes e na distinção entre
linhagens não relacionadas (149, 150).
Durante análise do tipo I e tipo II de
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Candida stellatoidea, uma espécie
filogeneticamente análoga a C. albicans, os
padrões de hibridação com sonda de DNA
mitocondrial do tipo I foram idênticos,
enquanto aqueles do tipo II variaram. Em
adição, os padrões de alguns isolados de C.
stellatoidea tipo II foram indistinguíveis de
alguns isolados de C. albicans,
demonstrando uma falta de especificidade da
espécie ou baixo poder de resolução do
método, caso aceito C. stellatoidea como
uma espécie independente. Neste estudo, a
hipótese mais provável também foi
postulada como C. stellatoidea tipo II
representando um subgrupo de C. albicans
(80), conforme sugerido em outros estudos
(173). Por conseguinte, sondas de DNA
mitocondrial e rDNA não foram
comumente empregadas em amplos estudos
epidemiológicos de infecções fúngicas, e
nenhum destes métodos foi validado para os
diferentes níveis de resolução genética (8).
As sondas de DNA 27A (175) e Ca3 (16,
17), para hibridação específica em genoma
de C. albicans, foram clonadas quase que ao
mesmo tempo durante o final de 1980 e,
subseqüentemente, foi demonstrado certa
analogia entre tais sondas (19). Estas sondas
contêm seqüências dos elementos repetitivos
RPS e seqüências não-RPS de C. albicans
(20) que, conseqüentemente, hibridizam
grande parte das mesmas bandas durante
ensaios de Southern blot hibridação8.
Entretanto, essas duas sondas não são
idênticas. A sonda 27A contém seqüências
downstr eam dos grupos RPS que
hibridizam com bandas únicas, enquanto
que a sonda Ca3 contém seqüências
upstream dos grupos RPS que hibridizam
com bandas únicas19. Por comparação, a
sonda Ca3 apresenta maior complexidade do
que 27A, e ainda contém uma seqüência
repetitiva adicional chamada seqüência B.
Em média, seu padrão também apresenta
maior complexidade e satisfaz os quatro
requerimentos necessários para um efetivo
método de DNA fingerprinting (12,8). As
sondas Ca3 e 27A também foram
empregadas em v ários estudos
epidemiológicos 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 lógica e os métodos
empregados para clonar e caracterizar as
complexas sondas 27A e Ca3 foram
relativamente confiáveis. Assim sendo, um
ensaio de Southern blot hibridação de
fragmentos digeridos com endonuclease,
empregando sondas capazes de identificar
seqüências 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)
seqüências adicionais menos variáveis,
incluindo seqüências que variam como um
resultado de polimorfismos alélicos, e com
(ii) algumas seqüências hipervari áveis, r
evelando mudanças microevolucionárias
dentro de uma linhagem. Todas estas
informações têm sido fornecidas por um
único padrão de Southern blot hibridação, o
que representa a virtude destas complexas
sondas. Uma sonda complexa deve gerar um
padrão suficientemente complexo a fim de
fornecer medidas correta e sensitiva capazes
de refletir o relacionamento dos isolados. A
porção principal do padrão gerado deve ser
relativamente estável com o passar do tempo
para determinada linhagem. Em adição, a
sonda poderia conter uma ou mais
seqüências de hibridação com fragmentos
monomórficos (i.e., fragmentos que exibem
o mesmo tamanho em todas ou na maioria
das linhagens dentro de uma espécie). Estas
bandas monomórficas poderiam facilitar a
normalização num padrão universal, cujo
objetivo seria a estocagem computacional de
dados (i.e., construção de uma base de dados
auxiliada por computador) para
subseqüentes estudos comparativos e
retrospectivos (8).
 Sherer e Stevens (1988)
demonstraram que a sonda 27A de 6.7 kb,
clonada de uma linhagem clínica de C.
albicans 616, apresenta uma seqüência
repetitiva dispersa por todo o genoma. Eles
analisaram dois clones por Souther n blot
hibridização com sonda 27A de fragmentos
digeridos com Sau3A e demonstraram a
existência de uma seqüência comum entre os
dois clones e 27A154, a qual foi
subseqüentemente identificada como
elemento repetitivo RPS por Iwaguchi e
colaboradores (1992) (21). No contexto
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epidemiológico e taxonômico, padrões de
Southern blot hibridação com sonda 27A, de
isolados atípicos de C. albicans provenientes
de pacientes HIV-soropositivos,
demonstraram características genéticas
idênticas a C. dubliniensis, sugerindo
também uma distribuição geográfica
difundida desta espécie (192). Em adição a
sonda 27A, seus padrões de Souther n blot
hibridação também mostraram maior poder
discriminatório em linhagens clínicas de C.
albicans quando comparados com os
padrões de EK, REA com NotI e PCR
fingerprinting  (195). A sonda Ca3 de 11
kb196, primeiramente referida como JH3
durante ensaios sobre mudanças fenotípicas
(phenotypic switching) em isolados de C.
albicans causando vaginite17, foi clonada de
uma linhagem de laboratório 3153A e
encontra-se dispersa em sete de oito
cromossomos de C. albicans (16). Anderson
e colaboradores (1993) digeriram a sonda
Ca3 com EcoRI 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 direção 5'
para 3'19. Quando o DNA da linhagem de
C. albicans 3153A foi digerido com EcoRI e
analisados pelos fragmentos A (~4.2 kb), B
(~3 kb) e C (~2.9 kb) da sonda Ca3, três
distintos padrões foram obtidos.
 No entanto, a combinação destes
padrões resultou na identificação de todas as
principais bandas obtidas pelos padrões de
hibridação com sonda Ca3 íntegra (22). O
fragmento A gerou três distintos padrões
(~5.8 kb; ~4.5 kb; ~5.8 e 4.5 kb) quando
analisados por Southern blot hibridação de
DNA digerido com EcoRI de isolados
clínicos de C. albicans. Neste caso, o
fragmento A identificou apenas um gene,
cujos padrões representaram variações
alélicas de apenas um locus gênico. O
fragmento B gerou um padrão que incluiu
mais da metade das bandas obtidas pelos
padrões de hibridação com sonda Ca3
íntegra. A maioria dos padrões B foi
polimórfico e representativo de muitas
bandas moderadamente variáveis, as quais
são necessárias para análises de
agrupamento8, ou ainda, foram usadas
durante a demonstração de paridade entre

MLEE, RAPD e Ca3 fingerprinting (12).
Finalmente, o fragmento C gerou padrões
que incluíram bandas de alta massa
molecular, fortemente variáveis, as quais têm
demonstrado imenso valor em análises
microevolucionárias de linhagens infectantes
(112, 92, 19, 159, 162 ). Durante a
determinação da distribuição gen ômica das
seq üências que hibridizam com os três
principais fragmentos da sonda Ca3 (A, B e
C), ensaios de Southern blot hibridação dos
cromossomos de C. albicans, separados
eletroforeticamente, foram investigados22.
Sete distintas bandas cromossômicas 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
sobreposição de bandas possivelmente
ocorreu no mínimo em uma posição (22). A
sonda Ca3 íntegra mostrou forte hibridação
com as bandas 1, 3, 5, 6 e 7. O
subfragmento B mostrou forte hibridação
com as bandas 5 e 7, e fraca hibridação com
a banda 6. O subfragmento C mostrou forte
hibridação com as bandas 1, 3 e 6, e fraca
hibridação com as bandas 5 e 7. Estes
resultados demonstraram que os
subfragmentos B e C apresentam seqüências
dispersas em mais do que um cromossomo,
sendo que o subfragmento C, o qual contém
seqüências RPS, foi mais disseminado do
que o subfragmento B22.
 Southern blot hibridação com a
sonda Ca322, 16,17 tem sido empregada em
vários estudos epidemiológicos e
microevolucionários de isolados clínicos 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 EcoRI tem identificado acima
de 20 bandas, as quais incluíram padrões
monomórficos, moderadamente variáveis e
hipervariáveis (186). Todos estes padrões
foram empregados para avaliar o
relacionamento de isolados cl ínicos,
enquanto que os padrões hipervariáveis
foram empregados para monitorar
microevolução de linhagens infectantes e
comensais de C. albicans (70, 112, 181, 189,
190). Análises de RAPD, MLEE e Southern



Artigos científicos Ferramentas moleculares para caracterização de Candida albicans (Robin) Berkhout (1923)

Estud. Biolog., v.27, n.58, jan./mar. 2005 32

blot hibridação com sonda Ca3
apresentaram forte concordância nos
resultados, durante análises de agrupamento
de isolados orais e outros sítios anatômicos
de C. albicans provenientes de três regiões
geográficas dos Estados Unidos. Três
principais grupos, contendo isolados de
origens não relacionadas, foram gerados
pelos métodos acima sem qualquer indicação
de que algum loci analisado por MLEE
corresponde à s seqüências de amplificação
por RAPD ou da sonda por Ca3. Em adição,
mudanças microevolucionárias dentro de
uma linhagem (origem relacionada) foram
reveladas pelas análises de Southern blot
hibridação com sonda Ca3 (alto poder r
esolutivo), MLEE (moderado poder
resolutivo) e RAPD (moderado poder
resolutivo) (12). Estas mudanças
microevolucionárias também podem
envolver reorganizações do tipo inserção ou
deleção intracromossomal dos elementos
RPS dispersos especificamente por toda
parte do genoma de C. albicans (19).
Isolados de C. albicans de vários sítios
anatômicos provenientes de mulheres
saudáveis foram comparados por Southern
blot hibridação com sonda Ca3. De onze
mulheres que abrigaram comensais em
ambas as cavidades oral e vaginal, quatro
apresentaram linhagens altamente similares,
porém não idênticas, em sítios alternativos.
Este fato tem sugerido a ocorrência de
microevolução entre aquelas linhagens
altamente similares, a partir de um
progenitor que se adaptou em dois
diferentes nichos do corpo. Em adição, tais
populações divergentes poderiam ser
distinguidas geneticamente (190).
Recentemente, Schroeppel e colaboradores
(1994) empregaram a mesma técnica para
acessar o relacionamento genético de
linhagens de C. albicans isoladas de
pacientes (linhagens mantidas e substituídas)
e seus parceiros sexuais. No paciente em que
as linhagens infectantes foram mantidas,
houve mínimas mudanças genéticas em
episódios sucessivos de candidíase vaginal.
No paciente em que as linhagens infectantes
foram substituídas por outras, uma infecção
de transição envolveu uma população
infectante geneticamente mista, e a
substituição de linhagens aparentemente

tiveram origem a partir da cavidade oral dos
parceiros sexuais. Estes resultados
demonstraram que as linhagens de infecções
recorrentes de candidíase vaginal são
geneticamente instáveis, e que o tratamento
com antifúngicos pode resultar em seleção
de variantes previamente infectantes, ou
substituição por linhagens geneticamente
não relacionadas (189).
 Recentemente, o relacionamento
físico entre a sonda Ca3 (16), os grandes
fragmentos genômicos 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 seqüências de elementos
RPS e a margem upstream de C2 do grupo
RPS. Por essa razão, todas estas três sondas
identificam um grupo de bandas comuns em
um Southern blot do DNA genômico
digerido com EcoRI. Portanto, os elementos
RPS empregados exclusivamente como
sonda de DNA fingerprinting tendem a
gerar padrões similares à queles obtidos com
o fragmento C da sonda Ca3 (72, 133).
Embora o padrão C apresente valiosa
utilidade em análises microevolucionárias,
com base na hipervariabilidade no
comprimento de suas seqüências RPS
localizadas em tandem em determinados
locais do genoma (133), seu emprego como
um método efetivo de DNA fingerprinting
produz uma equivocada interpretação de
isolados que não são altamente relacionados
(133). O problema da utilização 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-específico CARE-2 (1.06
kb) a partir do genoma de C. albicans. Os
padrões de Southern blot hibridação
demonstraram diferentes números de cópias
CARE-2 sobre diferentes cromossomos de
C. albicans (204). Padrões complexos
também foram gerados por Southern blot
hibridação com sonda CARE-2, em DNA
digerido com EcoRI de vários isolados
clínicos de C. albicans, os quais
apresentaram aproximadamente o mesmo
número de bandas daqueles padrões obtidos
por Southern blot hibridação com sonda
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Ca3, porém, em contraste com Ca3, cada
padrão de banda CARE-2 foi variável (12).
A sonda CARE-2 distinguiu isolados não
relacionados e identificou a mesma linhagem
em isolados independentes. Entretanto,
enquanto MLEE, RAPD e Ca3
fingerprinting demonstraram paridade
agrupando os isolados clínicos dentro de três
grupos altamente similares, dois dos três
grupos fragmentaram formando-se grupos
de isolados menores e não relacionados no
dendrograma CARE-2 (12). Deste modo, os
padrões da sonda CARE-2 identificam
somente fragmentos hipervariáveis que,
conseqüentemente, tornam-se menos efetivo
em agrupar isolados moderadamente
relacionados (8).
 Os resultados obtidos com a sonda
CARE-2 (12) apontaram para uma
concepção errônea com relação ao emprego
de uma sonda de DNA fingerprinting.
Existe certa tendência em reduzir uma sonda
complexa de DNA fingerprinting a um
elemento de repetição simples, como no
caso da redução da sonda Ca3 ao elemento
RPS, cuja base apoiou-se na noção
equivocada de que o padrão mais variável
corresponde ao melhor método de DNA
fingerprinting para linhagens. Por outro
lado, os padrões de bandas Ca3, analisados
individualmente pelos seus subfragmentos
quanto à variabilidade, revelaram subgrupos
com hipervariabilidade, variabilidade
moderada, baixa variabilidade e nenhuma
variabilidade. Deste modo, estas
informações tendem a fortalecer a sonda
quanto aos vários níveis de resolução
propostos para um método efetivo de DNA
fingerprinting8. Em adição, a redução da
sonda Ca3 para RPS resulta em uma sonda
convenientemente útil para estudos
microevolucionários de linhagens (i.e.,
análise da hipervariabilidade) (133).

Conclusões

 A revolução em biologia molecular
tem aumentado dramaticamente a
capacidade dos pesquisadores para estudar
inúmeras infecções fúngicas, especialmente
aquelas causadas pelo patógeno oportunista
C. albicans e outras espécies de Candida.
Múltiplos sistemas moleculares encontram-

se disponíveis para os propósitos científicos
epidemiológicos, genéticos, evolutivos,
taxonômicos e sistemáticos. No entanto, o
emprego de um sistema adequadamente
padronizado, compreendendo vários
métodos fingerprinting genotípicos
associados a um programa de base de dados
universal tem sido o anseio de muitos
micologistas moleculares. Para avaliar os
níveis de resolução for necidos por um m
étodo fingerprinting genotípico, uma
estratégia de validação tem sido delineada a
qual compara dois ou mais métodos não
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 os níveis de
resolução. Dentro do contexto
epidemiológico, todos os isolados
apresentam uma história, ambos para o
hospedeiro e para o patógeno, a qual poderia
ser mais explorada.
 Cada linhagem submetida à s análises
pelos diferentes métodos fingerprinting
genotípicos poderia ser registrada em
programas de base de dados e submetida a
uma comparação com os parâmetros dos
hospedeiros (i.e., idade, sexo, peso, caracter
ísticas m édicas, condições predisponentes,
artigos protéticos, localização geográfica,
fatores socioeconômicos, associação com
outros indivíduos) e as características do
patógeno (i.e., padrões de assimilação de
açúcares, antigenicidade, secreção de
proteinases, padrões de susceptibilidade à s
drogas, formação de hifa, switching
fenotípico). Estes procedimentos
permitiriam a comparação atual e
retrospectiva de uma seleção de linhagens
clínicas e epidemiologicamente importantes,
as quais poderiam apresentar uma ou várias
características do hospedeiro ou patógeno.
Em adição, a somatória deste crescente
número de informações poderia contribuir
ainda mais (i) para o entendimento da
dinâmica dos organismos infecciosos em
populações humanas, (ii) do complexo
relacionamento entre comensalismo e
infecção, ( iii ) dos mecanismos gen éticos e
evolucionários, ou ainda, (iv) identificar a
origem de uma infecção e (v) monitorar a
emergência de linhagens resistentes aos
fatores ambientais impróprios.
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