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Resumo: Nos Ultimos anos, estudos epidemiolégicos apontam a contribuicao relevante que fungos
do género Candida, especialmente Candida albicans, vém dando as infec¢cdes hospitalares e
comunitarias, seguidas de altas taxas de morbidade e mortalidade, principalmente de lactentes e
pacientes imunocomprometidos. Os protocolos comumente conhecidos para andlise e identificacédo
das espécies sdo muito caros e demorados e, por isso, estudos in silico dos microssatélites ou SSR
(Simple Sequence Repeat) se tornaram importantes marcadores moleculares proporcionando a
engenharia genética uma estratégia para ligar variagdes do gendétipo as variagdes fenotipicas sem a
utilizacéo de métodos caros e demorados de andlise. O presente trabalho avaliou a presenca de SSR
em sequéncias de DNA de diferentes espécies de Candida depositadas no GenBank a fim de
detectar possiveis diferencas entre elas através de programas especificos. Em Candida albicans
foram identificados maior nimero de SSR além de maior variedade de motivos (repeticdes). Foi
detectado um numero reduzido de microssatélites em C. tropicalis (cinco) e nenhum foi encontrado
em C. parapsilosis. A utilizacdo de SSR como ferramenta de identificacdo de Candida foi considerada
satisfatoria, pois revelou importantes diferencas entre as espécies analisadas quanto a presenca e 0s
tipos de SSR.
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Abstract: Hospital infections caused by fungi have been established as a growing public health
problem in many countries. In recent years, epidemiological studies have pointed out the significant
contribution that fungi of the genus Candida, especially Candida albicans, are giving to the hospital
and community infections, followed by high rates of morbidity and mortality, especially in infants and
immunocompromised patients. Commonly known protocols for species analysis and identification are
very expensive and time-consuming and, therefore, in silico microsatellite studies or SSR (Simple
Sequence Repeat) analysis have become important molecular markers providing genetic engineering
a strategy to link genotype variations to phenotypic variations without the use of expensive and time-
consuming methods of analysis. The present work evaluated the presence of SSR in DNA sequences
from different Candida species deposited in GenBank in order to detect possible differences among
them through specific programs. In Candida albicans, a greater number of SSRs was identified, in
addition to a greater variety of motifs (repetitions). A small number of microsatellites was detected in
C. tropicalis (five) and none was found in C. parapsilosis. The use of SSR as a tool to identify Candida
spp. was considered satisfactory, as it revealed important differences between the species analyzed
for the presence and types of SSR.
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Introducéo

As infecgbes hospitalares
causadas por fungos tem representado
problema crescente de saude publica
em muitos paises. Estudos
epidemioldgicos realizados no Brasil
apontam Candida como um dos
principais agentes de infeccOes
nosocomiais’ e se mostrou presente
em muitos casos de infeccbes
sistémicas podendo ser classificada
como a sétima mais prevalente?. Altas
taxas de morbidade e mortalidade,
principalmente  de lactentes e
pacientes imunocomprometidos® foram
observadas e, portanto, estes casos
constituem um grave problema de
saude publica.

Varios processos patoldgicos,
fisiolégicos ou trauméticos podem
facilitar a colonizacdo e posterior
infeccdo do hospedeiro por Candida
spp. Dentre estes, os mais comuns
sd0 imunossupressdo por Varias
causas, neutropenia, desnutricdo e
quimioterapia anti neoplasica®.

Espécies do género Candida
apresentam  variagbes na  sua
composi¢cdo gendmica que podem ser
determinadas por procedimentos de
analise gendmica®. Estes
procedimentos sdo U(teis quando se
quer determinar a identidade do
isolado  presente no  ambiente
hospitalar ou do que tenha vindo de
pacientes internados, e assim associa-
los aos processos infecciosos®.

Véarias metodologias tém sido
utiizadas para a tipagem de C.
albicans “®%*° Contudo, a maior parte
delas depende de processos
demorados e de alto custo, se
executado em laboratorios por meio de
protocolos comumente conhecidos.
Nos ultimos anos, o projeto genoma e
0 surgimento de novas metodologias
de sequenciamento propiciaram a
reducdo dos custos e aumento

expressivo do numero de sequéncias
depositadas no Genbank/NCBI
(National Center for Biotechnology
Information Search Database), que € o
mais conhecido banco de dados que
disponibiliza, gratuitamente,
sequéncias e ferramentas para sua
analise. Este banco foi criado,
inicialmente, pelo Centro Nacional
para Informacao Biotecnoldgica (NCBI)
com o objetivo de abrigar sequéncias
submetidas diretamente por autores de
publicacdes cientificas. Entretanto, ndo
s autores, como também centros de
pesquisa passaram a depositar
regularmente seus dados™”.

A andlise de sequéncias e a
utiizacdo de marcadores genéticos
permitem ao pesquisador classificar os
isolados e assim verificar semelhancas
genéticas entre eles. Um dos
marcadores que podem ser utilizados
sdo 0s microssatélites ou SSRs
(Simple sequence repeat). Essas
sequéncias sédo formadas pela
repeticio em série de nucleotideos
dispostos em arranjos contendo entre
um e seis pares de bases'. Estes
locos podem ser encontrados em
sequéncias génicas (CDS - CoDing
Segment), 5-UTR - Untranslated
region 5°, 3-UTR - Untranslated region
3’ e introns) e intergénicas, podendo
conduzir a um ganho ou perda de
funcdo dos genes. Variacdes nas
regides SSR se originam
principalmente a partir de erros
durante o processo de replicacao,
frequentemente relacionados a erros
da DNA polimerase, podendo gerar
insercdo ou delecdo de pares de
bases, resultando, respectivamente,
em regides maiores ou menores.
Avaliagbes de SSR no genoma
humano tém demonstrado que muitas
doencas sdo causadas por mutacdes
nestas sequéncias revelando a
importéncia de estudar essas regioes.
Esta classe de marcadores € poderosa
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em diversas aplicacdes da genética e
melhoramento, devido a sua
reprodutibilidade,  natureza  multi-
alélica, caracteristica co-dominante e
abundéancia genbmica, proporcionando
aos geneticistas e melhoristas uma
estratégia para ligar variacdes do
gendtipo as variacbes fenotipicas™®.

Muitos microssatélites
encontram-se em  partes  néo-
codificantes do genoma e, portanto,
sao biologicamente silenciosos. Isto
permite que acumulem mutacées sem
obstaculos ao longo das geraces e da
origem a variabilidade que pode ser
utiizado para fins de tipagem
(fingerprint) de DNA e identificagéo
individual. Outros microssatélites estao
localizados em regides de
flanqueamento ou regides intronicas
dos genes'. E possivel destacar que
podem ser feitos uma grande
variedade de trabalhos envolvendo
microssatélites, principalmente, por
trés caracteristicas presentes nesse
marcador: (1) a elevada abundancia
com ampla distribuicdo pelo genoma,;
(2) a neutralidade e (3) o alto
polimorfismo.

Os microssatélites permitem
analisar com eficiéncia a estrutura
genética de populacdes por
apresentarem um maior conteddo
informativo por loco génico do que
outros marcadores moleculares.
Permite, inclusive, observar diferencas
genéticas em populacbes separadas
por poucos quildbmetros, em uma
escala  microgeografica®™.  Assim,
indicam os microssatélites, devido ao
alto polimorfismo, como a metodologia

mais eficiente para
subespécies.

O presente trabalho teve como
objetivo verificar a ocorréncia in silico
de microssatélites em DNA de trés
espécies de micro-organismos do
género Candida.

separar

Materiais e Métodos

A partir do website do NCBI
(www.ncbi.nih.gov), foi realizada
pesquisa para o genoma das espécies
C. albicans, C. tropicalis e C.
parapsilosis. Para a selecdo das
sequéncias utilizou-se a opgao “EST”
(expressed sequence tag) que
funciona como filtro da pesquisa.

As sequéncias de DNA
referentes ao genoma das trés
espécies foram localizadas e em
seguida depositadas em arquivos no
padrdo FASTA para posterior analise
em programa adequado.

ApOs depdsito, o alinhamento
das sequéncias genOmicas foi
realizado pelo programa
computacional Bioedit, com acesso
disponivel e gratuito para download,
apos procura em sites de buscas. Os
alinhamentos das regides  de
microssatélites foram executados com
0 objetivo de posterior importacao para
0 SSR Locator e inicio da analise
proposta’®. Apés o processo de
alinhamento, os arquivos individuais
contendo as sequéncias alinhadas sao
importados para 0 SSRLocator,
programa computacional especifico
para triagem e consequente deteccgao
de SSR (Figura 1).
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m Results of SSR - Loci / Sequences
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A configuracdo para os motivos

(arranjo dos microssatélites) a serem
localizados compreenderam arranjos
formados com repeticbes minimas de
dez pares de base para dimeros (2 x
10), sete para trimeros, (3 x 7), cinco
para tetrameros (4x5) e pentameros
(5x5), quatro para hexadmeros (6x4) Ao
término de cada entrada, o aplicativo
gera arquivos descritivos em formato
de texto  puro; um pipeline
desenvolvido em linguagem de
programacéo (PERL)®.

As sequéncias foram
estudadas, analisadas e separadas em
arranjos de microssatélites néo-
redundantes em classes. Para a
verificagdo de identidade entre
sequéncias gendmicas também foi
usado o BioEdite apenas sequéncias
nao-redundantes foram selecionadas,
ou seja, aquelas com

similaridade(identidade) acima de 90%
foram descartadas.

Apos a verificacdo da identidade
das sequéncias no programa BioEdit,
a deteccdo de microssatélites foi
executada entédo pelo SSRLocator.

Um arquivo, a partir das sequéncias,
foi gerado para andlise por meio do
diretério Creat File.

Resultados

A andlise computacional revelou
além das sequéncias de EST de
Candida albicans que apresentam
contigs com ocorréncia de
microssatélites (Figura 2), os tipos de
microssatélites encontrados nas
sequéncias de EST em seus
respectivos loci (Figura 3).
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m Results of 55R - Loci / Sequences E@
CODIGO CONTIGCOMPLETO |STF|UCTL CONTIG |LDCDSSF| TIPOSSA REPETICOESSSA | SEQUEMCIASSR |T|F’DSE -
4 qil130117520lablD CE7 P 1 [CT138 2 | CT
2 gil130117417IgbIDCE7 P 1 [GaA)38 2 38 GA
] 3 gi90117361igkIDCE? P 1 [AGEC)S 4 5 AGGC
i 4 giam17241ighIDCET P 1 [CAGR 3 8 CAG
A 5 gill30116100lgbID CBE P 1 [&T120 2 20 AT
A B gil130116073IgbID CBE P 1 ICTIES 2 65 CT
7 gil13011600119bl0 CBE P 1 [&G148 2 43 AG
B 8/ gi190115437IgbID 036 P 1 @O 2 1 a0
] 9 gi90114721igkIDCEE P 1 [CT)28 2 28 T
i 10| i1901146031gbIDCEE P 1 [AT)23 2 23 AT
A 11 qil19011371BIgblDCET P 1 [GATTT 2 11 GA
A 12| gil190113608IgbID CRE P 1 ICTI2E 2 26 CT
13| glEB022368gbDR164 P 1 [TCTTCCTCCIES ] 5 TCTTCCTCC
] 14/ glEB02236EgbIDR164 P 1 [TCTTCCTCC)2 9 3 TCTTCCTCC
] 15 glEB022323gbIDR1ES P 1 (AT 2 1 AT
: 16| gilABO22270IgbIDR164 P 1 [TTCTTA)S 3 5 TTCTTA
A 17| giEB022270IgbIDR164 P 1 [GRTGTTH E 4 GGTGTT
A 18 giBB022270IgbIDR1E4 P 1 [TGTTTGG 7 3 TGTTTGG il
] »
Print xL5 Frint T<T Exit
m Results A.Acids - Results 55Rs - Description of Amino Acids derivated 55Rs loci -0 ﬂ
55R NEASES NREPEATS |CODOM1 CODON3 AACIDT AACIDE AACID3 | -
|4 3 10 446G Lys
LT 3 T adll Asn
|t 3 84U Asn
| |AAT 3 15 Asl Ash
ACC 3 T ACC Thi
| |acc 3 7|acc Thi
e 3 9/aG4 Arg
e 3 12 A4 lle
L 3 28 Cod Giln
A 3 11/Coa Gin
| |ces 3 8/CAG G
| |CAT 3 T Cal His
Print 215 Print TT Exit

L« |

Além disso, foi possivel observar a ocorréncia de microssatélites que geram
coédons e consequentemente aminoacidos repetidos nesta espécie conforme (Figura

4).

m Results A.Acids - Results 55Rs - Description of Amino Acids derivated S5Rs loci -0 ﬂ
-
S5R NBASES  |NREPEATS |CODONT CODOMZ AACIDT AACIDZ AACIDG | -~
4 3 10 A5G Lys
e 3 7 Abll Asn
| [AAT 3 2 Adll A
e 3 15 Aall Ash
ACC 3 7 ACC Thr
ace 3 7400 Thr
EED 3 9 4G4 Arg
| [ATA 3 12 A4 lle
Chd 3 28 ChAd Giln
| |caa 3 11/ Cas Gin
| |ces 3 8 CAG Gl
| [CaT 3 7 CAll Hig
Prirt LS Print TAT Exit j
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Foram encontrados numeros variaveis de microssatélites em C. albicans
(Figura 5).
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As analises apontam rica variedade de tipos e repeticdes de microssatélites
sendo detectada uma frequéncia maior de hexametros (37%) seguido de trimeros
(22%), tetrameros (17%), pentameros (17%) e dimeros em menor frequéncia (7%).

BB Results of SSR - Loci / Sequences -0 x|
-
CODIGO |CDNTIGCDMF‘LETD |STF\UCTUHE - W

1| gil3326626551gblK.389905.10K.989305_C05-G1111223-635-PMD19-T.ab1_Candida_tropicalis_suppression_subractive_Librar_[ P
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7| gil2325827441gbLK 989994, 11K 989334_D05-G1114372-698-M13R(-48]. ab1_Candida_tropicalis_suppression_sublractive_Library | P
8| giAS25R2R02Igbl K 38852, 1K 9B9852_E11-G1023084-80-M13F[-47). ab1_Candida_tropicalis_suppressian_sublractive_Library_[ P
9| gil3325824561gblK 989706, 1K IBIT06_AOS-G1023073-63-M13F(-47).ab1_Candida_tropicalis_suppression_subtractive_Libram_(p P

10| gi39266231 BighK 530330, 11K 390330_G12-G1107135-351-M13R(-48] ab1_Candida_tropicalis_suppression_subbiactive_Library_ P

11/ gil232561 91 OlgblK 980373 1WK 989373 D10-6060324211-6462-M13R(-48)_Candida_tropicalis_suppression_subtractive_Library_ P

12| gi392561 796IghK 969253 11K IRI259_B0S-G0A0324201-G452-M13R(-48)_Candida_hopicalis_suppression_subhiactive_Library_ P

3| gil33258201 7ighllk 359480, 1UKI53480_FOE-G080318573-G142-M13R
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o e

A figura 6 mostra a ocorréncia de 12 contigs de C. tropicalis que apresentam
sequéncias de microssatélites. A mesma configuracdo de arranjos de microssatélites
foi aplicada na triagem das trés espécies, entretanto nao foi observada a ocorréncia
de tetrdmeros, pentdmeros e hexametros em C. tropicalis na sequéncia EST
estudada (Tabela 1).
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Tipo SSR Sequencia SSR Repeticoes SSR

3 CA 11
3 TCA 9
3 TTC 8
3 ACT 8
2 AAT 7

Assim como em C. albicans, também foram avaliados os loci de SSR para C.
tropicalis dentro de regifes codificantes e os aminoécidos resultantes (Figura 7).

[ Resutts of SSR - Loci / Sequences _|a ﬁ

|»

CODIGD |EUNT\GEDMPLETU ‘STHUETUHE -
qil392582655I0bk 989905, THK.9835905_C05-G1111223-635-PMD19-T.ab1_Candida_tropicalis_suppression_subbiactive_Libray [ P
al 0N Candida_| : Library_ |
qil39258207 7lobk/ K. 983480, 1HK.983480_FO6-GNB0278873-G142-M13R(-48)_Candida_tropicalis_suppression_sublractive_Library_| P
qil392581959Iobk K 989422, THK.983422_E08-G0321238-G346-M 13 -48]_Candida_tropicalis_suppression_subtractive_Library_{re P
qil392582858)0bk .3907 08, THK990108_E09-G1022152-171413F[-47).ab1_Candida_tropicalis_suppression_subtractive_Library_| P
gil392582822)gbl K 330072, 1WK390072_E03-G1115084-511-M13R(-48).ab1_Candida_tropicalis_suppression_subtractive_Library_ P
gil392582744|gbl K 389994, 1K 389954 _D05-G1114372-696-M13R(-48].ab1_Candida_topicalis_suppression_subbractive_Library_ P
gl 392582602)gbl K 9896852, 1K 389852_B11-G1023084-80-M13F(-47).ab1_Candida_tropicalis_suppression_subtractive_Library_(F P
il 392582456gbl K 9897061 UK 989706_A08-G1023073-69-M13F(-47).ab1_Candida_tropicalis_suppression_subtractive_Library_(F P
10| gil332582316lgbk K330330.1WK330330_G12-G1107135-361-M13R[-48] ab1_Candida_topicalis_suppression_subtractive_Library_ P
11| gil332581 31 0lgbl K58937 3 1UKS83373_D10-G080324211-G462-M13R(-48]_Candida_tropicalis_suppression_subtractive_Library_ P
12| gil332581796Igbk K 589259 10K383255_B03-G 080324201 -G452-413R(-48)_Candida_topicalis_suppression_sublractive_Library_ P

m

@ e R

w

Print $L5 ‘ Frint TAT ‘ Exit |

v

Para C. parapsilosis os resultados foram divergentes em comparagdo com as
outras espécies analisadas. A frequéncia de regides de microssatélites nessa
espécie era muito baixa, entretanto, o programa nao detectou nenhum SSR na
sequéncia EST de C. parapsilosis.
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Discussao

A analise de microssatélites ja
amplamente utilizada nao somente
como formas de identificacdo intra*’*®
e interespecifica’®, mas também para
determinacao de perfil de sensibilidade
a antifingicos®® e controle de infeccéo
hospitalar?”.

Apesar de esperada uma
probabilidade de ocorréncia de
microssatélites  iguais entre as
espécies, por serem do mesmo
género, os resultados desta pesquisa
apontam para uma grande quantidade
de diferencas entre as mesmas, com
poucas similaridades.

Houve poucas semelhancas nos
tipos de arranjos de microssatélites
que ocorrem em C. tropicalis e C.
albicans e muita diferengca na
concentracdo de bases nitrogenadas
(adenina, citosina, guanina e timina,
respectivamente A, C, G e T)
observadas nos microssatélites.

Em C. albicans ha grande
variedade no numero de repeticbes
para os dimeros GA e CT. O mesmo
nao € observado em C. tropicalis para
nenhum tipo de microssatélite. A
primeira espécie detém, também,
maior variedade nos tipos de SSR,
sendo observada a ocorréncia de
dimeros, trimeros, tetrameros,
pentameros e hexameros.

N&o houve ocorréncia de um
anico  microssatélite  que  fosse
ordindrio em ambas. Nem mesmo
dimeros que sdo conhecidos como
comuns na maioria das espécies.
Também ndo foi observada presenca
de  tetrameros, pentameros e
hexadmeros nas sequéncias de C.
tropicalis.

Mesmo com poucas
semelhancas entre os microssatélites
nas sequéncias analisadas destas
duas espécies, ha o ponto positivo da
possibilidade de utilizac&o de tais SSR
apresentados como marcadores

13

moleculares para diferenciacdo segura
entre amostras, visto que visualmente
sao muito parecidas.

Tragando-se um comparativo
entre C. albicans e C. tropicalis, nota-
se alta concentracdo das bases
nitrogenadas citosina e guanina para a
primeira espécie e concentragdo de
adenina para a segunda.

Estudos envolvendo
microssatélites realizados com C.
albicans revelaram uma distribuicdo
genotipica Unica de C. albicans
associada a  vulvovaginite  por
Candida®® demonstrando que a
aplicabilidade dos estudos de
microssatélites pode ir além da
identificacdo e promover ferramentas
para analise de isolados
potencialmente patogénicos.

Microssatélites em C. tropicalis

também ja& foram estudados® e foi
possivel utilizar esse marcador para
identificagcdo de linhagens dessa
espécie.
Embora o estudo n&o tenha revelado
presenca de microssatélites em C.
parapsilosis esse tipo de marcador
vem sendo utilizado com sucesso para
distingdo entre isolados de C.
parapilosis como C. ortopsilosis, C.
metapsilosis e C. parapsolosis stricto
sensu®®. Os novos microssatélites s&o
uma Vvaliosa ferramenta para a
diferenciacdo de C. parapsilosis stricto
sensu eimportante na epidemiologia
para responder a questbes de tenséo
e determinar vias de transmissao.

A cada dia novas sequencias de
DNA gendmico estado sendo
adicionadas aos bancos de dados o
que viabiliza ainda mais os estudos de
analise in silico diminuindo gastos com
materiais de consumo, equipamentos
e infra-estrutura para as analises
convencionais. Além disso, é uma
ferramenta que pode ser facilmente
manipulada e demandando curto
tempo de formacdo de recursos
humanos, com necessidades apenas
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de conhecimento basico em genética,
biologia molecular e bioinformatica.

Conclusao

Os microssatélites estdo
amplamente distribuidos no genoma
de C. albicans e C. tropicalis. Ainda
gue venham de um mesmo género,
estas  espécies provaram  que
realmente ndo possuem grandes
semelhantes a nivel molecular em
relacdo as areas analisadas, muito
embora sejam extremamente
parecidas em termos fenotipicos
quando analisadas morfologicamente.
Desta forma, 0S marcadores
identificados podem ser testados
experimentalmente por meio de
técnicas moleculares para
identificacdo especifica das espécies
estudadas. Nas condi¢cbes testadas,
nao houve identificacdo de
microssatélites em C. parapsilosis
entretanto, o aumento constante de
genomas inseridos em bases de dados
podera revelar marcadores nesta
espécie em estudos posteriores.

Devido a semelhanca fenotipica
e para evitar que haja dlvidas ou erros
na diferenciacdo bioquimica/morfo-
l6gica entre isolados, sugere-se fazer
uma andlise dos mesmos a nivel
molecular usando marcadores
microssatélites. As  regibes de
microssatélites identificadas e
descritas neste trabalho sé&o potenciais
candidatos que podem ser
empregados em testes de biologia
molecular como marcadores
moleculares especificos para
identificacdo precisa dos isolados das
espécies aqui avaliadas.
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