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ARTIGO 

Identificação molecular e fenotípica de leveduras de 

importância clínica para autenticação em biobanco de 

leveduras 
 

Molecular and phenotypic identification of clinical important yeasts for biobank 

authentication 

 
Resumo 

A candidíase invasiva continua sendo prevalente causa de 

morbidade e mortalidade em pacientes 

imunocomprometidos. Nas últimas décadas, as 

tecnologias para identificação de leveduras (IdLev) têm 

avançado significativamente, com métodos bioquímicos 

automatizados e ensaios moleculares. A 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 comparação de 

metodologias moleculares e fenotípicas na IdLev. Foi 

selecionado o método de Castellani, para a manutenção e 

conservação dos microrganismos do Biobanco de 

Leveduras (BioBLev), tendo sido analisados 112 isolados, 

onde foi 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. Por fim, foram 

elaborados os protocolos técnicos, formulários e um 

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 às demandas de pesquisa do Instituto de 

Biologia do Exército. 

Palavras-chave: Candidíase; Identificação de leveduras; 

MALDI-TOF MS; qPCR; Banco de leveduras. 
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Abstract 

Invasive candidiasis remains 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, constitutes a terminal finding. In recent decades, yeast identification technologies have advanced 

significantly, with automated biochemical methods and molecular assays. Time of Flight Mass 

Spectrometry (MALDI-TOF MS) has been presented as a promising alternative for yeast species 

identification routine. The present work aimed to compare molecular and phenotypic methodologies in 

the identification of yeast isolates. The Castellani method was selected for the maintenance and 

conservation of microorganisms in the Yeast Collection, of wich 112 yeast isolates were isolated. The 

following recovery rates were observed among the species: 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, the following were found: C. 

dubliniensis, C. Famata, C. guilliermondii complex, C. pelicullosa, C. utilis (0.9%) and other yeast species 

(4.5%). It was possible to verify the good performance of MALDI-TOF MS against phenotypic methods for 

the characterization of yeasts, as well as its good correlation with real-time PCR. Finally, technical protocols, 

forms and a Compendium of Methods and Good Practices in Yeast Culture Collection were prepared. The 

present study recovered yeast strains of clinical interest to be authenticated through phenotypic and 

genotypic methodologies and to create a bank of microorganisms at the Army Institute of Biology. 

Key-words: Candidiasis, Yeast identification; MALDI-TOF MS; qPCR; Yeast banking. 

 

 

1. 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 (DORNELAS-

RIBEIRO et al., 2012; NEUFELD et al., 2015). Dentre os fúngicos, Candida spp é 

o microrganismo que mais causa infecções em pacientes 

imunocomprometidos.  

A guarda e a manutenção de espécimes de microrganismos, sob a forma 

de coleções de cultura (ColCult) ou biobanco (BioB), é importante por diversos 

aspectos, como conservação e exploração da diversidade genética e 

metabólica. Por definição, ColCult de microrganismos podem ser consideradas 

como centros de conservação de recursos genéticos ex-situ, que tem como 

função principal, a aquisição, caracterização, manutenção e distribuição de 

microrganismos e células autenticadas e reagentes biológicos certificados, as 

quais atuam também como provedores de serviços especializados e centros de 

informação. Existem diferentes tipos de ColCult, tais como coleções de 

trabalho, coleções institucionais e, principalmente, as coleções de serviço. A 

preservação e a manutenção de culturas de microrganismos devem ser 

realizadas de forma a garantir a sobrevivência, pureza e estabilidade 

morfológica e fisiológica do microrganismo, bem como suas características 

genéticas, durante períodos prolongados (CAVALCANTI, 2010). 

O Brasil dispõe de diversas ColCult, a exemplo da Embrapa, do Instituto 

Adolfo Lutz, da Fundação Oswaldo Cruz, da Fundação Tropical de Pesquisas e 
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Tecnologia André Tosello, da Universidade Federal Rural de Pernambuco, 

dentre outras (ABREU; TUTUNJI, 2004). 

O objetivo do presente trabalho foi construir um banco de leveduras, 

com autenticação da identificação das espécies utilizando diferentes 

metodologias, incluindo espectrometria de massas (MS) para IdLev de 

importância clínica. 

 

2. Materiais e Métodos 

 

2.1. Origem, cultura e isolamento das cepas 

 

As leveduras estudadas foram isoladas de fluídos corporais de 83 

pacientes durante os procedimentos diagnósticos de rotina no Laboratório de 

Bacteriologia e Micologia do Hospital Adventista Silvestre (LBM/HAS), no Rio 

de Janeiro, entre 2004 e 2017. 

Os espécimes clínicos foram inoculados em garrafas contendo meio 

para sistema de hemocultura automatizado. Foram utilizados Myco/F (BD 

Becton Dickinson) e Bact/Alert® 3D (Biomerieux). As amostras positivas foram 

semeadas por esgotamento em meios enriquecidos (ágar sangue e chocolate) 

e diferenciais (MacConkey e ágar batata dextrose-BDA) para posterior IdLev no 

Laboratório NB2 do Instituto de Biologia do Exército (LNB2/IBEx). As placas 

foram incubadas em estufa a 35 °C por período de no mínimo 48h. 

As cepas de referência Candida tropicalis (ATCC 750), Candida albicans 

(ATCC 24433), Candida parapsilosis (ATCC 22019) e Candida krusei (ATCC 

6258) foram usadas neste trabalho. 

 

2.2. Identificação das leveduras 

 

Os isolados clínicos foram identificados por provas fisiológicas, incluindo 

provas bioquímicas (PBioq), prova da produção de tubo germinativo (PTG), 

prova da produção de clamidósporo (PCEsp) e teste cromogênico (TCro), além 

de análises moleculares, como espectrometria de massas (MS) e reação em 

cadeia de polimerase por tempo real (qPCR). 

 

2.2.1. Identificação por Provas Fisiológicas 

2.2.1.1. Teste de Pbioq 

O isolamento das cepas, tanto no LBM/HAS, quanto no LNB2/IBEx foi 

realizado na plataforma automatizada Vitek® 2 Systems (Biomerieux), utilizando 

cartões YBC ou YST para IdLev. Os cartões foram inoculados de acordo com as 

instruções do fabricante e inseridos no equipamento para leitura e 

quantificação. A identificação foi considerada aceitável quando os percentuais 
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de probabilidade obtidos foram ≥ a 85%, na ausência de solicitação de testes 

complementares pelo equipamento. O Vitek 2 realiza caracterização fenotípica, 

a nível de identificação bioquímica (MONTEIRO et al., 2016). Para isso, utiliza 

cartões com substratos bioquímicos liofilizados para a identificação 

taxonômica, tendo como base a assimilação de carboidratos e nitratos (NATH 

el al., 2017).  

 

2.2.1.2. Prova da PTG 

Isolados de leveduras identificados no LBM/HAS como C. albicans, 

foram inoculados com 0,4 mL de soro humano e incubados por um período de 

2 a 3 horas em estufa a 35 ºC ± 2. Em seguida, uma alíquota dessa suspensão 

foi transferida para uma lâmina e recoberta por lamínula. A formação de TGs 

foi verificada usando microscopia óptica, aumento de 40x Olympos BX 50 

(NEUFELD, 1999). As cepas positivas foram catalogadas e os resultados 

correlacionados com a produção de CEsp.  

 

2.2.1.3. Prova da PCEsp 

As culturas foram semeadas em placas de Petri contendo ágar milho 

(Oxoid) com Tween 80 (Reagen) a 1%, seguindo três estrias paralelas. Em 

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

placas incubadas em estufa (Sterilifer) à 30 ºC, por 48h a 96h. 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 

CEsp e também foram positivas no teste de PTG, forneceram uma identificação 

presuntiva de C. albicans.  

 

2.2.1.4. Teste Cromogênico  

Os isolados foram cultivados em meio CHROMagar®-Candida, Plast 

Labor, seletivo e diferencial, para avaliar as características morfotintoriais das 

cepas, após 48 h de incubação em estufa a 35ºC. Neste meio, a inclusão de 

substratos cromogênicos produz colônias de diferentes cores, permitindo a 

identificação presuntiva de C. albicans, C. krusei e C. tropicalis (CAMPANHA et 

al., 2005). As colônias de C. albicans devem apresentar textura cremosa e 

coloração verde, enquanto as C. tropicalis tem textura mucóide e coloração 

azul-petróleo e C. krusei apresenta textura seca e coloração rosa (RIBEIRO et al., 

2009). 
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2.2.2. Identificação por Análises Moleculares 

2.2.2.1. MS por Tempo de Vôo (MALDI-TOF MS) 

A técnica baseia-se na exposição de proteínas intracelulares e de 

membranas das leveduras após a disrupção da membrana celular. A análise 

protéica dos isolados foi realizada no equipamento Microflex LT (Bruker 

Daltonik, Biotyper), cuja metodologia se baseia na Dessorção/Ionização de 

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

seguido pela detecção do tempo de voo (Time of Fligth - TOF). A relação m/z 

é usada para acessar o perfil protéico específico (ou MS) de cada levedura, 

semelhante a uma impressão digital, permitindo uma classificação taxonômica 

precisa (KASSIM et al., 2017).  

As colônias isoladas foram apostas diretamente em poços na placa 

metálica de 96 poços, com auxílio de palitos de madeira estéreis, conforme 

descrito (LEE, et al., 2017). Em seguida, foi adicionado sobre as colônias 1,0µL 

de ácido fórmico a 85%. Após secagem à temperatura ambiente, foi adicionado 

1,0µL da matriz de ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico (HCCA) dissolvida em 

acetonitrila 50%, ácido trifluoroacético 2,5%, com posterior secagem a 

temperatura ambiente. A placa foi introduzida no equipamento e submetida ao 

feixe de laser. 

O perfil do espectro de cada amostra foi gerado a partir da intensidade 

dos sinais de cada proteína detectada em função da massa/carga (m/z) é 

comparado com o espectro presente no banco de dados do equipamento de 

forma automática, utilizando o software Bruker Biotyper 3.1. Cada espectro é 

específico de um microrganismo, permitindo sua identificação de forma rápida. 

As amostras foram analisadas em duplicata, no modo linear positivo, com 

frequência de 60 Hz e intervalo de massa entre 2 e 20 KDa. 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. Score ≥ 1,7 indica identificação 

confiável a nível de espécie, enquanto, pontos de corte menores que 1,7 

indicam identificação não confiável, requerendo a repetição da análise (LEE et 

al., 2017). 

 

2.2.2.2. Análise por Qpcr 

A reação em cadeia de polimerase (PCR) é uma técnica molecular que 

permite identificar espécies baseadas no DNA (NEJAD et al., 2020). Variações 

da técnica permitem que os produtos da PCR ou amplicons sejam 

quantificados a cada ciclo e em tempo real, através de corantes fluorescentes 

que se ligam a sua dupla fita (SEXTON et al., 2018). 

Para extração do DNA das cepas isoladas, foram preparadas suspensões 

das colônias em 20 μL de tampão de lise (125 µL de SDS 10 %; 100 µL de NaOH 

0,05 N; H2O qsp 5000 µL) e, em seguida, foram aquecidas a 94 ºC por 5 min. 
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Posteriormente, foram adicionadas 180 µL de água mili-Q estéril e as 

suspensões foram centrifugadas a 16.000 g por 5 min (DORNELAS, 2011). A 

mistura da PCR foi preparada utilizando 3μL do DNA extraído, 1μL (10 pmol) 

de primers senso (Fw) e antisenso (Rev) específicos para cada microrganismo e 

5μL de mix (Luminaris Hi-Green qPCR Master Mix, ThermoScientific, MA, USA), 

totalizando um volume de 10μL. Abaixo seguem as sequências de nucleotídeos 

dos primers utilizados (Tabela 1). 

 

 
 

O protocolo de ciclagem foi realizado no termociclador em tempo real 

StepOne Plus (Applied Biosystems) da seguinte forma:  1 ciclo de 5min a 95°C, 

30 ciclos de 30s a 95 °C, 30s a 60°C e 30s a 72°C e 1 ciclo de 7 min a 72°C. Ao 

término, a temperatura foi elevada gradativamente para definir a curva de 

dissociação ou curva de melting (CvDiss) e determinar a temperatura de 

melting (Tm).  

 

2.3. Conservação e manutenção das leveduras 

 

As cepas foram armazenadas e conservadas de acordo com o método 

de Castellani (CASTELLANI, 1939). Todas as cepas tiveram um fragmento do 

meio onde cresceram transferidas para tubos estéreis, contendo 5 mL de água 

destilada estéril, em duplicata. Os tubos foram mantidos à temperatura 

ambiente (24ºC ± 2) e sob refrigeração entre 2ºC e 8ºC. 
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2.4.  Análises estatísticas 

 

O teste qui-quadrado ou teste exato de Fisher foram usados para 

determinar a correlação entre metodologias. Valores estatisticamente 

significantes:  p < 0.05. GraphPad Prism foi usado para a construção gráfica.  

 

3. Resultados e Discussão 

 

As cepas estudadas foram obtidas de 142 amostras clínicas de 83 

pacientes. Essas amostras foram armazenadas por anos, e 30 cepas perderam 

sua viabilidade. Devido à riqueza de biodiversidade, a partir de 2008 elas foram 

reunidas e recuperadas através de subcultivos em ágar BDA para compor a 

coleção de leveduras do IBEx. De 142 amostras foram recuperadas 112 cepas 

de leveduras para o estudo proposto. As cepas foram isoladas a partir de 

amostra biológica humana, sendo 1 de líquido abdominal (0,9%), 1 de líquido 

pleural (0,9%), 1 de cateter (0,9%), 2 de doadores de sangue (1,8%) e 107 de 

sangue (9,5%). As amostras foram identificadas por Vitek 2 Systems, tanto no 

LBM/HAS de origem, quanto no LNB2/IBEx.  

      

3.1.  Identificação das leveduras baseado em características fenotípicas - 

PBioq e TCro 

 

Os resultados de identificação estão listados na Tabela 1, onde constam 

as quantidades de cada cepa e suas respectivas porcentagens obtidas nas 

análises realizadas em ambos os laboratórios, bem como a porcentagem de 

concordância dos resultados. As cepas ATCC de C. albicans, C. krusei, C. 

parapsilosis e C. tropicalis foram usadas como referência, sendo identificadas 

corretamente pela mesma metodologia. Em ambos os laboratórios 

participantes deste estudo identificou 12 cepas de leveduras diferentes, das 

quais quatro cepas apresentaram 100% de concordância entre a primeira e 

segunda análise pelo Vitek 2, mesmo com amostragem pequena. De modo 

geral, os resultados foram consistentes, apresentando mais de 94% de 

concordância na IdLev mais comuns, como C. albicans, C. glabrata e C. 

tropicalis. A identificação realizada no NB2/IBEx demonstrou que as espécies 

de Candida mais prevalentes nas infecções sistêmicas foram C. tropicalis 

(27,9%), complexo C. albicans (21,6%), complexo C. parapsilosis (20,7%), 

complexo C. glabrata (16,2%), C. krusei (3,6%) e 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 e 

outras espécies de leveduras. 
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Contudo, algumas discordâncias dos resultados foram observadas entre 

as análises para nove amostras, como por exemplo duas amostras de C. famata 

identificadas no LNB2/IBEx como C. parapsilosis e C. tropicalis, indicando baixa 

discriminação entre C. famata/lusitaniae (50%) pelo Vitek 2. Outros exemplos 

foram duas amostras de C. guilliermondii identificadas como C. utilis e C. 

albicans. Neste caso, 23 amostras de C. albicans haviam sido identificadas 

inicialmente, porém a amostra de líquido abdominal foi reclassificada, 

posteriormente, como C. albicans totalizando 24 amostras dessa espécie. Por 

fim, duas amostras antes identificadas como C. krusei foram reclassificadas 

como C. glabrata e Issatchenkia orientalis e uma amostra de C. glabrata passou 

a ser C. famata. Vale destacar que a identificação não foi consistente, dentro da 

mesma metodologia, para as amostras de C. dubliniensis, C. famata, C. 

guilhermondii, C. krusei e C. utilis, embora relatos de identificação correta 

tenham sido observadas (VIJGEN et al., 2011; KUMAR et al., 2013). 

 

 
 

O uso de cartões diferentes nas análises realizadas pelos laboratórios 

participantes deste estudo pode ser apontado como justificativa para as 

identificações discordantes entre si. O cartão YBC usado no LBM/HAS foi 

descontinuado, sendo substituído pelo cartão YST nas análises realizadas no 

LNB2/IBEx, o qual tem capacidade discriminatória superior (LOÍES, et al., 2006; 

MELHEM et al., 2013). É importante que os usuários de sistemas comerciais 
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estejam cientes dos resultados errôneos nos sistemas de identificação 

comerciais (MELETIADIS et al., 2011). 

Consequentemente, a incapacidade de discriminar espécies dentro dos 

complexos C. albicans/dubliniensis/africana, C. 

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

pode comprometer o manejo clínico e as análises epidemiológicas 

(POSTERARO et al., 2015). Segundo SANTOS et al. (2011), em casos de 

espécies raras, tecnologias mais precisas devem ser empregadas. A busca por 

metodologias de maior precisão deve ser priorizada nos laboratórios, tendo 

em vista que o gênero Candida é responsável por cerca de 80% das infecções 

fúngicas em ambientes de saúde e constitui causa relevante de infecções 

sanguíneas (COLOMBO; GUIMARÃES, 2003; NEUFELD, 2009).    

Com relação aos resultados dos TCro, constantes da Figura 1 e da Tabela 

3, as características morfotintoriais das leveduras foram equivalentes às 

especificações do teste, para identificação precisa de C. albicans e C. tropicalis. 

Em contrapartida, as colônias de C. krusei apresentaram coloração bege com 

borda lilás, quando deveriam ser rosas claro a rosas pink e foscas, podendo 

desenvolver bordas esbranquiçadas, semelhantes ao que foi observado para 

C. haemuloni e C. parapsilosis, que também apresentaram coloração bege. A 

maior diferença entre estas espécies e a C. krusei está na textura da colônia. A 

C. krusei apresentou um aspecto de colônia mais seco, permitindo assim sua 

fácil evidenciação. 

 

 
Figura 1. Identificação de leveduras através de características morfo-tintoriais usando 

meio CHROMagar®-Candida. As colônias isoladas apresentaram colorações variadas, 

dependendo da espécie. Colônias verdes indicam C. albicans enquanto colônias azuis 

são C. tropicalis. 
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O meio cromogênico identifica somente C. albicans, C. tropicalis e C. 

krusei. Entretanto, o teste sugere possibilidades e recomenda testes adicionais 

para confirmação. São os casos da C. dubliniensis e C. glabrata. As colônias de 

C. dubliniensis apresentaram coloração verde claro indistinguíveis do 

complexo C. albicans, diferentes das tonalidades de verde mais escuro 

reportadas por Hospenthal e colaboradores (2006), a partir de isolados 

primários. Já 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. Desta forma, é 

possível 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). 

 

 
 

3.2.  Identificação de leveduras através da caracterização estruturas 

fisiológicas e morfológicas 

 

No presente estudo, a produção de TG e PCEsp foi considerada como 

testes preliminares. TG são prolongações para formar hifas que pode ser usado 

para diferenciar C. albicans pode ser diferenciada de outras espécies 

(DORNELAS-RIBEIRO, 2011). Por outro lado, quando submetidas a condições 

desfavoráveis de crescimento, as C. albicans formam estruturas vegetativas 

resistentes, os CEsp que a ajudam a sobreviver durante o estresse (LEE et al., 

2017). 



 
 

 

Pinheiro et al. Identificação molecular e fenotípica de leveduras de importância clínica para autenticação em biobanco 

de leveduras. Revista Brasileira de Saúde Militar, Rio de Janeiro, v. 1, n. 1, p. 13-32, dez. 2022. 23 

Todas as 112 amostras identificadas previamente no LBM/HAS foram 

submetidas às provas fisiológicas de produção de TG (Figura 2A) e CEsp 

(Figura 2B). As estruturas formadas estão indicadas por setas pretas. Resultado 

positivo para ambos os testes é presuntivo de C. albicans. A técnica foi capaz 

de identificar 24 cepas como C. albicans e uma cepa como C. dubliniensis. 

Estudos mostram que existe uma diferença de indução na produção de TG 

entre C. albicans e a C. dubliniensis, sendo essa indução mais lenta na espécie 

não-albicans (DAVIS, et al., 2005). No presente estudo, essa diferença não foi 

evidenciada com o período de incubação em que foram submetidas as 

amostras. 

 

 
Figura 2. Estruturas reprodutivas e de resistência produzidas por C. albicans. 

Visualização por microscopia optica com aumento de 40x. A. Produção de TG indicado 

pela seta preta. B. Produção de CEsp indicado pela seta preta. 

 

3.3. Identificação de leveduras por métodos moleculares baseados em 

proteômica e qPCR  

 

Os MS representativos de leveduras isoladas estão ilustrados na Figura 

3. Diferenças entre os espectros de C. albicans (Fig. 3A), Candidas não albicans 

(Fig. 3B) e outras leveduras (Fig. 3C) podem ser observadas. Candida sp. 

apresentam um aglomerado de proteínas entre 3500 e 7000 Da, não sendo 

observado para I. orientalis, S. cerevisiae e Wickerhamomyces anomalus. C. 

albicans apresenta picos definidos, de intensidade relativamente baixa, entre 
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4200 e 5500 Da, que não estão presentes nos espectros de outras Candida. C. 

glabrata apresentou picos distintos, evidenciados pelas intensidades altas em 

azul, sendo o pico de aproximadamente 11082 Da, único nesta espécie. 

 

 
Figura 3. Espectro de massa de diferentes leveduras obtido por MALDI-TOF MS. Todos 

os espectros foram subtraídos da linha de base. Os espectros proteícos correspondem 

a C. abicans (A), espécies de Candida não albicans (B) e espécies diferentes de 

Candida. (C). A grande maioria das proteínas com intensidades mais altas estão 

concentradas entre 2000 e 7500 Da. Da = daltons. 

 

O espectro de cada cepa foi confrontado com os espectros referência 

existentes no banco de dados do software para procurar padrões de 

reconhecimento ou de impressão digital e encontrar a correspondência mais 

próxima (KASSIM et al., 2017). O grau de correspondência é baseado no valor 

de score gerado pelo programa, onde valor ≥ 1,7 é considerado confiável para 

identificar espécies. Todas as amostras testadas apresentaram scores 
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confiáveis. As cepas de leveduras identificadas estão listadas na Tabela 4, bem 

como análise comparativa entre as metodologias.  

 

 
 

Para 10 espécies (66,6%) as identificações usando MALDI-TOF MS ou 

Vitek 2 foram concordantes. Não houve diferenças estatisticamente 

significativas entre a identificação das espécies de leveduras nas duas técnicas 

avaliadas. Os resultados obtidos demonstram uma superioridade da análise 

por MALDI-TOF MS em relação ao Vitek 2, para diferenciar as espécies do 

complexo C. parapsilosis/orthopsilosis/metapsilosis. A análise pelo 

equipamento Vitek 2 havia identificado, inicialmente, 23 cepas de C. 

parapsilosis lato sensu. Entretanto, a MS separou o complexo C. parapsilosis, 

totalizando 19 amostras de C. parapsilosis sensu stricto, duas amostras de C. 

orthopsilosis e duas de C. metapsilosis. Clinicamente, a discriminação entre 

essas três espécies é importante devido as diferenças na virulência e 

susceptibilidade antimicrobiana (BERTINI et al., 2013). A C. orthopsilosis 

apresenta um comportamento similar ao da C. parapsilosis, enquanto a C. 

metapsilosis pode apresentar um potencial de virulência reduzido (BERTINI et 

al., 2013). A metodologia também permitiu a diferenciação entre C. albicans e 

C. dublinienses e identificou outras espécies raras de Candida. Em laboratórios 
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de microbiologia clínica, o MALDI-TOF MS representa 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 incidentes (CHAO et al., 2014). 

O resultado do MALDI-TOF MS está diretamente relacionado com os 

solventes orgânicos usados para desestabilizar a membrana celular das 

leveduras, expondo as proteínas (KRAKOVÁ et al., 2018). Aqui, a extração direta 

com ácido fórmico a 85% foi suficiente para acessar o conteúdo proteico. 

Contudo, quando o fungo tem membranas mais complexas, parede celular e 

cápsulas, como Cryptococcus neoformans, por exemplo, é necessário utilizar 

uma combinação de solventes com polaridades diferentes para obter melhores 

resultados (LEE et al., 2017). 

A utilização desta técnica em BioB contribui não só para a identificação, 

mas também para estudar mudanças no perfil proteico das leveduras durante 

estresse fisiológico ou para descobrir novas moléculas antimicrobianas, como 

por exemplo, peptídeos bioativos (MIRZAEI et al., 2021). 

Por fim, foi realizada PCR de colônia para identificar as principais 

espécies de leveduras, usando os primers escolhidos. Para os testes de 

identificação por qPCR foram selecionadas seis espécies de leveduras, C. 

albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. guilliermondii, 

totalizando 98 amostras. Inicialmente, 83 espécies foram caracterizadas. Após 

nova extração de DNA das amostras que não amplificaram, foi possível 

expandir a identificação de 98 leveduras. O protocolo de extração do DNA 

deve ser robusto o suficiente para um desempenho adequado do método. As 

cepas ATCC de referência também foram usadas nesta análise.  

O gráfico de amplificação que relaciona o sinal de fluorescência em 

função do número de ciclos está representado na Figura 4. O valor de ΔRn 

representa a subtração das fluorescências obtidas na presença e ausência do 

alvo ou template. Quanto maior o número de cópias iniciais da sequência alvo, 

mais rápido será percebido o aumento da fluorescência. Cada grupo de cores 

representa as curvas para cepas da mesma espécie. 

Observa-se perfis de amplificação distintos, com curvas iniciadas entre 

os ciclos 9 e 30 e apresentando características de reação exponencial 

condizente com a amplificação do template. C. tropicalis apresentou 

amplificação mais tardia. A PCR para C. guilliermondii falhou comprometendo 

a identificação dessa espécie. Novos pares de primers deverão ser testados. 
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Figura 4. Gráfico de amplificação das amostras analisadas. A. Curva na cor bege: C. 

krusei, curva na cor vermelha: C. glabrata e curva na cor preta: C. tropicalis; B. Curva na 

cor preta: C. albicans e curva na cor azul: C. parapsilosis. 

 

A CvDiss dos produtos de amplificação está ilustrada na Figura 5, 

apresentando um padrão semelhante para C. albicans, C. tropicalis, C. 

parapsilosis e C. krusei. Um pico único pode ser observado, indicando 

homogeneidade no tamanho dos fragmentos e boa especificidade dos primers 

utilizados. A exceção foi a curva para C. glabrata, apresentando dois picos, 

sendo um majoritário permitindo a identificada adequadamente. As Tm para 

as Candida spp. foram diferentes indicando que a metodologia foi capaz de 

diferenciar as espécies.  
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Figura 5. Curvas de melting ou CvDiss dos produtos de PCR de diferentes leveduras. 

As linhas tracejadas representam o Tm para cada grupo de espécies e as temperaturas 

precisas estão indicadas no topo das curvas. 

 

Comparando as metodologias MALDI-TOF MS e qPCR baseadas na 

Tabela 5, observamos que ambas identificaram o mesmo número de cepas 

dentro de cada espécie. Apenas a C. parapsilosis divergiu, apresentando 

diferença não significativa (p=0,47). 
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4. Conclusão  

 

No presente trabalho, seis metodologias com diferentes princípios 

foram usadas para IdLev. C. tropicalis foi a espécie mais prevalente nas 

hemoculturas. MALDI-TOF MS apresentou maior poder discriminativo que os 

métodos fenotípicos, aumentando a gama de leveduras identificadas com 

maior precisão a nível de espécie. Apesar do alto custo inicial do equipamento, 

a facilidade de manuseio, menor tempo de execução, baixo custo por teste e a 

precisão na identificação, constituem uma mudança de paradigma no campo 

de diagnóstico microbiológico. qPCR permitiu a IdLev mais prevalentes neste 

estudo, apresentando a boa concordância com MALDI-TOF MS.  

O conjunto de técnicas analisadas podem ser empregadas para 

autenticação de leveduras no Biobanco do IBEx, uma vez que é de extrema 

relevância para a instituição, dada a necessidade de organização e 

conhecimento para atender às demandas da defesa biológica do Exército. Os 

resultados obtidos proporcionaram a construção de protocolos técnicos para a 

caracterização e preservação do BioB de leveduras do IBEx, para atender a 

demanda de pesquisa na área. 
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