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RESUMO 

 

 

PINHEIRO, Eliane Olmo. Identificação genotípica e fenotípica de leveduras de 
importância clínica para autenticação em banco de leveduras de Instituição 
Militar de Saúde. 2019. 139f. Dissertação (Mestrado em Saúde, Medicina 
Laboratorial e Tecnologia Forense) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, 
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019. 
 

Candidíases invasiva continua sendo prevalente causa de morbidade e 
mortalidade em pacientes imunocomprometidos. Essa forma de candidíase é um 
dos aspectos mais polimórficos das micoses sistêmicas e, em muitos casos, é um 
achado terminal. Nas últimas décadas, as tecnologias para identificação de 
leveduras têm avançado significativamente, com métodos bioquímicos 
automatizados, ensaios baseados em análise de ácidos nucleicos e proteômicos. 
Particularmente a proteômica na sua versão Espectrometria de Massas por Tempo 
de Voo (MALDI-TOF MS), tem se apresentado como uma alternativa promissora 
para a identificação na rotina de espécies de leveduras. O presente trabalho, teve 
como objetivo a recuperação de leveduras isoladas de amostras clínicas, a partir de 
frascos de hemocultura, provenientes do serviço de microbiologia de um hospital 
privado no Rio de Janeiro, e re-identificação das mesmas, através de métodos 
fenotípicos, utilizando meio cromogênico e o equipamento vitek 2, assim como o 
teste de formação de tubo germinativo e produção de clamidósporos para C. 
albicans e C. dubliniensis.  MALDI-TOF MS e PCR em tempo real também foram 
utilizados para autenticação das cepas e criação de um banco de leveduras, para 
fins de pesquisa científica e atividade de ensino.  Foi selecionado o método de 
Castellani, para a manutenção e conservação dos microrganismos na Coleção de 
Leveduras. Nesse estudo, foram analisados 112 isolados de leveduras, sendo 
observado, dentre as espécies, as seguintes taxas de recuperação: C. tropicalis 
(27,7%), complexo C. albicans (21,6%), complexo C. parapsilosis (20,7%), complexo 
C. glabrata (16,2%), C. krusei (3,6%), C. haemuloni (1,8%). Dentre as espécies com 
o menor percentual de isolamento, foram encontradas: C. dubliniensis, C. famata, 
complexo C. guilliermondii, C. pelicullosa, C. utilis (0,9%) e outras espécies de 
leveduras (4,5%). Foi possível verificar o bom desempenho do MALDI-TOF MS 
frente aos métodos fenotípicos para a caracterização das leveduras assim como sua 
boa correlação com o PCR em tempo real. Através dessa pesquisa, foram 
elaborados os protocolos técnicos, formulários e bem como Compêndio de Métodos 
e de Boas Práticas em Coleção de Cultura de Leveduras. O presente estudo 
permitiu a recuperação de cepas de leveduras de interesse clínico para 
autenticação, através das metodologias fenotípicas e genotípicas e criação de um 
banco de microrganismos para atender à demanda de pesquisa do Instituto de 
Biologia do Exército. 
 

Palavras-chave: Candidíase sistêmica. Hemocultura. Identificação de leveduras. 

MALDI-TOF MS. PCR em tempo real. Banco de leveduras. 



ABSTRACT 
 

 

PINHEIRO, Eliane Olmo. Genotypic and phenotypic identification of yeasts of 
clinical importance for authentication in a yeast bank of a Military Health 
Institution. 2019. 139f. Dissertação (Mestrado em Saúde, Medicina Laboratorial e 
Tecnologia Forense) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade 
do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019. 
 

Invasive candidiasis continues to be a prevalent cause of morbidity and 
mortality in immunocompromised patients. This form of candidiasis is one of the most 
polymorphic aspects of systemic mycoses and, in many cases, is a terminal finding. 
In the last decades, yeast identification technologies have advanced significantly, 
with automated biochemical methods, assays based on nucleic acid and proteomic 
analysis. Particularly the proteomics in its version Mass Spectrometry by Time of 
Flight (MALDI-TOF MS), has been presented as a promising alternative for the 
identification in the routine of species of yeasts. The objective of this study was to 
recover isolated yeasts from clinical samples from blood culture bottles from the 
microbiology department of a private hospital in Rio de Janeiro, and to re-identify 
them using phenotypic methods using chromogenic medium and vitek 2 equipment, 
as well as the test of germ-tube formation and production of chlamydospores for C. 
albicans and C. dubliniensis. MALDI-TOF MS and real-time PCR were also used for 
strains authentication and creation of a yeast bank for purposes of scientific research 
and teaching activity. The Castellani method was selected for the maintenance and 
conservation of the microorganisms in the Yeast Collection. In the present study, 112 
isolates of yeasts were analyzed. Among the species, the following recovery rates 
were observed: C. tropicalis (27.7%), C. albicans complex (21.6%), C. parapsilosis 
complex (20.7%), C. glabrata complex (16.2%), C. krusei (3.6%), C. haemuloni 
(1.8%). Among the species with the lowest percentage of isolation were: C. 
dubliniensis, C. famata, C. guilliermondii, C. pelicullosa, C. utilis (0.9%) and other 
species of yeasts (4.5%). . It was possible to verify the good performance of MALDI-
TOF MS against the phenotypic methods for the characterization of yeasts as well as 
their good correlation with real-time PCR. Through this research, the technical 
protocols, forms and as well as Compendium of Methods and Good Practices in 
Yeast Culture Collection were elaborated. The present study allowed the recovery of 
yeast strains of clinical interest for authentication through phenotypic and genotypic 
methodologies and creation of a microorganism bank to meet the research demand 
of the Institute of Biology of the Army. 

 
 

 

Keywords: Systemic candidiasis. Blood culture.Identification of yeasts. MALDI-TOF 

MS. Leveduras bank. 
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INTRODUÇÃO  

 

 

Nas últimas três décadas, a incidência de infecções sistêmicas apresentou 

significativo aumento, devido a fatores como Aids, transplantes de órgãos e medula 

óssea, uso de citostáticos e quimioterápicos, corticoterapia, antibioticoterapia, 

técnicas cirúrgicas invasivas e acesso vascular. Dentre os agentes fúngicos, 

Candida spp é, sem dúvida alguma, o microrganismo mais frequentemente 

envolvido em casos de infecção, em pacientes imunocomprometidos. Além disso, 

essas leveduras têm se mostrado mais resistentes às drogas antifúngicas de uso 

clínico, principalmente quando espécies de Candida não-albicans estão presentes. 

Importa mencionar que, de fato, qualquer organismo fúngico que apresente algum 

fator de patogenicidade, potencialmente, poderá causar infecção, a princípio, em 

hospedeiros com alteração de seu estado imune e/ou naqueles que pertençam a 

populações vulneráveis. (DORNELAS-RIBEIRO et al., 2012; NEUFELD et al., 2015). 
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1 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

1.1 Infecções fúngicas 

 

 

As infecções fúngicas são a maior causa de morbidade e mortalidade em 

pacientes com malignidades hematológicas e outras patologias onde há um 

comprometimento imunológico, sendo as candidíases e aspergiloses as mais 

prevalentes (cerca de 90%), nessa população de pacientes (RUHNKE & 

MASCHMEYER, 2002). No entanto, há consenso na literatura sobre a alteração no 

espectro dos agentes etiológicos e o aumento na incidência das infecções fúngicas 

invasivas por fungos, até então, pouco relatados (NEUFELD, 2009). 

Apesar do complexo C. albicans permaner como o principal agente 

responsável por infecções relacionadas à assistência a saúde, espécies de Candida 

não-albicans, como complexo C. glabrata, complexo C. parapsilosis, C. tropicalis, 

complexo C. guilliermondii, C. dubliniensis, C. lusitaniae e C. krusei têm emergido 

como significantes patógenos oportunistas. Dada a inerente variabilidade nos perfis 

de susceptibilidade antifúngica das espécies de Candida e a emergência de 

infecções por mais de uma espécie, a efetiva identificação fúngica é fundamental 

para a melhor decisão terapêutica (CHAO et al., 2014). O espectro de fungos 

oportunistas, agentes de infecções hospitalares, tem expandido progressiva e 

constantemente, incluindo diversas espécies do gênero Candida menos comuns e 

outras leveduras como Cryptococcus, Trichosporon, Rhodotorula e outros (DEL 

NEGRO, 2008; FERREIRA, 2016). 

 

 

1.1.1 Fatores predisponentes 

 

Muitos fatores são relacionados como facilitadores para o desenvolvimento de 

infecções fúngicas oportunistas. Entre esses fatores, podem ser citados o advento e 

uso intensivo de antibióticos, corticoides, drogas citostáticas, procedimentos 

invasivos, tais como as intervenções cirúrgicas, que exigem a cateterização dos 

pacientes, transplantes de órgãos, implantação de próteses e ainda doenças de 
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base, como o alcoolismo, diabetes e doenças hematológicas. Fatores ligados ao 

hospedeiro como idade e estado nutricional têm sido também descritos como 

agentes predisponentes de infecções (NEUFELD, 2009; DORNELAS-RIBEIRO, 

2011). 

Os avanços tecnológicos que permitiram o prolongamento da vida de 

indivíduos submetidos a terapias agressivas para tratamento de patologias 

primárias, tornaram os mesmos susceptíveis às infecções fúngicas (HIGASHI et al., 

2015).  

Pacientes hospitalizados estão entre aqueles com maior risco para 

desenvolver infecções invasivas por Candida. Infecções sistêmicas por Candida spp 

podem ser adquiridas através do contato das mãos de profissionais de saúde com 

pacientes portadores de cateteres vasculares centrais, implante de próteses 

contaminadas, bem como pela administração parenteral de soluções contendo 

patógenos (HINRICHSEN et al., 2008). A imunossupressão causada por 

neutropenia, malnutrição, quimioterapia e radioterapia,  podem ter como rota de 

infecção, o uso de cateter, queimaduras e colonização prévia, constituindo fatores 

de risco importantes para o desenvolvimento de candidemias. Recém-natos também 

podem desenvolver infecções por Candida, devido a uma série de fatores como: 

prematuridade, baixo peso ao nascer, nutrição parenteral, cateter intravenoso e 

estágio de desenvolvimento da imunidade (DORNELAS-RIBEIRO, 2011). 

Candida spp pertencem à microbiota do trato gastrointestinal e genital e, 

portanto, apresentam baixo grau de virulência. Todavia, ocasionalmente, 

modificações nos mecanismos de defesa do hospedeiro poderão resultar em um 

processo infeccioso (DORNELAS-RIBEIRO, 2011). Acredita-se que a maioria dos 

casos de candidemia seja adquirida por via endógena, pela translocação de Candida 

do trato gastrointestinal (JUYAL et al., 2013). Desse modo, as candidemias são 

infecções fúngicas predominantemente endógenas e de caráter oportunista e o 

desenvolvimento da infecção é desencadeado por distúrbios na defesa imunológica 

de base celular, alterações fisiológicas, quebra de barreiras naturais ou, ainda, na 

ocorrência de desequilíbrio na microbiota do hospedeiro (FERREIRA, 2016). 

A invasão dos microrganismos ao tecido hospedeiro pode ser facilitada pela: 

capacidade de aderência às células epiteliais e endoteliais, através da ligação às 

proteínas da matriz extracelular, como a fibronectina e laminina, a produção de 

enzimas extracelulares, como fosfolipases, proteinases e plasma-coagulase, a 



20 

formação de tubo germinativo, pseudo-hifas e hifas verdadeiras. Importa mencionar 

que a quantidade de microrganismos associada ao processo infeccioso, seja 

adquirida por via endógena ou via exógena (como por exemplo a formação de 

biofilme, em pacientes usando cateter) também tem papel significativo no 

desenvolvimento e persistência das infecções fúngicas (SENET, 1997; RODRIGUES 

et al., 2003). Os biofilmes são definidos como uma estrutura microbiana comunitária 

que adere a superfícies e fica revestida em uma matriz de material 

exopolissacarídico (RAMAGE et al., 2005; DURAN et al., 2007).  Isolados do 

complexo C. parapsilosis, C. kefyr e complexo C. glabrata, dentre outros, possuem 

menor desenvolvimento de biofilme, comparados com o complexo C. albicans 

(DOUGLAS L. J., 2002; WEBER et al., 2008). Segundo SARDI et al (2013), um 

biofilme é uma associação organizada de comunidades de células, geralmente 

incorporadas em uma matriz extracelular. Os biofilmes de Candida podem ser 

constituídos por células de diferentes morfologias: hifas e células leveduriformes 

(blastósporos) exceto os do complexo C. glabrata, contituídos apenas por 

blastósporos (FINKEL & MITCHELL, 2011; RODRIGUES, SILVA, & HENRIQUES, 

2014; SARDI et al., 2013). A Figura 1, descreve o processo de formação de um 

biofilme. 

 

Figura 1 - Etapas no processo de formação de um biofilme 
 

 

 

Fonte: Adaptado de Finkel & Mitchell, 2011 e copiado de Vieira, F. M. R. M., 2016. 

 

Inicialmente, a adesão das células leveduriformes a um substrato é 

possibilitada pela ocorrência de processos físico-químicos e pela presença de 

adesinas (BRUNKE & HUBE, 2013; GIOLO & SVIDZINSKI, 2010). Em seguida, no 

processo de iniciação, a proliferação das células leveduriformes e formação dos 

tubos germinativos refletem-se na formação de estruturas filamentosas (hifas e/ou 
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pseudo-hifas) na parte superficial do biofilme (FINKEL & MITCHELL, 2011; MAYER 

et al., 2013). Com a maturação do biofilme ocorre o acúmulo dos constituintes que 

formam a matriz extracelular, tornando a estrutura mais resistente à terapia 

antifúngica. As células não aderentes, podem colonizar outras superfícies (FINKEL & 

MITCHELL, 2011). 

 

 

1.2 Principais leveduras de interesse clínico 

 

 

1.2.1 Espécies do gênero Candida 

 

 

Complexo Candida albicans – Microrganismo mais frequentemente isolado 

de infecções superficiais e invasivas.  C. albicans é a espécie com maior 

conhecimento acerca de sua capacidade patogênica, devido à diversidade de 

fatores de virulência descobertos. Diante de condições predisponentes, C. albicans 

pode passar da forma leveduriforme para a filamentosa, aumentando a sua 

virulência, pela produção de metabólitos tóxicos, podendo, por isso, ocasionar 

diferentes quadros de fungemia, endocardite, processos pulmonares e abscessos 

(renais, cerebral, etc.) (LONDERO et al., 2004). Essa espécie é naturalmente 

sensível às drogas antifúngicas de uso sistêmico, mas casos de resistência 

adquirida a azólicos são conhecidos em pacientes expostos prolongadamente a 

esses fármacos (COLOMBO & GUIMARÃES, 2003; MAGEE& MAGEE, 2005; 

TIRASCHI et al., 2007). Estudos mostraram, baseados em evidências filogenéticas, 

que Candida dubliniensis e Candida africana passaram a pertencer ao complexo C. 

albicans (ABASTABAR et al., 2016) 

Candida auris - Levedura emergente, que representa grave ameaça à saúde 

global e que por sua multirresistência a poliênicos, azólicos e derivados de 

pneumocandina/equinocandina, foi isolada, pela primeira vez, em 2009, como 

causadora de doença em humanos, após sua recuperação no canal auditivo externo 

de um paciente japonês (ANVISA, 2017). C. auris é de transmissão fácil entre 

pacientes hospitalizados, assim como a sua capacidade de se manter viável em 

superfícies ambientais. A associação com alta mortalidade e persistência de 
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candidemia, inconsistência nos resultados dos testes de susceptibilidade, 

identificação incorreta pelos sistemas de identificação comercial disponíveis, 

dificultam seu manejo e detecção (SEKYERE, 2017). A Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA) elaborou um comunicado de risco, em janeiro de 

2017, relatando surtos de Candida auris em serviços de saúde na América Latina. 

Candida dubliniensis - Levedura semelhante à C. albicans nas suas 

características fenotípica, genotípica e filogenéticas. Está comumente associada à 

mucosa oral, a pacientes com HIV e a pacientes diabéticos. A C. dubliniensis é 

responsável por cerca de 2% das candidemias. Recentemente, mostrou-se que a C. 

dubliniensis tem capacidade reduzida de produzir hifas, o que pode resultar em 

menores níveis de colonização e invasão tecidual (SULLIVAN et al., 1999; MORAN 

et al., 2004; McMANUS et al., 2008; BARBEDO & SGARBI, 2010). Essa espécie 

passou a pertencer ao complexo C. albicans. 

Candida famata – Fungo leveduriforme que habita a cavidade oral do ser 

humano como comensal. Normalmente encontrada em alguns alimentos, incluindo 

os laticínios, C. famata é responsável por cerca de 0,2 a 2 % das fungemias. A C. 

famata é menos suscetível ao derivados azólicos, em comparação com o complexo 

C. albicans (CARRASCO et al., 2005; GUPTA et al., 2006; PISA et al., 2007). 

           Complexo Candida glabrata - Levedura considerada como sapróbia na 

microbiota  de indivíduos sadios. Sua significância, como agente de infecções 

fúngicas em seres humanos, tem aumentado, em especial, como consequência do 

uso de drogas imunossupressoras e do advento da Aids. Esse agente apresenta 

taxas de mortalidade de 50%, em pacientes com câncer, e de até 100%, quando em 

complicações de transplante de medula óssea (RAY et al., 2007).  

Predominantemente, tem sido isolada de pacientes com antecedentes de profilaxia 

antifúngica, utilizando fluconazol, mas sem o uso do cateter (CANTÓN, VIUDES & 

PEMÁN, 2001). O complexo C. glabrata tem menor sensibilidade ao fluconazol e à 

anfotericina B do que outras espécies de Candida (PAPPAS et al., 2004; PFALLER 

et al., 2002; PFALLER et al., 2004). O complexo é formado por Candida glabrata 

sensu stricto, Candida bracarensis e Candida nivariensis (BARCELOS & AQUINO, 

2018). 

Complexo Candida guilliermondii – Frequentemente, está associada a 

quadros de onicomicoses, pacientes com câncer, neutropênicos, transplantados e 

em pacientes na terapia intensiva. Observa-se semelhança morfológica e bioquímica 
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com C. famata (PFALLER et al., 2006; LAN et al., 2006; MEDEIROS et al., 2007). 

Essa levedura tem sido considerada emergente, e apresentando resistência in vitro 

aos derivados azólicos e à anfotericina B (COLOMBO & GUIMARÃES, 2003; 

CANTÓN et al., 2006; GIRMENIA et al., 2006). 

Candida haemulonii – Esse fungo foi descoberto em 1962, a partir do 

isolamento do intestino de Haemulonscirus, um trematódeo. O microrganismo 

também foi isolado a partir da pele de golfinhos e água do mar, na costa de Portugal. 

Esse fungo está normalmente associado a pacientes apresentando doenças como 

câncer, diabetes e anemia megaloblástica e à utilização de cateter. C. haemulonii 

mostra semelhança fenotípica com C. famata e o complexo C. guilliermondii. A 

levedura tem apresentado aumentada resistência para fluconazol, itraconazol e 

anfotericina B, porém é suscetível ao voriconazol, 5-fluorocitosina e caspofungina 

(RODERO et al., 2002; KHAN et al., 2007). A C. haemulonii é filogeneticamente 

relacionada com C. auris, que também é conhecida por sua resistência à 

anfotericina B e fluconazol (ALMEIDA et al., 2012). 

Candida krusei - Levedura que apresenta resistência intrínseca ao 

fluconazol, combinada com baixa sensibilidade para anfotericina B e para a 5-

fluorocitosina (PAPPAS et al., 2004). Contudo, apresenta sensibilidade ao 

voriconazol e às equinocandinas. Candida krusei exibe uma plasticidade com 

respeito ao desenvolvimento de resistência a antifúngicos, sendo importante seu  

monitoramento, incluindo nesse procedimento o complexo C. glabrata (SHEMER et 

al., 2001; PFALLER et al., 2008; BARBEDO & SGARBI, 2010). 

Complexo Candida parapsilosis – O microrganismo foi descrito por Roy & 

Mayer (1998), como agente etiológico de vaginite, fungemia e endocardite, em 

pacientes neutropênicos. É um fungo ubíquo, comumente isolado do ambiente,  solo 

e água e de plantas. As espécies do complexo Candida parapsilosis se apresentam 

como patógenos nosocomiais, associadas a cateteres, com manifestações clínicas 

que incluem fungemias, endocardites, endoftalmites, artrites e peritonites, bem como 

estão relacionadas a procedimentos invasivos ou dispositivos protéticos. Espécies 

frequentemente isoladas da corrente sanguínea, particularmente de pacientes 

neonatos, transplantados e pacientes que recebem nutrição parenteral. O complexo 

C. parapsilosis pode ser dividido em três grupos distintos, com base nos aspectos 

genotípicos, proteicos, isoenzimas e sequência de DNA mitocondrial em C. 

parapsilosis sensu stricto, C. orthopsilosis e C. metapsilosis (COLOMBO & 
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GUIMARÃES, 2003; LAFFEY & BUTLER, 2005; LOGUE et al., 2005; GULLU et al., 

2008; KOCSUBÉ  et  al., 2007). 

Candida tropicalis – Essa levedura é considerada a segunda ou a terceira 

causa de candidemias em adultos, principalmente, em pacientes com linfoma, 

leucemia, complicações hematológicas malignas, diabetes mellitus e câncer. 

Apresenta capacidade invasiva maior do que a do complexo C. albicans e estima-se 

que 50-60% de pacientes com condições predisponentes, quando colonizados, 

desenvolvem candidíase invasiva. As infecções sistêmicas por C. tropicalis estão 

associadas a taxas mais altas de mortalidade e disseminação que o complexo C. 

albicans e complexo C. parapsilosis (CANTÓN, VIUDES & PEMÁN, 2001; 

COLOMBO & GUIMARÃES, 2003; ZAUGG et al., 2001; ROILIDES et al., 2003; 

VANDEPUTTE et al., 2005). 

Candida utilis - Levedura empregada na indústria, principalmente em 

reações de fermentação não alcoólica. É capaz de utilizar álcoois como fonte de 

carbono. Agente extremamente raro em fungemias, pode ser encontrada no trato 

digestivo de pacientes hospitalizados (HAZEN et al., 1999; FUJINO et al., 2006). 

Complexo Candida rugosa - Levedura considerada um patógeno emergente, 

envolvida em raros casos de infecção invasiva. Candida rugosa coloniza, 

frequentemente, pacientes de alto risco e exibe uma redução da sensibilidade a 

poliênicos e ao fluconazol, podendo ser transmissível de pessoa a pessoa, no 

ambiente hospitalar, e ser endêmica, em certas instituições (HERNANDES et al., 

2004; PFALLER et al., 2006). 

 

 

1.2.2 Leveduras não pertencentes ao gênero Candida 

 

 

Cryptococcus spp – Representado por duas espécies, Cryptococcus 

neoformans e Cryptococcus gattii, e que podem ser distinguidas de outras leveduras 

patogênicas, como Candida, pela presença de uma cápsula polissacarídica (KWON-

CHUNG et al., 2014). A primeira espécie possui distribuição cosmopolita e pode ser 

encontrada em excretas de aves, principalmente pombos, porém, acomete mais 

frequentemente indivíduos imunossuprimidos, comumente HIV positivos, enquanto 

que a segunda espécie é mais frequente em áreas tropicais e subtropicais, sendo 
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observada no ambiente rural, na floração dos eucaliptos, ocos e troncos de árvores, 

acomentendo indivíduos imunocompetentes. A transmissão da doença ocorre pela 

inalação das células fúngicas (blastósporos e basidiósporos), sendo os principais 

órgãos comprometidos o pulmão e o sistema nervoso central, devido ao 

neurotropismo do agente. Os antifúngicos mais utilizados para o tratamento da 

criptococose são a anfotericina B, fluconazol e voriconazol. Os derivados das 

pneumocandinas/equinocandinas não tem ação sobre o fungo em decorrência da 

composição de sua parede celular (PERFECT et al., 2010; ALMEIDA & MACHADO, 

2014). 

Rhodotorula spp - Levedura comumente encontrada no meio ambiente (solo, 

ar e água), sendo também encontrada em produtos de origem animal como leite e 

queijo. Esse fungo tem emergido como um patógeno oportunista devido a sua 

habilidade de colonizar e causar infecções em pacientes suscetíveis. Na verdade, 

todavia, são comensais e participam da microbiota da pele, unhas e mucosas no 

homem. 

O gênero inclui 8 espécies, porém, apenas R. mucilaginosa, R. glutinis, R. 

minuta são conhecidas como agentes de doença em humanos. A Rhodotorula 

produz colônias alaranjadas, sendo uma característica peculiar desse grupo (WIRTH 

& GOLDANI, 2012) 

Saccharomyces cerevisiae - Microrganismo conhecido por sua ampla 

utilização industrial em panificação, produção de etanol e vinhos (SCHADEN et al., 

2010; SILVA et al., 2011). O gênero Saccharomyces pode estar presente como 

colonizante na mucosa gastrointestinal, respiratória e urinária, em pacientes com 

doenças de base. É reconhecido como patógeno emergente, apresentando uma 

incidência que pode chegar a 4% dos isolados fúngicos em hemoculturas. Acredita-

se que sua entrada no organismo seja predominantemente por via gastrointestinal, 

contudo há relatos de contaminação de cateteres, através de mãos contaminadas 

(ENACHE-ANGOULVANT & HENNEQUIN, 2005; AUCOTT et al., 1990; CASSONE 

et al., 2003; SILVA et al., 2011). 

Trichosporon spp - As infecções fúngicas pelo gênero Trichosporon 

comumente são classificadas como micoses superficiais, de natureza benigna e que 

acometem, preferencialmente, o couro cabeludo, as axilas e a região pubiana 

(SILVESTRE JUNIOR, MIRANDA & CAMARGO, 2010; MATTEDE et al., 2015).  
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Recentemente tem sido reportado que o gênero Trichosporon pode também 

acometer o ser humano em infecções sistêmicas. Nos últimos anos, esse fungo tem 

apresentado aumento na incidência de infecções hospitalares, principalmente em 

pacientes graves, imunossuprimidos, sujeitos a longos períodos de internação e 

submetidos a procedimentos invasivos (NUCCI et al., 1995) 

Geotrichum spp - Fungo ubiquitário, que pode também ser encontrado na 

microbiota humana, sendo isolado de pele, escarro e fezes. Esse microrganismo 

pode causar infecções graves em imunocomprometidos. O Geotrichum candidum é 

a espécie normalmente mais associada à infecção em humanos (BOUZA & MUNOZ, 

2004; BUCHTA et al., 2001; D’ANTONIO et al., 1996; MARTINO et al., 2004; 

TURDA, 2013). 

 

 

1.3 Candidíase sistêmica 

 

 

A candidíase sistêmica é uma das formas micóticas mais polimórficas de 

todas as micoses e, em muitos casos, é um achado terminal. Essa condição 

apresenta-se com sinais e sintomas inespecíficos, provas sorológicas inconclusivas 

e requerendo equipamentos específicos para o isolamento do microrganismo 

(LONDERO et al., 2004; FIGUERAS et al., 2011). Além disso, o tratamento é de alto 

custo e existe uma elevada taxa de mortalidade (COLOMBO et al., 2006). 

Vários fatores são atribuídos ao risco de desenvolvimento de candidíase 

invasiva. A candidemia é observada, particularmente, entre pacientes hospitalizados 

por longos períodos de tempo, em tratamento com antibióticos de amplo espectro, 

em quimioterapia, submetidos à transplantes e procedimentos invasivos, 

cateterizados, em nutrição parenteral, neutropênicos e imunossuprimidos 

(TUMBARELLO et al., 2007; VIGOURUX et al., 2006). 

          Candida albicans ainda é considerada a espécie mais encontrada em casos 

de candidemias, porém, o aumento das taxas de candidemia por C. tropicalis, 

complexo C. parapsilosis, complexo C. glabrata e C. krusei tem sido relatado em 

todo mundo. A razão para emergência de espécies não-albicans não está ainda 

completamente elucidada, mas algumas condições médicas podem produzir impacto 

no risco de desenvolvimento de candidemia por essas espécies. O complexo C. 
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parapsilosis é responsável por candidemias relacionadas mais ao uso de cateteres e 

nutrição parenteral, C. tropicalis está mais associada à neoplasias e neutropenias, 

C. krusei e o complexo C. glabratra estão mais associadas à prévia exposição a 

azólicos (COLOMBO et al., 2006). 

Diversas espécies de Candida isoladas de sangue apresentam sensibilidade 

à anfotericina B e ao fluconazol, porém, existem algumas exceções, como os 

isolados de C. krusei, que são intrinsicamente resistentes ao fluconazol, e alguns do 

complexo C. glabrata, que possuem sensibilidade reduzida. A correta identificação 

da espécie e o resultado do teste de susceptibilidade para antifúngicos são dados 

fundamentais para o adequado manejo das candidemias (SANDVEN, 2000). 

 

 

1.4 Identificação de leveduras 

 

 

Nas últimas décadas, as tecnologias para identificação de leveduras vêm 

apresentando grande avanço no que se refere à sua capacidade de discriminação 

dos isolados. Métodos de ensaios bioquímicos automatizados, ensaios baseados em 

análise de ácidos nucleicos e ensaios baseados em análise proteômica têm sido 

desenvolvidos. Com o uso de métodos laboratoriais convencionais, a identificação 

de espécies de leveduras geralmente é laboriosa e demorada. Além disso, alguns 

desses métodos não apresentam eficácia na identificação de espécies menos 

comuns. As técnicas moleculares, embora tenham aumentado consideravelmente a 

capacidade de identificação de leveduras, muitas estão associadas com custos 

aumentados, complexidade de execução e necessidade de um conhecimento 

técnico específico. Diante desse quadro, a Espectrometria de Massas por Tempo de 

Voo (MALDI-TOF MS) se apresenta como uma alternativa promissora para a 

identificação rotineira de espécies de leveduras (CHAO et al., 2014). 
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1.4.1 Caracterização fisiológica e morfológica 

 

 

Prova da Produção de Tubo Germinativo: Candida albicans tem a 

capacidade de produzir tubos germinativos, que representam a iniciação de uma 

hifa, a partir de uma célula de levedura, na presença de soro humano ou meio 

hiperproteico, incubado à temperatura de 35ºC (±2ºC), por um período de 2-3 horas 

(DORNELAS-RIBEIRO, 2011; BARCELOS & AQUINO, 2018). Essa prova é 

econômica e de baixa complexidade e é adequada para triagem e identificação de 

C. albicans. Aproximadamente 96% dessas linhagens produzem tubo germinativo, 

contudo, C. tropicalis também é capaz de induzir crescimento de hifas, nas mesmas 

condições que o complexo C. albicans  (CAMPANHA et al., 2005). 

Prova de Produção de Clamidósporos: C. albicans pode produzir 

clamidósporos, que são estruturas arredondadas e refringentes com parede celular 

espessa, sob condições não ótimas de crescimento (LEE et al., 1999). 

Diversos meios de cultura são propostos para a indução de clamidósporos, 

sendo que os mais comuns possuem um baixo valor nutricional e altas taxas de 

carbono/nitrogênio. Para que haja a diminuição da tensão superficial, agentes como 

o Tween 80 são adicionados. O meio de ágar milho suplementado com Tween 80 

tem sido o meio de eleição para a produção desses elementos (DORNELAS-

RIBEIRO, 2011; BARCELOS & AQUINO, 2018). 

 

 

1.4.2 Métodos fenotípicos 

 

 

1.4.2.1 Teste Cromogênico 

 

 

O teste cromogênico é realizado em um meio de cultura seletivo, que facilita o 

isolamento e a identificação presuntiva de algumas espécies de levedura 

clinicamente importantes, a partir da coloração de suas colônias (ODDS & 

BERNAERTS, 1994). 
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O meio cromogênico permite a identificação primária de leveduras a partir da 

utilização de substratos cromogênicos, adicionados ao meio, resultando em colônias 

de cor caracteristicamente única para cada espécie. Apesar de útil, o uso desse 

meio é limitado, pois sua capacidade discriminativa é restrita a um pequeno número 

de espécies de leveduras (C. albicans, C. tropicalis e C. krusei) e também porque 

múltiplas espécies de leveduras podem desenvolver cores semelhantes, afetando 

assim, a especificidade (BUCHAN & LEDEBOER, 2013). 

O meio modifica a coloração das colônias para verde se for C. albicans, para 

azul-petróleo se for Candida tropicalis e para rosa se for Candida krusei (RIBEIRO et 

al., 2009). Outras espécies de Candida desenvolvem coloração entre branca e 

malva.  

 

 

1.4.2.2 Análise por Bioquímica Automatizada: Vitek2 

 

 

O Vitek 2 é um sistema automatizado correntemente empregado em rotinas 

de laboratórios de microbiologia clínica. O equipamento realiza automaticamente os 

processos necessários para a identificação bioquímica de microrganismos e os 

procedimentos necessários para determinação da susceptibilidade a 

antimicrobianos, utilizando um inóculo primário de culturas positivas. Embora os 

métodos de identificação clássicos ainda sejam considerados Padrão Ouro, esses 

métodos consomem tempo e são passíveis de interpretações subjetivas. A utilização 

do sistema Vitek 2 reduz o tempo necessário para identificação e permite a 

padronização dos resultados inter e intra laboratórios, o armazenamento de 

resultados, a emissão de relatórios epidemiológicos e a realização de testes 

simultâneos de susceptibilidade antimicrobiana (MONTEIRO et al., 2016). 

Esse sistema automatizado utiliza cartões com substratos bioquímicos 

liofilizados para a identificação taxonômica, tendo como base a assimilação de 

carboidratos e nitratos (ARAÚJO et al., 2005). 

O equipamento apresenta um banco de dados que tem sido 

progressivamente atualizado, para abranger leveduras comuns e incomuns de 

espécies clínicas (POSTERARO et al., 2015). 
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1.4.3 Análise Proteômica:  Espectrometria de Massas por Tempo de Voo (MALDI-

TOF MS) 

 

 

A Espectrometria de Massas, em sua configuração MALDI-TOF (Matrix 

Assisted Laser Desorption/Ionization Time of Flight),  do perfil proteico intracelular de 

microrganismos, é um método analítico desenvolvido em meados de 1988, que 

evoluiu rapidamente para espectros de "impressão digital" para vários 

microrganismos, incluindo bactérias e fungos. Os bancos de dados foram 

posteriormente desenvolvidos e adotados em laboratórios de microbiologia clínica. 

Esses bancos de dados empregam o conceito de reconhecimento de padrões ou de 

“impressão digital”, onde o espectro de massa obtido de uma bactéria ou levedura é 

comparado com espectros existentes, para encontrar a correspondência mais 

próxima (KASSIM et al., 2017). 

Nesse sistema, os agentes microbianos são colocados em uma placa com 

uma matriz constituída de ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico (HCCA). A placa é 

irradiada com um laser que vaporiza a amostra (dessorção), ionizando as moléculas, 

que serão conduzidas por uma diferença de potencial elétrico a uma região livre de 

campos elétricos, no tubo de voo. Nessa região, ocorre a distinção dos íons de 

acordo com as suas velocidades, que são inversamente proporcionais às 

respectivas relações massa/carga. Os íons são detectados após sua chegada no 

final do tubo, com registro do seu tempo de voo, associando-se tal parâmetro 

indiretamente à massa molecular da proteína (KARAS & HILLENKAMP, 1988; 

GROSS, 2006; STEVENSON et al., 2010; DENIS et al., 2017). 

A abordagem do biomarcador para a identificação de microrganismos utiliza 

as proteínas específicas encontradas dentro da célula. As proteínas ribossomais 

tornaram-se um dos principais biomarcadores porque são abundantes, altamente 

conservadas e codificadas por genes cromossômicos. Essas proteínas têm massas 

moleculares que se enquadram entre 4 a 30 KDa (KASSIM et al., 2017).  

Um obstáculo para a identificação de isolados de leveduras, empregando 

MALDI-TOF MS, é a presença de uma robusta parede celular, que inibe a análise 

direta de leveduras. Essa dificuldade analítica têm sido superada usando uma 

variedade de abordagens de pré-processamentos, destinadas a liberar as proteínas 
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intracelulares, que são a base para a identificação por essa metodologia (BUCHAN 

& LEDEBOER, 2013). 

O MALDI-TOF-MS se apresenta como uma alternativa promissora para a 

identificação rotineira de espécies de leveduras, por ser um sistema que providencia 

a correta identificação das espécies, consumindo alguns minutos para realização da 

identificação, sendo ainda as análises relativamente de baixo custo (CHAO et al., 

2014). 

 

 

1.4.4 Análise molecular: PCR em Tempo Real 

 

 

O PCR em Tempo Real combina a química com uma sonda fluorescente, 

para a detecção do produto amplificado na mesma reação. A avaliação da 

fluorescência é obtida pela plataforma do equipamento em cada ciclo de 

amplificação. Em geral, a reação ocorre em menos de uma hora, sendo 

consideravelmente mais rápida que as técnicas de PCR convencionais (ESPY et al., 

2006). 

Esse tipo de detecção do amplicon constitui um avanço significativo na 

química dos ácidos nucleicos, por ser mais rápido do que os métodos tradicionais de 

detecção de amplicons. Além disso, há uma redução significativa na chance de 

contaminação do amplicon no laboratório, pois não se necessita abrir o tubo de 

reação para se analisar o amplicon. Atualmente existem diferentes plataformas 

disponíveis para a amplificação de ácidos nucleicos em tempo real (FOY & 

PARKES, 2001).  

Diferentes moléculas fluorogênicas podem ser usadas para a detecção dos 

ácidos nucleicos amplificados, numa reação homogênea ou em tempo real. Essas 

moléculas podem ser inespecíficas e detectar qualquer tipo de ácido nucleico 

amplificado (SYBR GREEN) ou específicas, o que significa que elas são 

oligonucleotídeos e se hibridizam a uma sequência específica, presente no amplicon 

(sondas) (KONEMAN et al., 2008). 

O SYBR Green é um corante que se liga ao sulco menor do DNA de dupla 

hélice, emite pouca fluorescência, quando no estado não ligado, mas gera uma 

fluorescência consideravelmente maior, quando ligado ao DNA. Essa propriedade o 
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torna útil para a determinação da presença de um produto de DNA amplificado 

(KONEMAN et al., 2008). 

 

 

1.5 Coleções de Culturas de Microrganismos 

 

 

As coleções de culturas de microrganismos representam instituições de 

guarda cujo objetivo precípuo é a preservação do patrimônio microbiológico de uma 

região. Essas coleções estão, frequentemente, associadas às atividades de uma 

organização parental, como, por exemplo, centros acadêmicos ou de pesquisa 

científica, mantendo organismos que podem ser utilizados para fins distintos 

(CONSENSO, 2006). 

Coleções de culturas de microrganismos são instituições de conservação da 

biodiversidade, encarregadas de coletar e disponibilizar organismos de relevância 

para a pesquisa científica, bem como são centros de aplicação tecnológica e de 

atividade de ensino. A preservação e a manutenção de culturas deve ser realizada 

de forma a garantir a sobrevivência, pureza e estabilidade morfológica e fisiológica 

do microrganismo, bem como suas características genéticas, durante períodos 

prolongados (CAVALCANTI, 2010). 

Existem diversos tipos de coleções microbiológicas ex-situ, que são 

classificadas de acordo com o atendimento prestado. As coleções de trabalho são 

aquelas mantidas nos laboratórios e utilizadas em linhas específicas de pesquisa; 

coleções institucionais abastecem diversas linhas de pesquisa de uma única 

instituição; coleções de serviço possuem acervo abrangente, curadoria profissional e 

têm papel fundamental na aquisição, caracterização taxonômica e tecnológica, 

manutenção e distribuição de microrganismos para toda a comunidade, para fins 

industriais ou de pesquisa (ANDRADE et  al., 2008). 

Os métodos de preservação de culturas microbianas podem ser divididos de 

acordo com o tempo máximo no qual os isolados podem permanecer sem serem 

manipulados, desse modo, tem-se métodos de curto prazo (subcultivos periódicos), 

métodos de médio prazo (preservação em óleo mineral, preservação em água 

esterilizada e congelamento a -20°C) e métodos de longo prazo (liofilização e 

criopreservação) (SOLA et al., 2012; SOUSA et al., 2017). 
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Subcultivos periódicos e sucessivos de isolados fúngicos podem acarretar o 

aparecimento de alterações morfológicas, fisiológicas e bioquímicas, além do 

elevado risco de contaminação. Desse modo, diversas coleções de culturas têm 

utilizado metodologias de preservação de longo prazo, contudo não há um método 

universal para todos os tipos de fungos (BUTTERFIELD et al.,1974; McGINNIS et 

al., 1974; QIANGQIANG et al., 1998; CAVALCANTE et al., 2007). 

O Brasil dispõe de diversas coleções de culturas, a exemplo da Embrapa, do 

Instituto Adolfo Lutz, da Fundação Oswaldo Cruz, da Fundação Tropical de 

Pesquisas e Tecnologia André Tosello, da Universidade Federal Rural de 

Pernambuco, dentre outras (ABREU & TUTUNJI, 2004; SILVA et al., 2006). 

 

 

1.6 Métodos de preservação de Leveduras: Método de Castellani 

 

 

A importância da manutenção e preservação de microrganismos, caracteriza-

se como reflexo da necessidade de utilização desses recursos biológicos a qualquer 

momento, quer para fins experimentais, didáticos, industriais ou estudos 

comparativos (GUIMARÃES, 2011). Dessa forma, conhecer a melhor maneira de 

preservar culturas e dispor de técnicas simples e eficientes, reveste-se de grande 

valia aos laboratórios de microbiologia (SOLA et al., 2012). 

Diversos métodos vêm sendo empregados para preservação de fungos, 

porém, em virtude da biodiversidade desses microrganismos, não existe uma técnica 

padrão, que seja capaz de preservá-los de forma generalizada (DELLARETTI, 

2014). 

A escolha do método de manutenção mais adequado deve ser baseada nas 

características do agente em estudo, assim como nas vantagens e desvantagens de 

cada técnica disponível e nos recursos financeiros de cada instituição (SOLA et al., 

2012; DELLARETTI, 2014). O alvo de qualquer método de manutenção é preservar 

a viabilidade e, principalmente, proporcionar estabilidade genética ao microrganismo 

armazenado, pelo maior tempo possível, evitando, assim, a formação excessiva de 

mutações que alterem suas características fundamentais (ABREU & TUTUNJI, 2004; 

GIRÃO et al., 2004). 
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Diferentes métodos têm sido propostos para a manutenção de organismos em 

coleções de culturas de fungos, tais como preservação em óleo mineral estéril, 

congelamento, congelamento em temperatura ultra-baixa, preservação em água 

destilada estéril (MÉTODO DE CASTELLANI) e liofilização (McGINNIS, PADHYE & 

AJELLO, 1974). O método de Castellani é um método simples, economicamente 

viável e adequado aos objetivos de uma coleção de culturas de microrganismos 

(RODRIGUES, LIRIO & LACAZ, 1992; FIGUEIREDO, 2001; CANHOS, 2003; 

NAKASONE et al., 2004). 

O método de Castellani consiste no armazenamento de microrganismos em 

água esterilizada ou solução salina esterilizada, sendo indicado na preservação de 

microrganismos sensíveis a baixas pressões osmóticas de soluções hipotônicas 

(PIMENTEL & FIGUEIREDO, 1989; COSTA & FERREIRA, 1991; NEULFELD & 

OLIVEIRA, 2008). O método se baseia na transferência de culturas para frascos 

contendo água  estéril, com posterior armazenamento sob temperatura ambiente. As 

suspensões de células deverão ser bem concentradas, a partir de um crescimento 

em meio sólido ou poderão ser introduzidos blocos de ágar contendo crescimento 

microbiano. Uma vantagem desse método é requerer um pequeno espaço físico  

para o acondicionamento dos frascos (SOLA et al., 2012). 

Segundo McGINNIS, PADHYE & AJELLO, 1974, o método de manutenção de 

culturas de fungos em água destilada estéril, por longos períodos de tempo, é 

simples, econômico e confiável. A técnica de revitalização é menos laboriosa 

quando comparada com as culturas preservadas em óleo mineral estéril. 
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2 OBJETIVOS  

 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

 

Identificar por diferentes metodologias as principais leveduras de importância 

clínica, para criar um Banco de Leveduras. 

 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 

Os objetivos específicos são: 

a) autenticar por diferentes técnicas as principais espécies de 

leveduras: 

- produção de tubo germinativo e clamidósporos; 

- técnicas fenotípicas: identificação cromogênica e Vitek 2; 

- análise molecular: PCR em tempo real; 

- análise proteômica: espectrometria de Massas por Tempo de 

Voo (MALDI-TOF MS); 

b) avaliar o desempenho e a correlação do método de 

Espectrometria de Massas por Tempo de Voo (MALDI-TOF MS) 

comparado ao Vitek 2 e PCR em tempo real; 

c) preservar e estocar as leveduras na Coleção de Cultura do IBEX 

através da técnica de Castellani; 

d) elaborar protocolos técnicos para caracterização e preservação 

das leveduras na Coleção de Cultura de Leveduras do Instituto de 

Biologia do Exército; 

e) elaborar um Compêndio de Métodos e de Boas Práticas em 

Coleção de Cultura de Leveduras do Instituto de Biologia do Exército. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Origem dos isolados 

 

 

Os microrganismos utilizados no presente estudo foram isolados durante os 

procedimentos diagnósticos de rotina no Serviço de Micologia do Laboratório de 

Bacteriologia/Micologia de um hospital privado na cidade do Rio de Janeiro, no 

período de 2004 até 2017, e incorporados ao acervo do Instituto de Biologia do 

Exército (IBEX). 

Nas rotinas laboratoriais utilizadas para hemocultivo, os espécimes clínicos 

foram inoculados em frascos contendo meios líquidos para sistema de hemocultura 

automatizado (Fig. 2). Para a recuperação dos isolados nas amostras clínicas, dois 

equipamentos de automação foram utilizados (Bactec - Becton Dickinson e 

Bact/Alert - Biomerieux) utilizando frascos de hemocultura aeróbio adulto e frasco 

Myco/F. As amostras que apresentaram positividade foram subcultivadas para meios 

de cultura enriquecidos (ágar sangue e ágar chocolate) e meio de cultura diferencial 

(ágar Mac Conkey) e incubadas em estufa à temperatura de 35º C, por um período 

não inferior à 48 horas. Sangue e líquidos biológicos estéreis compuseram os 

principais sítios anatômicos processados. 
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 Figura 2 - Frascos de hemocultura automatizada 

 
      
         Fonte: A autora, 2018. 
 

 

3.2 Identificação dos isolados de leveduras 

 

 

Um total de 112 cepas de leveduras isoladas de 83 pacientes adultos, 

principalmente da corrente sanguínea, foram analisadas. Os frascos foram 

subcultivados em placas de ágar batata dextrosado (ágar BDA), para avaliação da 

viabilidade dos isolados. A partir do crescimento obtido, foram realizadas as provas 

de identificação, bem como a conservação das cepas em água destilada estéril. 

As amostras foram identificadas, inicialmente no Laboratório de origem, 

através da metodologia automatizada “Vitek 2”, utilizando o cartão para identificação 

de leveduras YBC. A confirmação da identidade dos isolados e a autenticação das 

cepas foram realizadas no Laboratório de Nível de Biossegurança 2 (NB2) do Centro 

de Estudos em Biodefesa do Instituto de Biologia do Exército -  IBEX. 

 A reavaliação dos isolados foi procedida empregando a prova de produção de 

tubo germinativo, prova de produção de clamidósporos, teste cromogênico, provas 

bioquímicas automatizadas de assimilação de carboidratos, análise proteômica por 

espectrometria de massas por tempo de voo (MALDI-TOF MS) e análise molecular 

por PCR em tempo real. 
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           Para  avaliação do desempenho das metodologias aplicadas no presente 

estudo, foram utilizadas as seguintes cepas de referência: C. tropicalis (ATCC 750), 

C. albicans (ATCC 24433), C. parapsilosis (ATCC 22019) e C. krusei (ATCC 6258). 

 

 

3.2.1 Prova da Produção de Tubo Germinativo 

 

 

Para a realização do teste, após crescimento em ágar BDA (Plast Labor, 

Brasil), por um período de 24-48 h, fragmentos dos isolados de leveduras, 

identificadas no laboratório de origem como C. albicans, foram inoculados em 0,4 

mL de soro humano e incubados por um período de 2 a 3 horas em estufa, com a 

temperatura de 35º C ±2. Em seguida, uma alíquota da suspensão foi colocada entre 

lâmina e lamínula e a formação de tubos germinativos foi verificada através de 

microscopia ótica, com aumento de 40x (NEUFELD, 1999). As cepas positivas foram 

catalogadas e os resultados correlacionados com a produção de clamidósporos.  

 

 

3.2.2 Prova da Produção de Clamidósporos 

 

 

As culturas foram semeadas, em 3 estrias paralelas, em placas de Petri 

contendo ágar milho (Oxoid, Inglaterra) com Tween 80 (Reagen, Brasil) a 1%. Em 

seguida, a superfície do meio foi coberta com lamínulas estéreis e as placas 

incubadas à temperatura de 30º C, em estufa bacteriológica (STERILIFER, Brasil), 

por um período de 48-96 h. Após esse período, as lamínulas foram retiradas e 

examinadas por microscopia ótica com aumento de 40x (NEUFELD, 1999). As cepas 

que apresentaram a formação de clamidósporos e também foram positivas para  

tubo germinativo, forneceram uma identificação presuntiva do complexo Candida 

albicans. Além desses testes, todas as cepas foram submetidas a testes 

bioquímicos automatizados. 
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3.2.3 Prova Bioquímica Automatizada: Vitek 2 

 

 

Para os testes bioquímicos automatizados, foram empregados cartões para 

identificação de leveduras (YST), que permitem a identificação das leveduras mais 

frequentemente isoladas de materiais clínicos. Os cartões foram inoculados de 

acordo com as instruções do fabricante e inseridos no equipamento para leitura 

automatizada dos substratos (Fig. 3). Essa metodologia é baseada em testes de 

assimilação de carboidratos, estabelecida por Wickerham& Burton (1948), além da 

hidrólise da uréia, resistência à cicloheximida e redução do nitrato. A leitura foi 

processada em equipamento automatizado Vitek 2 Systems (Biomerieux, França). A 

identificação foi considerada aceitável quando os percentuais de probabilidade 

obtidos foram maior ou igual a 85%, na ausência de solicitação de testes 

complementares, por parte do equipamento. 

 

Figura 3 - Vitek 2 e cartão para identificação de leveduras 

 

Fonte: http://www.cqc.com.br/produtos/vitek-2-compact  Fonte: http://www.biomerieux.com.br/produto/cartao-vitek-2-yst-id 

 

 

 

3.2.4 Teste Cromogênico  

 

 

Os isolados de leveduras foram subcultivados em meio cromogênico 

(CHROMagar®-Candida produzido pela Plast Labor) e a morfologia e a cor das 

http://www.cqc.com.br/produtos/vitek-2-compact


40 

colônias foram observadas, após 48 h de incubação, a 35ºC. Neste meio, a inclusão 

de substratos cromogênicos produz colônias de diferentes cores, permitindo a 

identificação presuntiva de algumas espécies de Candida (ARAÚJO et al., 2005). As 

informações obtidas foram catalogadas para posterior identificação conforme 

orientação do fabricante. Neste meio, as colônias do complexo C. albicans 

apresentam textura cremosa e coloração verde, C tropicalis com textura mucóide e 

coloração azul-petróleo e C. krusei apresenta textura seca e coloração rosa. 

 

 

3.2.5.Análise Molecular: PCR em Tempo Real 

 

 

Todas as amostras foram semeadas em ágar BDA (Plast Labor, Brasil) e 

incubadas a 35°C 2°C, por 18-24 h. Para extração do DNA, foram preparadas 

suspensões em 20L de solução de lise (SDS 10% 125µL; NaOH 0,05N 100µL; 

H2O qsp 5000µL). Essas suspensões foram aquecidas a 94º C, por 5 min, 

posteriormente, adicionadas de 180 µL de água Mili-Q estéril e centrifugadas a 

16.000 g por 5 min (DORNELAS, 2011), uma alíquota de 3L do DNA extraído em 

suspensão foi adicionado juntamente com 1L (10pmol) de cada um dos dois 

iniciadores específicos e 5L de PCR Luminaris Hi-Green qPCR Master Mix 

(ThermoScientific, MA, USA), em um volume total de 10L, para a reação de PCR 

em Tempo Real. O desenho dos primers para o PCR está sumarizado na tabela 1 e 

a figura 4 apresenta o primer de C. albicans. Essa mistura foi submetida a 1 ciclo de 

95°C, por 5 min, para a desnaturação do DNA, 30 ciclos de 95°C, por 30 s, 60°C, por 

30 s e 72°C, por 30 s, 1 ciclo de 72°C, por 7 min, e posteriormente, mantida a 4°C, 

em termociclador em tempo real (StepOne Plus, Appllaid Biosystems-Thermo Fisher) 

(Fig. 5). 
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Tabela 1 – Sequência dos Primers 

Sequência dos Primers 

Fungo Orientação Sequências Referência 

C. albicans 

FW ATG TGG CAC GGC TTC TGC TG Ogata 2015 

RV TAG GCT GGC AGT ATC GTC AGA GG Ogata 2015 

C. glabrata 

FW TTC GTG TAC TGG AAT GCA CC Ogata 2015 

RV ATA GAA CCA AAC GTC CTA TTC C Ogata 2015 

C. krusei 

FW CTG CAG GAG AAG GGG TTC TGG AAC G Ogata 2015 

RV CGG TGT TGC GCC GTT CTG C Ogata 2015 

C.tropicalis 

FW ATT TTG TAT GTT ACT TCT TCG Ogata 2015 

RV TAG GCT GGC AGT ATC GAC GAA GG Ogata 2015 

C. parapsilosis 

FW ATT TTG TAT GTT ACT CTC TCG Ogata 2015 

RV TGC CAA CAT CCT AGG CCG AAG C Ogata 2015 

C. 
guilliermondii 

FW GTC AAA CTT GGT CAT TA Neufeld 2009 

RV TTG GCC TAG AGA TAG GTT GG Neufeld 2009 

 

 

 

Figura 4 - Primer de Candida albicans 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ 

 

No presente estudo, a metodologia de PCR em tempo real foi baseada na 

técnica de fluoróforos intercalantes de fita dupla de DNA (Sybr Green), sendo 

utilizado como referência os estudos de Zhang e Izadjoo (2015) e Koehler e 

colaboradores (2016). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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Figura 5 - Equipamento de PCR em tempo real Step One Plus utilizado para o 
estudo, Applied Biosystems-Thermo Fisher 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
                          Fonte: A autora, 2018. 

 

 

3.2.6 Análise Proteômica: MALDI-TOF MS 

 

 

Todos os isolados foram testados através do método Dessorção/Ionização de 

Matriz Assistida por Laser (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization - MALDI), 

seguido pela detecção em um analisador do tipo tempo de voo (Time of Fligth - TOF) 

(Bruker Daltonik, Biotyper, Fremont, CA), para a análise de proteínas, que foram 

detectadas diretamente das colônias de leveduras. As amostras de leveduras foram 

aplicadas diretamente na placa metálica contendo 96 poços, com auxílio de palitos 

de madeira estéreis e tratadas com 1 µL de ácido fórmico a 85% (Synth). Após a 

secagem em temperatura ambiente, foi aplicado 1 µL da matriz HCCA, procedendo-

se também a uma secagem a temperatura ambiente (BULANE & HOOSEN, 2017; 

LEE, et al., 2017). Posteriormente à inserção da placa no equipamento, essa foi 

irradiada com um laser que vaporiza a amostra, ionizando as moléculas, sendo 

essas aspiradas e elevadas ao detector (Fig. 6). Em seguida, os dados obtidos, 

através do perfil do espectro, foram comparados com o banco de dados do 

equipamento, utilizando-se o software do fabricante, para a identificação dos 

microrganismos. Cada amostra foi analisada, em duplicata, pelo Microflex LT 

MALDI-TOF MS (Fig. 7), no modo linear positivo, em uma frequência de 60 Hz, com 

um intervalo de massa entre 2 e 20 KDa. As informações obtidas foram analisadas 
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automaticamente usando o software Bruker Biotyper 3.1. Cada espectro foi obtido a 

partir de 240 tiros, em passos de 40 tiros de diferentes posições da placa alvo e o 

log dos "scores" foi calculado. A identificação do ponto de corte dos "scores" foi 

interpretada da seguinte forma: "scores" ≥ 1,7 indicam identificação confiável a nível 

de espécie, enquanto que, pontos de corte menor que 1,7 indicam identificação não 

confiável, requerendo a repetição da análise (LEE, et al., 2017). 

 

Figura 6 - Fundamento da metodologia de Espectrometria de Massas por Tempo de 
Voo 

 

Fonte: Manual da Bruker. 
 

 

Figura 7 - Equipamento de Espectrometria de Massas Por Tempo de Voo – Microflex                   
LT MALDI-TOF da Bruker Daltonik, Biotyper (Fremont, CA)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                              Fonte: A autora, 2018. 
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3.3 Manutenção de isolados autenticados 

 

 

3.3.1 Método de Castellani 

 

 

Todas as cepas foram inoculadas em tubos estéreis contendo 5 mL de água 

destilada estéril, assim como um fragmento do meio de cultura com o respectivo 

crescimento. Os tubos foram mantidos à temperatura ambiente, 24 ºC ±2 (Fig. 8) e 

também sob refrigeração, entre 2 a 8º C.  

 

Figura 8 - Cepas de leveduras mantidas pelo método de Castellani 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

                  Fonte: A autora, 2018. 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 Amostras avaliadas 

 

 

De um total de 142 amostras, inicialmente mantidas em frascos de 

hemocultura automatizada, foram recuperadas 112 leveduras, através de subcultivos 

em ágar BDA para o estudo proposto.  

Das 112 amostras analisadas, originárias de 83 pacientes, 107 (95,5%) foram 

obtidas da corrente sanguínea, 2 (1,8%) amostras de doadores de órgãos, 01 (0,9%) 

amostra de líquido pleural, 01 (0,9%) amostra de líquido abdominal, 01 (0,9%) 

amostra de sangue de cateter. 

 

 

4.2 Identificação dos isolados de leveduras  

 

 

As 112 amostras de leveduras estudadas, tiveram sua identificação original 

realizada através do Vitek 2 Systems (Biomerieux), como mostrado na tabela 2.  

 

Tabela 2 - Caracterização dos microrganismos no laboratório de origem (Continua) 

Caracterização dos microrganismos no laboratório de origem 

Nº Ident. 
Coleção Ano Material 

Microrganismo  

IBEx Identificado 

113 CCML 2004  Líq. Pleural C. albicans 

132 CCML 2006  Sangue C. tropicalis 

149 CCML 2005  Sangue C. guilliermondii 

161 CCML 2007 Sangue Rhodotorulla mucilaginosa 

163 CCML 2008  Sangue C. albicans 

164 CCML 2008  Sangue C. parapsilosis 

165 CCML 2008  Sangue C. albicans 

166 CCML 2008  Sangue C. parapsilosis 

168 CCML 2008  Sangue C famata/lusitaniae 

169 CCML 2008  Sangue Saccharomyces cerevisiae 

170 CCML 2009  Sangue C. albicans 
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171 CCML 2009  Sangue C. parapsilosis 

172 CCML 2009  Sangue C. albicans 

 

Tabela 2 - Caracterização dos microrganismos no laboratório de origem 
(Continuação) 
 

173 CCML 2010  Sangue C. tropicalis 

174 CCML 2010  Sangue C. tropicalis 

175 CCML 2010  Sangue C. tropicalis 

176 CCML 2010  Sangue C. albicans 

177 CCML 2010  Sangue C. tropicalis 

178 CCML 2010  Sangue C. parapsilosis 

179 CCML 2010  Sangue C. tropicalis 

180 CCML 2010  Sangue C. tropicalis 

181 CCML 2011  Sangue C. parapsilosis 

182 CCML 2011  Sangue C. parapsilosis 

183 CCML 2011  Sangue C. parapsilosis 

184 CCML 2011  Sangue C. albicans 

185 CCML 2011  Sangue C. tropicalis 

186 CCML 2011  Sangue C. tropicalis 

187 CCML 2011  Sangue C. tropicalis 

188 CCML 2011  Sangue C. tropicalis 

189 CCML 2011  Sangue C. tropicalis 

190 CCML 2011  Sangue C. tropicalis 

191 CCML 2011  Sangue C. tropicalis 

192 CCML 2011  Sangue C. tropicalis 

193 CCML 2011  Sangue C. albicans 

194 CCML 2011  Sangue C. tropicalis 

195 CCML 2011  Sangue C. glabrata 

196 CCML 2011  Sangue C. tropicalis 

197 CCML 2012  Sangue Rhodotorulla mucilaginosa 

198 CCML 2012  Sangue C. albicans 

200 CCML 2012  Sangue C. guilliermondii 

202 CCML 2012  Sangue C. tropicalis 

203 CCML 2012  Sangue C. tropicalis 

204 CCML 2012  Sangue Saccharomyces cerevisiae 

205 CCML 2012  Sangue Saccharomyces cerevisiae 

206 CCML 2012  Sangue C. albicans 

207 CCML 2012  Sangue C. albicans 

208 CCML 2012  Sangue C. albicans 

209 CCML 2012  Sangue C. albicans 
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210 CCML 2012  Sangue C. albicans 

211 CCML 2012  Sangue C. haemuloni 

212 CCML 2012  Sangue C. haemuloni 

213 CCML 2012  Sangue C. tropicalis 

Tabela 2 - Caracterização dos microrganismos no laboratório de origem 
(Continuação) 

214 CCML 2013  Sangue C. glabrata 

215 CCML 2013  Sangue C. glabrata 

216 CCML 2013  Sangue C. parapsilosis 

217 CCML 2013  Sangue C. parapsilosis 

218 CCML 2013  Sangue C. parapsilosis 

219 CCML 2013  Sangue C. albicans 

220 CCML 2013  Sangue C. parapsilosis 

221 CCML 2013  Sangue C. parapsilosis 

222 CCML 2013  Sangue C. albicans 

223 CCML 2013  Sangue C. dublinienses 

224 CCML 2014  Sangue C. tropicalis 

225 CCML 2014  Sangue C. tropicalis 

226 CCML 2014  Sangue C. tropicalis 

227 CCML 2014  Sangue C. parapsilosis 

228 CCML 2014  Sangue C. parapsilosis 

229 CCML 2014  Sangue C. parapsilosis 

230 CCML 2013  Sangue C. pelliculosa 

231 CCML 2014  Sangue C. parapsilosis 

232 CCML 2014  Sangue C. parapsilosis 

233 CCML 2014  Sangue C. parapsilosis 

234 CCML 2014  Sangue C. parapsilosis 

235 CCML 2014  Sangue C. glabrata 

236 CCML 2014  Sangue C. glabrata 

237 CCML 2014  Sangue C. glabrata 

238 CCML 2014  Sangue C. glabrata 

239 CCML 2014  Sangue C. glabrata 

240 CCML 2014  Sangue C. albicans 

241 CCML 2014  Sangue C. famata 

242 CCML 2014  Sangue C. albicans 

243 CCML 2014  Sangue C. krusei 

244 CCML 2014  Sangue C. krusei 

245 CCML 2014 Sangue C. krusei 

246 CCML 2014 Sangue C. tropicalis 

247 CCML 2014 Sangue C. tropicalis 
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248 CCML 2014 Sangue C. tropicalis 

249 CCML 2014 Sangue C. glabrata 

250 CCML 2014 Sangue C. glabrata 

251 CCML 2014 Sangue C. glabrata 

 
Tabela 2 - Caracterização dos microrganismos no laboratório de origem (Conclusão) 

252 CCML 2014 Sangue C. glabrata 

253 CCML 2014 Sangue C. tropicalis 

254 CCML 2010  Sangue C. tropicalis 

255 CCML 2010  Sangue C. tropicalis 

256 CCML 2010  Sangue C. parapsilosis 

258 CCML 2010  Cateter C. parapsilosis 

259 CCML 2017  Sangue C. albicans 

260 CCML 2017  Sangue C. albicans 

261 CCML 2017  Sangue C. glabrata 

262 CCML 2017  Sangue C. glabrata 

263 CCML 2017  
Sangue de 
Doador C. glabrata 

264 CCML 2017  
Liq. 
Abdominal C. guilliermondii 

265 CCML 2017  
Sangue de 
Doador C. tropicalis 

266 CCML 2016  Sangue C. krusei 

267 CCML 2016  Sangue C. glabrata 

268 CCML 2016  Sangue C. krusei 

269 CCML 2016  Sangue C. krusei 

270 CCML 2016  Sangue C. albicans 

271 CCML 2016  Sangue C. albicans 

272 CCML 2015  Sangue C. albicans 

273 CCML 2015  Sangue C. parapsilosis 

274 CCML 2015  Sangue C. tropicalis 

     

        Fonte: A autora, 2018. 

 

 

No presente estudo, os isolados foram re-identificados pelo Vitek 2, análise da 

produção de tubo germinativo e clamidósporos, teste cromogênico, análise 

proteômica pelo MALDI-TOF MS e biologia molecular com qPCR, empregando 

iniciadores específicos para as espécies com maior incidência no estudo. 
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4.2.1 Provas da Produção de Tubo Germinativo e Clamidósporos 

 

Todas as amostras de leveduras identificadas como C. albicans no laboratório 

de origem foram submetidas à presença de substrato contendo proteínas e 

incubadas por um período de 2 a 3 h, em estufa com a temperatura de 35º C ±2, 

para observação da produção de tubo germinativo (Fig. 9). As amostras também 

foram semeadas em ágar milho com Tween-80 para verificação da presença de 

clamidósporos (Fig. 10).  

 

Figura 9 - Tubo germinativo da amostra 259  

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora, 2018. 

 

Figura 10 - Produção de clamidósporos da amostra 259  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora, 2018. 

 

A tabela 3 apresenta os resultados para as leveduras produtoras de tubo 

germinativo e clamidósporos. 
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Tabela 3 - Produção de tubo germinativo e clamidósporos dos isolados de leveduras 
estudadas 

Espécies de leveduras 
Nº de 

isolados 
Presença de tubo germinativo e 

clamidósporos 

C. albicans 24 Positivo 

C. dublinienses 1 Positivo 

Total de leveduras 25   

Obs.: A amostra de C. dublinienses mostrou-se positiva para ambos os testes. 
Fonte: A autora, 2018. 

 

 

4.2.2 Teste cromogênico 

 

 

No presente estudo, foi possível identificar, conforme a orientação do 

fabricante, as espécies que eram C. albicans lato sensu, C. krusei e C. tropicalis. A 

tabela 4 mostra a comparação da identificação das leveduras no laboratório de 

origem, com os resultados obtidos no meio cromogênico (Fig. 11).  

 

 

Figura 11 - Amostras de leveduras em meio cromogênico 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

              Fonte: A autora, 2018. 
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Tabela 4- Características coloniais em meio cromogênico dos isolados de leveduras 
 

Espécies de 
leveduras 

 Identificação de origem  
Número de isolados 

Coloração e textura colonial 

C. albicans 23 Verde; colônia cremosa  

C. dublinienses 1 Verde mais claro 

C. famata 2 Rosada com as bordas em lilás 

C. glabrata 16 Colônia rosa 

C. guilliermondii 3 
Lilás, tendendo um pouco para o rosa (2 
isolados) / verde claro (1 isolado) 

C. haemuloni 2 Bege claro 

C. krusei 6 Bege com as bordas lilás; colônia ressecada 

C. parapsilosis 22 Bege com as bordas lilás 

C. tropicalis 31 Azul-petróleo; colônia mucóide 
Candida 
pelliculosa 1 Rosada tendendo para o lilás; colônia seca 
Rhodotorulla 
mucilaginosa 2 Alaranjada, cor original do microrganismo 
Saccharomyces 
cerevisiae 3 Lilás escuro 
Total de 
leveduras 112   

Fonte: A autora, 2018. 

 

 

4.2.3. Prova Bioquímica Automatizada: Vitek 2 

 

 

Todas as amostras foram originalmente caracterizadas pelo sistema Vitek 2 

no Laboratório de origem, porém, no presente estudo, as identificações com o 

sistema foram repetidas para as 112 amostras. A tabela 5 mostra a caracterização 

das leveduras pelo Vitek 2 no Laboratório de origem e no estudo atual, comparando 

também com outras duas metodologias utilizadas. 

 
 
4.2.4. Análise Proteômica: MALDI-TOF MS 

 
 

Neste estudo, foi utilizada a Espectrometria de Massas por Tempo de Voo 

(MALDI-TOF MS) empregando o equipamento Biotyper (Bruker Daltonik, Biotyper 

Fremont, CA), que foi capaz de identificar as leveduras a nível de espécie. Todas as 

amostras apresentaram um score ≥ 1,7. A figura 12 mostra alguns espectros 
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correspondentes às leveduras caracterizadas. A tabela 5 apresenta os resultados e 

uma comparação entre metodologias usadas na avaliação dos isolados. 

 
 
 
Figura 12 - Espectros obtidos para os isolados de leveduras 

 
Legenda: A: Candida albicans, B: Candida glabrata, C:  Candida haemulonii, D: Candida tropicalis, 

E: Candida orthopsilosis, F:  Candida parapsilosis. Em azul, estão detalhados os espectros 
armazenados no banco de dados. Espelhados a eles, em verde, amarelo e vermelho, os 
espectros correspondentes as leveduras identificadas no trabalho.  

Fonte: A autora, 2018. 
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Tabela 5-  Resultados e comparação de metodologias fenotípicas de identificação 
dos isolados de leveduras 

Fonte: A autora, 2018. 

 

 

4.2.5. Análise molecular: qPCR  

 

 

Na identificação por biologia molecular, as amostras que não amplificaram, 

inicialmente com os primers específicos, foram submetidas à nova extração de DNA, 

com repetição da técnica. Primariamente 83 espécies de leveduras foram 

caracterizadas por essa metodologia e, após nova extração de DNA das seguintes 

amostras: 190, 194, 195, 196, 215, 216, 235, 236, 238, 239, 241, 243, 244, 251, 253 

e 274, foi possível expandir a autenticação para um total de 99 leveduras. 

 

Espécies de leveduras 

Lab. Origem IBEX 

Vitek 2 
Teste 

cromogênico 
Vitek 2 MALDI-TOF 

C. albicans 23 24 24 24 

C. dublinienses 1 -  1 1 

C. famata 2 -  1  - 

C. glabrata 16 -  18 19 
C. guilliermondii /  
Meyerozyma guilliermondii

1
 3 -  1 1 

C. haemuloni 2  - 2 2 

C. krusei/Issatchenkia orientalis
1
 6 4 4 4 

C. metapsilosis  - -  -  2 

C. orthopsilosis  - -   - 2 

C. parapsilosis 22  - 23 19 

C. tropicalis 31 31 31 31 
C. pelliculosa/ 
Wickerhamomyces anomalus

1
 1 -  1 1 

C. utilis/Cyberlindnera jadinii
1
 - -  1 1 

Rhodotorulla mucilaginosa 2 -  2 2 

Saccharomyces cerevisiae 3 -  3 3 

Total de leveduras estudadas 112 59 ** 112 112 

Obs.: 1 - Primeira identificação referente ao Vitek 2 e a segunda referente ao MALDI-TOF MS. 

Obs.: 2(**) - No meio cromogênico foram consideradas, para efeito de comparação, as espécies discriminadas pelo 
fabricante. 
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Na tabela 6 encontram-se os resultados obtidos para o teste molecular e uma 

comparação de metodologias tanto empregadas no laboratório de origem quanto no 

IBEX.   

Tabela 6 – Resultados e comparação de metodologias fenotípicas e 
molecular de identificação dos isolados de leveduras 

Espécies de leveduras 

Lab. Origem  IBEX 

Vitek 2 Vitek 2 MALDI-TOF qPCR 

C. albicans 23 24 24 24 

C. dublinienses 1 1 1  - 

C. famata 2 1 -   - 

C. glabrata 16 18 19 19 
C. guilliermondii / 
 Meyerozyma guilliermondii 

1
 3 1 1  NA 

C. haemuloni 2 2 2  - 

C. krusei/Issatchenkia orientalis 
1
 6 4 4 4 

C. metapsilosis -   - 2  - 

C. orthopsilosis  -  - 2  - 

C. parapsilosis 22 23 19 21 

C. tropicalis 31 31 31 31 
C. pelliculosa/ 
Wickerhamomyces anomalus 

1
 1 1 1 -  

C. utilis/Cyberlindnera jadinii 
1
 -  1 1  - 

Rhodotorulla mucilaginosa 2 2 2  - 

Saccharomyces cerevisiae 3 3 3  - 

Total de leveduras estudadas 112 112 112 99 * 

Obs.: 1 - Primeira identificação referente ao Vitek 2 e a segunda referente ao MALDI-TOF. 

 Obs.: 2 (*) – Total de leveduras com maior prevalência para o estudo de qPCR. 

 Obs.: 3 (NA) – Não houve amplificação com o primer utilizado. 

Fonte: A autora, 2018. 

 

No gráfico 1, é apresentada a amplificação em qPCR das amostras de C. 

albicans analisadas inicialmente. Observa-se um padrão de amplificação mais 

prematuro e algumas curvas correspondentes a uma amplificação tardia, após o 

ciclo 28. Todas as amostras que amplificaram tardiamente corresponderam a 

espécies de Candida não-albicans. Todas as amostras com amplificação nos ciclos 

mais prematuros corresponderam a C. albicans. 
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 Gráfico 1 – Amplificação das amostras analisadas 

 

Fonte: A autora, 2018. 

 
 
No gráfico 2, é mostrado o padrão das curvas de melting com temperatura de 

77,1 °C para todas as amostras de Candida albicans, demonstrando uma 

homogeneidade da análise com fragmentos do mesmo tamanho, para todas as 

amostras, apontando para uma boa especificidade do teste. No gráfico 3, são 

informadas as curvas de melting das leveduras caracterizadas por qPCR. 

 

Gráfico 2 - Padrão de curva de melting a 77,1 ºC para C. albicans 

 

                                      Fonte: A autora, 2018. 
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Gráfico 3 - Curvas de melting das reações de qPCR correspondentes à detecção 
das leveduras Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, 
Candida parapsilosis e Candida krusei 

 

 
Obs: A curva de melting correspondente à Candida guilliermondii, não apresentou pico pois não se 

obteve amplificação com o primer utilizado para a referida espécie. 
Fonte: A autora, 2018. 

 

 

 

4.3 Comparação entre os métodos utilizados para identificação dos isolados 

de leveduras 

 

A tabela 7 mostra o percentual de concordância dos resultados encontrados 

entre as identificações realizadas no equipamento Vitek 2, sendo que a coluna da 

esquerda apresenta os dados do laboratório de origem, a coluna central exibe a 

Tm: 78,3 Tm: 80,37 Tm: 81,43 

Tm: 81,42 Tm: 65,15 Tm: 86,29 
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segunda identificação pelo Vitek 2 e a coluna da direita mostra a concordância entre 

os métodos. 

 Foi observado que 7 (53,8%) espécies de leveduras apresentaram resultados 

divergentes entre a identificação no laboratório de origem e a identificação no IBEX. 

 

Tabela 7 – Concordância entre os resultados obtidos pelo Vitek 2 no laboratório de 
origem e os estudos realizados no IBEX 

 

Espécie de leveduras 
Vitek 2 - 
origem 

Vitek 2 - atual 
Concordância 

(%) 

C. albicans  23 (20,54) 24 (21,4) 95,8 

C. dublinienses 1 (0,89) 1 (0,89) 100,0 

C. famata 2 (1,78) 1 (0,89) 50,0 

C. glabrata 16 (14,28) 18 (16,1) 88,9 

C. guilliermondii / Meyerozyma 

guilliermondii  3 (2,68) 1 (0,89) 

33,3 

C. haemuloni 2 (1,78) 2 (1,78) 100,0 

C. krusei/Issatchenkia orientalis 
1
 6 (5,36) 4 (3,57) 66,6 

C. parapsilosis 22 (19,64) 23 (20,54) 95,6 

C. tropicalis 31 (27,7) 31 (27,7) 100,0 

C. pelliculosa/Wickerhamomyces 

anomalus 1 (0,89) 1 (0,89) 

100,0 

C. utilis/Cyberlindnera jadinii 0 (0,0) 1 (0,89) 0,0 

Rhodotorulla mucilaginosa 2 (1,78) 2 (1,78) 100,0 

Saccharomyces cerevisiae 3 (2,68) 3 (2,68) 100,0 

Total de amostras avaliadas 112 (100,0) 112 (100,0)  

   Fonte: A autora, 2018. 

 

Os dados da tabela 8 mostram a correlação dos resultados obtidos entre as 

metodologias MALDI-TOF MS e a identificação do Vitek 2 realizadas no IBEX. Na 

tabela é possível observar que não houve diferenças estatisticamente significativas 

entre a identificação das espécies de leveduras nas duas técnicas avaliadas.  Para 

10 (66,6%) espécies de leveduras, as identificações através das técnicas de MALDI-

TOF MS e Vitek 2 foram concordantes. 

 

 

 

 

 

 



58 

Tabela 8 – Correlação entre os resultados obtidos através do MALDI-TOF MS 
e Vitek 2 

Espécie de leveduras MALDI-TOF Vitek 2 p valor* 

C. albicans  24 (100,0) 24 (100,0) - 

C. dublinienses 1 (100,0)  1 (100,0) - 

C. famata 0 (0,0) 1 (100,0) 0,19 

C. glabrata 19 (100,0) 18 (94,7) 0,76 

C. guilliermondii / Meyerozyma 

guilliermondii  1 (100,0) 1 (100,0) 

- 

C. haemuloni 2 (100,0) 2 (100,0) - 

C. krusei/Issatchenkia orientalis 
1
 4 (100,0) 4 (100,0) - 

C. metapsilosis 2 (100,0) 0 (0,0) 0,12 

C. orthopsilosis 2 (100,0) 0 (0,0) 0,12 

C. parapsilosis 19 (82,6) 23 (100,0) 0,38 

C. tropicalis 31 (100,0) 31 (100,0) - 

C. pelliculosa/Wickerhamomyces 

anomalus 1 (100,0) 1 (100,0) 

- 

C. utilis/Cyberlindnera jadinii 1 (100,0) 1 (100,0) - 

Rhodotorulla mucilaginosa 2 (100,0) 2 (100,0) - 

Saccharomyces cerevisiae 3 (100,0) 3 (100,0) - 

Total de amostras avaliadas 112 (100,0) 112 (100,0)  

*Teste Qui-quadrado ou teste exato de Fisher. Valores estatisticamente significativos: p<0,05 
Fonte: A autora, 2018. 

 

A tabela 9 mostra que não houve também nenhuma diferença 

estatisticamente significativa entre as metodologias MALDI-TOF MS e qPCR.  

 

Tabela 9 – Correlação entre os resultados obtidos através do MALDI-TOF MS e 
qPCR 

Espécie de leveduras MALDI-TOF qPCR p valor* 

C. albicans  24 (100,0) 24 (100,0) - 

C. glabrata 19 (100,0) 19 (100) - 

C. krusei/Issatchenkia orientalis 
1
 4 (100,0) 4 (100,0) - 

C. metapsilosis 2 (100,0)         **         - 

C. orthopsilosis 2 (100,0) ** - 

C. parapsilosis 19 (82,6) 21 (100,0) 0,47 

C. tropicalis 31 (100,0) 31 (100,0) - 

Total de amostras avaliadas 101 (100,0) 99 (100,0)  

Legenda: *Teste Qui-quadrado ou teste exato de Fisher. Valores estatisticamente significativos: 
p<0,05 
** Não foram utilizados “primers” específicos para C. metapsilosisis e C.orthopsilosis, 
porém obteve-se a amplificação com o “primer” de C. parapsilosis para as amostras de C. 
orthopsilosis. 

Fonte: A autora, 2018. 
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Considerando a comparação entre MALDI-TOF MS e qPCR foi possível 

observar que apenas a espécie C. parapsilosis divergiu na identificação, entretanto, 

a diferença não foi estatisticamente significativa (p=0,47) (tabela 9).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



60 

5  DISCUSSÃO  

 

 

As infecções causadas por Candida estão entre as principais causas de 

infecções fúngicas e podem desencadear desde infecções localizadas até processos 

invasivos, acometendo qualquer órgão e podendo ser muito grave e levar ao óbito, 

principalmente, em pacientes susceptíveis (PAPPAS et al., 2004; DORNELAS-

RIBEIRO, 2006). O aumento da incidência das micoses sistêmicas em pacientes 

hospitalizados, em geral, está associado basicamente, ao manejo e à abordagem 

propedêutica das doenças de base desses indivíduos. A neutropenia, decorrente de 

processos patológicos ou induzida por medicamentos, é, com frequência, um dos 

mais importantes fatores de risco para a aquisição de infecções fúngicas invasivas 

(ANAISSIE, 1992; DORNELAS-RIBEIRO, 2006). 

O gênero Candida é reponsável por cerca de 80% das infecções fúngicas no 

ambiente das instituições de saúde e constitui causa relevante de infecções da 

corrente sanguínea que podem atingir qualquer órgão, produzindo condições 

disseminadas  (COLOMBO E GUIMARÃES, 2003; NEUFELD, 2009) 

 Considerando a epidemiologia das candidemias, estudos multicêntricos têm 

relatado a frequência de isolamento das espécies, levando em consideração a 

distribuição geográfica e o período de estudo. Características climáticas, nível de 

classificação dos hospitais e a gestão dos processos clínicos, laboratoriais e de 

tratamento são outros fatores que também podem influenciar a taxa de isolamento 

das espécies (COLOMBO et al., 2003; NEUFELD, 2009). Neufeld (2009), em uma 

investigação no Rio de Janeiro, demonstrou a presença de 38,46% de C. albicans, 

34,61% C. parapsilosis lato sensu, 11,5% C. guilliermondii e 7,69% de C. tropicalis 

na corrente sanguínea. Num estudo multicêntrico, conduzido por Nucci e 

colaboradores (2013), na América Latina, com 672 casos de candidemia, C. albicans 

(37,6%), C. parapsilosis (26,5%) e C. tropicalis (17,6%) foram as leveduras com 

maior prevalência. Em estudo realizado por Colombo e colaboradores (2014), 

analisando a epidemiologia de candidemia em pacientes críticos, C. albicans foi o 

agente etiológico mais frequente, com 42% dos isolados, seguida de C. tropicalis 

(20%), C. parapsilosis (19%) e C. glabrata (9%). Segundo Dol e colaboradores 

(2016), C. não-albicans foram prevalentes no Programa de Vigilância Nacional de 

Candidemia Nosocomial, no Brasil, com a seguinte distribuição para as espécies 
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mais prevalentes: C. parapsilosis (24,1%), C. tropicalis (15,3%) e C. glabrata 

(10,2%), enquanto que a C. albicans representou 34,3% dos isolados. 

O estudo conduzido por Colombo e colaboradores (2013) demonstrou uma 

maior frequência de isolamento de C. glabrata em hospitais privados brasileiros 

(13%) do que nos hospitais públicos (3%), sendo essa levedura considerada um 

patógeno emergente. No presente estudo, observou-se a prevalência das espécies 

de Candida em infecções sistêmicas, obedecendo a seguinte ordem: C. tropicalis 

(27,7%), complexo C. albicans (21,6%), complexo C. parapsilosis (20,7%), complexo 

C. glabrata (16,2%), C. krusei (3,6%), C. haemuloni (1,8%). Dentre as espécies com 

o menor percentual de isolamento, foi encontrado: C. dubliniensis, C. famata, 

complexo C. guilliermondii, C. pelicullosa, C. utilis (0,9%) e outras espécies de 

leveduras (4,5%). 

Nos estudos multicêntricos nacionais de Colombo et al (2006) e Matta et al 

(2007), C. tropicalis foi a espécie não-albicans mais prevalente, corroborando com 

os resultados obtidos neste trabalho. 

A identificação de leveduras de importância clínica, usando sistemas 

convencionais e comerciais, não é adequada para as espécies menos comuns, 

embora o sistema Vitek 2 se apresente superior a outros métodos fenotípicos, para o 

diagnóstico de leveduras (POSTERARO et al., 2015). 

Os métodos convencionais de identificação fúngica são úteis, porém 

demandam um maior tempo. A introdução do MALDI-TOF MS no laboratório de 

microbiologia representou uma mudança na capacidade de identificação, reduzindo 

o tempo de retenção de diagnóstico e seu custo (SOW et al., 2015). A metodologia 

melhorou o poder discriminativo dos métodos fenotípicos, aumentando o roll de 

organismos identificados e fornecendo uma identificação precisa a nível de espécie 

de isolados de bactérias e fungos (STEFANIUK et al., 2016). Apesar do alto custo 

inicial do equipamento, a facilidade de manuseio, menor tempo de execução e o 

baixo custo por teste e a precisão na identificação, constituem uma mudança de 

paradigma no campo de diagnóstico microbiológico (TRAN et al., 2015). 

O uso de novas tecnologias para caracterização de microrganismos, em 

especial leveduras, vêm tornando a microbiologia uma poderosa ferramenta para o 

manejo das doenças infecciosas (COLOMBO et al., 2013; CHAO et al., 2014).  

Nesta investigação, foram utilizadas 6 metodologias para caracterização de 

leveduras. Dessas, duas apresentavam uma capacidade de caracterizar 
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presuntivamente o complexo C. albicans (produção de tubo germinativo e de 

clamidósporos), uma outra metodologia empregava meio cromogênico, que através 

de um sistema de cores produzidas pelas colônias de leveduras, identificava 

primariamente o complexo C. albicans (cor verde), C. tropicalis (azul) e C. krusei 

(rosa). As outras três metodologias com fundamentos distintos, permitiram a 

classificação dos isolados a nível de espécie. 

No presente estudo, a produção de tubo germinativo e a produção de 

clamidósporos foram considerados testes preliminares. Das 112 leveduras 

analisadas, 25 produziram tubos germinativos e clamidósporos. Dessas, 1 foi 

caracterizada por outras metodologias como C. dubliniensis e as outras 24 como C. 

albicans. Estudos mostram que existe uma diferença de indução na produção de 

tubo germinativo entre C. albicans e a C. dubliniensis, sendo essa indução mais 

lenta na C. dubliniensis (SULLIVAN et. al., 2004; DAVIS, SHIELDS & MERZ, 2005).  

Nesse trabalho, essa diferença não foi evidenciada com o período de incubação em 

que foram submetidas as amostras. 

CHROMagar®-Candida é um meio seletivo e diferencial que permite o 

isolamento e a identificação de leveduras simultaneamente (por reações de cor e 

macromorfologia) com bom grau de precisão (ODDS & BARNAERTS, 1994). O meio 

facilita a detecção e a identificação de leveduras em culturas mistas e pode fornecer 

resultados com uma antecedência de 24 a 48 h relativamente às identificações 

padrões (ODDS & BARNAERTS, 1994; PFALLER, HOUSTON &COFFMANN, 1996). 

O uso de CHROMagar® é vantajoso para auxiliar na detecção de mais de uma 

espécie de levedura em uma mesma amostra (ANSON & ALLEN, 1997; 

CAMPANHA et al., 2005).  

 As características morfotintoriais das leveduras no meio CHROMagar®-

Candida evidenciaram uma ótima identificação para o complexo C. albicans e para 

C. tropicalis, corroborando com os estudos apresentados por Daef et al., (2014). 

Com relação à C. krusei, foi encontrado similaridade entre as colorações também 

para C. famata, complexo C. glabrata e complexo C. parapsilosis, o que está de 

acordo com estudos realizados por Araújo e colaboradores (2005). A maior diferença 

entre C. krusei e as outras espécies, está na textura da colônia, que tem um aspecto 

mais seco, permitindo assim sua fácil evidenciação.   

 O CHROMagar®-Candida utilizado para caracterização fenotípica de 

leveduras possibilitou a discriminação presuntiva entre as espécies de leveduras 
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mais comumente encontradas em amostras clínicas, porém apresenta a limitação de 

diferenciar apenas um número restrito de espécies de Candida, deixando de lado 

espécies emergentes (ODDS & BARNAERTS, 1994). Com relação as espécies não 

contempladas por essa metodologia, C. dubliniensis apresentou colônias de cor 

verde claro indistinguível do complexo C. albicans, contrastando com dados de 

autores que reportam tonalidades de verde mais escuro, a partir de isolados 

primários (HOSPENTHAL et al., 2006), o complexo C. parapsilosis de cor marfim 

também não permitiu sua distinção frente a outras espécies de Candida não- 

albicans. O complexo C. glabrata quando, eventualmente, produz cor rosa, pode ser 

diferenciado das demais espécies pelo tamanho das colônias, que são menores.  

Diante disso, pode-se concluir que a autenticidade dos isolados de leveduras 

pelo meio cromogênico depende de testes adicionais, como tem sido descrito na 

literatura (ODDS & BARNAERTS, 1994; HOSPENTHAL et al., 2006). 

A identificação pelo sistema Vitek 2 apresentou superioridade em relação ao 

CHROMagar®-Candida na identificação de outras espécies de Candida (incluindo 

espécies mais raramente encontradas). No entanto, foi observado neste estudo que 

o equipamento não foi capaz de separar as espécies do complexo C. parapsilosis, o 

que foi também observado por LOÍEZ et al., 2006. Em um estudo que testou apenas 

espécies mais comuns de Candida, o sistema Vitek 2 forneceu identificações 

corretas para 62 de 68 isolados (VIJGEN et al., 2011). Segundo Meletiadis et al 

(2011), o sistema automatizado Vitek2-YST para isolados comuns (C. albicans, C. 

glabrata, C. parapsilosis, C. krusei e C. tropicalis) foi capaz de identificar 91% dos 

isolados. De acordo com Kumar et al (2013), foi observado alto percentual de acerto 

(97%), para a identificação de espécies clínicas de Candida, pelo sistema Vitek 2-

YST. 

Através da identificação realizada pelo Vitek 2 no laboratório de origem, foram 

obtidas 23 amostras de C. albicans, porém a amostra 264 (líquido abdominal), 

identificada inicialmente como C. guilliermondii, foi identificada, posteriormente, 

pelos métodos selecionados para este estudo, como C. albicans, totalizando, assim, 

24 amostras de C. albicans. Estudos com elevadas taxas de identificação por 

bioquímica automatizada para isolados de C. albicans também tem sido relatados 

(Valenza et al., 2008). A amostra 168 apresentou baixa discriminação entre C. 

famata/lusitaniae (51%) e C. parapsilosis (49%), porém, a segunda identificação pelo 

Vitek 2, MALDI-TOF MS e PCR em tempo real confirmaram se tratar de C. 
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parapsilosis. De um total de 16 C. glabrata identificadas no laboratório de origem,  

mais duas foram acrescidas, pois essas haviam sido identificadas, inicialmente, 

como C. krusei (243 e 244), totalizando 18 C. glabrata pelo Vitek 2. No entanto, o 

MALDI-TOF MS e qPCR identificaram uma amostra a mais, totalizando 19 

identificações de C. glabrata (amostra nº 195). De um total de 3 C. guilliermondii, 

inicialmente identificadas, apenas a amostra de nº 149 manteve essa identificação. A 

amostra de nº 200 foi identificada, posteriormente, como C. utilis e a amostra nº 264 

como C. albicans. A amostra nº 241, inicialmente identificada como C. famata, 

posteriormente pelo Vitek 2, MALDI-TOF MS e qPCR, foi caracterizada como C. 

tropicalis, totalizando 31 amostras de C. tropicalis, ao final. 

Considerando que os cartões utilizados na identificação original pelo Vitek 2 

foi o YBC, que foi descontinuado e substituído pelo cartão YST, as diferenças de 

identificação observadas no laboratório de origem e na confirmação dos resultados 

pelo próprio Vitek 2, poderiam estar relacionadas à mudança dos cartões. Além 

disso, determinadas espécies apresentam grande similaridade bioquímica, o que 

leva a uma baixa discriminação entre espécies muito correlacionadas. Melhem et al 

(2013) contudo, demonstram bons resultados discriminatórios para o sistema Vitek 

2-YST. De qualquer forma, Meletiadis et al (2011) reforçam que os usuários de 

sistemas comerciais devem estar cientes dos resultados errôneos nos sistemas de 

identificação comerciais. 

 A identificação equivocada de espécies de Candida, como C. famata, C. 

guilliermondii, C. lusitaniae e outras espécies raras, pode determinar consequências 

adversas em termos do manejo clínico, bem como a incapacidade de discriminar 

espécies dentro dos complexos C. albicans/dubliniensis/africana, C. 

glabrata/nivariensis/bracarensis, e C. parapsilosis/orthopsilosis/metapsilosis 

podendo levar a análises epidemiológicas discrepantes (POSTERARO et al., 2015). 

Excluindo-se C. dubliniensis, as outras espécies desses complexos não são 

presuntivamente identificáveis por métodos convencionais disponíveis, mas esta 

desvantagem foi superada com o advento da Espectrometria de Massas por Tempo 

de Voo - MALDI-TOF MS (SANTOS et al., 2011). 

 No presente estudo, através da Espectrometria de Massas por Tempo de Voo 

(MALDI-TOF MS), foi possível caracterizar as espécies do complexo C. 

parapsilosis/orthopsilosis/metapsilosis, sendo a C. parapsilosis lato sensu, 

inicialmente identificada pelo Vitek 2, o que totalizou 23 amostras, enquanto que, 
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pelo MALDI-TOF MS, foi possível a discriminação do complexo C. parapsilosis, 

totalizando 19 amostras de C. parapsilosis sensu stricto, 2 amostras C. orthopsilosis 

e 2 C. metapsilosis. Clinicamente, a discriminação entre as 3 espécies do complexo 

C. parapsilosis é importante em função das diferenças na virulência e 

susceptibilidade antimicrobiana. Candida orthopsilosis apresenta um comportamento 

similar ao da C. parapsilosis, enquanto que C. metapsilosis parece possuir um 

potencial de virulência reduzido (BERTINI et al., 2013; NÉMETH et al., 2013). A 

metodologia também permitiu a diferenciação entre C. albicans e C. dublinienses, 

sendo também capaz de identificar espécies raras de Candida. Em laboratórios de 

microbiologia clínica, o sistema MALDI-TOF MS se apresenta como uma alternativa 

promissora para a identificação, não apenas de espécies de leveduras comumente 

encontradas, mas também para espécies pertencentes aos complexos C. 

parapsilosis, C. guilliermondii e C. rugosa, entre outras leveduras menos 

encontradas na clínica (CHAO et al., 2014). 

Nesta pesquisa, as amostras que apresentaram "scores" inferior a 1,7 foram 

repetidas, conforme sugerido pela literatura (LEE et al., 2017). Foi realizada a 

extração direta, utilizando ácido fórmico a 85%, porém estudos mostraram que, para 

a extração de proteínas de leveduras, como as de Cryptococcus neoformans, se faz 

necessária a extração com ácido fórmico/acetonitrila, que consome mais tempo e é 

mais laboriosa, porém fornece melhores resultados. A literatura mostra que a 

extração simples com ácido fórmico permite a identificação da maioria dos isolados 

de leveduras (inclusive espécies incomuns), exceto C. neoformans (LEE et al., 

2017). 

As características combinadas de tempo de resposta rápida, identificação 

precisa e baixo custo associadas com a identificação de leveduras pelo MALDI-TOF 

MS, têm o potencial de impactar positivamente o atendimento ao paciente, bem 

como a eficiência laboratorial (BUCHAN, 2013). 

Chao e colaboradores (2014) observaram diferenças de desempenho entre 

dois métodos fenotípicos convencionais (Phoenix 100 YBC e Vitek 2 YST) e dois 

sistemas de espectrometria de massas, porém, no presente estudo, não foram 

observadas diferenças significativas de desempenho entre a segunda identificação 

do Vitek 2 e MALDI-TOF MS. 

Este trabalho também objetivou a avaliação do desempenho do MALDI-TOF 

MS para identificação de leveduras, através da análise comparativa entre os 
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métodos e estudos estatísticos dos resultados. Os resultados obtidos demonstraram 

uma superioridade do MALDI-TOF MS frente ao Vitek 2, na identificação do 

complexo C. parapsilosis, e foi possível identificar maior concordância entre as 

espécies quando comparados os resultados do MALDI-TOF MS com qPCR. Os 

estudos de Martinez-Lamas e colaboradores (2011), Kabir & Ahmad (2013) e Criseo, 

Scordidno & Romeo (2015) estão em consonância com os dados aqui apresentados. 

Não foi observada nenhuma diferença estatisticamente significativa entre as 3 

metodologias estudadas, provavelmente em função do número reduzido de 

amostras por espécie analisada. 

Como alternativa à identificação baseada em MALDI-TOF MS, os métodos de 

identificação baseados em PCR continuam sendo ferramentas adequadas, não 

apenas para a identificação de leveduras clinicamente relevantes menos comuns, 

mas também para leveduras que falham na identificação convencional ou que 

representam perfis fenotípicos ou bioquímicos incomuns (PFALLER,2012). 

Uma das limitações do estudo foi a impossibilidade de utilização de primers 

específicos para todas as espécies estudadas. Foram consideradas as espécies 

com maior incidência de infecções fúngicas sistêmicas, para a análise molecular, 

através do PCR em tempo real. Além disto, o primer utilizado para C. guilliermondii 

não foi capaz de detectar fluorescência através de qPCR. O desenho do primer tem 

influência na especificidade e eficiência da amplificação (Neufeld, 2009).  

O uso de métodos de Espectrometria de Massas por Tempo de Voo e 

moleculares para identificação clínica de leveduras deve ser levado em 

consideração, especialmente em grandes laboratórios de microbiologia clínica que, 

em geral, possuem tecnologia de ponta e maiores recursos (POSTERARO et al., 

2015). 

Os métodos convencionais de identificação fúngica são de inegável utilidade, 

porém demandam um tempo maior. Importa reafirmar que a  introdução do MALDI-

TOF MS  representou uma mudança na precisão da identificação microbiana, 

reduzindo o tempo de identificação e o custo (SOW et al., 2015). A metodologia 

melhorou claramente a capacidade de diagnóstico dos métodos fenotípicos, por sua 

grande capacidade discriminativa (STEFANIUK et al., 2015). 

Uma outra limitação encontrada no estudo foi a perda de viabilidade de cepas 

de leveduras em decorrência dos anos transcorridos: 7 cepas em 2004, 8 em 2005, 

5 em 2006 e 10 em 2007, totalizando 30 cepas. A partir de 2008, todas as amostras 
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foram recuperadas através de subcultivos em ágar BDA. A análise da viabilidade 

das cepas, por ano, resultou nos seguintes percentuais de crescimento: 2004 

(12,5%), 2005 (11,1%), 2006 (16,7%), 2007 (9.0%) e a partir de 2008, obtivemos 

100% de viabilidade das cepas. 

A partir da recuperação das leveduras e dos testes de autenticação das 

mesmas, foi possível a criação de uma coleção de cultura (apêndice A e anexo A). 

 As coleções de cultura de microrganismos dão importante contribuição para a 

preservação de culturas autenticadas para a comunidade científica em geral 

(ABREU& TUTUNJI, 2004). 

O método de preservação de leveduras em água destilada (método de 

Castellani) tem sido descrito por diversos autores como um método simples, de 

baixo custo e com capacidade de evitar o pleomorfismo das amostras, observado 

quando se realiza subcultivos sucessivos (CASTAGNETTA & MUNGELLUZZI, 1962; 

ELLIS, 1979; SMITH, 1983; URDANETH & LACAZ, 1965). De acordo com a 

literatura, as leveduras se mantêm viáveis por períodos médios de 12 - 18 meses em 

água destilada estéril, podendo ser necessária a reposição do volume de água, 

devido a redução, após 6 meses em tubos com tampas de rosca de plástico 

(MCGINNIS, PADHYE, & AJELLO, 1974; RODRIGUES, LÍRIO & LACAZ, 1992; 

DIOGO, 2005). A preservação em banco de leveduras, criado através do presente 

trabalho, irá proporcionar estudos futuros para diversas linhas de pesquisa, 

utilizando como documento operacional o Compêndio de Métodos e de Boas 

Práticas em Coleção de Cultura de leveduras do IBEX (apêndice B). 
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CONCLUSÕES 

 

Com base na realização do presente estudo, foi possível delinear as 

seguintes conclusões: 

a) É possível a recuperação de leveduras a partir de frascos de 

hemocultura automatizada; 

b) O estudo de viabilidade das amostras recuperadas permitiu 

verificar que a Candida tropicalis foi a espécie mais prevalente 

com 27,7% das amotras, seguida por C. albicans  em 21,6% e  

C. parapsilosis em 20,7%.; 

c) A autenticação das leveduras pode ser realizada por meio de 

diferentes métodos, como as técnicas de produção de tubo 

germinativo e de clamidospóros, teste cromogênico, prova 

bioquímica automatizada (sistema Vitek 2), análise molecular 

(PCR em tempo real) e  análise proteômica (Espectrometria de 

massas por tempo de voo - MALDI-TOF MS); 

d) O estudo permitiu verificar que as provas de produção de tubo 

germinativo, produção de clamidósporos e teste cromogênico 

são metodologias presuntivas, requerendo testes mais 

específicos para identificação de leveduras; 

e) A identificação bioquímica através do Vitek 2, se mostrou um 

método seguro para a caracterização de leveduras, porém 

evidenciou a inabilidade na identificação do complexo C. 

parapsilosis; 

f) O MALDI-TOF MS apresentou alto desempenho para a 

identificação de leveduras clinicamente relevantes, confirmando 

a metodologia como um protocolo seguro para a identificação de 

leveduras na rotina microbiológica; 

g) A técnica de PCR em tempo real permitiu a caracterização das 

leveduras com maior prevalência no estudo, apresentando a 

maior concordância com a técnica de MALDI-TOF MS, quando 

comparada ao Vitek 2; 
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h) As metodologias de identificação avaliadas podem ser 

incorporadas a coleções de cultura de leveduras para a 

autenticação dos microrganismos estocados; 

i) O presente estudo proporcionou a construção de protocolos 

técnicos para a caracterização e preservação de leveduras na 

Coleção de Cultura de Leveduras do Centro de Estudos em 

Biodefesa do Instituto de Biologia do Exército; 

j) Através da autenticação das leveduras do estudo, foi possível a 

criação de um Banco de Leveduras Institucional, com intuito de 

atender a demanda de pesquisa do Centro de Estudos em 

Biodefesa do Instituto de Biologia do Exército; 

k) Foi possível a elaboração de um Compêndio de Métodos e de 

Boas Práticas para a operacionalização da Coleção de Cultura 

de Leveduras do Centro de Estudos em Biodefesa do Instituto 

de Biologia do Exército. 
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APÊNDICE A – Banco de Culturas de Leveduras - IBEx 

Banco de Culturas de Leveduras - IBEx 

Gênero Espécie  
Número de 
isolados 

Candida albicans 24 

 
dubliniensis 1 

 
glabrata 19 

 
guilliermondii 1 

 
haemuloni 2 

 
krusei 4 

 
metapsilosis 2 

 
orthopsilosis 2 

 
parapsilosis 19 

 
pelliculosa 1 

 
tropicalis 31 

 
utilis 1 

   
Rodhotorulla mucilaginosa 2 

   
Saccharomyces cerevisiae 3 

   
Total   112 
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APÊNDICE B – Compêndio de métodos e de boas práticas em coleção de cultura 

de leveduras do IBEx 
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I. MEMORIAL DA INSTITUIÇÃO. 

 

Ao final do século XIX, Ismael da Rocha e Oswaldo Cruz concretizaram o 

sonho de ver instalado no Brasil um laboratório de pesquisa aos moldes do Instituto 

Pasteur, da França. Em 19 de dezembro de 1894, foi assinado pelo Presidente 

Prudente de Moraes o decreto de nº 1.915 criando o Laboratório Militar de 

Microscopia Clínica e Bacteriologia, aos moldes do Instituto francês. As atividades 

iniciaram em 2 de julho de 1896, na rua, atualmente conhecida como Senador 

Furtado, no bairro do Maracanã, na cidade do Rio de Janeiro. Na transição do ano 

de 1898 para 1899, suas instalações foram transferidas para a Rua General 

Canabarro 40, também no bairro do Maracanã, permanecendo nesse local até 1907. 

A partir dessa data, o laboratório passou a funcionar no Pavilhão Rodrigues Alves do 

Hospital Central do Exército (HCE), na rua Francisco Manuel, no bairro de Triagem. 

Posteriormente, teve nova nomenclatura: Laboratório Militar de Bacteriologia. Assim 

permaneceu até o período provisório do governo de Getúlio Vargas, que em 13 de 

janeiro de 1932, por meio do Decreto de nº 20.943, deu-lhe nova denominação: 

Instituto Militar de Biologia, momento no qual adquiriu, em definitivo, seu atual 

endereço no bairro de Triagem, no Rio de Janeiro. Por fim, em 12 de abril de 1943, 

recebeu a denominação Instituto de Biologia do Exército. 

Hoje, ocupa três regiões distintas, a sede, em Triagem, a sua área de 

produção veterinária, no Campo de Instrução de Gericinó (CIG), e parte do prédio 

anexo do Hospital Geral do Rio de Janeiro (HGeRJ), com o posto avançado de 

captação de sangue e coleta de sangue para exames laboratoriais. 

A estrutura organizacional do IBEX é composta pelas Divisões Técnica, 

Veterinária, Banco de Sangue e Soros e Vacinas, Ensino e Pesquisa, Administrativa, 

além das assessorias de Gestão da Qualidade e de Vigilância em Saúde. 

A Divisão de Ensino e Pesquisa (DEP) do IBEX, desde a origem do Instituto até 

os dias atuais, vem se sobressaindo no campo de formação técnica e investigação 

científica na área da Saúde. No ensino, contribui realizando cooperações de instrução 

com diversos cursos militares operacionais, além de abrigar 3 cursos do Programa de 

Capacitação de Militares de Saúde (Procap/SAU) da Diretoria de Saúde, promovendo a 

atualização dos militares desse Serviço. Na pesquisa, o resultado de seus 

experimentos e produção científica têm sido divulgados em publicações internacionais 
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em áreas como Microbiologia, Defesa Biológica, Genética Humana e Genética 

Forense, possibilitando a criação do Mestrado em Defesa Biológica, reconhecido 

pelaCoordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES). Somado 

a isso, o IBEX adequou e modernizou seus laboratórios de pesquisa, criando o Centro 

de Estudos em Biodefesa, que dispõe de um laboratório com nível de contenção 

biológica superior e que gerencia o laboratório de Biossegurança NB-3, componente 

importante do Sistema de Defesa, Química, Biológica, Radiológica e Nuclear do 

Exército (SisDQBRNEx). Para o armazenamento de isolados de leveduras de 

importância clínica, em 2019, o IBEX criou sua Coleção de Cultura de Leveduras 

(anexo A). 

Tendo em vista a necessidade de organização para atender às demandas da 

defesa biológica, o IBEX vem buscando sua capacitação, adequação e estruturação 

para dominar a tecnologia de identificação e manejo dos microrganismos envolvidos 

em bioterrorismo, tanto no que tange às metodologias quanto no que se refere a 

equipamentos e estrutura física. Nesse contexto, o Exército Brasileiro tem feito 

aquisições de equipamentos e executado projetos como a construção de um 

Laboratório de Defesa Biológica (LDB), com nível 3 de Biossegurança (NB3), no 

IBEX, como mencionado anteriormente, para a caracterização de agentes 

envolvidos em guerra biológica e bioterrorismo. O LDB deverá servir de base 

técnico-científica em âmbito nacional para estudos e apoio a outras instituições 

(públicas e privadas) comprometidas, direta ou indiretamente, com a segurança 

nacional e desenvolvimento de pesquisas. 

O IBEX mantém hoje estreito relacionamento com instituições renomadas de 

pequisas no cenário nacional, a partir do  convênio com a Fundação Oswaldo Cruz 

(FIOCRUZ), através do Laboratório de Fisiologia e Controle de Artrópodes e Vetores 

(LAFICAVE), dos  Programas de Incentivo à Pesquisa em Defesa Nacional (Pró-

Defesa III) com projetos entre o IBEX e as Universidades Federal do Rio de Janeiro 

e a Universidade do Estado do Rio de Janeiro e das parcerias com a Universidade 

de São Paulo, Instituto Butantan, entre outros. O IBEX faz parte, em conjunto com a 

Fiocruz, UFRJ, UENF e outras Instituições de pesquisa, da Rede de Monitoramento 

de Dengue, Zika e Chikungunya no Estado do Rio de Janeiro. Além dessas 

parcerias, o IBEX apoia tecnicamente o curso de Mestrado Profissional em Saúde, 

Medicina Laboratorial e Tecnologia Forense (MPSMLTF) da UERJ. 
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II. INTRODUÇÃO 

 

Nas últimas três décadas, a incidência de infecções sistêmicas apresentou 

aumento significativo, devido a fatores como Aids, transplantes de órgãos e medula 

óssea, uso de citostáticos e quimioterápicos, corticoterapia, antibioticoterapia, 

técnicas cirúrgicas invasivas e acesso vascular. Dentre os agentes fúngicos, 

Candida spp é, indubitavelmente, o microrganismo mais envolvido em casos 

deinfecção, em pacientes imunocomprometidos. Além disso, essas leveduras têm se 

mostrado mais resistentes às drogas antifúngicas de uso clínico, principalmente 

quando espécies de Candida não-albicans estão presentes. Importa mencionar que, 

de fato, qualquer organismo fúngico que apresente algum fator de patogenicidade, 

poderá causar, potencialmente, infecção, a princípio, em indivíduos que pertençam a 

populações vulneráveis (DORNELAS-RIBEIROet al., 2012; NEUFELD et al., 2015). 

 As infecções fúngicas são a maior causa de morbi-mortalidade, 

principalmente, em pacientes com malignidades hematológicas, sendo candidíases 

e aspergiloses os processos mais prevalentes  (cerca de 90%)(RUHNKE & 

MASCHMEYER, 2002). Há consenso na literatura sobre o aumento na incidência 

das infecções fúngicas invasivas e alteração no espectro dos agentes etiológicos 

(NEUFELD, 2009). 

  

 

III. CANDIDÍASE SISTÊMICA 

 

 Candidíases invasivas continuam liderando as causas de intercorrências 

fúngicas em pacientes imunocomprometidos, em Unidades de Terapia Intensiva. A 

instituição de rápida e adequada terapia tem mostrado uma redução significativa nas 

taxas de morbidade e mortalidade e têm permitido a redução geral de custos 

hospitalares. Embora Candida albicans permaneça sendo o principal agente 

responsável por infecções relacionadas à assistência a saúde, espécies de Candida 

não-albicans, como complexo C. glabrata, complexo C. parapsilosis, C. tropicalis, 

complexo C. guilliermondii, C. dubliniensis, C. lusitaniae e C. krusei têm emergido 

como significantes patógenos oportunistas. Dada a inerente variabilidade nos perfis 

de susceptibilidade antifúngica de diferentes espécies de Candida e a emergência 

de infecções por mais de uma espécie, a identificação correta a nível de espécie é 
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necessária para a melhor decisão terapêutica do clínico e conhecimento do 

comportamento epidemiológico (CHAO et al., 2014). 

 A candidíase sistêmica é a uma das formas micóticas mais polimórficas e, em 

muitos casos, se configura como um achado terminal. Comumente, apresenta-se 

com sinais e sintomas inespecíficos, provas sorológicas inconclusivas e com a 

necessidade de equipamentos específicos para o isolamento e identificação do 

microrganismo (LONDERO et al., 2004; FIGUERAS et al., 2011). Além disso, estão 

presentes altos percentuais de mortalidade e o custo de tratamento com frequência 

é elevado (COLOMBO et al., 2006). 

 Vários fatores são atribuídos ao risco de desenvolvimento de candidíase 

invasiva. A candidemia é observada, particularmente, entre pacientes hospitalizados 

por longos períodos de tempo, tendo como fatores prédisponentes para fungemias, 

tratamentos com antibióticos de amplo espectro, quimioterapia, transplantes, uso de 

cateteres, nutrição parenteral, procedimentos invasivos múltiplos, neutropenia, 

pacientes imunossuprimidos e formação de biofilmes (TUMBARELLO et al., 2007; 

VIGOURUX et al., 2006). 

         Candida albicans ainda é considerada a espécie mais comum em 

candidemias, porém, o aumento das taxas de candidemia por Candida tropicalis, 

complexo Candida parapsilosis, complexo Candida glabrata e Candida krusei tem 

sido relatado em todo mundo. A razão para emergência de espécies não-albicans 

não está ainda completamente elucidada, mas algumas condições médicas podem 

produzir impacto no risco de desenvolvimento de candidemia por essas espécies.O 

complexo Candida parapsilosis é responsável por candidemias a partir do uso de 

cateteres e nutrição parenteral, Candida tropicalis está mais associada a neoplasias 

e neutropenias, Candida krusei e complexo Candida glabrata estão mais associadas 

a candidemias de correntes de prévia exposição a azólicos (COLOMBO et al., 2006). 

 Diversas espécies de Candida isoladas em hemocultura demonstram 

sensibilidade à anfotericina B e ao fluconazol, porém, existem algumas exceções, 

como os isolados de Candida krusei, que são intrinsicamente resistentes ao 

fluconazol, e algumas do complexo Candida glabrata que possuem sensibilidade 

reduzida a azólicos. A correta identificação da espécie e o teste de susceptibilidade 

são dados fundamentais para o adequado manejo das candidemias (SANDVEN, 

2000). 
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IV. IDENTIFICAÇÃO DE LEVEDURAS  

 

 Recentemente, as tecnologias para a identificação de leveduras têm 

avançado significativamente, com métodos que incluem desde ensaios bioquímicos 

manuais e automatizados até ensaios baseados em análises de ácidos nucleicos e 

proteômica. Com o uso de métodos micológicos convencionais (produção de tubo 

germinativo, produção de clamidósporos e meio cromogênico), a identificação de 

espécie de leveduras pode requerer de alguns dias à várias semanas. Alguns 

desses métodos, inclusive, não apresentam eficácia na identificação de espécies 

menos comuns. Embora as técnicas moleculares tenham aumentado 

consideravelmente a capacidade de identificação de leveduras, muitas delas estão 

associadas com custos aumentados, complexidade de execução e necessidade de 

um conhecimento técnico específico. Diante desse quadro, a Espectrometria de 

Massas por Tempo de Voo (MALDI-TOF MS) se apresenta como uma alternativa 

promissora para a identificação rotineira de espécies de leveduras clínicas (CHAO et 

al., 2014). 

 

 

4.1. Produção de Tubo Germinativo 

 

 O complexo Candida albicans tem a capacidade de produzir tubos 

germinativos na presença de soro (humano) ou meio hiperproteico, incubados à 

temperatura de 35ºC (±2ºC), por um período de 2-3 horas (DORNELAS-RIBEIRO, 

2011). O teste é simples, eficiente e econômico para triagem e identificação do 

complexo C. albicans (apêndice 4). Aproximadamente, 95,97% dessas leveduras 

produzem tubo germinativo, contudo Candida tropicalis também é capaz de induzir 

crescimento de hifas nas mesmas condições que o complexo Candida albicans 

(CAMPANHA et al., 2005). 

 

Técnica: 

 Inocular fragmentos de culturas de leveduras (após crescimento em ágar 

batata dextrosado - BDA, por 24-48 h) em 0,4 mL de soro humano, utilizando 

agulha ou alça bacteriológica; 

 Incubar os tubos por um período de 2-3 h, a 35º C ±2; 
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 Colocar uma alíquota da suspensão entre lâmina e lamínula e examinar em 

microscópio com objetiva de 40x, procurando observar a produção de tubos 

germinativos. 

 

 

4.2. Produção de Clamidósporos 

 

 Sob condições não ótimas de crescimento, o complexo Candida albicans 

pode desencadear a formação de clamidósporos, que são estruturas arredondadas 

e refringentes com uma parede celular espessa (LEE et al., 1999). 

 Diversos meios de cultura são propostos para a indução de clamidósporos, 

sendo que os mais comuns possuem um baixo valor nutricional e altas taxas de 

carbono/nitrogênio. Para que haja a diminuição da tensão superficial, agentes como 

o Tween 80 são adicionados. O meio de ágar milho é o meio de eleição para a 

produção de clamidósporos (DORNELAS-RIBEIRO, 2011) (apêndice 5). 

 

Técnica: 

 Semear as colônias de leveduras através de estrias paralelas em ágar milho 

com Tween-80 (1%); 

 Cobrir a superfície do meio com lamínulas estéreis, ficando estas sobre as 

estrias; 

 Incubar à temperatura de 30º C, por 48-96 h; 

 Retirar as lamínulas, montá-las em lâminas e examinar em microscópio com 

objetiva de 40x, procurando observar a formação de clamidósporos.  

 

4.3. Identificação Cromogênica 

 

 Essa identificação é procedida em um meio de cultura diferencial, que facilita 

o isolamento e a identificação presuntiva de algumas espécies de leveduras 

clinicamente importantes, a partir da coloração de suas colônias (ODDS & 

BERNAERTS, 1994). 

 Substratos cromogênicos são adicionados como constituintes no meio, o que, 

com o desenvolvimento das leveduras, determina o surgimento de colônias de cores 
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características para cada espécie (Fig. 1). A utilidade do meio cromogênico, 

contudo, é limitada, pois esses meios são capazes de discriminar um número restrito 

de leveduras (Candida albicans, Candida tropicalis e Candida krusei) e também 

porque múltiplas espécies de leveduras podem desenvolver cores semelhantes, 

afetando, assim, a especificidade (BUCHAN & LEDEBOER, 2013) (apêndice 6).

  

 O meio permite a identificação do complexo Candida albicans pela coloração 

verde produzida, Candida tropicalis pela coloração azul petróleo e Candida krusei 

pela coloração rosa e textura seca (RIBEIRO et al., 2009). Outras espécies de 

Candida desenvolvem coloração entre branca e malva.  

 

Técnica: 

 Semear os isolados de leveduras em meio cromogênico; 

 Incubar a 35ºC ±2, por 24 h; 

 Observar a cor exibida pelas colônias e identificar segundo orientações do 

fabricante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

                          Figura 1. Meio cromogênico CHROMágar® - Candida 

 

4.4. Análise por Bioquímica Automatizada: Vitek 2 

 

 O Vitek 2 é um sistema automatizado correntemente utilizado em rotinas de 

laboratórios de microbiologia clínica. O equipamento realiza automaticamente os 

processos necessários para a identificação bioquímica de microrganismos 

determinação da susceptibilidade a antimicrobianos, utilizando um inóculo primário 

isolado de culturas positivas. Embora os métodos de identificação clássicos, 

manuais e morfológicos ainda sejam considerados padrão ouro, esses métodos são 
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lentos, laboriosos e são propensos a interpretações subjetivas. Por outro lado, o 

sistema Vitek 2 reduz o tempo necessário para identificação e permite a 

padronização dos resultados inter e intra laboratórios, armazenamento de 

resultados, emissão de relatórios epidemiológicos rápidos e testes simultâneos de 

susceptibilidade a antimicrobianos (MONTEIRO et al., 2016). 

 Esse sistema utiliza cartões com substratos bioquímicos liofilizados para a 

identificação taxonômica, a partir da assimilação de carboidratos e nitratos, e 

também permite a determinação do perfil de susceptibilidade de leveduras (ARAÚJO 

et al., 2005). 

 O equipamento apresenta um banco de dados que tem sido 

progressivamente atualizado, para abranger leveduras comuns e infrequentes de 

espécies clínicas (POSTERARO et al., 2015). 

 Os procedimentos relacionados à operação do equipamento e identificação 

de leveduras na Coleção de Cultura estão apresentados no apêndice 7. 

 

Técnica: 

 

 Utilizar cartões para identificação de leveduras (YST); 

 Inocular os cartões segundo instruções do fabricante; 

 Inserir no módulo leitor para leitura automatizada dos substratos; 

 Considerar as identificações com percentuais de probabilidade ≥ a 85%. 

Realizar testes complementares, quando necessário. 

 

 

4.5. Análise Proteômica: Espectrometria de Massas por Tempo De Voo - [Maldi 

Tof Ms] 

 

 A Espectrometria de Massas em sua configuração MALDI-TOF (Matrix 

Assisted Laser Desorption/Ionization Time of Flight) é um método analítico 

desenvolvido em meados de 1988, que evoluiu rapidamente para espectros de 

“impressão digital” para vários microrganismos, incluindo bactérias e fungos, através 

da análise de perfis de proteínas. Bancos de dados foram, posteriormente, 

desenvolvidos e adotados em laboratórios de microbiologia clínica. Esses bancos de 

dados empregam o conceito de reconhecimento de padrões ou de “impressão 
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digital”, onde o espectro de massa obtido de uma bactéria ou levedura é comparado 

com espectros existentes, para encontrar a correspondência mais próxima (KASSIM 

et al., 2017). 

 Nesse sistema, os agentes microbianos são colocados em uma placa com 

uma matriz constituída deácido α-Ciano-4-hidroxi-cinamico (HCCA). A placa é 

irradiada com um laser que vaporiza a amostra (dessorção), ionizando as moléculas, 

que serão conduzidas por uma diferença de potencial elétrico, a uma região livre de 

campos elétricos, no tubo de voo. Nessa região, ocorre a distinção dos íons de 

acordo com as suas velocidades, que são inversamente proporcionais às 

respectivas relações massa/carga. Os íons são detectados, após sua chegada no 

final do tubo, com registro do seu tempo de voo, associando-se esse parâmetro 

indiretamente com a massa molecular da proteína(KARAS & HILLENKAMP, 1988; 

GROSS, 2006; DENIS et al., 2017). 

 A abordagem do biomarcador para a identificação de microrganismos 

emprega proteínas específicas encontradas dentro da célula. Proteínas ribossomais 

tornaram-se um dos biomarcadores ideais, porque são abundantes, altamente 

conservadas e codificadas por genes cromossômicos. Essas proteínas têm massas 

moleculares que se enquadram de 4 a 30 KDa(KASSIMet al., 2017).  

 Um obstáculo para a identificação de isolados de leveduras, usando MALDI-

TOF MS, é a presença de uma robusta parede celular, que inibe a análise direta de 

leveduras. Pesquisadores têm superado essa dificuldade usando uma variedade de 

abordagens de pré-processamentos destinados a liberar as proteínas intracelulares, 

que são a base para a identificação por MALDI-TOF MS (BUCHAN & LEDEBOER, 

2013). 

 O MALDI-TOF MS se apresenta como uma alternativa real para a 

identificação rotineira de espécies de leveduras. É um sistema que providencia a 

correta identificação de espécies, levando apenas alguns minutos para executar 

todo o processo, sendo relativamente barato para conduzir a identificação específica 

(CHAO et al., 2014). 

 Os procedimentos relacionados à operação do equipamento e identificação 

de leveduras na Coleção de Cultura estão apresentados nos apêndices 8 e 9. 
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Técnica: 

 

 Aplicar as colônias de leveduras isoladas diretamente na placa do 

equipamento; 

 Tratar com 1 µL de ácido fórmico a 85%. Após a secagem em temperatura 

ambiente, aplicar 1 µL da matriz HCCA e submeter à secagem também à 

temperatura ambiente (BULANE & HOOSEN, 2017; LEE et al., 2017); 

 Inserir a placa, posteriormente, no equipamento que irá irradiar com laser,que 

vaporizará a amostra, ionizando as moléculas, que serão, então,aspiradas e 

elevadas ao detector (Fig. 2); 

 Os dados obtidos através do perfil do espectro serão comparados com o 

banco de dados do equipamento, utilizando o softwaredo fabricante para a 

identificação dos microrganismos; 

 Analisar as amostras em duplicata no Microflex LT MALDI-TOF MS da Bruker 

Daltonik, Biotyper (Fremont, CA), no modo linear positivo, em uma frequência 

60 Hz, com um intervalo de massa entre 2 e 20 KDa (Fig. 3); 

 As informações obtidas serão analisadas automaticamente, usando o 

software Bruker Biotyper 3.1. Cada espectro será obtido a partir de 240 tiros, 

em passos de 40 tiros de diferentes posições da placa alvo, e o log dos 

scoresserão calculados; 

 A identificação do ponto de corte dos scoresserão interpretadas do seguinte 

modo: scores ≥ 1,7 indicarão identificação confiável a nível de espécie, 

enquanto que scores <1,7 indicarão identificação não confiável, requerendo a 

repetição da análise (LEE et al., 2017). 

 

 

Fig. 2. Fundamento da metodologia de Espectrometria de Massas por Tempo de Voo - Microflex LT 
Maldi-Tof MS da Bruker Daltonik, Biotyper (Fremont, CA). Fonte: Manual da Bruker. 
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Fig. 3. Equipamento de Espectrometria de Massas por Tempo de Voo, Microflex LT Maldi-Tof MS da 
Bruker Daltonik, Biotyper (Fremont, CA) - IBEX. Fonte: IBEX. 
 

 

4.6. Análise Molecular: PCR em Tempo Real 

 

O PCR em Tempo Real combina a química com uma sonda fluorescente, 

para detecção do produto amplificado, na mesma reação. A avaliação da 

fluorescência é obtida pela plataforma do equipamento em cada ciclo de 

amplificação. Em geral, a reação ocorre em menos de uma hora, sendo 

consideravelmente mais rápida que as técnicas de PCR convencionais (ESPY et al., 

2006).  

 Este tipo de detecção do amplicon constitui um avanço significativo na 

química dos ácidos nucleicos, por ser mais rápido que os métodos tradicionais de 

detecção de amplicons. Além disso, há uma redução significativa na chance de 

contaminação do amplicon no laboratório, pois não há abertura do tubo de reação 

para a análise do amplicon. Existem diferentes plataformas disponíveis para a 

amplificação de ácidos nucleicos em tempo real (FOY & PARKES, 2001).  

 Várias são as moléculas fluorogênicas que podem ser usadas para a 

detecção dos ácidos nucleicos amplificados, numa reação homogênea ou em tempo 

real. Essas moléculas podem ser inespecíficas e detectar qualquer tipo de ácido 

nucleico amplificado (SYBR GREEN) ou específicas, o que significa que elas são 

oligonucleotídeos e se hibridizam a uma sequência específica, presente no amplicon 

(sondas) (KONEMAN et al., 2008). 
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 O SYBR Green, é um corante que se liga ao sulco menor do DNA de dupla 

hélice. Emite muito pouca fluorescência, quando no estado não ligado, mas gera 

uma fluorescência consideravelmente maior quando ligado ao DNA, essa 

propriedade o torna útil para a determinação da presença de um produto de DNA 

amplificado (KONEMAN et al., 2008). 

 Os procedimentos relacionados à operação do equipamento e identificação 

de leveduras na Coleção de Cultura estão apresentados nos apêndices 10 e 11. 

 

Técnica: 

 Semear todas as amostras em BDA e incubar a 35°C2°C, por 18-24 h. 

 Para extração do DNA, preparar suspensões em 20L de solução de lise 

(SDS 10% 125µL; NaOH 0,05N 100µL; H2O qsp 5000µL). Essas suspensões 

deverão ser aquecidas a 94ºC, por 5 min e, posteriormente, adicionadas de 

180 µL de água Mili-Q estéril e centrifugadas a 16.000 g, por 5 min. Uma 

alíquota de 3L do DNA extraído em suspensão deverá ser adicionada 

juntamente com 1L(10pmol) de cada um dos dois iniciadores específicos e 

5L de PCR Luminaris Hi-Green qPCR Master Mix (ThermoScientific, MA, 

USA), em um volume total de 10L para a reação de PCR em Tempo Real. O 

desenho dos Primers para o PCR é sumarizado na tabela 1. 

 Toda a mistura deverá ser submetida a 1 ciclo de 95°C, por 5 min, para a 

desnaturação do DNA, 30 ciclos de 95°C, por 30s, 60°C, por 30s, e 72°C, por 

30s, 1 ciclo de 72°C, por 7 min e, posteriormente, manter a 4°C em 

termociclador em tempo real (Step One Plus, Appllaid Biosystems-Thermo 

Fisher). 
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Tabela 1 - Sequência dos Primers 

Fungo Orientação Sequências Referência 

C. albicans 

FW ATG TGG CAC GGC TTC TGC TG Ogata 2015 

RV TAG GCT GGC AGT ATC GTC AGA GG Ogata 2015 

C. glabrata 

FW TTC GTG TAC TGG AAT GCA CC Ogata 2015 

RV ATA GAA CCA AAC GTC CTA TTC C Ogata 2015 

C. krusei 

FW CTG CAG GAG AAG GGG TTC TGG AAC G Ogata 2015 

RV CGG TGT TGC GCC GTT CTG C Ogata 2015 

C.tropicalis 

FW ATT TTG TAT GTT ACT TCT TCG Ogata 2015 

RV TAG GCT GGC AGT ATC GAC GAA GG Ogata 2015 

C. 
parapsilosis 

FW ATT TTG TAT GTT ACT CTC TCG Ogata 2015 

RV TGC CAA CAT CCT AGG CCG AAG C Ogata 2015 

C. 
guilliermondii 

FW GTC AAA CTT GGT CAT TA Neufeld 2009 

RV TTG GCC TAG AGA TAG GTT GG Neufeld 2009 

 

OBS: Todos os procedimentos técnicos serão realizados em Laboratório com Nível 
de Biossegurança 2 (NB2), fazendo uso de Equipamentos de Proteção Individual e 
Coletiva (EPI e EPC). 
 

 

V. COLEÇÃO DE CULTURA DE MICRORGANISMOS  

 

 Representando desde pequenos centros privados a grandes centros de 

serviços e possuindo diferentes objetivos, políticas e acervos, as coleções de cultura 

são importantes insitituções de preservação de recursos biológicos. Essas coleções 

estão frequentemente associadas às atividades de uma organização parental, como 

instituições acadêmicas ou de pesquisa científica, e mantêm organismos que podem 

ser utilizados de formas distintas (CONSENSO, 2006) 

 Coleções de cultura de microrganismos são centros de conservação da 

biodiversidade, sendo encarregadas de coletar e disponibilizar organismos 

relevantes para a pesquisa científica, bem como estão ligadas ao desenvolvimento 

tecnológico e ao ensino. A preservação e a manutenção de culturas deve ser 

realizadas de forma a garantir a sobrevivência do microrganismo e a estabilidade 

das propriedades morfológicas e fisiológicas, características genéticas e a pureza 

dos isolados, durante períodos prolongados (CAVALCANTI, 2010). 
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 Existem diversos tipos de coleções microbiológicas ex-situ, que são 

classificadas de acordo com o atendimento prestado. As coleções de trabalho são 

aquelas mantidas nos laboratórios e utilizadas em linhas específicas de pesquisa 

(podendo ser extintas quando os pesquisadores mudam de linha); coleção 

institucional que abastece diversas linhas de pesquisa de uma única instituição; 

coleções de serviço que possuem acervo abrangente, curadoria profissional e têm 

papel fundamental na aquisição, caracterização taxonômica e tecnológica, 

manutenção e distribuição de microrganismos para toda a comunidade, para fins 

industriais ou de pesquisa (ANDRADE et  al., 2008). 

 Subcultivos periódicos e sucessivos de isolados fúngicos podem acarretar o 

aparecimento de alterações morfológicas, fisiológicas e bioquímicas, além do 

elevado risco de contaminação. Desse modo, diversas coleções de cultura têm 

utilizado metodologias de preservação de longo prazo, mas não há um método 

universal para todos os tipos de fungos (BUTTERFIELD et al.,1974; McGINNIS, et 

al., 1974; QIANGQIANG et al., 1998; CAVALCANTE et al., 2007). 

Os procedimentos relacionados ao fluxo de amostras fúngicas na Coleção de 

Cultura estão apresentados nos apêndices 1, 2 e 3. 

 

 

VI. MÉTODO DE PRESERVAÇÃO: CONSERVAÇÃO E ESTOCAGEM DE 

LEVEDURAS EM ÁGUA DESTILADA ESTÉRIL 

 

 A importância da manutenção epreservação de microrganismos, caracteriza-

se como reflexo da necessidade de utilização desses recursos a qualquer momento, 

quer para fins experimentais, didáticos, industriais ou estudos comparativos 

(GUIMARÃES, 2011). Dessa forma, definir a técnica de preservação de culturas 

mais adequada e dispor de procedimentos simples e eficientes, reveste-se de 

grande valia aos laboratórios de microbiologia (SOLA et al., 2012). 

          Diversos métodos vêm sendo empregados para preservação de fungos, 

porém, em virtude da diversidade biológica desses microrganismos, não existe uma 

técnica padrão que seja capaz de preservá-los de forma única ou  generalizada 

(DELLARETTI, 2014). 

 A escolha do método de manutenção mais adequado deve ser baseada nas 

características do agente em estudo, assim como nas vantagens e desvantagens de 
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cada técnica (SOLA et  al., 2012; DELLARETTI, 2014). O alvo de qualquer método 

de manutenção é preservar a viabilidade e, principalmente, proporcionar estabilidade 

genética ao microrganismo isolado, pelo maior tempo possível, evitando, assim, a 

formação excessiva de mutações que alterem suas características (ABREU & 

TUTUNJI, 2004; GIRÃO et al., 2004). 

 Diferentes métodos têm sido propostos para a manutenção de fungos em 

coleções cultura, como preservação em óleo mineral estéril, congelamento, 

congelamento em temperatura ultra-baixa, água destilada estéril (MÉTODO DE 

CASTELLANI) e liofilização (McGINNIS, PADHYE & AJELLO, 1974). O método de 

Castellani é um método simples e economicamente viável (RODRIGUES, LIRIO & 

LACAZ, 1992; FIGUEIREDO, 2001; CANHOS, 2003; NAKASONE et  al., 2004). 

 O método de Castellani (Fig. 4) consiste no armazenamento de 

microrganismos em água esterilizada ou solução salina, sendo indicado na 

preservação de microrganismos sensíveis a baixas pressões osmóticas de soluções 

hipotônicas (PIMENTEL & FIGUEIREDO, 1989; COSTA & FERREIRA, 1991; 

NEULFELD & OLIVEIRA, 2008). O método se baseia na transferência de culturas 

para frascos contendo uma solução de água destilada esterilizada, com posterior 

armazenamento sob temperatura ambiente. As suspensões de células deverão ser 

bem concentradas, a partir de um crescimento em meio sólido, oupoderão ser 

introduzidos blocos de ágar contendo os microrganismos. Um pequeno espaço físico 

deverá ser disponibilizado para o acondicionamento dos frascos (SOLA et al., 2012). 

 Segundo McGINNIS, PADHYE & AJELLO, 1974, o método de manutenção de 

cultura de fungos em água destilada esterilizada, por longos períodos de tempo, é 

simples, econômico e confiável. O método oferece muitas vantagens para 

laboratórios que mantém pequenas coleções de cultura para referência ou 

propósitos de ensino. O espaço de armazenamento necessário para os frascos é 

mínimo e como os frascos são armazenados a temperatura ambiente, a refrigeração 

não se faz necessária. A técnica de revitalização é menos laboriosa que as culturas 

preservadas em óleo mineral estéril. 

Os procedimentos relacionados a preservação de leveduras através do 

Método de Castellani estão apresentados no apêndice 12. 
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Técnica: 

 

 Inocular fragmentos das colônias, assim como fragmentos do meio de cultura 

em tubos estéreis, contendo 5 mL de água destilada esterilizada;  

 Manter os tubos à temperatura ambiente e sob refrigeração entre 2 a 8ºC.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                             Figura 4. Cepas de leveduas mantidas pelo método de Castellani. Fonte:  
IBEX 

 

 

VII. BOAS PRÁTICAS EM COLEÇÃO DE CULTURA DE LEVEDURAS DO IBEX 

 

Essas práticas constituem um conjunto de normas, procedimentos e atitudes 

de segurança, que visam a minimização dos acidentes, que envolvem as atividades 

laboratoriais dentro da Coleção de Cultura do IBEX (MAESTROENI, 2005; ARAÚJO 

et al., 2009) (apêndice 13). 

 

 

7.1. Equipamentos de Segurança Laboratorial: 

 

 São considerados barreiras primárias de contenção, que visam a proteção 

dos profissionais (HIRATA, 2012). 

 

 Equipamentos de Proteção Individual (EPI): Dispositivos destinados a 

proteger a saúde e a integridade física do profissional (Portaria 3214-NR6 / 

08/06/1978), representado por: 
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 Jaleco de manga longa; 

 Luvas descartáveis; 

 Luva térmica; 

 Óculos de proteção; 

 Máscara descartável; 

 Calçado fechado; 

 Propé. 

 

 Equipamentos de Proteção Coletiva (EPC): permitem a execução de 

operações seguras para o operador e demais profissionais do laboratório 

(HIRATA, 2012): 

 Cabine de seguraça biológica classe II B2; 

 Cabine de segurança biológica classe III - "Glove Box"; 

 Autoclave; 

 Chuveiro e lavaolhos; 

 Pipetador automático; 

 Extintores de incêndio; 

 Caixa coletora de pérfuro cortante; 

 Sistema de controle de acesso com identificação biométrica. 

 

7.2. Biossegurança na Coleção de Cultura de Leveduras do IBEX 

 

 Conceitos: 

 

 Bioconfiança (biosurety): É o conjunto de sistemas e procedimentos para 

salvaguardar os agentes biológicos e toxinas contra furto, roubo, perda, 

desvio, acesso ou uso não autorizado e garantir que todas essas ações 

sejam conduzidas de maneira segura e confiável, englobando nesse 

conceito a biossegurança, a bioproteção e os controles de pessoal e 

material (PORTARIA NORMATIVA Nº 585/MD, DE 7 DE MARÇO DE 

2013); 

  
 Biossegurança (biosafety): É o conjunto de ações destinadas a prevenir, 

controlar, reduzir ou eliminar riscos inerentes às atividades que possam, 



105 

de forma não intencional, comprometer a saúde humana, animal, vegetal 

e o ambiente (PORTARIA NORMATIVA Nº 585/MD, DE 7 DE MARÇO DE 

2013); 

 
 Bioproteção (biossecurity): É o conjunto de ações que visam a minimizar 

o risco do uso indevido, roubo e/ou a liberação intencional de material 

com potencial risco à saúde humana, animal, vegetal e ambiental 

(PORTARIA NORMATIVA Nº 585/MD, DE 7 DE MARÇO DE 2013). 

 

 Principais normas de biossegurança: 

 

 Utilização adequada de EPIs e EPCs; 

 Lavagens das mãos antes e após os procedimentos técnicos; 

 Descontaminação das bancadas antes e após as análises; 

 Manusear, transportar e armazenar materiais biológicos e  

microrganismos de forma segura; 

 Acondicionar os resíduos biológcos de forma adequada (saco 

branco leitoso); 

 Descontaminar por autoclavação os resíduos biológicos e demais 

 materiais contaminados; 

 Obedecer a sinalização de risco do laboratório; 

 Seguir as normas institucinais de treinamentos e segurança 

laboratorial. 
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APÊNDICES DO COMPÊNDIO 
  

Apêndice 1.  
 
FLUXO DAS AMOSTRAS 
 

 
 
 
 
 
 

FLUXO DAS AMOSTRAS 

Solicitação de depósito 

Procedimento para depósito, com formulário preenchido pelo depositário 

Verificação do enquadramento na Coleção de Cultura do IBEx 

Recepção da amostra 

Verificação da viabilidade e pureza da amostra 

Repique e incubação 

Confirmação da identificação do organismo 

Autenticação do microrganismo 

Registro do Microrganismo na Coleção de Cultura 

Preservação  

Testes de viabilidade da cepa 

Distribuição institucional 

Procedimento de retirada com preenchimento de formulário próprio.  
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ANEXO – Documento interno de criação da Coleção de Cultura de Leveduras do 

IBEX.  

 

 

 

 


