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RESUMO 

BACELO, K. L. Avaliação da variabilidade fenotípica e molecular de isolados de 
Candida albicans após período de armazenamento das culturas e em duas ocasiões de 
coleta. 2008. 11 O f. Dissertação (Mestrado) - Faculdade de Ciências Farmacêuticas de 
Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2008. 

O gênero Candida é responsável pela maioria das infecções fúngicas nosocomrn1s. A 
identificação do provável foco de origem é de extrema importância para elucidar a 
epidemiologia desse tipo de infecção e nesse sentido, a utilização de métodos de tipagem, que 
avaliam características fenotípicas e moleculares dos isolados, é essencial. Assim, o objetivo 
desse estudo foi tipar isolados de C. albicans, antes e após armazenamento e em diferentes 
ocasiões de coleta, a fim de verificar a manutenção dos biotipos apresentados, e o poder de 
discriminação dos métodos utilizados. Foi avaliada a microbiota leveduriforme da saliva de 
73 estudantes universitários (tempo O) sendo que após 180 dias (tempo 180) foi realizada 
nova coleta de saliva daqueles que apresentaram isolamento de C. albicans na primeira coleta. 
Os isolados foram analisados por ocasião das duas coletas, quanto à produção de exoenzimas 
fosfolipase e proteinase, pela morfologia das colônias, pelo perfil de suscetibilidade frente à 
anfotericina B, fluconazol e itraconazol e pela tipagem molecular por RAPD.· As leveduras, 
após isoladas, foram armazenadas em ágar Sabouraud dextrose (ASD) e água destilada 
esterilizada. Após 180 dias, foram realizadas, novamente, as provas de tipagem. Todos 
isolados de C. albicans foram produtores de fosfolipase, nas duas coletas, embora tenha 
havido oscilação de atividade enzimática_ entre moderada e alta, no período. O enzimotipo 
prevalente nos tempos O e 180 foi, respectivamente, 22 e 32. Com relação à proteinase, 100% 
das leveduras apresentaram atividade moderada da enzima no tempo O. No tempo 180 esse 
percentual foi de 85%, sendo que os demais não apresentaram atividade dessa enzima. Após 
armazenamento em ASD e água destilada, foi detectada alteração da atividade de ambas 
enzimas e conseqüente mudança de enzimotipos, em 40 e 30% dos isolados, respectivamente. 
Foram identificados 8 morfotipos diferentes de C.albicans no tempo O e apenas 50% foi 
mantido no tempo 180. O morfotipo mais comum foi 000-0. Após armazenamento, a maioria 
dos isolados apresentou alteração no morfotipo. Todos isolados mostraram-se sensíveis aos 
antifúngicos analisados nos tempos O e 180, denotando apenas um antifungotipo, o 111. 
Somente um isolado após estocagem em ASD, teve mudança de perfil de sensível para dose 
dependente ao itraconazol de modo que o antifungotipo foi alterado. A tipagem molecular por 
RAPD, com os primers OPA-09, OPB-11 e OPE-18, mostrou 19 tipos moleculares distintos 
entre os isolados obtidos na primeira coleta e permitiu identificar que um isolado de 
C.albicans obtido no tempo 180, não era relacionado ao obtido, do mesmo indivíduo, no
tempo O. Os demais mostraram perfil de fragmentos de DNA relacionado entre as coletas.
Após estocagem, por ambos métodos, todos isolados mostraram correlação genética com o
padrão obtido no tempo O. Os resultados obtidos demonstram que os métodos de conservação
aplicados neste estudo não permitem a manutenção da estabilidade das características
fenotípicas avaliadas. Por outro lado, além da estabilidade dos biotipos gerados, a tipagem
molecular por RAPD mostrou o melhor índice discriminatório, dentre as metodologias
utilizadas, ratificando sua capacidade em diferenciar isolados, de uma mesma espécie e,
portanto a sua utilidade em inquéritos epidemiológicos.

Palavras chaves: Candida albicans, tipagem fenotípica, tipagem molecular, armazenamento, 
RAPD, fosfolipase, proteinase, antifungigrama. 
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ABSTRACT 

BACELO, K. L. Evaluation of phenotypic and molecular variability of Candida albicans

isolates after culture storage period and in two collection occasions. 2008. 11 O f. 
Dissertation (Master's Degree) - Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto, 
Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2008. 

The Candida genus is responsible for most nosocomial fungai infections. The identification of 
the probable origin focus is very important to elucidate the epidemiology of this kind of 
infection and so, the usage of typing methods that evaluate phenotypic and molecular 
characteristics are essential. Therefore, the objective of this study was to type C. albicans

isolates, before and after culture storage and in two different collection occasions to verify the 
biotype maintenance and the discriminatory power of the utilized methods. The salivary yeast ,, 
microbiota of 73 university students (time O) was evaluated and after 180 days (time 180) a 
new saliva collection of those that had presented C. albicans on the first collection was made. 
The isolates were analysed, in the two collection occasions on the basis of exoenzymes 
phospholipase and proteinase production, by colonial morphology, susceptibility pro file to 
amphotericin B, fluconazole and itraconazole and according to molecular typing by RAPD. 
After isolation, the yeasts were storage on Sabouraud dextrose agar (SDA) and in sterile 
distilled water. After 180 days, typing tests were carried out again. All C. albicans isolates 
were phospholipase productors, in both collections, even though enzyme activity had 
oscillated between moderate and high at that period. The prevalent enzymotype at time O and 
180 were, respectively, 22 and 32. ln relation to the proteinase, 100% of the yeasts showed 
moderate enzyme activity at time O. At time 180, this percentage was 85%, and the others 
didn't show enzyme activity. After storage on SDA and in distilled water, it was detected 
activity alteration of both enzymes and consequent enzymotype change, in 40 and 30% of 
isolates, respectively. Eight different C. albicans morphotypes were identified at time O and 
just 50% were maintained at time 180. The most common morphotype was 000-0. After 
storage most isolates presented changes in the morphotype. All isolates showed susceptibility 
to the analysed antifungais at times O and 180, showing just one antifungaltype, the 111. Only 
one isolate, after storage on SDA had a profile change from susceptible to dose dependent 
susceptible to itraconazole in a way that the antifungaltype wasn 't changed. The molecular 
typing by RAPD, with primers OPA-09, OPB-11 and OPE-18, showed 19 distinct molecular 
types among first collection isolates and allowed to identify that one C. albicans isolate from 
time 180 wasn't related with the isolate obtained at time O, from the sarne individual. The 
others showed DNA fragment profiles related between collection occasions. After storage by 
both methods, every isolate showed genetic relatedness with the profile obtained at time O. 
The obtained results showed that the preservation methods used in this study don 't allow 
stability maintenance of the phenotypical characteristics evaluated. On the other hand, besides 
biotypes generated stability, the molecular typing by RAPD showed the best discriminatory 
índex, between methodologies used, ratifying its ability in discriminating isolates of the sarne 
specie and so, its utility in epidemiological inquiries. 

Keywords: Candida albicans, phenotypic typing, molecular typing, storage, RAPD, 
phospholipase, proteinase, antifungai susceptibility testing. 
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1.Introáução



1 INTRODUÇÃO 

1.1 Gênero Candida e sua epidemiologia 

2 

Candida albicans é uma levedura considerada comensal da microbiota de humanos 

saudáveis. Espécies de Candida são encontradas no tubo gastrointestinal de 20 a 80% da 

população adulta saudável (COLOMBO; GUIMARÃES, 2003). Já na cavidade bucal, estima­

se que ocorra colonização em 40 a 60 % dos indivíduos. O fluxo e a composição da saliva 

estabelecem um equilíbrio dinâmico entre Candida sp e outros membros da microbiota 

comensal, prevenindo o estabelecimento de candidíase no hospedeiro imunocompetente 

(ODDS et al., 2006; REPENTIGNY et al., 2004; V ARGAS et al., 2005). Outros sítios 

anatômicos que podem apresentar colonização por esse microrganismo incluem as cavidades 

nasal, auricular, vaginal e retal. Cerca de 20 a 30% das mulheres apresentam Candida spp na 

vagina (COLOMBO; GUIMARÃES, 2003; LOTT et al., 2005). 

Em 1963, cerca de cinco espécies de Candida eram consideradas de importância médica: 

C. albicans, C. stellatoidea, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. guilliermondii. Atualmente

mais de 20 espécies de Candida são causadoras de infecções principalmente em pacientes 

hospitalizados, imunocomprometidos e/ou com doenças de base (COLOMBO; 

GUIMARÃES, 2003; HAZEN, 1995). Embora outras espécies, como C. dubliniensis, tenham 

emergido como patógenos importantes, C. albicans é o agente etiológico mais comum de 

candidíase bucal (BORST et al., 2003; COLEMAN et al., 1998; RIZK et al., 2001; 

SULLIVAN et al., 2004; YANG et al, 2003). 

A relevância das infecções por Candida spp no ambiente hospitalar é bastante 

conhecida. No Brasil, um estudo sentinela recente em 11 unidades de saúde, apontou essa 

levedura como a quarta causa mais prevalente de infecção hospitalar com incidência de 2,49 

casos por 1.000 admissões e taxa de mortalidade de 54% (COLOMBO et al., 2006). 
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A candidíase expressa muito bem, a variedade de relações que ocorrem entre o 

hospedeiro e a microbiota autóctone, isto é, do comensalismo à doença. Ainda que essa 

transição esteja associada com características de virulência do microrganismo, é amplamente 

aceito que fatores do hospedeiro são fundamentais para o desenvolvimento da infecção. 

Dentre esses fatores são citados a redução do fluxo salivar, alteração da microbiota comensal, 

como a diminuição de bactérias após antibioticoterapia, dieta rica em carboidratos, alterações 

hormonais, como no diabetes e hipotireoidismo, deficiência de ferro e folato, prematuridade e 

estados de imunossupressão, tanto os causados por drogas como por imunodeficiências, muito 

particularmente a AIDS (FARAH et al.,2000; PFALLER et ai., 2007; RUIZ-DIEZ et ai., 

1997). 

Candidíase orofaríngea é a complicação mais freqüente em pacientes infectados pelo 

HIV, ainda que a introdução da terapia anti-retroviral tenha reduzido a prevalência de 

infecções oportunistas, incluindo a candidíase (BOERLIN et al., 1996; VARGAS et al., 

2005). Embora esses pacientes sofram de candidíase bucal recorrente, e algumas vezes, 

venham a óbito, devido a infecções avançadas de orofaringe, a colonização de mucosas 

usualmente não representa ameaça à vida, a menos que a levedura atinja a corrente 

circulatória, por meio de invasão do tecido do hospedeiro, ou por contaminação com fômites, 

como catéteres, e a infecção atinja órgãos como figado, coração e cérebro (BERMAN; 

SUDBERY, 2002). Entretanto, durante as últimas duas décadas, as infecções por Candida

spp têm aumentado em número e severidade, sendo responsáveis por um significante aumento 

na morbidade e mortalidade em indivíduos suscetíveis (BOCCIA et al., 2002; OZKAN et al., 

2005). 

A maior parte das infecções causadas por C. albicans é de origem endógena e há a 

tendência de pacientes serem colonizados ou infectados pela mesma cepa em diferentes sítios 

anatômicos (AHAMAD et ai., 2003; JACOBSEN et al., 2007; SCHMID et ai., 1992). Embora 



4 

em alguns casos, haja alteração da microbiota comensal, estudos de tipagem têm indicado que 

a persistência de um único tipo de linhagem de C. albicans, por paciente, é a situação mais 

comum, e que pacientes adultos com fungemia são, usualmente, infectados com seus isolados 

comensais (McCREIGHT et al., 1982; ODDS et al., 2006; VRIONI; MATSIOTA-

BERNARD, 2001). Entretanto, subclones de C. albicans com genótipos variáveis, podem 

colonizar indivíduos simultaneamente e, nesse caso, é dificil determinar, com certeza, a 

contribuição de cada clone individual na infecção e, além disso, a presença de mais de um 

tipo clonai pode ter importância terapêutica relevante, à medida que possam ter sensibilidade 

diferente aos antifúngicos utilizados (SAMARANA Y AKE et al., 2003a; SAMARANA Y AKE 

et al., 2003b ). 

1.2 Biologia da espécie Candida albicans 

O entendimento da biologia de C. albicans, incluindo aspectos morfológicos e 

características bioquímicas, é necessário, entre outros aspectos, para o desenvolvimento de 

terapias que irão prevenir ou tratar a candidíase, bem como para entender alterações que 

possam ocorrer nos isolados e que venham interferir na discriminação entre cepas, dentro de 

uma mesma espécie (BERMAN; SUDBERY, 2002; SOLL, 2000). 

C. albicans cresce vegetativamente com, pelo menos, três formas morfológicas

distintas: forma leveduriforme ou de blastoconídio, forma de pseudo-hifa e forma de hifa 

verdadeira. O balanço entre as diferentes formas afeta a morfologia da colônia e as mudanças 

ocorridas durante o fenômeno conhecido como "switching" (JIN et al., 2005; SUDBERY, 

2001). Colônias com hifas e pseudo-hifas, invadem o substrato de ágar e têm superfície 

irregular, em contraste com a superfície lisa daquelas formadas por blastoconídios. A 

presença de hifas também favorece a formação de projeções, na periferia das colônias 

(BERMAN; SUDBERY, 2002). A propriedade de apresentar alterações reversíveis nas 
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colônias, "switching", demonstrada por essa levedura, foi primeiro caracterizada em 1985 

(BERMAN; SUDBERY, 2002; SLUTSKY; BUFFO; SOLL, 1985). As células 

leveduriformes de C. albicans, normalmente formam colônias esbranquiçadas, lisas, em 

forma de cúpula. Entretanto, com uma freqüência relativamente baixa e espontaneamente, as 

colônias desse fungo podem tornar-se pregueadas, frisadas, estreladas, irregulares, entre 

outras formas. A simples transformação de uma colônia branca para uma opaca ou plana e 

acinzentada, envolvendo a transformação de blastoconídios típicos em células leveduriformes 

retangulares, pode caracterizar o fenômeno. As alterações morfológicas podem ser também 

acompanhadas por alterações de virulência das cepas. Essas alterações são geneticamente 

controladas, e envolvem a transcrição de produtos de genes específicos (BERMAN; 

SUDBERY, 2002; SLUTSKY et al, 1987). 

A natureza diplóide de C. albicans foi deduzida a partir da determinação do conteúdo 

de DNA e da cinética de re-associação e desnaturação do DNA total (PLA et al., 1996). O 

mapeamento, utilizando-se macro-restriçãÓ com a endonuclease Sfil, revelou que o número de 

cromossomos é 8 e que o tamanho do genoma haplóide é de aproximadamente 16 Mb 

(BERMAN; SUDBERY, 2002; CHIBANA et al., 2005). A nomenclatura adotada, é a 

estabelecida na primeira Conferência da American Society for Microbiology (ASM) sobre 

Candida e Candidoses, em 1987, que estabelece o rótulo R para os cromossomos contendo o 

DNA ribossomal, e número de 1 a 7 para os demais, sendo o 1 correspondente ao maior, e o 7 

ao menor cromossomo (PLA et al., 1996; VAN HET HOOG et al., 2007). 

Embora C. albicans esteja relacionada com os ascomicetos, ainda não foi identificada 

uma fase meiótica perfeita, ou haplóide, representando reprodução sexuada. A reprodução 

ocorre primariamente por propagação clonai o que pode conduzir a polimorfismos entre 

cromossomos homólogos (CHIBANA et al., 2005). Pequenas alterações na seqüência de 

DNA, de isolados obtidos de um mesmo paciente, em momentos diferentes, são descritas 
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como microvariações que podem ser atribuídas a expansões ou contrações de seqüências de 

DNA repetidas e conduzem a variações em fragmentos de DNA durante a tipagem de C. 

albicans (BERMAN; SUDBERY, 2002; ODDS et al., 2006). 

Modificações do cariótipo podem ser resultantes da seleção de certas populações 

celulares, em diferentes meio ambientes, como novas fontes de carbono, presença de 

antifúngicos ou, simplesmente, por diferentes nichos de hospedeiros. Outras alterações não 

são atribuídas a nenhum fator em particular, mas aparecem espontaneamente. Modificações 

na macro e micromorfologia das colônias, na sensibilidade aos antifúngicos, na capacidade de 

causar infecção em humanos, na assimilação de fontes de carbono e na virulência em ratos, 

parecem ter relação com a reorganização de cromossomos (PLA et al., 1996). 

A análise genética convencional ou molecular dessa levedura é difícil devido à 

ausência de um ciclo sexual completo. Contudo, avanços recentes em técnicas moleculares, 

em conjunto com a disponibilidade da seqüência genômica, têm revelado a existência de loci, 

tipo "mating type" (MTL) no cromossomo 5 e incluem os genes MTLal ,  MTLal e MTLa.2. 

Normalmente esse fungo diplóide, encontra-se em heterozigose (a/a) (WU et al., 2005). Esses 

genes, quando em homozigose, podem conduzir à formação de recombinantes entre cepas 

diplóides, o que possibilita o uso de técnicas convencionais para manipulação genética desse 

fungo (BERMAN; SUDBERY, 2002). 

Alterações no padrão de MTL podem refletir mudanças fenotípicas. Estudo 

desenvolvido por Tavanti e colaboradores (2005), mostra uma proporção significativamente 

alta de isolados homozigotos em relação ao MTL, resistentes aos antifúngicos fluconazol, 

itraconazol e flucitosina, sugerindo que a pressão desenvolvida pelo antimicrobiano 

desencadeia um mecanismo comum que leva tanto à resistência como à homozigose. Miller e 

Johnson (2002), mostraram que cepas geneticamente modificadas para expressar somente um 

MTL (MTLa ou MTLa) têm tendência aumentada para alterar a morfologia da colônia de 
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branca para opaca, relacionando, dessa forma, o MTL com a mudança de fenótipo 

(' switching"). 

1.3 Métodos de armazenamento de leveduras 

A realização de estudos sistemáticos e de biodiversidade, incluindo aqueles com 

propósitos epidemiológicos, muitas vezes depende de fungos mantidos e preservados in vitro.

Uma vez que os fungos constituem um grupo heterogêneo, diversos métodos de cultura e 

preservação são necessários para assegurar a viabilidade e a integridade morfológica, 

fisiológica e genética das culturas (MUELLER; BILLS; FOSTER, 2004). 

Dentre os processos utilizados na preservação de fungos, destacam-se a transferência 

seriada ou subcultivos periódicos, a liofilização, o congelamento com meio adicionado de 

glicerol em freezer a -70ºC, a conservação em nitrogênio líquido, a estocagem sob óleo 

mineral e o armazenamento em água destilada esterilizada (MUELLER; BILLS; FOSTER, 

2004; RODRIGUES; LÍRIO; LACAZ, 1992). 

A transferência seriada de meios de cultura velhos para meios novos é o método 

originalmente empregado para manutenção de leveduras (KIRSOP; SNELL, 1984; 

MUELLER; BILLS; FOSTER, 2004). Este método, embora simples, é trabalhoso e 

economicamente inadequado, sendo mais apropriado para coleções pequenas, em constante 

uso por períodos inferiores a um ano. Outra desvantagem da metodologia é a necessidade de 

observar as culturas frequentemente, a fim de verificar possível contaminação por fungos 

filamentosos ou outros microrganismos, bem como desidratação do meio. Em adição a essas 

desvantagens, também há a possibilidade de mudança na morfologia e fisiologia do isolado 

interferindo na capacidade deste em infectar um hospedeiro (MUELLER; BILLS; FOSTER, 

2004). A diminuição de pH, devido ao crescimento das leveduras em meios de cultura, pode 
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alterar a expressão de uma série de genes em C. albicans promovendo alterações nos isolados 

(DE- BERNARDIS, 1998). 

A imersão de fungos em água destilada esterilizada (processo de Castellani), como 

meio de preservação, aparentemente suprime alterações morfológicas na maioria dos fungos. 

O método é utilizado com sucesso para preservação de oomicetos, basidiomicetos, 

ascomicetos, hifomicetos, tanto fitopatogênicos ou patogênicos ao homem (MUELLER; 

BILLS; FOSTER, 2004). 

Estudos avaliando a manutenção de fungos em água destilada mostram excelentes 

taxas de sobrevida das culturas de leveduras, principalmente C. albicans, com índices de 

viabilidade superiores a 96%, após 10 anos de armazenamento (ODDS, 1991; 

QIANGQIANG; JIAJUN; LI, 1998). Rodrigues e colaboradores (1992), atestaram a utilidade 

do processo de Castellani para conservação de culturas de fungos, demonstrando que alguns 

isolados, que não apresentaram crescimento após estocagem por intermédio de subcultivos 

periódicos, mantiveram sua viabilidade quando estocados em água destilada pelo mesmo 

período. De fato, leveduras incubadas em água sobrevivem por muito mais tempo que aquelas 

que crescem e são mantidas em meio completo de dextrose sintética (SDC). A média de 

"vida" de cepas selvagens de Saccharomyces cerevisiae, verificada através do monitoramento 

do tempo médio máximo de sobrevivência da população de células de leveduras não 

divididas, é três vezes maior em água do que em SDC (CHENG et al., 2007; FABRIZIO; 

LONGO, 2003). Leveduras incubadas em meio contendo quantidade limitada de nutrientes 

sobrevivem por seis a sete dias com altas taxas de metabolismo e após morrem rapidamente. 

Por outro lado, quando essas leveduras são transferidas para a água, entre o primeiro e quinto 

dia, forçadas dessa forma a passar para fase de repouso, a taxa de metabolismo decresce e a 

sobrevivência é estendida. A mudança de fase só vai ocorrer quando todos os nutrientes 
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requeridos para o crescimento forem novamente disponibilizados (FABRIZIO; LONGO, 

2003). 

Ao se comparar os métodos de conservação de leveduras, deve-se levar em 

consideração, além da manutenção da viabilidade, a estabilidade genética das culturas, a fim 

de se primar pela manutenção das características morfológicas, metabólicas e de 

patogenicidade, entre outros fatores. O método de preservação de culturas em água destilada 

apresenta vantagens em relação a outros processos, tais como seu baixo custo, alta taxa de 

viabilidade e capacidade de evitar pleomorfismos nos isolados, comum nos repiques 

periódicos (FABRIZIO; LONGO, 2003; MUELLER; BILLS; FOSTER, 2004; RODRIGUES; 

LÍRIO; LACAZ, 1992). 

1.4 Biotipagem 

C. albicans apresenta grande variação fenotípica e genotípica, o que resulta em biotipos

diferentes. Diversas metodologias de tipagem, para a diferenciação de linhagens foram 

desenvolvidas, desde 1980 (ODDS et al., 1980; SOLL, 2000). Esses métodos permitem 

compreender a distribuição e comportamento dessa levedura, tais como: colonização de 

diferentes sítios anatômicos num mesmo indivíduo, por linhagens não relacionadas, 

substituição de biotipos em infecções recorrentes, presença de linhagens diferentes em um 

mesmo local, transferência de isolados entre indivíduos e existência de linhagens específicas 

em determinadas regiões geográficas (PUJOL et al., 1997). 

Para avaliação dos métodos de tipagem, as três características principais a serem 

observadas são a tipabilidade, reprodutibilidade e o poder discriminatório. O custo, a 

facilidade de utilização do método e sua rapidez também devem ser considerados. A 

tipabilidade corresponde ao percentual de distintas linhagens que podem ser obtidas. A 

reprodutibilidade é o percentual de linhagens que apresentam os mesmos resultados sob 
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ensaios repetitivos, isto é, a habilidade de um método produzir o mesmo resultado quando 

uma linhagem particular é avaliada repetidamente. O poder discriminatório de um método é a 

habilidade que o mesmo apresenta em diferenciar, claramente, linhagens não relacionadas, o 

que é avaliado por meio do número de biotipos que são gerados (BORIOLLO, 2003; 

HUNTER; GASTON, 1988; QUINDÓS et al., 1992). 

1.4.1 Biotipagem fenotípica 

Os métodos fenotípicos de tipagem de leveduras têm como base principal a análise do 

perfil morfológico e bioquímico desses microrganismos (FREYDIERE; GUINET; BOIRON, 

2001; SANDVEN, 1990). Dentre os métodos utilizados, estão a pesquisa da atividade das 

exoenzimas aspartil-proteinases (SAPs) e fosfolipases, a morfotipagem e a antifungotipagem 

(CANDIDO, 2000; GIAMMANCO et al., 2005; KHAN; CHANDY; METWALLI, 2003; 

PIZZO et al., 2005). 

A produção das exoenzimas proteinase e fosfolipase é um importante fator de 

patogenicidade de C. albicans, uma vez que essas enzimas hidrolíticas desenvolvem papel 

relevante no dano a membrana da célula do hospedeiro e, conseqüente invasão desta, 

causando infecções disseminadas e das mucosas (FOTEDAR; AL-HEDAITHY, 2005; 

HUBE; NAGLIK, 2001; KADIR; GUMRU; UYGUN-CAN, 2007). A prevalência de isolados 

de C. albicans secretores de exoenzimas é variável e está correlacionada com o sítio e o tipo 

de infecção. Para a grande maioria dos isolados da cavidade bucal, a produção de fosfolipase 

é observada (CANDIDO; AZEVEDO; KOMESU, 2000; KADIR; GUMRU; UYGUN-CAN, 

2007; KUMAR; KUMAR; MENON, 2006). De modo semelhante, é relatada a produção de 

proteinase pela maioria das cepas oriundas da boca, porém com menor atividade proteolítica 

quando comparada à apresentada pelos isolados sistêmicos (FOTEDAR; AL-HEDAITHY, 

2005; KUMAR; KUMAR; MENON, 2006). 
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Price, Wilkinson e Gentry (1982) descreveram um método quantitativo para estimar o 

valor da atividade enzimática de fosfolipase denominada de valor Pz (Zona de fosfolipase), o 

qual é resultante da razão entre o diâmetro da colônia e o diâmetro da colônia com halo de 

precipitação, após crescimento em meio de cultura contendo ágar e gema de ovo. Os autores 

consideram como altamente produtores da enzima isolados com valores de Pz iguais ou 

inferiores a 0,63. Foi descrito um método semelhante, utilizando meio com albumina bovina 

para determinação da atividade de proteinase (KUMAR ; KUMAR ; MENON, 2006; 

RUCHEL; TEGELLER ; TROST, 1982). 

Outro sistema de ti pagem, a morfotipagem, foi desenvolvido, em 1987, por 

Phongpaichit e colaboradores, e baseia-se na avaliação da morfologia da colônia. Nesse 

método, são observados aspectos da franja e da topografia da colônia em ágar extrato de 

malte. Essas características são registradas em um código composto por quatro dígitos, 

segundo modelo proposto por Hunter, Fraser e Mackenzie (1989). Embora não haja clara 

associação entre determinado morfotipo e virulência, tem sido sugerido que no "tipo 

selvagem" predomine colônias lisas e sem franjas, enquanto que isolados de infecções 

sistêmicas e fatais, estariam associados com colônias com franjas descontínuas, o que facilita 

a aderência às células do hospedeiro e dificulta a fagocitose mediada por neutrófilos e 

macrófagos (BERMAN; SUDBERY, 2002; HUNTER; FRASER; MACKENZIE, 1989; 

KHAN; CHANDY; METWALI, 2003; MALIGHETTI et al.,1998). Nesses casos, o baixo 

número de células na forma filamentosa na margem da colônia, explica o caráter descontínuo 

das franjas. A presença de blastoconídios, os quais possibilitam a disseminação do 

microrganismo pela corrente circulatória, também é importante. Portanto, a virulência da 

levedura é condicionada à presença concomitante de blastoconídios e hifas (BERMAN; 

SUDBERY, 2002; HUNTER; FRASER; MACKENZIE, 1989). 
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O perfil de suscetibilidade aos antifúngicos in vitro (antifungigrama), também pode ser 

utilizado na tipagem de leveduras (CANDIDO et al., 1996; QUINDÓS et al., 1996). Em 1997, 

o National Commitee for Clinical Laboratory Standards (atual CLSI - Clinical and Laboratory

Standards Institute), pelo documento M27-A, padronizou a metodologia de macrodiluição em 

caldo, para testar a suscetibilidade de C. albicans e Cryptococcus neoformans frente à 

anfotericina B, flucitosina, fluconazol, itraconazol e cetoconazol. Modificações nas 

metodologias para a realização de testes de suscetibilidade aos antifúngicos têm sido 

propostas para tomá-los mais convenientes e eficientes, aplicáveis a grande número de 

espécies, e apropriados para uso em laboratórios clínicos (HOFFMAN e PF ALLER, 2001 ). O 

documento M27-A2 (NCCLS, 2002) adota, como referência, o método da macrodiluição em 

caldo, entretanto salienta que a microdiluição em caldo pode ser utilizada com a mesma 

eficiência. O uso da microdiluição em caldo tem como vantagens o uso de pequenos volumes, 

maior facilidade de execução e a possibilidade da incorporação de leitura por 

espectrofotometria (HOFFMAN e PFALLER, 2001; NCCLS, 2002). 

1.4.2 Biotipagem molecular 

Um sistema efetivo para tipagem de DNA deve permitir discriminação entre isolados 

não relacionados, reconhecer a mesma cepa em isolados independentes e finalmente, 

identificar isolados altamente relacionados, mas não idênticos, como aqueles que diferem por 

microevolução. Dessa maneira, deve ser apropriado e sensível para permitir classificar dois 

isolados como pertencentes à mesma linhagem, particularmente quando infecções são 

originadas à partir de microrganismos comensais, quando cepas se tornam especializadas para 

um determinado sítio anatômico ou condição de comprometimento, quando cepas sofreram 

microevolução para rápida adaptação, ou quando cepas são partilhadas entre indivíduos 

(SOLL,2000). 



13 

Métodos que empregam sistemas de DNA "fingerprinting" são utilizados na 

avaliação da relação genética de cepas de C. albicans que, em complemento aos métodos de 

tipagem fenotípicos ajudam a identificar subtipos de cepas dessa levedura ubíqua, 

colonizando ou infectando pacientes imunocomprometidos durante os múltiplos episódios de 

candidíase, a transmissão de cepas entre parceiros em indivíduos saudáveis e o envolvimento 

das diferentes cepas em infecções recorrentes (ERGON; GULAY, 2005; MARCO et al., 

1999; SAMARANA Y AKE et al., 2003b ). 

Dentre os métodos de tipagem molecular utilizados, destacam-se a eletroforese de 

enzima multilocus (MLEE), a cariotipagem eletroforética (EK), o DNA polimórfico 

amplificado ao acaso (RAPD), o polimorfismo do tamanho dos fragmentos de restrição com e 

sem hibridação (RFLP com e sem hibridação) e a análise com enzima de restrição (REA). 

Dois outros métodos baseados na reação em cadeia da polimerase (PCR), e mais recentemente 

utilizados na investigação de isolados, são a tipagem de seqüência multilocus (MLST) e o 

polimorfismo de comprimento de microssatélite (MLP). Para C. albicans, um sistema de 

MLST baseado em sete fragmentos de DNA foi desenvolvido com alta acuidade para a 

tipagem de subtipos. Esses métodos são aplicados em diferentes estudos, e servem de base 

para a compreensão dos padrões de distribuição e características dos microrganismos 

(BORIOLLO et al., 2003; BORIOLLO et al., 2006; CAMPANHA et al. 2005; GARCIA­

HERMOSO, 2007; OLIVE; BEAN, 1999; SOLL, 2000; TAVANTI et al., 2005; VALÉRIO; 

WEIKERT-OLIVEIRA; RESENDE, 2006; XU et al., 1999). 

Os métodos moleculares utilizados para tipagem geram fragmentos de DNA 

visualizados como bandas que podem ser identificadas e digitalizadas para sistemas 

computadorizados. Essas medidas são usadas na geração de árvores filogenéticas 

( dendrogramas) para análise de grupos. No entanto, devido à maioria dos métodos de ti pagem 

molecular, aplicados a fungos patogênicos, gerar padrões de fragmentos sem Zoei definido, as 
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fórmulas que melhor se adaptam aos mesmos são as que levam em consideração a presença 

ou ausência desses fragmentos e sua intensidade e localização, após corrida eletroforética, 

criando um coeficiente de similaridade genética entre as amostras de DNA A e B (S AB), Esse 

valor varia entre O e 1,00. Valores entre 0,01 e 0,99 representam coeficientes crescentes de 

similaridade entre as amostras (SILVA, 2005; SOLL, 2000). 

Em relação a infecções fúngicas, nenhuma metodologia de tipagem molecular é 

referida como ideal, visto que cada uma apresenta vantagens e desvantagens. Entretanto, 

ainda que tenham sido desenvolvidas uma variedade de metodologias baseadas na técnica da 

reação em cadeia da polimerase (PCR), o RAPD é o método mais rotineiramente utilizado e 

tem apresentado sucesso para C. albicans (CAETANO-ANOLLÉS, 1993; 

SAMARANAYAKE, 2003b; SOLL, 2000; SONG et al. 2005; VALÉRIO; WEIKERT­

OLIVEIRA; RESENDE, 2006; WELSCH; McCLELLAND, 1990). O RAPD baseia-se no 

uso de primers arbitrários com aproximadamente 1 O bases, que são anelados sob baixas 

temperaturas ao DNA genômico. O anelamento de primers a sítios complementares 

relacionados conduz à subseqüente amplificação de seqüências genômicas dispersas, pela 

enzima Taq DNA polimerase. Os produtos amplificados são separados em gel de agarose, 

corados com brometo de etídio, e o padrão de distribuição dos fragmentos, analisado. Ainda 

que um primer possa gerar um padrão complexo, na maioria dos casos 1 a 3 fragmentos 

diferenciam os isolados. Esse método detecta polimorfismos e não depende, necessariamente, 

do conhecimento de seqüências específicas nas espécies estudadas (VALÉRIO; WEIKERT­

OLIVEIRA; RESENDE, 2006; SOLL, 2000). No desenvolvimento de um sistema de tipagem 

utilizando o RAPD, para uma determinada espécie, devem ser avaliados vários primers, e 

aqueles que apresentarem maior variabilidade ou polimorfismos, entre isolados 

independentes, devem ser selecionados para a confecção do dendrograma (MAROL; 

YUCESOY, 2008). 
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A análise por RAPD é um método fácil e rápido para confirmação de espécies 

estocadas, previamente isoladas, e para tipar espécies de Candida em investigações 

epidemiológicas. Além disso, apresenta poder discriminatório comparável a métodos mais 

complexos (JAIN et al., 2001; VAN BELKUM et al., 1994). Entretanto, a metodologia 

apresenta limitações que devem ser cuidadosamente analisadas para que se possa garantir 

melhor qualidade e confiabilidade na análise. Entre elas pode ser citada a falta de 

reprodutibilidade, não apenas entre laboratórios, mas também em ensaios repetidos num 

mesmo laboratório, o que dificulta o desenvolvimento de banco de dados comum. Outro 

aspecto a ser considerado são as variações que podem ocorrer como resultado de pequenas 

diferenças na relação primer-concentração de DNA, na temperatura durante a reação de 

amplificação e na concentração de magnésio. Mudanças nesses parâmetros interferem 

principalmente nos fragmentos de baixa intensidade, mas podem interferir também nos de alta 

intensidade, inclusive com relação à posição. Alterações no padrão de fragmentos observado 

podem ocorrer, também, em virtude de mudança de fornecedor ou mesmo lote da enzima Taq 

DNA polimerase (SOLL, 2000). 

Estudos demonstram que a metodologia do RAPD pode determinar variantes 

moleculares de Candida spp, mesmo em situações em que diferenças fenotípicas não sejam 

evidenciadas, e que ainda, permite avaliar a relação genética entre os mesmos (RIEDERER et 

al., 2002; SONG et al.,2005; VALÉRIO; WEIKERT-OLIVEIRA; RESENDE, 2006). 
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2.Justificativa e 06jetivos
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 

A tipagem de C. albicans é importante em estudos epidemiológicos, permitindo 

identificar surtos de infecções, detectar possíveis transmissões cruzadas, conhecer o foco de 

origem de uma infecção e identificar cepas particularmente virulentas ou resistentes aos 

antifúngicos (GARCIA-HERMOSO et al., 2007; MEDEIROS et al., 2007; ODDS et al., 

2006; QUINDÓS et al., 1992; SOLL, 2000). Desse modo, a estabilidade das propriedades 

utilizadas na caracterização dos isolados é determinante para a obtenção de resultados 

satisfatórios e fidedignos nesses ensaios, especialmente quando é necessária a comparação 

entre isolados obtidos em diferentes ocasiões ou ainda entre leveduras estocadas no 

laboratório e recém isoladas. A partir dessa necessidade é que são traçados os objetivos deste 

estudo. 

2.1 Objetivo Geral 

Caracterizar isolados de C. albicans obtidos em duas ocasiões de coleta distintas, em 

um intervalo de seis meses, e após estocagem dos mesmos, por igual período em ASD e água 

destilada esterilizada, utilizando-se métodos fenotípicos e a tipagem molecular, a fim de 

verificar a manutenção das características avaliadas. 
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2.2 Objetivos Específicos 

✓ Avaliar isolados de C. albicans obtidos nas diferentes ocasiões de coleta e após

período de armazenamento, quanto:

• À produção de exoenzimas fosfolipase e proteinase;

• À morfotipagem em ágar extrato de malte;

• Ao perfil de suscetibilidade das leveduras, frente aos antifúngicos

itraconazol, fluconazol e anfotericina B;

• À tipagem molecular por me10 da análise do polimorfismo do DNA

amplificado ao acaso (RAPD);

✓ Averiguar o poder discriminatório das metodologias utilizadas no estudo para

tipagem dos isolados
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3.9.1.ateria{ e 9.1.étoáos 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Amostras clínicas 

Foram avaliados quanto a presença de leveduras na cavidade bucal, 73 indivíduos 

adultos, aparentemente saudáveis, universitários, maiores de 18 anos, de ambos os sexos, que 

não estavam fazendo uso de antiinflamatórios esteroidais ou antimicrobianos, no momento da 

coleta, ou nos últimos 15 dias que a antecederam. 

Foi coletado um volume de aproximadamente 2,0 mL de saliva, após estimulação com 

goma de mascar sem açúcar, em tubo de ensaio esterilizado, contendo pérolas de vidro,e 

imediatamente o tubo foi transportado ao Laboratório de Micologia Clínica da FCFRP-USP, 

para processamento (tempo O). 

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da FCFRP-USP conforme 

protocolo CEP/FCFRP nº 70 (Anexo 1). 

3.1.1 Estudo longitudinal 

Após 180 dias (tempo 180), foram repetidas as coletas dos indivíduos que 

apresentaram positividade para C. albicans na primeira coleta. 

3.2 Isolamento das leveduras 

No Laboratório de Micologia Clínica, os tubos contendo saliva foram submetidos à 

agitação até a obtenção de uma suspensão uniforme. Alíquotas de 100 µL de saliva foram 

depositadas no centro de placas de Petri contendo ágar Sabouraud dextrose (ASD)1 com 

cloranfenicol, e em placa contendo CHROMagar ® Candida (DIFCO). A seguir, foi efetuada 

diluição 1: 1 O da saliva em solução fisiológica 0,85% esterilizada e dessa diluição foram 

1 As formulações dos meios de cultura utilizados no estudo, estão descritas no apêndice F 
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depositados 100 µL em placa contendo ASD. A semeadura foi feita com auxílio de um bastão 

de vidro, em forma de L (bastão de Drigalski), esterilizado, com posterior incubação a 35ºC, 

durante três dias, com observação diária. 

As colônias com morfologia característica de levedura, isoladas de ambos os meios 

foram semeadas para tubo contendo ASD e incubadas a 35ºC por 48horas para então serem 

identificadas. Quando, em uma mesma placa, foram observadas colônias com morfotipos 

distintos, essas foram semeadas para diferentes tubos contendo ASD. 

3.3 Identificação das leveduras 

A identificação foi realizada de acordo com a metodologia clássica, empregando-se as 

seguintes provas: estudo da micromorfologia em ágar tween-80, assimilação de diferentes 

fontes de carbono e de nitrogênio, fermentação de carboidratos e crescimento a 45°C. 

3.3.1 Estudo da micromorfologia em ágar tween-80

Para o cultivo em lâmina, o meio ágar fubá com tween-80 foi fundido e resfriado a 

aproximadamente SOºC. Com o auxílio de uma pipeta de vidro esterilizada, o meio de cultura 

foi depositado sobre uma lâmina, contida em uma placa de microcultivo, formando uma 

camada espessa. Após solidificação, a levedura foi semeada no ágar em estrias e incubada a 

25ºC, em câmara úmida, durante 4-7 dias. Decorrido esse período, foram observadas em 

microscópio óptico as seguintes estruturas: células leveduriformes, pseudomicélio, micélio e 

clamidósporos. 



3.3.2 Assimilação de fontes de carbono e nitrogênio - Auxanograma 
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Foi preparada uma suspensão das leveduras, com turvação equivalente ao padrão 2 da 

escala de McFarland, em 3 mL de água destilada esterilizada. Em seguida, 1 mL da suspensão 

foi vertido em um tubo contendo, aproxidamente, 18 mL do meio N (meio isento de fontes de 

nitrogênio), e em outro contendo, aproxidamente, 18 mL do meio C ( meio isento de fontes de 

carbono), ambos previamente fundidos e resfriados a, aproximadamente, 60ºC. Após agitação, 

os meios foram vertidos em placas de Petri. Uma vez solidificados os meios de cultura, foram 

depositadas, em pontos eqüidistantes, pequenas alíquotas de peptona e KN03 , na placa 

contendo o meio N e, na placa contendo o meio C, os seguintes carboidratos: glicose, maltose, 

sacarose, lactose, inositol, eritritol, rafinose, D-galactose, L-ramnose, trealose, D-xilose, 

melibiose, melizitose e outros quando necessário. A leitura foi realizada após incubação de 

24-48 horas a 35ºC, observando-se a presença ou não de halo de assimilação em tomo da

fonte de carbono ou nitrogênio utilizada. 

3.3.3 Fermentação de carboidratos - Zimograma 

Para avaliar a fermentação da glicose, maltose, sacarose e lactose, as leveduras foram 

semeadas, com auxílio de uma alça microbiológica, em tubos contendo meio de cultura 

correspondente ao carboidrato em teste, com tubo de Durhan em posição invertida. Os tubos 

foram incubados a 35ºC durante 10-14 dias. A prova de fermentação foi considerada positiva 

quando houve produção de bolhas de gás retidas no tubo de Durhan. As leituras foram feitas 

com 24-48 horas e no 7º dia. Os tubos que não apresentaram fermentação foram reincubados 

a 35ºC até o 14° dia. 



3.3.4 Crescimento a 37ºC e 45ºC 
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Das leveduras que apresentaram clamidósporos no microcultivo, foram preparadas 

suspensões em água destilada esterilizada, com turvação equivalente ao padrão 2 da escala de 

McFarland. A seguir 5 µL foram depositados na superfície de duas placas de ágar Sabouraud 

dextrose. Uma das placas foi incubada a 37ºC e a outra a 45ºC, por 48 horas. O crescimento 

simultâneo nas duas temperaturas, foi considerado indicativo de C. albicans e excluída a 

presença de C. dubliniensis (GALES et al., 1999; MARIANO et al., 2003; TINTELNOT et 

al., 2000). 

3.4 Métodos de manutenção de culturas 

Os isolados identificados como C. albicans, foram armazenados, por um período de 180 

dias, em ASD à temperatura ambiente com transferências e em água destilada esterilizada. 

3.4.1 Manutenção em ASD com transferências seriadas 

As leveduras puras foram semeadas na superficie do meio ASD, em tubo inclinado, 

com auxílio de alça microbiológica. Após crescimento por 24 horas a 35ºC, os tubos foram 

mantidos à temperatura ambiente com transferências para meios novos em intervalos de 90 

dias. Ao final do período de armazenamento, que correspondeu a 180 dias, foi efetuada 

reativação dos isolados em placa de Petri contendo ASD e, novamente os testes fenotípicos e 

moleculares foram realizados. 

3.4.2 Armazenamento em água destilada esterilizada 

Após crescimento de cultura pura, em ASD, cerca de 8 a 10 colônias de leveduras 

foram suspensas em 4-5 mL de água destilada esterilizada, em tubos de ensaio com tampa de 
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rosca, vedados com filme plástico, os quais foram armazenados por 180 dias em temperatura 

ambiente, ao abrigo da luz. Foram utilizados dois tubos para cada isolado. Ao término do 

período de armazenamento as leveduras foram reativadas em placa contendo ASD e uma 

colônia isolada foi transferida para tubo contendo o mesmo meio de cultura. Antes que os 

testes de tipagem fossem repetidos, uma nova transferência para tubo contendo ASD foi 

processada. Para atestar a pureza das leveduras reativadas, as mesmas foram reisoladas em 

CHROMagar Candida.

3.5 Biotipagem fenotípica 

Todos os isolados de C. albicans foram submetidos aos testes fenotípicos que compõem 

o estudo, após o primo isolamento, bem como após armazenamento em ASD (tempo 180S) e

água destilada esterilizada (tempo 180A). 

3.5.1 Pesquisa de fosfolipase 

A produção de fosfolipase, pelos isolados, foi avaliada de acordo com a metodologia 

descrita por Price, Wilkinson e Gentry (1982). Cinco microlitros das suspensões de leveduras, 

preparadas com fisiológica 0,85% esterilizada, com turvação equivalente ao padrão 2 da 

escala de McFarland, foram inoculados em pontos eqüidistantes, no meio ágar fosfolipase. O 

teste foi realizado em duplicata. As placas contendo cinco inóculos de diferentes cultivos, 

permaneceram incubadas durante 4 dias a 35ºC. Os isolados foram considerados produtores 

de fosfolipase quando produziam zona branca de precipitação ao redor da colônia da levedura. 

A atividade da fosfolipase foi representada pelo valor Pz (zona de atividade de fosfolipase) de 

acordo com a técnica descrita por Price, Wilkinson e Gentry (1982). O valor Pz é a razão entre 

o diâmetro da colônia (de) e o diâmetro da colônia mais a zona de precipitação (dcp), ou seja,

Pz =dc/dcp. De acordo com esse sistema, Pz =1 significa que o isolado não apresenta 

atividade da fosfolipase. Quanto menor o Pz, maior a atividade enzimática da levedura. Os 
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resultados são apresentados em códigos de modo que o valor 1 representa Pz = 1; o valor 2 

utilizado para Pz entre 0,63-1,0 e, o valor 3 para Pz menor ou igual a 0,63. 

3.5.2 Pesquisa de proteinase 

A pesquisa de proteinase foi padronizada com base em estudos prévios (KUMAR ; 

KUMAR; MEN ON, 2006; RUCHEL; TEGELLER; TROST, 1982). As suspensões de 

leveduras, equivalentes ao padrão 2 da escala de McFarland, foram inoculadas em pontos 

eqüidistantes, no meio ágar proteinase. As placas contendo 5 inóculos, de diferentes cultives, 

permaneceram incubadas durante 7 dias a 35ºC. O teste foi realizado em duplicata. A 

presença de enzima foi observada pela formação de um halo claro ao redor da colônia de 

levedura e, a atividade enzimática, medida pelo valor Prz (zona de atividade de proteinase), 

calculado conforme descrito para o valor Pz na avaliação da enzima fosfolipase. 

3.5.3 Morfotipagem 

A determinação dos morfotipos de C. albicans, foi realizada de acordo com o método 

descrito por Hunter, Fraser e Mackenzie (1989). Suspensões de leveduras, equivalentes ao 

padrão 2 da escala de McFarland, foram inoculadas em estrias paralelas na superfície do ágar 

extrato de malte, com o auxílio de um "swab", e incubadas a 30ºC por 10 dias. Após esse 

período foram avaliados os aspectos macromorfológicos da franja (presença, tamanho e 

textura) e superfície das colônias, os quais foram registrados em um código composto por 4 

dígitos (Quadro 1 ). 



Aspecto Descrição Código 

Franja - Distribuição Ausente o 

Descontínua(< 20% da margem) 1 

Descontínua ( 20-50% da margem) 2 

Descontínua (60-90% da margem) 3 

Contínua, somente na periferia ou fios conspícuos em leques 5 

Contínua, com filamentos paralelos 7 

Franja - Largura Ausente o 

Menor ou igual a 2 mm 2 

Entre 3 e 5 mm 3 

Maior ou igual a 6 mm 5 

Franja - Textura Ausente o 

Muito grosseira 1 

Grosseira 2 

Intermediária 3 

Fina 4 

Superfície - Topografia Lisa o 

Nodular 1 

Escavada 2 

Crateriforme 4 

Crateriforme com dobras ou pregas 5 

Dobras ou pregas 6 

Quadro 1 - Esquema de codificação de morfotipos segundo modelo proposto por Hunter, 

Fraser e Mackenzie, 1989 
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3.5.4 Antifungotipagem 

As leveduras isoladas foram avaliadas quanto à suscetibilidade aos antifúngicos pela 

técnica da microdiluição em caldo, segundo o documento M-27 A2 (2002) do NCCLS. 

Os antifúngicos utilizados para a antifungotipagem dos isolados foram anfotericina B 

(Sigma, St. Louis, USA), fluconazol (Pfizer, Sandwich, Reino Unido) e itraconazol (Janssen, 

Beerse, Bélgica), preparados em solução, a partir de suas respectivas formas em pó, com 

dimetilsulfóxido (DMSO) (Vetec, RJ, Brasil), na concentração de 1.600 µg/mL para a 

anfotericina B e o itraconazol e, em água destilada, na concentração de 1.280 µg/µL para o 

fluconazol (NCCLS, 2002). 

Preparação da diluição dos antifúngicos: a partir da solução estoque de cada droga, foram 

preparadas, com RPMI-1640, soluções teste com duas vezes a concentração final desejada: 

anfotericina B, 32 a 0,06 µg/mL; flucoriazol, 128 a 0,25 µg/mL e itraconazol 32 a 0,06 

µg/mL. Alíquotas de 100 µL de cada concentração foram dispensadas, em seqüência, nas 

placas de microdiluição, de modo que os poços identificados com os números 2 a 11, 

apresentassem as 1 O diferentes concentrações do antifúngico, de forma decrescente. Os poços 

identificados com os números 1 e 12 continham os controles do meio e do inóculo, 

respectivamente. As placas foram estocadas a -20ºC por até 30 dias. 

Meio de cultivo e preparação do inóculo: o meio de cultivo utilizado, foi o meio líquido 

RPMI-1640 GIBCO® BRL (Life Technologies, Grand Island, EUA), com glutamina, sem 

bicarbonato de sódio e tamponado com MOPS (ácido 3-(N-morfolino) propanosulfônico) 

0,165 mol/L a pH 7,0. Para o preparo do inóculo, os isolados foram cultivados em ASD e 

incubados à temperatura de 35ºC, durante 24 horas. A suspensão inicial do inóculo foi 

preparada em água deionizada, esterilizada, de modo que se obtivesse um inóculo equivalente 

à escala 0,5 de McFarland, ajustado por meio da contagem de células em câmara de 

Neubauer, para obtenção de concentração igual 1 a 5 x 106 UFC/mL. A viabilidade e a pureza 
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do inóculo foram controladas por cultives de alíquotas da suspensão em placas de ASD, 

incubadas à 35ºC por 48horas. As cepas controles utilizadas foram Candida parapsilosis 

ATCC 22019 e Candida krusei ATCC 6258. 

Diluição em caldo realizada em placa de microdiluição: as placas contendo os antifúngicos 

ficaram à temperatura ambiente, por aproximadamente 1 hora, antes do uso. Tendo em vista a 

obtenção de solução balanceada de inóculo-meio, a preparação inicial de cada microrganismo 

foi diluída a 1:50, seguida de uma diluição 1:20 em RPMI-1640, o que resultou num inóculo 

com concentração entre 1 a 5 x 103 UFC/mL. Esse inóculo concentrado duas vezes foi diluído 

1 :2, quando inoculado com o antifúngico, de modo que atingiu a concentração desejada (0,5 a 

2,5 x 103 UFC/mL). 

Nos poços das colunas de 2 a 12 da placa foram colocados 100 µL da suspensão do 

inóculo em RPMI-1640. Os poços pertencentes à coluna identificada com o número 12, de 

cada placa de microdiluição, foram utilizados como controles positivos, sendo neles 

dispensadas a solução do inóculo e 100 µL de RPMI-1640. Os poços da coluna número 1 

foram considerados como controles negativos, contendo apenas 200 µL do meio RPMI-1640. 

As cepas controle receberam o mesmo tratamento e foram colocadas em cada placa. 

Incubação, leitura e interpretação: as placas foram incubadas à 35ºC, durante 48 horas. No 

momento da leitura, o crescimento do microrganismo, no poço do controle positivo, coluna 

12, foi comparado visualmente ao crescimento nos poços referentes às diferentes 

concentrações avaliadas. Nos ensaios com os azólicos, a menor concentração capaz de inibir, 

em tomo de 50% do crescimento do microrganismo avaliado, em relação ao poço controle, foi 

identificada como concentração inibitória mínima - CIM da droga para este microrganismo 

conforme sugerido pelo NCCLS (2002). Os valores de ponto de corte, para interpretação dos 

ensaios de sensibilidade, foram os sugeridos pelo Comitê supra mencionado, e são os 

apresentados no quadro 2. Para a anfotericina B a CIM foi considerada a menor concentração 
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capaz de inibir qualquer crescimento visivelmente detectável. Devido ao estreito intervalo de 

CIMs obtidas para esse antifúngico, o estabelecimento de um ponto de corte tem sido 

problemático e os valores ainda não estão definidos. Entretanto, CIMs maiores que 1 µg/mL 

não são, usualmente, encontradas para isolados de Candida e, quando ocorrem, esses isolados 

são possivelmente resistentes ou pelo menos requerem altas doses de anfotericina B para a 

efetividade do tratamento (GIRMENIA et ai., 2006; PF ALLER et al., 2007). Desse modo foi 

adotado esse critério para definir sensibilidade ou resistência a esse antifúngico (Quadro 2). 

As leveduras foram codificadas por meio de um sistema numérico de 3 dígitos no qual foi 

atribuído o número 1, 2 ou 3 conforme a sensibilidade, resistência ou sensibilidade dose­

dependente ao antifúngico, respectivamente. Cada dígito corresponde a um antifúngico, na 

ordem em que são apresentados no quadro 2. Por exemplo, um isolado com o antifungotipo 

111, denota sensibilidade aos três antifúngicos utilizados no estudo. Um antifungotipo 122 

refere-se a um isolado que seja sensível à anfotericina B e resistente ao fluconazol e ao 

itraconazol. 

Antifúngico Sensível (µg/mL) S-DD* (µg/mL) Resistente (µg/mL) 

Anfotericina B :Sl - �2 

Fluconazol :S8 16-32 �64 

Itraconazol :S0,125 0,25-0,5 �1 

Quadro 2 - Valores de CIM para interpretação de testes de suscetibilidade de leveduras 
frente a anfotericina B (GIRMENIA et al., 2006; PF ALLER et al., 2007) e 
ao fluconazol e itraconazol (NCCLS, 2002) 

• S-DD: Sensibilidade dose-dependente



3.6 Biotipagem molecular por RAPD 

30 

Após identificação de C. albicans nos tempos O e 180, o DNA dos isolados foi extraído 

e armazenado a -20ºC até o momento da tipagem molecular. Após 180 dias de 

armazenamento em ASD e água destilada esterilizada, os isolados foram novamente 

submetidos à extração de DNA. 

3.6.1 Extração do DNA genômico 

A extração do DNA das células leveduriformes, foi baseada na metodologia descrita 

por Jain et al. (2001). As amostras de C. albicans foram subcultivadas em caldo YPD a 35ºC 

por 24 horas. 

Após a incubação, as suspensões de leveduras foram transferidas para tubos tipo Falcon 

de 15 mL, e centrifugadas a 3214 g por 5 minutos. Os sedimentos das leveduras foram 

lavados com solução tamponante tris-NaC11
. Nova centrifugação foi realizada e foi adicionada 

em relação à quantidade das leveduras, uma proporção 1: 1 (v/v) de pérolas de vidro (2 mm) 

tratadas com dietil pirocarbonato 0,1 % (DEPC Sigma) para inativação de endonucleases e 1 :3 

de tampão de extração. Após agitação vigorosa por 1 O minutos, 500 µL da parte líquida foram 

transferidos para tubo tipo eppendorf de 2 mL e 500 µL adicionados de mistura fenol­

clorofórmio-álcool isoamílico, para que o lisado fosse desproteinizado. Essa mistura foi 

homogeneizada, cuidadosamente, manualmente, por 15 segundos, para então ser centrifugada 

a 15294 g por 15 minutos. O sobrenadante foi transferido para outro tubo tipo eppendorf e foi 

adicionado isopropanol absoluto na proporção de 1: 1, para precipitação do DNA genômico. O 

tubo foi incubado, a -20ºC ,  por aproximadamente 18 horas. 

O tubo contendo o DNA foi então, centrifugado a 15294 g por 1 O minutos. O 

sobrenadante foi desprezado e ao sedimento foi acrescentado 1 mL de etanol 70% refrigerado 

1 
As formulações dos reagentes utilizados no estudo, estão descritas no apêndice G 
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a 2 a 8ºC. Após nova centrifugação, o sobrenadante foi novamente desprezado e o tubo 

contendo a amostra de DNA permaneceu, à temperatura ambiente, até secagem do sedimento. 

Um volume de 75 µL de água mili-Q foi adicionado e o tubo foi refrigerado a 4ºC por 

aproximadamente 18horas. A seguir a amostra foi tratada com 1 µL de RNAse a lmg/mL e 

incubada 1 hora a 37ºC. Após esse tempo de incubação, a amostra foi conservada a -20ºC até 

o momento do uso.

A concentração do DNA foi determinada por meio da medida de absorbância em 260 nm

e 280 nm de comprimento de onda. Uma relação A260/A280 de 1.8 a 2.1 foi considerada 

aceitável. 

Para se determinar a qualidade do DNA obtido, este foi submetido a eletroforese em gel 

de agarose a 1 %, utilizando o marcador de tamanho de fragmentos Lambda DNA/Hind III 

Marker, 2 (DNA Ladder- Fermentas) como referência. Após eletroforese em solução 

tamponante de Tris-borato-EDT A (TBE) 0,5 X, a 90V por 90 minutos, o gel foi corado com 

brometo de etídio (lµg/mL), visualizado em transiluminador ultravioleta e fotodocumentado 

por sistema de captação de imagens (Alpha-Innotech). 

3.6.2 Amplificação do DNA genômico por RAPD 

O RAPO foi realizado utilizando-se quatro primers, previamente descritos, OPE-18 

(5,GGACTGCAGA3'), OPB-11 (5,GTAGACCCGT3'), OPA-9 (5,GGGTAACGCC3'), SEQ-

6 (5,CCCGTCAGCA3') (BAUTISTA- MUNOZ et al. 2003; JAIN et al. 2001; PINTO, 2004; 

RIEDERER et al., 2002). 

As amostras de DNA das leveduras isoladas de 20 estudantes, dos quais foram 

isolados C. albicans nas duas ocasiões de coleta, foram amplificadas. O DNA obtido após 180 

dias de armazenamento pelos dois métodos descritos, também foi processado, totalizando 80 

amostras para cada primer. A amplificação do DNA foi padronizada com base em estudos 
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precedentes (BAUTISTA-MUNOZ et al., 2003; LOCKHART et al., 1997; VALÉRIO; 

WEIKERT-OLIVEIRA; RESENDE, 2006), com algumas modificações. Para um volume 

final de 25 µL, foram adicionados 2,5 µL do tampão da enzima com KCl lOX (Fermentas), 

contendo MgCli a 3 mM, 0,2 mM de dNTPs, aproximadamente 50 ng do DNA da levedura, 

0,4 µM de primer, 1 U de Taq DNA polimerase (Fermentas) e água mili-Q suficiente para 

completar o volume de reação desejado. 

A PCR foi realizada em termociclador convencional (Mastercycler - Eppendorf), de 

acordo com a seguinte programação: desnaturação inicial a 94ºC por 5 minuto, seguida de 40 

ciclos com desnaturação a 94ºC por 1 minuto, anelamento dos primers a 36ºC por 1 minuto e 

extensão a 72ºC por 2 minutos, concluindo com extensão final a 72ºC, por 1 O minutos. Os 

produtos resultantes da amplificação, foram submetidos à eletroforese em gel de agarose, para 

determinação dos perfis moleculares. 

3.6.3 Eletroforese em gel de agarose 

Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose 

(BioAgency) a 1 %, em tampão TBE 0,5 X. A eletroforese foi processada a 80V, lO0mA, por 

3 horas. Em cada gel foi incluído o marcador de tamanho de fragmentos Lambda DNA/Hind 

III Marker, 2 (DNA Ladder- Fermentas). Após a separação eletroforética, os géis foram 

corados com brometo de etídio, visualizados à luz ultravioleta e fotodocumentados. 

3.6.4 Interpretação do padrão dos fragmentos de DNA 

O tamanho dos fragmentos de DNA gerados foram determinados, por comparação, 

com o marcador de tamanho de fragmentos utilizado. O padrão de fragmentos, foi 

visualmente inspecionado e, as imagens obtidas no tempo O foram confrontadas àquelas 
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obtidas nos tempos 180, 180S e 180A. A análise foi feita considerando-se o número de 

fragmentos obtidos bem como a presença ou ausência destes. 

3. 7 Análise dos dados 

A correlação genética entre os isolados, foi verificada pelo método da média aritmética 

não ponderada (UPGMA), utilizando-se o coeficiente de Jaccard (Sj), no programa de 

computador "Multi Variate Statistical Package 3.0" (MVSP 3.0). O coeficiente de Jaccard 

baseia-se na posição dos fragmentos, e é calculado por intermédio da fórmula Sj = nAB/ (nAB + 

a+ b) onde nAB é o número de fragmentos partilhados pelos dois isolados (A e B), a é o 

número de fragmentos presentes apenas no primeiro isolado e b o número de fragmentos 

presentes apenas no segundo isolado. Um valor de Sj de 1,00, representa que os isolados 

compartilham o mesmo genótipo ou tipo molecular, valores de Sj entre 0,81 e 0,99 

representam isolados geneticamente relacionados e um valor de Sj menor que 0,80, representa 

isolados distintos (ERGON; GULA Y, 2005). 

O índice numérico utilizado para calcular o poder discriminatório, que é a probabilidade 

que dois isolados não relacionados, extraídos da população, sejam colocados em diferentes 

grupos de tipagem, foi calculado, para cada metodologia, por meio do índice de diversidade 

de Simpson, segundo fórmula descrita por Hunter e Gaston (1988): 

ID= 1 - _...;ai __ 
N(N-1) 

s 

"n·(n·-1)4, 1 'J 'J 
1

= 

Onde N é o número total de isolados na amostragem da população, s é o total de tipos 

descritos e ni é o número de isolados pertencentes a um determinado tipo�). 

A análise estatística dos dados para comparação dos valores Pz, Prz e Sj nas diferentes 

ocasiões e após armazenamento foi realizada utilizando-se o teste não paramétrico de Signal. 
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4 RESULTADOS 

Dentre as amostras de saliva dos 73 estudantes universitários avaliados no estudo por 

ocasião da primeira coleta (tempo O), 28/38% apresentaram a levedura C. a/bicans; Destes, 

somente 20 apresentaram C. albicans no momento da segunda coleta (tempo 180), resultando 

em 20 casos de positividade simultânea para a levedura nas duas ocasiões (Apêndice A), os 

quais foram avaliados quanto as características fenotípicas e por RAPO. 

Foram biotipados também os isolados de C. albicans obtidos no tempo O, após 

armazenamento de 180 dias pelos métodos descritos. 

4.1 Biotipagem fenotípica 

4.1.1 Pesquisa de fosfolipase e proteinase 

Todos os 20 isolados de C. albicans, oriundos da primeira coleta (tempo O) utilizados 

no estudo, foram produtores da enzima fosfolipase (Tabela 1). Onze (55%) apresentaram 

atividade moderada, com Pz variando de 0,65 a O, 72, representados pelo código 2. Os demais 

(9/45%) demonstraram alta atividade de fosfolipase e foram codificados com o algarismo 3 

(Pz:::; 0,63) conforme demonstra a tabela 2. A média dos valores de Pz e o desvio padrão (s), 

respectivamente, foram 0,65 e 0,05 (Tabela 1 ). Quanto aos isolados recuperados no tempo 

180, 8 (40%) isolados, apresentaram atividade moderada da enzima e 12 (60%) alta atividade 

de fosfolipase (Tabela 2). Nesse momento, a média de Pz foi 0,61 e o desvio padrão 0,16 

(Tabela 1). 

Após armazenamento em ASD (tempo 180S), 19 isolados de C. a/bicans mantiveram 

a atividade de fosfolipase sendo que 6 (30%) apresentaram atividade moderada e 13(65%), 

alta atividade da enzima. Um (5%) não apresentou atividade da enzima (Tabela 2). A média 

da atividade enzimática foi 0,60 e o desvio padrão 0,21 (Tabela 1). Com relação ao 



36 

armazenamento em água (tempo 180A), 16 mantiveram atividade de fosfolipase sendo que 4 

(20%) e 12 (60%) isolados, apresentaram atividade moderada e alta, respectivamente. Quatro 

(20%) não apresentaram atividade após essa estocagem (Tabelas 1 e 2). A média da atividade 

e o desvio padrão, foram, respectivamente 0,66 e 0,22. 

Não houve diferença estatisticamente significativa ( a :S 0,05) entre os valores médios 

de Pz obtidos no tempo O, quando esses foram comparados àqueles obtidos nos tempos 180 

(P=0,360), 180S (P= 0,260) e 180A (P= 0,820). 
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Tabela 1 - Valores de Pz e códigos relativos à atividade de fosfolipase de C. albicans, nas 
diferentes ocasiões de coleta e após armazenamento dos isolados 

Isolado nº TemEo O TemEo 180 TemEo 180S TemEo 180A 
Pz código Pz código Pz Código Pz Código 

1 0,63 3 0,84 2 0,77 2 0,78 2 

4 0,70 2 0,60 3 0,77 2 0,92 2 

13 0,67 2 0,88 2 1 1 0,76 2 

15 0,65 2 0,50 3 0,54 3 1 1 

24 0,63 3 0,75 2 0,74 2 0,80 2 

29 0,72 2 0,93 2 0,92 2 1 1 

30 0,70 2 0,52 3 0,42 3 0,56 3 

34 0,61 3 0,65 2 0,53 3 0,60 3 

40 0,69 2 0,68 2 0,92 2 1 1 

41 0,58 3 0,58 3 0,56 3 0,60 3 

42 0,63 3 0,84 2 0,92 2 1 1 

45 0,57 3 0,70 2 0,46 3 0,45 3 

53 0,63 3 0,50 3 0,41 3 0,50 3 

60 0,70 2 0,47 3 0,41 3 0,51 3 

61 0,69 2 0,48 3 0,45 3 0,50 3 

62 0,60 3 0,48 3 0,36 3 0,49 3 

63 0,67 2 0,47 3 0,48 3 0,50 3 

70 0,67 2 0,46 3 0,47 3 0,47 3 

71 0,68 2 0,45 3 0,45 3 0,46 3 

73 0,54 3 0,44 3 0,44 3 0,41 3 

Média 0,65 0,61 0,60 0,66 
Desvio padrão 0,05 0,16 0,21 0,22 

tempo O: primeira coleta; tempo 180: segunda coleta; tempo 180S: 180 dias de armazenamento no ASD; 

tempo 180A: 180 dias de armazenamento na água; Pz = 1: cepa não produtora da enzima; 0,64 S Pz ::,; 0,99 : 

atividade moderada da enzima; Pz S 0,63: cepa fortemente produtora de enzima. 
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Tabela 2 - Atividade da enzima fosfolipase, dos isolados de C. albicans, nos tempos O e 180 e 
após armazenamento em ASD e água destilada esterilizada 

Atividade Tempo O Tempo 180 Tempo 180S Tempo 180A 

Enzimática n (%) n (%) n (%) n (%) 

Ausente o o o o 1 5 4 20 

Moderada 11 55 8 40 6 30 4 20 

Alta 9 45 12 60 13 65 12 60 

Total 20 100 20 100 20 100 20 100 

ausente: Pz =1; moderada: 0,64 :s; Pz :s; 0,99; alta: Pz Z :s; 0,63; tempo O: primeira coleta; tempo 180: segunda 
coleta; tempo 180S: 180 dias de armazenamento em ASD; tempo 180A: 180 dias de armazenamento em água 
destilada esterilizada. 

A enzima proteinase foi produzida por 100% dos isolados de C. albicans na primeira 

coleta. Todos apresentaram atividade moderada, com Prz variando de 0,64 a 0,89. A média do 

valor Prz foi O, 77 e desvio padrão 0,08 (Tabela 3). No tempo 180, 17 (85%) isolados de C. 

albicans apresentaram atividade de proteinase moderada, enquanto que 3 (15%) não 

demonstraram atividade da enzima pela metodologia utilizada (Tabela 4). O valor médio de 

Prz foi 0,83 e o desvio padrão 0,10. 

Dezessete (85%) e 14 (70%) isolados mantiveram a atividade da enzima após 

armazenamento em ASD e em água destilada esterilizada, respectivamente. Os demais não 

apresentaram atividade de proteinase após estocagem (Tabela 4). Após armazenamento por 

180 dias em ASD, a média da atividade enzimática (Prz) foi 0,80 e o desvio padrão 0,10. Com 

relação a análise da atividade enzimática após manutenção em água destilada esterilizada por 

igual período, a média da atividade enzimática da proteinase e o desvio padrão foram, 

respectivamente, 0,84 e 0,12 (Tabela 3). Duas leveduras (isolados n
º

. 60 e 62) deixaram de 

apresentar atividade após estocagem pelos dois métodos referidos, concomitantemente. 
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Não foram observadas diferenças estatísticas, significativas entre o valor médio de Prz 

dos isolados do tempo O quando comparado aos dos tempos 180 (P= O, 160) e 180S (P=0,820). 

Por outro lado, a comparação da média da atividade de proteinase dos isolados da primeira 

coleta com àquela obtida após armazenamento em água destilada esterilizada, mostrou 

diferença significativa (P= 0,044). 
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Tabela 3 - Valores de Prz e códigos relativos à atividade de proteinase de C. albicans nos 
diferentes momentos de coleta e após o armazenamento dos isolados 

Isolado nº TemEo O TemEo 180 TemEo 180S TemEo 180A

Prz Código Prz códi�o Prz Código Prz Código 

1 0,78 2 0,78 2 0,84 2 1,00 1 

4 0,89 2 0,82 2 0,78 2 1,00 1 

13 0,78 2 0,86 2 0,90 2 0,81 2 

15 0,83 2 0,73 2 0,78 2 0,90 2 

24 0,80 2 0,72 2 0,76 2 0,69 2 

29 0,80 2 0,9 2 0,84 2 0,76 2 

30 0,67 2 0,84 2 0,70 2 0,74 2 

34 0,78 2 0,8 2 0,69 2 0,68 2 

40 0,78 2 0,85 2 0,66 2 0,80 2 

41 0,79 2 0,82 2 0,74 2 0,88 2 

42 0,64 2 0,96 2 0,79 2 0,66 2 

45 0,81 2 0,80 2 0,74 2 0,77 2 

53 0,82 2 0,71 2 0,74 2 0,74 2 

60 0,88 2 0,80 2 1 1 1 1 

61 0,64 2 0,72 2 0,80 2 0,74 2 

62 0,88 2 1 1 1 1 1 1 

63 0,68 2 1 1 0,76 2 1 1 

70 0,73 2 1 1 1 1 0,89 2 

71 0,74 2 0,76 2 0,72 2 1 1 

73 0,68 2 0,70 2 0,81 2 0,76 2 

Média 0,77 0,83 0,80 0,84 

Desvio padrão 0,08 0,10 0,10 0,12 
tempo O: primeira coleta; tempo 180: segunda coleta; tempo 180S: 180 dias de armazenamento no ágar 
Sabouraud dextrose; tempo 180A: 180 dias de armazenamento na água; Pr2 =1: cepa não produtora da 

enzima; 0,64 :S: Prz :s; 0,99: atividade moderada da enzima; Prz :s; 0,63: cepa fortemente produtora de enzima. 
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Tabela 4 - Atividade da enzima proteinase, dos isolados de C. albicans, nos tempos O e 180 e 
após armazenamento em ASD e água destilada esterilizada 

Atividade Tempo O Tempo 180 Tempo 180S Tempo 180A 

Enzimática n (%) n (%) n (%) n (%) 

Ausente o o 3 15 3 15 6 30 

Moderada 20 100 17 85 17 85 14 70 

Alta o o o o o o o o 

Total 20 100 20 100 20 100 20 100 

ausente: Prz =1; moderada: 0,64:;;; Pr2 :;;; 0,99; alta: Prz:;;; 0,63; tempo O: primeira coleta; tempo 180: segunda 
coleta; tempo 180S: 180 dias de armazenamento em ASO; tempo 180A: 180 dias de armazenamento em água 
destilada esterilizada. 

O enzimotipo prevalente no tempo O foi o 22 (atividade moderada para ambas as 

enzimas), o qual foi apresentado por 11 (55%) isolados, seguido pelo 32 (alta atividade de 

fosfolipase e atividade moderada de proteinase) conforme demonstrado na tabela 5. No tempo 

180, a prevalência foi do enzimotipo 32 apresentado por 9 ( 45%) isolados. Os demais 

enzimotipos encontrados foram o 22 e o 31 ( alta atividade de fosfolipase e ausência de 

atividade de proteinase ), respectivamente em 40% e 15% das leveduras analisadas (Tabela 5). 

A figura 1 ilustra o enzimotipo 32, mostrado por isolados de C. albicans. 



• o
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Figura 1. Representação do enzimotipo 32 apresentado por isolados de C. albicans: (A) 
alta atividade de fosfolipase em ágar gema de ovo - código 3 (Pz =0,49); (B) 

atividade moderada de proteinase em ágar proteinase- código 2 (Prz =0,71) 

42 
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Tabela 5 - Enzimotipos de C. albicans nos t_empos O e 180 e após o armazenamento em ASD 
e água destilada esterilizada 

Isolado nº Tempo O Tempo 180 Tempo 180S Tempo 180A 

1 32 22 22 21 

4 22 32 22 21 

13 22 22 12 22 

15 22 32 32 12 

24 32 22 22 22 

29 22 22 22 12 

30 22 32 32 32 

34 32 22 32 32 

40 22 22 22 12 

41 32 32 32 32 

42 32 22 22 12 

45 32 22 32 32 

53 32 32 32 32 

60 22 32 31 31 

61 22 32 32 32 

62 32 31 31 31 

63 22 31 32 31 

70 22 31 31 32 

71 22 32 32 31 

73 32 32 32 32 

tempo O: primeira coleta; tempo 180: segunda coleta; tempo 180S: 180 dias de armazenamento no ágar 
Sabouraud dextrose; tempo 180A: 180 dias de armazenamento na água; primeiro dígito refere-se à atividade 
de fosfolipase e o segundo a de proteinase. 
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Apenas 5 (25%) isolados (n°13, 29, 40, 53 e 73) mantiveram o mesmo enzimotipo nos 

dois momentos de coleta. Com relação à estocagem em ASD, 8 (40%) mantiveram o 

enzimotipo obtido no tempo O (isolados nº 4, 29, 34, 40, 41, 45, 53 e 73). Após estocagem, 

em água destilada esterilizada, 6 (30%), apresentaram enzimotipo idêntico ao do tempo O 

(isolados nº 13, 34, 41, 45, 53,e 73). 

4.1.2 Morfotipagem 

Foram identificados oito morfotipos diferentes de C. albicans no momento da primeira 

coleta (000-0, 223-0, 323-0, 333-0, 334-0, 723-0, 733-0 e 734-0) conforme demonstrado na 

tabela 6. Todos apresentaram a superficie lisa (XXX-0). O morfotipo mais comum, de acordo 

com o esquema proposto por Hunter, Fraser e Mackenzie (1989), mostrado por 7 C. albicans, 

foi o 000-0, que representa isolados sem franjas e com a topografia da superficie da colônia 

lisa. Por ocasião da segunda coleta, foram também identificados oito morfotipos distintos 

(000-0, 123-0, 323-0, 223-0, 324-0, 333-0, 732-0 e 734-0), os quais estão ilustrados na tabela 

6. O predomínio foi do 000-0, apresentado por 11 C. albicans. Todos os isolados da segunda

coleta também mostraram a superfície lisa. Dez (50%) isolados (nº 1, 24, 29, 53, 60, 62, 63, 

70, 71 e 73) mantiveram o morfotipo nos tempos O e 180 (Tabela 6). Com relação a 

morfotipagem, após armazenamento em ASD e água destilada esterilizada, respectivamente, 

3/15% (nº 15, 29 e 45) e 4/20% (nº 1, 29, 60 e 73) isolados, mantiveram o morfotipo 

apresentado antes da estocagem (Tabela 6). A superfície da colônia que no tempo O 

apresentou-se lisa para todos os isolados, após estocagem pelos métodos utilizados mostrou­

se crateriforme ou com dobras e pregas em 3/15% leveduras (nº 15, 30 e 63) armazenadas em 

água e crateriforme para 6/30% (nº 13, 24, 30, 40, 42 e 63) armazenadas em ASD. Na figura 

2 estão representados alguns morfotipos apresentados pelos isolados do presente estudo. 



Figura 2. Morfotipos apresentados por alguns isolados de C. albicans:

(A) 000-0; (B) 123-0; (C) 733-0; (D) 123-4; (E) 752-6

45 
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Tabela 6 - Morfotipos de C. albicans nos diferentes momentos de coleta, e após o 
armazenamento em ASD e água destilada esterilizada 

Isolado nº

1 

4 

13 

15 

24 

29 

30 

34 

40 

41 

42 

45 

53 

60 

61 

62 

63 

70 

71 

73 

Tempo O 

000-0

334-0

723-0

733-0

323-0

734-0

333-0

333-0

223-0

733-0

334-0

223-0

323-0

000-0

000-0

000-0

000-0

000-0

333-0

000-0

Tempo 180 

ººº'"º 

000-0

223-0

000-0

323-0

734-0

123-0

123-0

000-0

000-0

324-0

000-0

323-0

000-0

732-0

000-0

000-0

000-0

333-0

000-0

Tempo 180S 

234-0

732-0

723-4

733-0

123-4

734-0

323-4

123-0

223-4

123-0

234-4

223-0

333-0

733-0

333-0

123-0

323-4

333-0

332-0

123-0

Tempo 180A 

000-0

332-0

223-0

752-6

123-0

734-0

323-6

123-0

000-0

123-0

333-0

000-0

233-0

000-0

322-0

323-0

323-4

233-0

332-0

000-0

tempo O: primeira coleta; tempo 180:segunda coleta; tempo 180S: 180 dias de armazenamento no ASO; tempo 

180A: 180 dias de armazenamento em água destilada esterilizada. 
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4.1.3 Antifungotipagem 

De acordo com a CIM (concentração inibitória mínima), 100% das leveduras mostraram 

sensibilidade aos antifúngicos analisados, por ocasião da primeira (tempo O) e segunda coletas 

(tempo 180), denotando o antifungotipo 111. A CIM dos isolados nos tempos O, 180 e após 

armazenamento é detalhada nos apêndices B, C e D. 

Após armazenamento em água destilada esterilizada todos isolados de C. albicans 

foram sensíveis a anfotericina B, fluconazol e itraconazol, mantendo o antifungotipo 111. 

Apenas o isolado de nº 45 mudou o perfil de sensível para dose dependente (S-DD) ao 

itraconazol após armazenamento em ASD com alteração de CIM de 0,06 µg/ mL para 0,25 

µg/ mL (Apêndice C). Somente nesse caso, o antifungotipo mudou de 111 para 113. 

Os valores das concentrações inibitórias mínimas (CIM) obtidas com as cepas-padrão 

C. parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6258 estão de acordo com os valores de

referência descritos no documento M27-A2 (NCCLS, 2002), demonstrando a validade do 

ensaio (Tabela 7). 

Tabela 7 - Concentrações inibitórias mínimas das cepas-padrão 

Cepa Antifúngico CIM de referência CIM obtida 
(µg/mL)* (µg/mL)

C. parapsilosis ATCC 22019 Anfotericina B 0,5-4,0 1,0 

Fluconazol 1,0-4,0 1,0 

Itraconazol 0,125-0,5 0,125 

C. krusei ATCC 6258 Anfotericina B 1,0-4,0 2,0 

Fluconazol 16-64 32 

Itraconazol 0,25-1,0 0,25 

* Valores de referência segundo o documento M27-A2 (NCCLS, 2002).
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A concentração de DNA foi medida em espectrofotômetro, e a relação A260IA2so foi 

superior a 1.8 para todas as amostras. A eletroforese em gel de agarose do material genômico 

dos isolados revelou um fragmento de DNA único e de boa qualidade, de tamanho superior à 

20kb (Figura 3). 
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Figura 3. Eletroforese em gel de agarose do produto da extração do DNA fúngico por 
ocasião das duas coletas. A raia da esquerda mostra o marcador de tamanho 
de fragmentos Lambda DNA/Hind III Marker,2. Demais raias correspondem 
às amostras. (A) primeira coleta-tempo O (B) segunda coleta-tempo180 
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A análise dos perfis moleculares gerados pelo RAPD utilizando-se os primers OPA-9, 

OPB-11 e OPE-18, revelou considerável heterogeneidade entre os isolados de C. albicans 

obtidos por ocasião da primeira coleta (Figura 4). O mesmo não ocorreu com o primer SEQ-

6, que mostrou polimorfismo de fragmentos, de modo que, o resultado deste primer, não foi 

considerado para elaboração da árvore filogenética ou dendrograma pelo algoritmo UPGMA/ 

Jaccard, que determinou a correlação genética entre as leveduras estudadas (Figura 4). Foram 

observados 6 grupamentos (A, B, C, D, E e F) e 19 tipos moleculares distintos (Al; B1; Cl; 

Dl a D4; El e E2; Fl a Fl0) entre os 20 isolados de C. albicans analisados. Os isolados 63 e 

70, obtiveram o mesmo tipo molecular (Figura 5). O coeficiente de similaridade de Jaccard, 

SAB=0,81, foi utilizado como limiar para separar os grupamentos relacionados e não 

relacionados. 
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Figura 4. Eletroforese em gel de agarose dos produtos do RAPD com os primers (A) 
OPA-9, (B) OPB-11, (C) OPE-18 e (D) SEQ-6. A raia da esquerda mostra o 
marcador de tamanho de fragmentos Lambda DNA/Hind III. Demais raias 
representam as amostras de DNA, amplificadas, obtidas na primeira coleta 
(tempo O) 
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Figura 5. Dendrograma mostrando o agrupamento entre os isolados de C. 
albicans obtidos no tempo O (A-F), elaborado utilizando-se o 
algoritmo UPGMA/ Jaccard. Na linha horizontal estão indicados os 
coeficientes de similaridade genética (SAB). A linha vertical 
representa o limiar SAB=0,81, o qual separa os grupamentos 
relacionados e não relacionados. A direita do número 
correspondente ao isolado, encontra-se o respectivo tipo molecular 
' 

51 

}- A 
}- B 
}- e 

} D 

}E 

F 

O padrão de fragmentos de DNA obtidos na eletroforese em gel de agarose no tempo 

O, foi adotado como referência para verificar a manutenção do tipo molecular. 

A maioria das leveduras (17) recuperadas na segunda ocasião de coleta (tempo 180) 

apresentaram correlação genética àquelas obtidas no tempo O, com coeficiente de similaridade 

Sj variando entre 0,822 e 0,960 (Tabela 8). A título de ilustração são apresentados nas figuras 

6 e 7 os padrões de fragmentos do isolado n° 63, gerados pelo RAPD com osprimers OPA-9, 

OPB-11 e OPE-18 e o dendrograma mostrando a similaridade desse isolado nas diferentes 

ocasiões, respectivamente. 
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Tabela 8 - Correlação genética, entre os 20 isolados de C. albicans, nos 2 momentos de coleta 
e após armazenamento, utilizando-se como referência o padrão obtido no tempo O 

Nº isolado Sj 0-180 Sj 0-180S Sj 0-180A 

1 1,000 0,947 0,947 

4 0,247 0,941 0,941 

13 0,906 0,906 0,952 

15 0,903 0,903 0,952 

24 0,909 0,905 0,905 

29 0,947 0,947 0,947 

30 0,955 0,931 0,931 

34 0,822 0,822 0,822 

40 0,933 1,000 1,000 

41 0,875 0,875 0,875 

42 0,874 0,874 0,950 

45 0,950 1,000 1,000 

53 0,893 0,893 0,947 

60 0,950 0,924 0,914 

61 0,868 0,868 1,000 

62 0,952 1,000 0,920 

63 0,960 1,000 0,933 

70 0,943 0,958 0,958 

71 0,880 1,000 0,947 

73 1,000 0,950 0,950 

Média 0,888 0,932 0,940 

Desvio padrão 0,158 0,052 0,041 

Sj 0-180: correlação genética entre isolados nos tempos O e 180; Sj 0-180S: correlação genética entre isolados 
nos tempos O e 180S; Sj 0-180A: correlação genética entre isolados nos tempos o e 180A 
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Dois isolados (nº 1 e 73) mostraram tipos moleculares idênticos (Sj =1,000) entre os 

tempos O e 180 (Tabela 8). O perfil obtido nos géis de agarose do isolado nº 1, bem como o 

dendrograma mostrando a relação molecular das leveduras isoladas na primeira e na segunda 

coleta são apresentadas nas figuras 6 e 7. 

A análise dos padrões gerados com os primers utilizados no estudo, mostrou ainda que 

apenas o isolado nº 4, obtido no momento da segunda coleta (Figuras 6 e 7), apresentou perfil 

não relacionado ao da primeira coleta, com um coeficiente de similaridade Sj de 0,247 

(Tabela 8). 

Cinco (25%) isolados (nº 40, 45, 62, 63 e 71) apresentaram tipo molecular idêntico 

(Sj=l,000) após 180 dias de armazenamento em ASD. Os demais 15/75% mostraram perfis 

de RAPD relacionados (S;>0,81). O Sj variou entre 0,822 e 1,000, com uma média de 0,932 e 

desvio padrão de 0,052 (Tabela 8). Após a estocagem em água destilada esterilizada, 3/15% 

(nº 40, 45 e 61) e l 7 /85% apresentaram tipo molecular idêntico e relacionado, 

respectivamente. O Sj variou entre 0,822 e 1,000, com média de 0,940 e desvio padrão de 

0,041 (Tabela 8). Cabe ressaltar que a maioria dos isolados que após estocagem mostrou 

padrão de fragmentos geneticamente relacionado ao obtido no tempo O, apresentaram 

coeficiente de similaridade superior a 0,90 evidenciando alta correlação entre C. albicans 

antes e após estocagem. Comparando-se as média de Sj obtidas após os 2 métodos de 

estocagem adotados no estudo, não houve diferença estatística significativa entre elas 

(P=l,000). 
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Figura 6. Eletroforese em gel de agarose dos produtos do RAPD referente aos 
isolados de C. albicans nos tempos O, 180, 180S e 180A, com os primers 
OPA-9, OPB-11 e OPE-18 dos indivíduos nº . (A) 1, (B) 4 e (C) 63

-/180: isolado obtido no tempo 180; -/180S:isolado após 180 dias de armazenamento em 
ASD; -/180A: isolado após 180 dias de armazenamento em água destilada esterilizada; 
M: marcador de tamanho de fragmentos. 
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Figura 7. Dendrogramas mostrando o agrupamento dos isolados dos indivíduos nº. 
(A) 1, (B) 4 e (C) 63 obtidos nas diferentes ocasiões de coleta e pós
armazenamento, elaborado à partir da análise conjunta da eletroforese
com os primers OPA-9, OPB-11 e OPE-18 utilizando-se o algoritmo
UPGMA/ Jaccard

-/180: isolado obtido no tempo 180; -/180S: isolado após 180 dias de armazenamento em 
ágar Sabouraud dextrose; -/180A: isolado após 180 dias de armazenamento em água 
destilada esterilizada. 
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Para avaliar o poder discriminatório das metodologias foram analisados somente os 

biotipos dos isolados de C. albicans obtidos no tempo O. 

A metodologia da enzimotipagem revelou dois diferentes enzimotipos, o 22 e o 32 

(Tabela 5) e o seu índice discriminatório foi de 0,521 (Tabela 9). 

A morfotipagem mostrou oito biotipos distintos, sendo o mais comum apresentado por 

sete isolados, o 000-0 (Tabela 6). O índice discriminatório foi de 0,853 (Tabela 9). 

A antifungotipagem apresentou apenas 1 biotipo, o 111, e o índice discriminatório foi 

0,000. 

O RAPD revelou 19 distintos tipos moleculares de C. albicans (Al; Bl; Cl; D1 a D4; 

El e E2; Fl a FlO) e o melhor poder em discriminar os isolados (ID=0,9 95) conforme mostra 

a tabela 9 .  

Quando os biotipos de 2 metodologias fenotípicas, a enzimotipagem e a morfotipagem, 

foram analisados em conjunto (Apêndice E) o índice discriminatório aumentou para 0,9 42 

(Tabela 9). Por outro lado, os biotipos obtidos da conjunção da genotipagem com a 

enzimotipagem e com a morfotipagem (Apêndice E), não mostrou incremento no poder 

discriminatório em relação a tipagem molecular analisada isoladamente (Tabela 9). 
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Tabela 9 - Índices discriminatórios (ID) das metodologias utilizadas para a tipagem de 
C. albicans, analisadas individualmente e em conjunto

Método nº. isolados nº . tipos 

Enzimotipagem 20 2 

Morfotipagem 20 8 

Antifungotipagem 20 1 

RAPD 20 19 

Enzimotipagem e morfotipagem 20 13 

Enzimotipagem e RAPD 20 19 

Morfotipagem e RAPD 20 19 

1D 

0,521 

0,853 

0,000 

0,995 

0,942 

0,995 

0,995 
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5. (J)iscussão
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5 DISCUSSÃO 

Infecções causadas por espécies de Candida representam uma importante causa de 

infecções sistêmicas nosocomiais, pois são responsáveis pela grande maioria das infecções 

füngicas documentadas (COLOMBO; GUIMARÃES, 2003; ERGON; GULA Y, 2005). 

Métodos de tipagem são essenciais para elucidar a epidemiologia desse tipo de infecção e 

auxiliar na determinação do foco de origem da mesma. Tais métodos se baseiam na 

determinação de características fenotípicas ou moleculares dos isolados. Dessa forma, nosso 

estudo teve como propósito verificar a estabilidade de algumas dessas características, in vivo e 

in vitro a fim de primar pela validade da execução de algumas metodologias de tipagem 

utilizadas. 

5.1 Biotipagem fenotípica 

5.1.1 Pesquisa de fosfolipase e proteinase 

No presente estudo, 100% dos isolados avaliados por ocasião dos dois momentos de 

coleta foram produtores de fosfolipase, concordando com os achados de Kumar, Kumar e 

Menon (2006) que obtiveram igual percentual em isolados bucais. Percentual menor foi 

observado por Candido, Azevedo e Komesu (2000) e Kadir, Gumru e Uygun-Can (2007) que 

verificaram, respectivamente, 71,9% e 77% de atividade da enzima, em cepas de C. albicans

provenientes da boca de indivíduos saudáveis. 

Com relação à proteinase, isolados de estudantes que na primeira coleta apresentaram 

atividade dessa enzima, deixaram de apresentá-la por ocasião da segunda coleta, sendo que o 

percentual de positividade diminuiu de 100 para 85%, entre os tempos O e 180. Kumar, 

Kumar e Menon (2006) também observaram que 100% de isolados da boca de pacientes 

imunocomprometidos eram produtores de proteinase. Percentual menor (68,7%) foi 
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observado por Candido, Azevedo e Komesu (2000), analisando isolados comensais de C. 

albicans, da boca. 

Uma vez que a produção de enzimas hidrolíticas, fosfolipases e proteinases, encontra­

se dentre os vários fatores responsáveis pela virulência de leveduras (FOTEDAR; AL­

HEDAITHY, 2005), pode-se esperar que fatores do hospedeiro, como imunocompetência e 

uso de antibióticos e/ou imunosupressores, possam interferir na expressão dos genes e 

conseqüente produção ou não dessas enzimas por isolados, em diferentes momentos de um 

estudo longitudinal. 

Embora não foi observada diferença estatística significativa dos valores médios de Pz

entre os tempos O e após armazenamento por ambos métodos descritos, a manutenção da 

atividade de fosfolipase foi maior após armazenamento em ASD do que em água destilada 

esterilizada. A mesma situação ocorreu em relação à proteinase. Cabe ressaltar que, com 

relação a essa enzima, houve aumento estatístico significativo do valor médio de Prz após 

armazenamento em água destilada esterilizada, compatível com uma diminuição na produção 

dessa enzima após esse tipo de estocagem. Essa aparente maior estabilidade na produção de 

exoenzimas após estocagem em ASD em relação à água destilada esterilizada, a princípio, não 

era esperada, uma vez que em meio com disposição de nutrientes, as células leveduriformes 

encontram-se em alta taxa de metabolismo nos 7 primeiros dias, para então morrerem 

rapidamente. Ao contrário, as leveduras uma vez transferidas para a água, num período ainda 

metabolicamente ativo, entram imediatamente em uma fase de repouso, aumentando a 

sobrevida (CHENG et al., 2007; FABRIZIO; LONGO, 2003) e, conseqüentemente, a 

probabilidade de manter as características apresentadas antes do armazenamento. 

A secreção de proteinase também pode ser afetada pelo fenômeno do "switching". 

Enquanto as células de colônias brancas secretam quantidades insignificantes de proteinase, 

em meio contendo soro de leite utilizado como substrato para otimização da produção 
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enzimática, células de colônias na fase opaca ou plana-acinzentada, secretam copiosa 

quantidade de enzima. Essa condição é reversível em cada switch espontâneo, isto é, a cada 

alteração na morfologia da colônia (BERMAN; SUDBERY, 2002). O "switching" também 

pode explicar a perda de atividade secretora de proteinase por alguns isolados, obtidos, de um 

mesmo indivíduo num intervalo de seis meses, bem como após estocagem dos mesmos. 

As proteinases possuem diferenças de pH ótimo de atividade, sendo que aquelas 

relacionadas a mucosas (SAPl-SAP-3), apresentam atividade ideal em pH ácido (KUMAR; 

KUMAR; MENON, 2006). Portanto fatores que promovem modificações nas condições 

locais com alteração do pH da boca, como por exemplo aquelas ocasionadas por acúmulo de 

placa dental (GENDRON; GRENIER; MAHEU-ROBERT, 2000) podem vir a interferir na 

atividade dessas enzimas em distintas ocasiões de coleta. 

ln vitro, alterações na atividade enzimática em virtude de mudanças de pH também 

são passíveis de ocorrer. O meio ASD possui pH em tomo de 5,7, entretanto, à medida que 

ocorre crescimento das células das leveduras, há diminuição deste pH, o que pode vir a alterar 

a expressão de uma série de genes em C. albicans levando a alterações nos isolados (DE­

BERNARDIS, 1998). Estudos têm sugerido que a expressão variável de fosfolipase in vitro 

deve ser possivelmente regulada pela temperatura, pH, fontes de carbono, nutrientes e 

vitaminas no meio de cultura e que esses fatores, por sua vez, poderiam modular a infecção in 

vivo (MUKHERJEE et al., 2003; SAMARANA YAKE et al., 2006). 

A atividade da enzima fosfolipase in vitro é restrita a uma pequena faixa de pH (3,6-

4, 7). Com relação às proteinases, é relatado que em meios contendo proteína como única 

fonte de nitrogênio, a enzima transcrita predominantemente é a SAP-2, que tem pH ótimo de 

atividade entre 2,2 e 4,5, embora seja ativa em pH neutro, na presença de substratos 

apropriados (ABAD-ZAPATERO et al., 1996; DUBOIS et al., 1998; SAMARANAYAKE; 

RAESIDE; MacF ARLANE, 1984). Dada as condições ideais de atividade enzimática das 
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exoenzimas alvo desse estudo, pode-se esperar que a acidificação do meio de cultura ASD 

resultante do consumo de nutrientes, possa favorecer a atividade das mesmas. 

Por outro lado, embora os isolados armazenados em água destilada esterilizada passem 

rapidamente para a fase de repouso, na qual o crescimento e a replicação do DNA cessam, 

aumentando dessa forma sua longevidade, o pH desse meio ( em tomo de 6, 7), não é ideal para 

atividade das exoenzimas fosfolipase e proteinase. Uma vez reativados, os isolados foram 

transferidos para tubos contendo ASD que por sua vez, embora possua pH ácido, somente 

toma-se mais adequado, após o crescimento das células leveduriformes e a metabolização de 

nutrientes, o que intensifica a acidez do meio. Nesse sentido, os isolados mantidos por 

transferências seriadas em ASD permaneceriam em condições ideais de atividade enzimática 

por período maior, o que poderia tentar explicar a aparente maior estabilidade na produção de 

proteinase e fosfolipase após estocagem em ASD, comparando-se a estocagem em água 

destilada esterilizada. 

Pela metodologia adotada não ocorreu perda da atividade enzimática ou alteração do 

valor de Pz/ Prz, concomitantemente, para as duas enzimas, num mesmo isolado, sugerindo 

independência na regulação da expressão dessas enzimas. 

A variabilidade na produção enzimática pode também ocorrer por limitações inerentes à 

própria metodologia utilizada nos ensaios. A utilização do ágar gema de ovo (ágar 

fosfolipase) para detecção da atividade de fosfolipases, toma o método de especificidade 

limitada, uma vez que contém substratos tanto para essas enzimas (fosfolipídios) quanto para 

lípases (triglicerídios). O método também não é adequado para detectar concentrações baixas 

da enzima. Da mesma forma, o uso de ágar com albumina para avaliação da atividade de 

proteinase, é um método relativamente pouco sensível para detectar quantidades muito baixas 

da enzima (KUMAR; KUMAR; MENON, 2006). Portanto, não foi possível afirmar que 

isolados que passaram a apresentar Prz =1 na segunda ocasião de coleta ou após estocagem 
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dos isolados, deixaram de apresentar atividade enzimática de proteinase ou se a quantidade 

produzida da enzima, tomou-se inferior a capacidade de detecção do método. Aliado a isso, a 

leitura de certa forma subjetiva, confere confiabilidade limitada ao método. 

Embora a maioria dos isolados tenha produzido fosfolipase, nos dois momentos de 

coleta e após armazenamento dos isolados, as variações no valor Pz, fizeram com que a 

atividade oscilasse entre moderada e alta, entre os tempos O e 180 e após a estocagem. Essa 

alteração no padrão de atividade enzimática de fosfolipase, bem como a perda de atividade de 

proteinase por alguns isolados, sugere que a secreção de enzimas hidrolíticas é variável para 

um mesmo isolado, em ensaios repetidos em momentos diferentes. Samaranayake, Raeside e 

MacFarlane (1984), relataram que o grau de atividade de fosfolipase representado pelo valor 

Pz, se mantinha constante para um mesmo isolado, em ensaios repetidos. Entretanto, 

posteriormente o mesmo grupo de pesquisa (WILLIAMSON; SAMARANA Y AKE; 

MacF ARLANE, 1986), observou uma ampla variação no grau de atividade de fosfolipase em 

repetidas culturas de um isolado, mostrando que a estabilidade na produção de atividade 

enzimática, utilizando como medida o valor Pz, é controvérsia de modo que a incorporação 

deste teste como método de tipagem pode ser problemática. Recentemente, Fotedar e Al­

Hedaithy (2005) analisando isolados de C. albicans pela mesma técnica relataram que embora 

tenha havido variação no grau de atividade de fosfolipase em repetidos testes positivos, não 

houve mudança no perfil da atividade enzimática, diferente do que ocorreu no presente 

trabalho. 

As alterações de Pz ocasionaram alteração de enzimotipo das leveduras. Apenas 25% 

dos isolados manteve o enzimotipo entre as ocasiões de coleta e após estocagem, embora 

apenas 1 isolado tenha mostrado tipo molecular distinto entre os tempos O e 180. Aliada a 

baixa estabilidade na manutenção dos enzimotipos, o pequeno número de tipos (2) 

apresentado pela metodologia, no tempo O, conduziu a um baixo poder discriminatório 
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(ID=0,521) frente a amostragem analisada. Embora estudo anterior tenha mostrado um 

melhor poder em discriminar isolados de C. albicans (CANDIDO; AZEVEDO; KOMESU, 

2000), os resultados deste estudo não apontam a metodologia como uma boa opção de 

tipagem dessa levedura. 

5.1.2 Morfotipagem 

O morfotipo mais comum nas duas ocasiões de coleta foi o 000-0, o que, de certo 

modo era esperado, visto que os isolados de C. albicans analisados, eram comensais. A 

presença de franjas está relacionada com a aderência às células do hospedeiro e, portanto, essa 

característica morfológica é mais importante para isolados que estejam infectando e não 

colonizando indivíduos (BERMAN; SUDBERY, 2002; HUNTER; FRASER; MACKENZIE, 

1989). Malighetti e colaboradores (1998), demonstraram essa relação entre morfotipos e a 

adesividade in vitro às células da mucosa da boca, analisando isolados de pacientes com 

HIV/AIDS. Nesse estudo, a adesividade das cepas que produziam franjas grosseiras ou muito 

grosseiras foi maior do que naquelas que não possuíam franjas. A presença de franjas nos 

isolados e sua relação com maior potencial de causar infecção também foi objeto de estudo de 

Khan, Chandy e Metwali (2003), que analisaram 88 cepas de C. albicans isoladas de 

pacientes internados em unidades de tratamento intensivo (UTis). Nesse estudo, 34 

morfotipos foram identificados, 59(67%) isolados tinham franjas contínuas e 29 (33%) 

descontínuas sendo o morfotipo mais comum o 753-0 caracterizando isolados de C. albicans

com franjas contínuas, com largura maior ou igual a 6 mm, textura intermediária e com a 

superfície da colônia lisa. 

A metade dos isolados do presente estudo manteve na segunda coleta o morfotipo 

apresentado por ocasião da primeira. Os demais (10) tiveram o morfotipo alterado, embora, os 

estudos subseqüentes de tipagem molecular mostrem que desses, apenas um isolado é 
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sugestivo de recolonização. Os demais representavam os mesmos isolados da primeira coleta 

caracterizando uma baixa estabilidade na manutenção dos morfotipos. 

Ao contrário do que ocorreu para a enzimotipagem, a manutenção do morfotipo após o 

armazenamento em água sofreu menos alteração do que após estocagem em ASD. Do mesmo 

modo, um número maior de isolados manteve a superfície das colônias lisa após o 

armazenamento na água, o que é considerado coerente pelo fato dos isolados mantidos em 

água destilada permanecerem na fase de repouso, como já foi mencionado anteriormente. 

No entanto, as variações nos biotipos, por vezes, ocorreram apenas em um aspecto, 

refletindo mudança em apenas um dígito na codificação. O aspecto que avalia a textura da 

franja foi o que mais se manteve estável. Esses resultados concordam com os de Giammanco 

e colaboradores (2005) que observaram diferença em, pelo menos, um dígito do código de 

morfotipagem, em 92,9% dos isolados após um ano de armazenamento em ASD. 

A enzimotipagem e a morfotipagem mostraram que podem ocorrer alterações no 

comportamento fenotípico de C. albicans após armazenamento. Além dos fatores 

mencionados acima que podem contribuir para essas alterações, deve-se considerar que o 

processo de armazenamento gera uma situação de estresse à levedura (alteração de meio, 

redução de nutrientes, acúmulo de produtos tóxicos resultantes do metabolismo, etc.) e que, 

por conseguinte, um processo de regulação da expressão gênica, pode ser desencadeado de 

modo que a célula se adapte à essa situação desfavorável (FERNANDES, 2005). 

5.1.3 Antifungotipagem 

Apesar da simplicidade e da boa reprodutibilidade do método, o teste de 

suscetibilidade aos antifúngicos não se mostrou ser metodologia satisfatória para tipar os 

isolados obtidos da população estudada. Todos isolados, por ocasião das coletas, foram 

sensíveis aos antifúngicos utilizados no estudo, de modo que não se observou antifungotipos 
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diferentes. Apenas um isolado apresentou biotipo distinto após armazenamento em ASD. 

Entretanto, a alteração na CIM desse isolado frente ao itraconazol, que ocasionou mudança da 

categoria de sensível para dose-dependente e conseqüente mudança de antifungotipo, pode ser 

questionada devido à interferência significativa do efeito trailing, termo utilizado para 

descrever o crescimento reduzido mas persistente apresentado por alguns isolados nos testes 

de diluição em caldo frente aos azóis (LEE et al., 2004), que pode prejudicar a leitura dos 

resultados, muito embora os testes, realizados em duplicata, tenham sido repetidos e 

confirmados. 

Marol e Yucesoy (2008) analisando 70 isolados de Candida provenientes de pacientes 

de unidade de tratamento intensivo, frente a anfotericina B e fluconazol, pelo método da 

microdiluição em caldo também não observaram resistência entre os mesmos relatando a 

utilidade limitada do padrão de sensibilidade aos antifúngicos na avaliação nosocomial de 

infecções por Candida spp. Embora a metodologia adotada não foi a mesma, resultado 

diferente foi observado por Candido et al. (1996) e Quindós et al. (1996), que encontraram 12 

e 26 biotipos distintos de C. albicans, analisando 100 e 482 isolados, respectivamente. No 

primeiro estudo, verificando a sensibilidade de C. albicans frente aos antifúngicos 

anfotericina B, cetoconazol, miconazol e flucitosina pelo método da diluição em ágar, a 

predominância foi do tipo 1211 denotando resistência ao cetoconazol e sensibilidade aos 

demais (CANDIDO et al 1996). No estudo de Quindós e colaboradores (1996), observando a 

sensibilidade a flucitosina, anfotericina B, nistatina, miconazol, econazol e cetoconazol, por 

meio do método comercial ATB-Fungus (API-bioMérieux), o biotipo mais freqüente 

apresentado por 31 % dos isolados da boca e do trato digestivo, foi o 000000, denotando 

sensibilidade a todos antifúngicos testados. De acordo com os resultados apresentados, ambos 

autores apontaram a metodologia como um marcador epidemiológico útil para tipagem de 

isolados de C. albicans, que pode auxiliar no estabelecimento de protocolos quimioterápicos. 
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Casos de resistência adquirida aos azóHcos são descritos em pacientes que foram 

expostos por períodos prolongados a essas drogas, ao passo que resistência à anfotericina B é 

raramente observada (COLOMBO; GUIMARÃES, 2003). Casos de resistência ao fluconazol, 

itraconazol e flucitosina, foram observados por Tavanti e colaboradores (2005), avaliando 416 

isolados de C. albicans originários de diferentes sítios anatômicos e fontes de origem. Os 

autores relacionaram a resistência aos antifúngicos a homozigose no padrão de MTL, 

sugerindo que um evento comum seria responsável tanto pela alteração molecular quanto à de 

fenótipo em isolados selvagens. 

Portanto, em vista da população (estudantes universitários saudáveis), da qual foi 

extraída a amostragem, os resultados eram de certa forma esperados, pois a espécie C. 

albicans é naturalmente sensível a todas as drogas antifúngicas (COLOMBO; GUIMARÃES, 

2003). 

Estudos relatam que testes de suscetibilidade não são suficientemente discriminatórios 

para tipagem de isolados, tomando a sua utilização, em vigilância epidemiológica, limitada 

(CLARK et al., 2004; ERGON; GULAY, 2005). Logo, frente à amostragem utilizada e à

metodologia adotada, por estes resultados o uso da antifungotipagem como método para 

tipagem de cepas de C. albicans não seria recomendado . No entanto, a determinação dos 

padrões de sensibilidade e resistência é de extrema importância, sobretudo em isolados 

oriundos de pacientes de unidades de tratamento intensivo e/ou imunocomprometidos para 

que se possa fazer, de maneira adequada, a vigilância e manejo dessa infecção, a fim de 

suprimir gastos desnecessários e reações adversas indesejáveis aos pacientes, os quais podem 

advir do uso inadequado das medicações antifúngicas. 
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O uso do RAPD como método de tipagem já está bem documentado e é amplamente 

utilizado para biotipar C. albicans (SOLL, 2000), o que foi certificado pelo bom índice 

discriminatório apresentado pela metodologia no presente estudo (ID=0,995). 

Convém ressaltar que mesmo entre isolados de C. albicans que não apresentaram 

diferenças fenotípicas, a tipagem molecular permitiu excelente discriminação. Esses 

resultados corroboram com os de Riederer et al. (2002), os quais analisando 162 colônias 

obtidas de 18 pacientes (9 de cada), através da metodologia do RAPD com o uso de seis 

primers (RAPD Kit Amersham Pharmacia Biotech) observaram variação nos isolados de 12 

dos 18 pacientes, com um total de 34 tipos moleculares entre as colônias estudadas, ainda que 

não tenham observado diferenças fenotípicas entre as nove colônias, selecionadas de cada 

paciente. 

A maioria dos isolados puderam ser alocados dentro de um mesmo grupamento, o "F", 

com coeficiente de similaridade entre eles superior a 0,81. Embora o conhecimento da 

homogeneidade genética, evolução e persistência da espécie durante a colonização e no curso 

de uma infecção seja escasso (BARTIE et al., 2001), a presença de uma única linhagem de C. 

albicans predominante, isolada de um grupo específico de indivíduos com determinadas 

patologias ou provenientes de determinada região geográfica tem sido demonstrada 

(CLEMONS et al., 1997; KLEINEGGER et al., 1996; PIRES-GONÇALVES et al., 2007; 

SCHMID et al., 1999; XU; VILGAYS; MITCHELL, 1999). A associação de genótipos ou 

tipos moleculares de C. albicans com localização geográfica sugere que a origem das 

variações na seqüência de DNA desse patógeno e conseqüente microevolução coincide com a 

evolução dos hominídeos explicando a capacidade desse complexo microrganismo de viver 

em estado de comensalismo com o homem (LOTT et al., 2005). 
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O achado de isolados altamente relacionados, mas não idênticos pode ser atribuído a 

microevolução das cepas em resposta a alterações no ambiente (PIRES-GONÇALVES et al., 

2007), no entanto as informações a cerca da utilidade dessa metodologia em detectar essas 

modificações genéticas in vitro ou in vivo são escassas. Da mesma forma, os fatores que 

propiciam e mantêm a diversidade genética bem como o quanto as cepas são capazes de 

refletir sua história evolucionária, não é bem esclarecido (LOTT et al., 2005). Pujo! e 

colaboradores (1997) comparando a análise por RAPD, MLEE e hibridização com sonda Ca3 

e sonda CARE2, demonstraram que a capacidade da metodologia baseada no padrão de 

hibridização com seqüências moderadamente repetitivas foi superior às demais em 

discriminar isolados altamente relacionados e, por conseguinte, mais adequado para 

identificar mudanças microevolucionárias. Por outro lado, Metzgar et al. (1998), avaliando 

alterações genéticas in vivo em espécies de Candida provenientes de pacientes portadores do 

vírus HIV, isoladas no pré e pós-tratamento com fluconazol, identificaram pequenas 

alterações nas leveduras, utilizando a metodologia do DNA polimórfico amplificado ao caso. 

Pesti e colaboradores (2001) também obtiveram sucesso na detecção de variações no padrão 

de RAPD e MLEE de mutantes morfológicos de C. albicans.

Ainda que vários autores relatem a tendência à manutenção de uma mesma cepa 

colonizando indivíduos ao longo do tempo (BARTIE et al., 2001; JACOBSEN et al., 2007; 

McCREIGHT et al., 1982; ODDS et al., 2006; SCHMID et al., 1992), no presente estudo o 

RAPD permitiu identificar um caso de alteração de tipo molecular no período entre as coletas 

(isolado nº 4). Os biotipos desse isolado de acordo com a enzimotipagem e morfotipagem, 

também foram alterados no referido intervalo de coleta. Os isolados dos demais indivíduos 

mostraram-se relacionados entre as duas coletas (tempos O e 180). Subclones de C. albicans

com genótipos distintos, podem coexistir na cavidade bucal (SAMARANA Y AKE et al., 

2003b) e portanto não se pode determinar, com clareza, se a alteração de tipo molecular 
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apresentada pelo isolado do indivíduo 4, se trata de urna recolonização ou se os dois 

subclones já habitavam, simultaneamente a boca, por ocasião da primeira coleta. Kam e Xu 

(2002), analisando a diversidade de leveduras comensais da cavidade bucal e das unhas, num 

mesmo indivíduo e entre hospedeiros saudáveis, verificaram que múltiplas espécies ou 

múltiplos genótipos de urna mesma espécie em sítios anatômicos iguais ou diferentes, podem 

ser encontradas em um mesmo hospedeiro. Os autores observaram também que em coletas 

seriadas, com intervalos de 35-40 dias entre elas, podem ocorrer alterações de espécie ou de 

tipos moleculares de urna mesma espécie, num determinado sítio de um hospedeiro, inclusive 

com uma observação direta de transmissão de leveduras entre dois membros de urna mesma 

família. Estudos mostram que a presença de mais de um tipo molecular pode ter implicação 

terapêutica importante, particularmente no caso de pacientes infectados pelo HIV, uma vez 

que os subclones podem ter diferentes padrões de suscetibilidade (PF ALLER et al., 1994; 

SAMARANA YAKE et al., 2001), e que pacientes imunocomprometidos, devem ser 

monitorados para a presença de múltiplas cepas de C. albicans durante o decorrer da infecção 

(SAMARANA YAKE et al., 2003b). 

De acordo com os coeficientes de similaridade obtidos a partir dos produtos do RAPO 

das amostras, verificou-se que a estocagem da levedura C. albicans tanto em ASD como em 

água destilada esterilizada não altera significativamente o padrão de fragmentos de DNA 

observado. Embora a maioria não tenha apresentado tipo molecular idêntico (Sj=l,000), após 

o armazenamento, eles permaneceram com biotipos moleculares relacionados, sendo que a

grande maioria apresentou Sj superior a 0,900. Apesar da diferença de coeficiente de 

similaridade entre os isolados armazenados em ASD e água não ser estatisticamente 

significativa, o armazenamento em água mostrou Sj médio ligeiramente maior, o que era 

esperado urna vez que os isolados mantidos por subcultivos sucessivos estão mais sujeitos a 
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alterações do que aqueles mantidos na fase de repouso, em água destilada esterilizada 

(F ABRIZIO; LONGO, 2003). 

Limitações da metodologia do RAPD podem promover alterações entre os padrões dos 

fragmentos dos produtos de reação entre os ensaios, fazendo com que isolados idênticos 

apresentem-se como relacionados. A reprodutibilidade baixa do RAPD, tanto inter como 

intralaboratorial, pode estar relacionada com o fato de que a metodologia é sujeita a alterações 

em função de concentração de DNA, mudança de fornecedor ou mesmo de lote de reagentes, 

alterações na concentração de magnésio na reação, capacidade do termociclador em aquecer 

ou esfriar o bloco de aquecimento com rapidez, entre outras (SOLL, 2000). Embora os 

reagentes e equipamentos utilizados, tenham sido os mesmos, alterações mínimas entre os 

ensaios podem ter ocorrido, interferindo principalmente em fragmentos ou bandas de menor 

intensidade, o que pode explicar o fato de ter havido pequenas diferenças nos perfis de RAPD 

obtidos na eletroforese em gel de agarose da maioria dos isolados após a estocagem, quando 

comparados ao tempo O. De acordo com Pujol e colaboradores (1997), apesar do RAPD ser 

eficaz em relacionar geneticamente isolados de C. albicans em estudos epidemiológicos, não 

apresenta boa reprodutibilidade para bandas de baixa intensidade. 

O uso concomitante do RAPD com um método de tipagem fenotípica, seJa a 

enzimotipagem ou a morfotipagem, não promoveu alteração no poder discriminatório uma 

vez que os isolados que apresentaram o mesmo tipo molecular (isolados nº. 63 e 70), também 

apresentaram o mesmo enzimotipo e morfotipo, mantendo o nº. de tipos em 19 e portanto, o 

índice discriminatório em 0,995. A conjunção dessas metodologias para tipar isolados de C. 

albicans é desnecessária, uma vez que o RAPD quando utilizado separadamente já foi 

eficiente em tipar os isolados. Outro fato a considerar é que apesar de não terem sido 

observadas diferenças fenotípicas ( enzimotipo e morfotipo) entre os isolados do indivíduo que 

apresentou alteração do tipo molecular de C. albicans entre as distintas ocasiões de coleta, 
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essa correlação entre os métodos parece ter sido aleatória, uma vez que 50 e 70% dos isolados 

tiveram, respectivamente, morfotipo e enzimotipo alterados entre tempos O e 180. Waltimo et 

al. (2001) tipando 37 isolados de C. albicans provenientes de canal dentário, por métodos 

fenotípicos (presença de 5 diferentes enzimas, assimilação de 11 carboidratos e sensibilidade 

ao ácido bórico) e por RAPO observaram que apenas 3 isolados apresentaram fenótipo e 

genótipo congruente, mostrando heterogeneidade entre as metodologias. 

5.3 Poder discriminatório das metodologias 

Além da baixa estabilidade na manutenção dos biotipos apresentados, a enzimotipagem 

apresentou baixo índice discriminatório, inabilitando-a como método de tipagem frente aos 

isolados analisados. 

Os resultados obtidos nos levam a concluir que alterações nos morfotipos de C. 

albicans são passíveis de ocorrer, em diferentes momentos de coleta e após estocagem dos 

isolados. Apesar do poder discriminatório satisfatório da metodologia (ID=0,853), a utilização 

desse esquema para avaliar um microrganismo capaz de apresentar alterações morfológicas 

espontâneas e reversíveis ("switching"), deve ser vista de maneira criteriosa (GIAMMANCO 

et al., 2005; SLUTSKY; BUFFO; SOLL, 1985). 

Quando a enzimotipagem e a morfotipagem foram utilizadas em conjunto, o poder 

discriminatório sofreu incremento significativo, conduzindo a um índice discriminatório 

adequado à uma metodologia de tipagem, isto é, 1D >0,900 (HUNTER; GASTON, 1988). 

Portanto, a princípio, a conjunção das metodologias parece ser adequada para a tipagem de 

isolados de C. albicans, sobretudo em situações ou locais que não se disponha da tipagem 

molecular. Entretanto, devido a variabilidade na produção de exoenzimas e nos morfotipos 

apresentados por nossos isolados após estocagem e/ou em diferentes ocasiões de coleta, 

salientamos que a utilização das mesmas pode conduzir a resultados não fidedignos. 
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O uso do perfil de suscetibilidade frente a antifúngicos não é recomendado para tipar 

isolados comensais de C. albicans, uma vez que sensibilidade a todas as drogas é o padrão 

mais esperado, acarretando apenas 1 biotipo; 

O fato das metodologias fenotípicas apresentarem índice discriminatório inferior ao 

desejado para uma metodologia de tipagem, pode ser atribuído ao tamanho da amostragem 

utilizada. Entretanto, ainda que a amostragem possa ser considerada pequena, a tipagem 

molecular pelo RAPD mostrou bom índice discriminatório, ratificando sua utilidade em 

diferenciar isolados de Candida dentro de uma mesma espécie. 

Assim, embora alterações morfológicas e de virulência possam ocorrer nas colônias de 

C. albicans durante o período de armazenamento em ASD e água destilada esterilizada, os

nossos resultados nos levam a concluir que essas mudanças não alteram significativamente o 

padrão dos fragmentos de DNA gerados na reação de RAPD e que, portanto a metodologia 

pode ser utilizada com confiabilidade para caracterização de isolados de C. albicans, 

sobretudo aquelas com propósitos epidemiológicos ou de pesquisa, onde a tipagem molecular 

é uma ferramenta valiosa na diferenciação de infecção endógena e exógena, ainda que a 

utilização de DNA obtido de isolados estocados no laboratório, seja faça necessária. 
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6. Conc{usões
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6 CONCLUSÕES 

► A atividade de exoenzimas de um mesmo isolado de C. albicans foi alterada, entre

duas ocasiões distintas de coleta e após estocagem do mesmo, ocasionando em

instabilidade do enzimotipo gerado;

► Alterações nos morfotipos de C. albicans são passíveis de ocorrer tanto em diferentes

momentos de coleta, quanto após estocagem dos mesmos, demonstrando pouca

estabilidade dos morfotipos apresentados;

► O antifungotipo não foi alterado nas distintas ocasiões de coleta e manteve-se

praticamente inalterado após armazenamento dos isolados, demonstrando boa

conservação do perfil de sensibilidade dos isolados;

► O padrão de fragmentos de DNA dos isolados no RAPD permanece relacionado em

ocasiões distintas de coleta e após estocagem dos isolados;

► Dentre as metodologias utilizadas, o RAPD foi a melhor metodologia de tipagem

apresentando índice discriminatório superior a 0,9.
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7. 'B&ferências (J3i6Cio9ráficas
De acordo com a Associação Brasileira de Normas Técnicas. 
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APENDICE A-Amostras de saliva analisadas quanto à presença de leveduras 

Nº amostra Tempo O Tempo 180 

1 C. albicans e outras leveduras C. albicans

2 Negativo NR 

3 Negativo NR 

4 C. albicans C. albicans

5 Negativo NR 

6 Negativo NR 

7 Negativo NR 

8 Negativo NR 

9 outras leveduras NR 

10 outras leveduras NR 

11 Negativo NR 

12 C. albicans NR 

13 C. albicans C. albicans

14 Negativo NR 

15 C. albicans C. albicans e outras leveduras

16 Negativo NR 

17 Negativo NR 

18 Negativo NR 

19 Negativo NR 

20 Negativo NR 

21 C. albicans NR 

22 outras leveduras NR 

Continua ... 



Continuação ... 

Nº amostra 

23 

24 

25 

26 

27 

28 

29 

30 

31 

32 

33 

34 

35 

36 

37 

38 

39 

40 

41 

42 

43 

44 

Tempo O 

outras leveduras 

C. albicans

Negativo 

C. albicans e outras leveduras

Negativo 

Negativo 

C. albicans

C. albicans

Negativo 

Negativo 

C. albicans

C. albicans

outras leveduras 

C. albicans e outras leveduras

Negativo 

C. albicans

Negativo 

C. albicans

C. albicans

C. albicans

Negativo 

Negativo 

Tempo 180 

NR 

C. albicans

NR 

NR 

NR 

NR 

C. albicans

C. albicans e outras leveduras

NR 

NR 

Negativo 

C. albicans

NR 

NR 

NR 

NR 

NR 

C. albicans

C. albicans

C. albicans

NR 

NR 

Continua ... 
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Continuação ... 

Nº amostra Tempo O Tempo 180 

45 C. albicans C. albicans

46 Negativo NR 

47 Negativo NR 

48 Negativo NR 

49 outras leveduras NR 

50 Negativo NR 

51 Negativo NR 

52 Negativo NR 

53 C. albicans C. albicans

54 Negativo NR 

55 Negativo NR 

56 Negativo NR 

57 Negativo NR 

58 Negativo NR 

59 C. albicans Negativo 

60 C. albicans C. albicans

61 C. albicans C. albicans

62 C. albicans C. albicans

63 C. albicans C. albicans

64 C. albicans NR 

65 Negativo NR 

66 Negativo NR 

Continua ... 
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Continuação ... 

Nº amostra Tempo O Tempo 180 

67 Negativo NR 

68 Negativo NR 

69 Negativo NR 

70 C. albicans C. albicans

71 C. albicans C. albicans

72 Negativo NR 

73 C. albicans C. albicans

tempo O: primeira coleta; tempo 180: segunda coleta (180 dias após primeira); NR: coleta não realizada 
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APÊNDICE B - Valores da concentração inibitória mínima (CIM) de anfotericina B frente 
aos isolados de C. albicans

Isolado nº Tempo O Tempo 180 Tempo 180 S Tempo 180 A 

CIM CIM CIM CIM 

(µg/mL) Código (µg/mL) Código (µg/mL) Código (µg/mL) Código 

1 0,25 1 0,5 1 0,5 1 0,5 1 

4 0,25 1 0,5 1 0,5 1 1,0 1 

13 0,25 1 0,5 1 0,5 1 0,5 1 

15 0,25 1 0,5 1 0,5 1 0,5 1 

24 0,25 1 1,0 1 0,5 1 0,5 1 

29 0,5 1 0,5 1 0,5 1 0,5 1 

30 0,25 1 0,5 1 0,5 1 0,5 1 

34 0,5 1 0,5 1 1,0 1 1,0 1 

40 1,0 1 0,5 1 0,5 1 1,0 1 

41 0,5 1 0,5 1 0,5 1 1,0 1 

42 0,5 1 0,5 1 1,0 1 0,5 1 

45 0,5 1 0,5 1 0,5 1 1,0 1 

53 0,5 1 1,0 1 0,5 1 0,5 1 

60 0,5 1 0,5 1 0,5 1 0,5 1 

61 0,5 1 0,5 1 0,25 1 0,5 1 

62 0,5 1 1,0 1 0,25 1 0,5 1 

63 0,5 1 0,5 1 0,5 1 1,0 1 

70 0,5 1 0,5 1 0,5 1 0,5 1 

71 0,5 1 0,5 1 0,5 1 0,5 1 

73 0,5 1 0,5 1 0,5 1 0,5 1 

tempo O: primeira coleta; tempo 180: segunda coleta; tempo 180S: 180 dias de armazenamento no ágar 
Sabouraud dextrose; tempo 180A: 180 dias de armazenamento na água; Código 1: sensível; 2: resistente; 3: S-
DD. 
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APÊNDICE C - Valores da concentração inibitória mínima (CIM) de fluconazol frente aos
isolados de C. albicans

Isolado nº Tempo O Tempo 180 Tempo 180 S Tempo 180A 

CIM CIM CIM CIM 
(µg/mL) Código (µg/mL} Código (µg/mL) código (µg/mL) Código 

1 0,25 1 0,125 1 0,25 1 0,25 1 

4 0,25 1 0,25 1 0,125 1 0,25 1 

13 0,25 1 0,125 1 0,125 1 0,125 1 

15 0,25 1 0,25 1 0,25 1 0,125 1 

24 0,25 1 0,25 1 0,25 1 0,25 1 

29 0,25 1 0,25 1 0,25 1 0,25 1 

30 0,25 1 0,25 1 0,25 1 0,25 1 

34 0,125 1 0,125 1 0,25 1 0,25 1 

40 0,25 1 0,25 1 0,25 1 0,25 1 

41 0,5 1 0,25 1 0,5 1 0,25 1 

42 0,25 1 0,25 1 0,25 1 0,25 1 

45 0,25 1 0,25 1 0,5 1 0,5 1 

53 0,25 1 0,25 1 0,25 1 0,25 1 

60 0,25 1 0,25 1 0,25 1 0,25 1 

61 0,5 1 1 1 0,5 1 1,0 1 

62 0,25 1 1 1 2,0 1 0,5 1 

63 0,125 1 1 1 1,0 1 0,25 1 

70 0,25 1 0,5 1 0,25 1 0,5 1 

71 0,125 1 0,25 1 0,25 1 0,125 1 

73 0,25 1 2,0 1 4 1 4 1 

tempo O: primeira coleta; tempo 180: segunda coleta; tempo 180S: 180 dias de armazenamento no ágar 
Sabouraud dextrose; tempo 180A: 180 dias de armazenamento na água; código 1: sensível; 2: resistente; 3: S-

DD. 
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APÊNDICE D - Valores da concentração inibitória mínima (CIM) de itraconazol frente aos 
isolados de C. albicans

Tem:eo O Tem:eo 180 Tem:eo 180 S Tem:eo 180 A 
Isolado nº

CIM CIM CIM CIM 
(µg/mL) Código (µg/mL) Código (µg/mL) código (µg/mL) Código 

1 0,03 1 0,03 1 0,03 1 0,03 1 

4 0,03 1 0,03 1 0,03 1 0,03 1 

13 0,03 1 0,03 1 0,03 1 0,03 1 

15 0,03 1 0,03 1 0,03 1 0,03 1 

24 0,03 1 0,03 1 0,03 1 0,03 1 

29 0,03 1 0,03 1 0,03 1 0,03 1 

30 0,03 1 0,03 1 0,03 1 0,03 1 

34 0,03 1 0,03 1 0,03 1 0,03 1 

40 0,03 1 0,03 1 0,03 1 0,03 1 

41 0,125 1 0,03 1 0,06 1 0,03 1 

42 0,03 1 0,03 1 0,03 1 0,03 1 

45 0,06 1 0,03 1 0,25 3 0,03 1 

53 0,03 1 0,03 1 0,03 1 0,03 1 

60 0,03 1 0,03 1 0,03 1 0,03 1 

61 0,03 1 0,06 1 0,03 1 0,06 1 

62 0,03 1 0,06 1 0,03 1 0,03 1 

63 0,03 1 0,03 1 0,03 1 0,03 1 

70 0,03 1 0,03 1 0,03 1 0,03 1 

71 0,03 1 0,03 1 0,03 1 0,03 1 

73 0,03 1 0,03 1 0,03 1 0,03 1 

tempo O: primeira coleta; tempo 180: segunda coleta; tempo 180S: 180 dias de armazenamento no ágar 
Sabouraud dextrose; tempo 180A: 180 dias de armazenamento na água; código 1: sensível; 2: resistente; 3: S-
DD. 
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APENDICE E - Biotipos de C. albicans, apresentados pelos isolados, quando as 
metodologias são analisadas em conjunto 

Isolado nº Enzimotipagem/ Enzimotipagem/ Morfotipagem/ 
MorfotiEagem Genotipagem GenotiEa�em

1 32000-0 32 FlO 000-0 FlO

4 22334-0 22F2 334-0 F2

13 22723-0 22F8 723-0 F8

15 22733-0 22E2 733-0 E2

24 32323-0 32F7 323-0 F7

29 22734-0 22B1 734-0 B1

30 22333-0 22D4 333-0 D4

34 32333-0 32F9 333-0 F9

40 22223-0 22 Cl 223-0 Cl

41 32733-0 32D3 733-0 D3

42 32334-0 32El 334-0 El

45 32223-0 32D2 223-0 D2

53 32323-0 32 F6 323-0 F6

60 22000-0 22F5 000-0 F5

61 22000-0 22Fl 000-0 Fl

62 32000-0 32 Al 000-0 Al

63 22000-0 22F4 000-0 F4

70 22000-0 22 F4 000-0 F4

71 22333-0 22F3 333-0 F3

73 32000-0 32D1 000-0 D1



APÊNDICE F - Meios de cultura 

Ágar Sabouraud (LACAZ; PORTO; MARTINS, 1991) 

Dextrose (Synth) . . . . . . . . . . . . .. . . ... . . . . . . . . . . . . . . . . . .... .. 

Peptona (Merck) ...................................................... . 

Ágar bacteriológico (Difco) ..................................... . 

Água destilada ......................................................... . 

40 g 

10 g 

15 g 

1000 mL 
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Dissolver os componentes a quente em água destilada, distribuir em tubos 20x200 mm 

e autoclavar a 120ºC durante 20 minutos. Solidificar em posição inclinada. Conservar em 

geladeira. 

Ágar Sabouraud com cloranfenicol (LACAZ; PORTO; MARTINS, 1991) 

Dextrose (Synth) . .  . . . .  . . .  . . .  . .  . . .  . . . .  . . . . . . . ...... . . ... . . .  20 g 

Peptona (Merck) . .. ..... .... ... .. ........ .. .. ....... ..... .. .. .. . ... .. .. 10 g 

Ágar bacteriológico (Difco) .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15 g 

Á
gua destilada . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1000 mL 

Cloranfenicol ....... ..... ............. ... ... .. .. ... .. .. .. .. .. . . .. . .. ... . . 100 mg 

Dissolver os componentes em água destilada, sob agitação, autoclavar a 120ºC durante 

20 minutos e distribuir em placas de Petri esterilizadas 20 x 100 mm. Conservar em geladeira. 



Caldo YPD (BORIOLLO, 2004) 

Dextrose (Synth) . . . . . .. . . . . . . . .. . . . . . . . . . . . . . . . . . ........ . 

Peptona (Merck) ...................................................... . 

Extrato de levedura (Difco) ..................................... . 

Água destilada ......................................................... . 

20 g 

20 g 

10 g 

1000 mL 

100 

Dissolver os componentes em água destilada, distribuir em tubos 20x200 mm e 

autoclavar a 120ºC durante 20 minutos. Conservar em geladeira. 

Ágar fosfolipase (PRICE; WILKINSON; GENTRY, 1982) 

Peptona (Merck) ..... ...... . . . . . . . . . . . . . . . . . . ............... . 

Glicose (Synth) ........................................................ . 

Cloreto de sódio (Reagen) ....................................... . 

Cloreto de cálcio (Reagen) ...................................... . 

Ágar bacteriológico (Difco) ..................................... . 

Água destilada ......................................................... . 

10 g 

20 g 

57,3 g 

0,55 g 

20 g 

1000 mL 

Dissolver os componentes em água destilada, autoclavar a 120ºC por 20 minutos, 

resfriar a 50ºC e adicionar 160 mL de emulsão de ovo a 50% (80 g de gema de ovo, 

homogeneizada com 80 mL de solução fisiológica esterilizada). Distribuir em placas de Petri 

esterilizadas 20x 100 mm. Conservar em geladeira. 



Ágar Proteinase (RÜCHEL; TEGELLER; TROST, 1982) 

Y east Carbon Base (Difco) ... . . . . . . . . . ... . . . . . . .. ..... .  . 

Albumina bovina fração V (Sigma) ......................... . 

Vita Gold (Tortuga) .................................................. . 

Água destilada . . . . . . . . . . . . .. . ........ . . . . . . . . . .............. . 

11,7 g 

2 g

2,5mL 

l00 mL 
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Dissolver os componentes em água destilada e esterilizar por filtração, utilizando 

membrana Millipore (0,22 µm). 

Ágar bacteriológico (Difco) ....................... . 

Água destilada ........................................... . 

18 g 

900 mL 

Dissolver os componentes em água destilada e autoclavar a 120ºC durante 20 minutos. 

Após resfriamento à cerca de 50°C, misturar a solução anterior contendo os substratos e 

distribuir em placas de Petri esterilizadas 20x100 mm. Conservar em geladeira. 

Meio RPMI 1640 tamponado com MOPS a 0,165 mol/L (NCCLS, 2002) 

RPMI 1640 (Gibco BRL) ........................................ . 

Tampão MOPS (USB) ........ . . . . . ... .. . . . . . . . . . . . ........ . 

Glicose (Synth) . .... ................................................ . 

Água destilada . . . . . ... . ..................... . . . . . . . . . . . . . . . .  . 

10,4 g 

34,5 g 

18 g 

1000 mL 

Dissolver o tampão MOPS (morfolino-propanossulfônico) em 900 mL de água 

destilada, para alcançar uma concentração de O, 165 mol/L e agitar até dissolução completa. 

Acrescentar o RPMI 1640, ajustar o pH a 7,0 ± 0,1, à temperatura ambiente, utilizando 
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hidróxido de sódio 1 mol/L e acrescentar água destilada para completar o volume de 1000 

mL. Esterilizar por filtração. Conservar em geladeira. 

CHROMagar® Candida (ODDS; BERNAERTS, 1994) 

Cloranfenicol 

M• 
A •  1stura cromogeruca ... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . 

Peptona .......... .......................................... . 

Ágar ..... .......... .......................................... . 

Água destilada . . . . . ... . . . .... . . . . . . . . . . . . . . ... . 

0,5 g 

22,0 g 

10,2 g 

15,0 g 

1000 mL 

Dissolver, a quente, 47,7 g da formulação em pó em 1000 mL de água destilada. Após 

a dissolução completa, ferver 1 minuto e distribuir em placas de Petri 90 x 90 mm. Conservar 

em geladeira. 

Ágar fubá (LACAZ; PORTO; MARTINS, 1991) 

Fubá (Carrefour) ...................................................... . 

Ágar bacteriológico (Difco ) ...................................... . 

Tween 80 (Merck) ................................................... . 

, . 
d Agua destila a ......................................................... . 

40 g 

20 g 

lOmL 

1000 mL 

Dissolver o ágar a quente em 500 mL de água. A parte, misturar o fubá em 500 mL de 

água destilada, ferver em banho-maria por aproximadamente 45 minutos, filtrar em papel, 

acrescentar o tween 80 e complementar o volume original. Misturar a essa solução o ágar 

dissolvido na água, distribuir aproximadamente 20 mL em tubos 20 X 200 mm e autoclavar a 

120ºC, durante 15 minutos. Conservar em geladeira. 



Meio N -meio para assimilação de fontes de nitrogênio 

(LACAZ; PORTO; MARTINS, 1991) 

Dextrose (Chemco) .................................................. . 

Fosfato de potássio monobásico (Reagen) .............. . 

Sulfato de magnésio heptaidratado (Merck) ............ . 

Ágar bacteriológico (Difco) ..................................... . 

Água destilada .......................................................... . 

20 g 

1 g 

0,5 g 

15 g 

1000 mL 
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Dissolver os componentes a quente na água destilada, distribuir aproximadamente 15 

mL em tubos 20 x 200 mm e autoclavar a 120ºC, durante 15 minutos. Conservar na geladeira. 

Meio C - meio para assimilação de fontes de carbono 

(LACAZ; PORTO; MARTINS, 1991) 

Sulfato de amônio (Ecibra) ...................................... . 

Fosfato de potássio monobásico (Reagen) .............. . 

Sulfato de magnésio heptaidratado (Merck) ............ . 

Ágar bacteriológico (Difco) ..................................... . 

Água destilada .......................................................... . 

5g 

1 g 

0,5 g 

15 g 

1000 mL 

Dissolver os componentes a quente na água destilada, distribuir aproximadamente 18 

mL em tubos 20 x 200 mm e autoclavar a 120ºC, durante 15 minutos. Conservar na geladeira. 



Meio para fermentação dos carboidratos (LACAZ; PORTO; MARTINS, 1991) 

Peptona (Merck) ....................................................... 2,5 g 

Extrato de levedura (Oxoid) .................................... . 

Carboidrato ............................................................... . 

Água destilada .......................................................... . 

2,5 g 

3,0 g 

l00 mL

104 

Dissolver os componentes a quente na água destilada, distribuir aproximadamente 4 

mL em tubos 13 x 100 mm contendo tubos de Durhan invertidos e autoclavar a 120ºC,

durante 15 minutos. Abrir a autoclave rapidamente e esfriar em banho de gelo. Conservar na 

geladeira. 

Ágar extrato de malte (PHONGP AICHIT et al., 1987) 

Ágar extrato de malte (Himedia) ............................. .

Ágar bacteriológico (Difco ) ...................................... .

Á
gua destilada .......................................................... .

30,0 g 

15,0 g 

1000 mL 

Dissolver os componentes na água, autoclavar 15 minutos a 120ºC e distribuir

aproximadamente 20 mL em placas de Petri 90 x 90 mm. Conservar na geladeira. 



APÊNDICE G - Reagentes 

Tampão de extração 

Tris HCI pH 8,5 a 0,5 M (Invitrogen) ..... . . . . . . . . . . ... . 

Cloreto de sódio (Invitrogen) .......... . . .................. . 

EDTA pH 8 a 0,5 M (Invitrogen) ........................... .. 

Dodecil sulfato de sódio (Invitrogen) ...................... . 

Água destilada esterilizada (qsp) ........................... . 

60mL 

2,2 g 

7,5mL 

0,75 g 

150mL 
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Dissolver o cloreto de sódio e o dodecil sulfato de sódio em 100 mL de água, sob 

agitação, em seguida acrescentar o tris HCl e o EDTA. Acertar o volume em balão 

volumétrico e autoclavar a 121°C por 20 minutos. Conservar na geladeira. 

Tris HCI 0,5 M pH 8,5 

Tris HCl (Invitrogen) ..... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . 

Água destilada esterilizada ( qsp) ........................... . 

12,1 g 

l 00mL

Dissolver o Tris HCl em 80 mL de água destilada esterilizada e acertar o pH para 8,5 

com NaOH 10 M (Merck). Completar o volume e autoclavar a 121 ºC por 20 minutos. 

Conservar na geladeira. 



EDTA 0,5 M pH 8 

EDTA (lnvitrogen) ................... . . . . . . ..... . . . . . . ...... . 

Água destilada esterilizada ( qsp) .......................... .. 

18,61 g 

l00 mL 
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Dissolver o EDT A em 80 mL de água destilada esterilizada e acertar o pH para 8,0 

com NaOH 10 M (Merck). Completar o volume e autoclavar a 121 ºC por 15 minutos. 

Conservar na geladeira. 

Tampão TBE (Tris - ácido bórico - EDT A, SX concentrado) 

Tris - base (Invitrogen) ......................................... .. 

EDTA (lnvitrogen) . . . . . . . . . . . . ... ..... . . . ................. .. 

Ácido bórico (BioAgency) ...................................... . 

Água destilada esterilizada (qsp) ........................... .. 

54 g 

3,725 g 

27,83 g 

1000 mL 

Dissolver o tris-base em 500 mL de água, sob agitação, em seguida acrescentar o 

EDTA e o ácido bórico. Acertar o volume em balão volumétrico. Conservar a temperatura 

ambiente. 

Tampão Loading 

Glicerol (Reagen) . . . . . . .......................................... . 

TBE 0,5X ................................................................ .. 

Azul de bromo fenol (lnlab) .................................... .. 

Dissolver os componentes no TBE 0,5X. Conservar em geladeira. 

6,6 mL 

13,4 mL 

0,01 g 



Fenol-clorofórmio 

Fenol (lnvitrogen) ............................ ...................... . 

Clorofórmio (Merck) ............................................... . 

Álcool isoamílico (Merck) ....................................... . 

Tampão TE .............................................................. . 

50 g 

48mL 

2mL 

lOmL 
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Dissolver o fenol no clorofórmio, sob agitação. Transferir a solução para um frasco 

escuro e adicionar o álcool isoamílico e o tampão TE. 

Tampão TE - Tris-EDTA 

Tris - base 1 M (lnvitrogen) ................................. . .  . 

EDTA 0,5 M pH 8,0 (Invitrogen) .......................... . 

Água destilada esterilizada ( qsp) .. ......................... . 

l0mL 

2mL 

1000 mL 

Misturar o tris-base e o EDTA em 500 mL de água. Acertar o volume em balão 

volumétrico. Conservar em geladeira. 



Tampão Tris-NaCI 

Tris pH 8,0 (lnvitrogen) ......................................... . 

Cloreto de sódio (lnvitrogen) .............................. . 

Água destilada esterilizada (qsp) .. ......................... . 

5 mL 

29,2 g 

500 mL 
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Dissolver o cloreto de sódio em 400 mL de água destilada esterilizada, sob agitação e, 

em seguida acrescentar o Tris pH 8,0. Acertar o volume em balão volumétrico. Conservar à 

temperatura ambiente. 

Gel de agarose a 1 % 

Agarose (BioAgency) .......................... . 

Tampão TBE 0,5 X .......... ...... . . . . . . .... . 

1 g 

l00 mL 

Dissolver a agarose no tampão TBE 0,5X a quente, no microondas por 2 minutos, 

esfriar a aproximadamente 45 ºC e verter em cuba específica. 
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ANEXO 1-Parecer do comitê de ética em pesquisa-FCFRP/USP 

UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto 
Comitê de Ética em Pesquisa 

Av. do Café, s/n°· - Fone: (Oxx16) 3602.4213 - Fax: (Oxx16) 3602-4877 

Of. CEP 05/2006- FCFRP/USP 
kms 

Prezada Pós-Graduanda, 

14040-903 - Ribeirão Preto - SP - Brasil 
e-mail: cep@fcfrp.usp.br 

Ribeirão Preto, 19 de abril de 2006. 

Infonnamos que o projeto de pesquisa intitulado "Candida albicans

isolada da saliva de estudantes universitários.", apresentado por V. Sa. a este 

Comitê, Protocolo CEP /FCFRP nº 70, foi analisado na 48ª reunião deste CEP, 

realizada no dia 05 de abril de 2006 e considerado aprovado. 

Em atendimento à Resolução 196/96 deverá ser encaminhado ao 

CEP o relatório final da pesquisa e a publicação de seu resultado. para 

acompanhamento, bem como comunicada qualquer intercorrência ou 

interrupção do mesmo. 

Atenciosamente, 

Pós-Graduanda 
KÁ TIA LESTON BACELO 

ProfÍor��� 
·/ Coordenadora do CEP

FCFRP-USP. 

Orientadora: Prof. Dr8. Regina Celia Candido 
Depto. de Análises Clínicas, Toxicológicas e Bromatológicas 
FCFRP -USP 

110 


	Document_240206_104024
	Document_240206_104041
	Document_240206_104055
	Document_240206_104135
	Document_240206_104212
	Document_240206_104259
	Document_240206_104345
	Document_240206_104411
	Document_240206_104438
	Document_240206_104524
	Document_240206_104604
	Document_240206_104640
	Document_240206_104717
	Document_240206_104803
	Document_240206_104839



