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“Tudo tem a sua ocasião própria, e há tempo para todo propósito debaixo do céu. 

Há tempo de nascer, e tempo de morrer; tempo de plantar, e tempo de arrancar o que 

se plantou; 

tempo de matar, e tempo de curar; tempo de derribar, e tempo de edificar; 

tempo de chorar, e tempo de rir; tempo de prantear, e tempo de dançar; 

tempo de espalhar pedras, e tempo de ajuntar pedras; tempo de abraçar, e tempo de 

abster-se de abraçar; 

tempo de buscar, e tempo de perder; tempo de guardar, e tempo de deitar fora; 

tempo de rasgar, e tempo de coser; tempo de estar calado, e tempo de falar; 

tempo de amar, e tempo de odiar; tempo de guerra, e tempo de paz”. 

(Ec 3: 1-8) 
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RREESSUUMMOO  
 

A preservação de microrganismos é um importante recurso para a manutenção 

e conservação de espécies microbianas em laboratórios clínicos, técnicos e de pesquisa. 

Diferentes métodos de armazenamento de espécies de leveduras em laboratório foram 

descritos, objetivando principalmente, melhores resultados quanto à manutenção da 

viabilidade e das propriedades celulares por tempos prolongados. Métodos ideais de 

armazenamento de leveduras e outros microrganismos necessitam promover a sobrevida 

das células, bem como a pureza da cultura e a estabilidade de suas características. Alguns 

pesquisadores, no entanto, têm mencionado a ocorrência de alterações fenotípicas e/ou 

genotípicas em amostras mantidas em laboratório, as quais podem influenciar estudos, 

tipagem e a aplicabilidade destes organismos nos diversos setores. Há, portanto, uma 

necessidade de estudos adicionais que avaliem a estabilidade das propriedades das 

amostras de leveduras após serem mantidas em laboratório por diferentes métodos. 

Assim, o objetivo desta pesquisa foi avaliar a influência de métodos de manutenção 

laboratorial de leveduras sobre as suas características morfológicas e bioquímicas. Para 

isso, foram testadas seis cepas padrão de leveduras do gênero Candida, sendo quatro 

espécies de interesse médico e duas de interesse industrial, submetidas a cinco diferentes 

métodos de armazenamento, a saber: transferências seriadas em meio sólido, óleo 

mineral, água destilada, congelamento em glicerol a -70ºC e liofilização. As amostras 

foram caracterizadas fenotipicamente antes de serem armazenadas, e após o 

armazenamento em diferentes intervalos de tempos por um período de 18 meses. Foram 

avaliadas as características das colônias em meio CHROMagar Candida®, micromorfologia 

em ágar fubá, assimilação e fermentação de carboidratos, produção de proteinases e 

fosfolipases, teste de crescimento a 45°C e crescimento em meio hipertônico. O DNA das 

amostras foi extraído nos tempos zero, 06, 12 e 18 meses, para análise genotípica por 

Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD), utilizando-se dois diferentes primers para 

cada cepa. Os resultados obtidos mostraram que todos os métodos de conservação 

avaliados permitiram a manutenção da viabilidade das amostras durante todo o período 

analisado (18 meses). A exceção ocorreu com a amostra de Candida dubliniensis que 
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perdeu sua viabilidade em óleo mineral após 12 meses de conservação. Não foram 

observadas alterações fenotípicas nos resultados dos testes morfológicos e bioquímicos, 

após a preservação laboratorial através de todos os métodos utilizados no estudo. 

Entretanto, variações não estáveis foram observadas para algumas amostras nos testes de 

produção de fosfolipases e proteinases, e para o crescimento em meio hipertônico. Tais 

variações não estavam relacionadas com uma condição específica de manutenção da cepa 

e o resultado alterado foi reversível em testes subseqüentes. Alterações no padrão de 

RAPD não foram detectadas em pelo menos duas reações independentes para cada um 

dos primers testados. Os resultados obtidos demonstram que os métodos de conservação 

aplicados neste estudo permitem a manutenção da estabilidade das características 

fenotípicas e genotípicas relacionadas aos testes aplicados, em amostras de leveduras 

preservadas durante o período avaliado. Desta forma, a aplicabilidade do ponto de vista 

técnico ou de pesquisa não é inviabilizada para amostras preservadas por estes métodos. 

Cepas destinadas ao uso em finalidades específicas devem ser testadas individualmente 

quanto ao método de conservação mais indicado. 
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AABBSSTTRRAACCTT  
 

The maintenance of microorganisms is useful to preserve microbial species in 

clinical, technical and research laboratories. Different methods to yeast stocking are 

available in order to obtain long time viability and stability of cell properties. The best 

methods to store microorganisms need to provide the cell survival as well as purity and 

stability of their properties. Some researches, however, have mentioned phenotypic and/or 

genotytpic changes in laboratorial samples, which may influence yeast typing, studies and 

the applications of those organisms in different areas. Therefore, additional studies are 

needed to evaluate the yeast samples properties stability after stocking through different 

methods. The aim of this study was to evaluate the influence of the yeast storage 

methods in terms of their morphological and biochemistry characteristics. Candida spp. 

standard strains, four of medical importance and two industrial species were evaluated. 

Those strains were submitted to five storage methods: serial transferences in agar 

medium, mineral oil, distilled water, freeze with glycerol at -70ºC and freeze-drying. The 

samples were characterized with phenotypic techniques before being stocked, and after 

that in different periods of time up to 18 months. It was tested the characteristics of the 

colonies in CHROMagar Candida® medium, micromorphology in corn meal agar, 

carbohydrates assimilation and fermentation, phospholipases and proteinases production 

in solid medium, growth test in 45ºC and growth test in hypertonic medium. In addition, 

the DNA extraction of all samples was carried out in time zero, 6, 12 and 18 months, in 

order to posterior genotypic analyses by Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD) 

using two different primers for each strain. The results showed that all yeast preservation 

methods tested were able to maintain the viability of the samples during the period of the 

study, except the strain Candida dubliniensis stocked in mineral oil, which not survived 

after 12 months in these conditions. It was not observed phenotypic alterations in the 

results of morphological and biochemistry tests after laboratorial preservation with all used 

methods. However, some non stable variations were observed in phospholipase and 

proteinase production and in the hypertonic growth for some samples.  Such variations 

were not related to one specific maintenance method and the altered result could be 
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reversible in subsequent tests. Changes in the RAPD pattern were not detected in, at 

least, two independent reactions for both tested primers. The results showed that the 

maintenance methods applied in this study were able to preserve the stability of the 

phenotypic and genotypic characteristics, in all yeast samples stocked during the analyzed 

period of time. Therefore, the technical and research applicability of the samples are not 

unfeasible when they are preserved with those methods. Strains designated to use for 

specific purposes must be tested individually, in order to select the best preservation 

method. 
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Organismos pertencentes ao Reino Fungi, incluindo os cogumelos e os fungos 

microscópicos, participam amplamente do universo que circunda o cotidiano dos seres 

humanos. Nas últimas décadas, houve um progressivo aumento na incidência das 

infecções fúngicas, acompanhado de um número crescente de espécies patogênicas. 

Muitas destas espécies eram conhecidas, até então, como saprófitas e colonizadoras do 

ambiente, sem características infecciosas, que passaram a ser considerados patógenos 

oportunistas. Adicionalmente, infecções por espécies de fungos podem apresentar 

diferentes níveis de acometimento do organismo, desde superficiais, até sistêmicas e 

invasivas, apresentando um número cada vez maior de manifestações clínicas (Hazen, 

1995; Coleman et al., 1998). Alguns fatores estão relacionados com o aparecimento 

desses fenômenos. Dentre eles o surgimento da AIDS, o uso difundido de 

antibioticoterapia de largo espectro de ação, o desenvolvimento de maior suporte de vida 

a pacientes imunocomprometidos transformando-os em alvo fácil de infecções 

oportunistas, como os portadores de câncer e transplantados, entre outros (Hazen, 1995). 

Com o crescimento da freqüência de infecções fúngicas causadas por leveduras, 

principalmente do gênero Candida, estes organismos se tornaram alvo de muitas 

pesquisas com diversas finalidades, sendo mantidos e manipulados em laboratórios 

científicos. Tais fatos, conseqüentemente, trouxeram a necessidade de se aplicar métodos 

de manutenção destas culturas visando sua disponibilidade em condições adequadas para 

vários fins científicos, por períodos indefinidos e prolongados. 

De outro lado, o conhecimento sobre a genética foi muito ampliado através do 

estudo dos fungos o que contribuiu para a importância destes organismos até os dias de 

hoje. Através do uso de tecnologia de DNA recombinante, se conseguiu realizar o 

melhoramento genético de muitos fungos de importância industrial, aumentando seu valor 

biotecnológico. Atualmente, fungos são utilizados em muitos processos industriais, tais 

como produção de hormônios, medicamentos, enzimas, vitaminas, polissacarídeos, álcool, 

pigmentos, lipídios e glicolipídios, além de participarem de forma substancial do setor 

alimentício, como os cogumelos e fermentos (Strijkert, 1987; Russo et al., 1995; Adrio & 

Demain, 2003).  
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As inúmeras pesquisas que envolvem leveduras e sua utilização em diversos 

processos, desde pesquisas clínicas com espécies patogênicas até a aplicação 

biotecnológica, ampliaram as exigências por cepas que possam ser depositadas em 

coleções, aumentando a demanda pela manutenção de microrganismos em culturas. 

Dentro deste contexto, a capacidade de manter esses microrganismos viáveis por vários 

anos, preservando suas características morfológicas e fisiológicas originais, se tornou 

indispensável para os laboratórios que visam sua utilização para diversas finalidades, seja 

em estudos retrospectivos e prospectivos, na aplicação industrial e em biotecnologia, ou 

outras áreas relacionadas (Kawamura et al., 1995). 

A interrupção do processo biológico natural se tornou o alvo dos esquemas de 

preservação de culturas puras que têm sido experimentados, utilizando-se principalmente 

a água e a temperatura. (McLellan & Day, 1995). Atualmente, muitas são as técnicas 

empregadas para manutenção e conservação de culturas de microrganismos. Cada tipo de 

microrganismo apresenta determinadas exigências nutricionais e ambientais. Desta forma, 

são necessárias técnicas e condições de armazenamento específicas para cada grupo, 

como é o caso dos fungos, mais especificamente das leveduras. Para a escolha da mais 

adequada, deve-se levar em conta a finalidade desta manutenção, o custo, a 

disponibilidade de material e espaço, além da eficácia de tal método na manutenção, não 

só da viabilidade do microrganismo, como também da suas características orgânicas 

(Kirsop & Snell, 1984; Hawksworth, 1985; Abadias et al., 2001). 

Há indícios na literatura, de que leveduras armazenadas por longos períodos 

sofrem alterações em suas características fisiológicas. Estudos, com diferentes espécies e 

condições, mostraram como a forma de armazenamento pode afetar a expressão de 

características próprias de algumas espécies de leveduras (Brummer et al., 1990; Girão et 

al., 2004). A manutenção da atividade de C. sake, no controle biológico de fungos 

patogênicos a alguns tipos de plantas, mostrou alterações nestas características, após 

estocagem sob condições específicas (Abadias et al., 2001). Adicionalmente, foi 

comprovado que a secreção de micotoxinas, por uma espécie de Penicillium, pode ser 

afetada pelas condições de armazenamento da cepa, indicando que enzimas ligadas ao 
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metabolismo, virulência e outras, ligadas a diferentes funções, podem também ter sua 

produção e secreção alteradas, durante o processo de estocagem (Santos et al., 2002).  

Várias propriedades morfológicas, fisiológicas e bioquímicas das leveduras são 

amplamente aplicadas em metodologias para diferentes finalidades, desde a identificação 

de espécies, tipagem e classificação destes organismos, detecção de atividades 

enzimáticas, fatores de virulência, até propriedades bioquímicas voltadas à produção de 

metabólitos aplicados em diferentes processos. A escolha do método de armazenamento 

que melhor assegura a manutenção de tais características depende do objetivo que se 

pretende alcançar e qual o uso que se fará do repertório de espécies mantidas em 

laboratório. A obtenção de dados que venham a ampliar o conhecimento sobre a 

variabilidade fenotípica e genotípica de células leveduriformes, submetidas à conservação 

a curto, médio e longo prazo, deverão contribuir na decisão sobre a escolha de métodos 

de armazenamento, que tenham influência direta na expressão morfológica, cultural, 

bioquímica e genética desses organismos. 
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2.1. A importância do armazenamento de leveduras em laboratório 

No século V a.C., Hipocrates descreveu a manifestação clínica do que 

conhecemos como “sapinho” ou monilíase, causada pela infecção da mucosa oral por 

leveduras do gênero Candida. Essa foi, portanto, a primeira descrição de uma infecção por 

levedura. A despeito disso, a detecção microscópica das células leveduriformes somente 

veio ocorrer mais tarde, sendo caracterizado o principal agente etiológico da monilíase, a 

Candida albicans, que tem sido demonstrada como a espécie mais freqüente de levedura 

causadora de diferentes doenças infecciosas. Em 1963, cerca de cinco espécies de 

Candida de importância médica foram descritas, C. albicans, C. stellatoidea (considerada 

hoje, sinônimo de C. albicans), C. parapsilosis, C. tropicalis e C. guilliermondii. Hoje, já se 

tem conhecimento de mais de 20 espécies de Candida patogênicas ou potencialmente 

patogênicas, causadoras de infecções, muitas vezes graves, principalmente em pacientes 

hospitalizados, imunocomprometidos e/ou com doenças de bases severas (Hazen, 1995; 

Coleman et al, 1998). 

Inicialmente, os relatos publicados de casos clínicos de candidíase eram 

relacionados a infecções superficiais, particularmente de mucosas de trato gastrintestinal e 

genitais. Depois de 1870, foram descritas manifestações intestinais e o primeiro caso de 

infecção pulmonar por Candida. Desde então, infecções disseminadas envolvendo diversos 

órgãos e sistemas têm sido descritas na literatura (Hazen, 1995). As leveduras do gênero 

Candida colonizam a cavidade bucal de aproximadamente 40% da população adulta 

considerada oralmente saudável, sendo a espécie albicans responsável por 

aproximadamente 95% do total de isolados, embora outras espécies têm se tornado 

comuns, especialmente após a pandemia da Aids (Candido et al., 1995; Leung et al., 

2000). 

Com o crescimento da freqüência de infecções fúngicas causadas por 

leveduras, principalmente do gênero Candida, estes organismos se tornaram alvo de 

muitas pesquisas com diversas finalidades, sendo mantidos e manipulados em laboratórios 

científicos. Isso, conseqüentemente, trouxe a necessidade de se aplicar métodos de 

manutenção destas culturas visando sua disponibilidade em condições adequadas para 

vários fins científicos, por períodos indefinidos e prolongados. 
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Da mesma forma, algumas espécies de leveduras são também muito utilizadas 

na industria e biotecnologia, em diversos processos fermentativos, como no caso da 

fermentação da cana de açúcar na produção de álcool, na produção de vinho e outros 

produtos derivados da fermentação, além da produção de hormônios e medicamentos. A 

manutenção de culturas desses organismos implica não só na manutenção da viabilidade 

dos organismos, mas é de fundamental importância a preservação de suas características 

metabólicas, com recuperação rápida de sua taxa de crescimento e reprodução, para fins 

industriais, de estudos e pesquisas (Hawksworth, 1985; Kawamura et al., 1995). 

Na natureza, a decomposição e morte de materiais biológicos são inerentes ao 

seres vivos. As estruturas e funções dos organismos irão mudar e se perder com o tempo. 

Obviamente, isso ocorre em culturas mantidas em laboratório, ou quando tais organismos 

são manipulados. Tentativas de interromper o processo biológico natural tem sido o alvo 

de muitos pesquisadores. Muitos esquemas de preservação de culturas puras foram 

experimentados, utilizando-se principalmente a água e a temperatura. Mais de 40 anos se 

passaram, no entanto, desde a primeira demonstração de uma efetiva criopreservação de 

espermatozóides. A partir de então, o potencial de estocagem de células vivas, por longos 

períodos, rapidamente se tornou alvo de estudos em diversas áreas, para preservação de 

muitos tipos de organelas, células, tecidos e órgãos (McLellan & Day, 1995). 

 

2.2. Características morfológicas e bioquímicas das leveduras 

Muitas características fenotípicas das leveduras são freqüentemente utilizadas 

em laboratório para a identificação destes organismos ao nível de espécies e subespécies. 

O perfil bioquímico e as qualidades enzimáticas, fermentativas e metabólicas dos 

microrganismos são amplamente estudados e aplicados para diferentes finalidades e 

processos, em diferentes áreas de pesquisa e também no âmbito industrial (Jones, 1990; 

Buckholz & Gleeson, 1991; Milan et al., 1997; Takagi et al., 1997; Ghannoum, 2000; Suga 

et al., 2000). 

As técnicas fenotípicas comumente empregadas em laboratórios para 

caracterização de leveduras têm como base principal a análise do perfil morfológico e 
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bioquímico destes organismos (Sandven, 1990; Freydiere et al., 2001). A observação de 

estruturas microscópicas, os testes de avaliação da atividade enzimática e da capacidade 

de assimilação e fermentação de substratos, compõem um conjunto de metodologias, com 

as quais pode-se identificar uma espécie, definir o comportamento da cepa em diferentes 

condições e assim definir as diversas características de uma amostra de levedura (Milan et 

al., 1997; Jones, 1990). Os métodos disponíveis para a identificação de espécies de 

Candida são numerosos, e a escolha de um deles é determinada pelo nível de identificação 

requerida, aspectos clínicos, número total de amostras examinadas rotineiramente e 

recursos disponíveis no laboratório (Williams & Lewis, 2000). Além da identificação e 

caracterização, estes testes permitem avaliar o potencial de virulência, de produção de 

enzimas e de metabólitos. 

A maioria das leveduras crescem bem em temperaturas entre 30 e 37°C, 

quando cultivadas em meios de cultura artificiais (Bezjak & Chandy, 1989). Entre as 

espécies do gênero Candida, as temperaturas de incubação que permitem crescimento 

satisfatório podem variar entre 20 e 38°C, sendo ideal entre 25 e 28°C (Odds, 1988). A 

capacidade de crescimento em temperaturas elevadas é característica de algumas 

espécies, sendo uma das provas utilizadas para diferenciação entre a Candida albicans e 

C. dubliniensis as quais compartilham diversas características morfológicas e fisiológicas, o 

que dificulta a identificação diferencial entre estas duas espécies (Sullivan et al., 1995; 

Sullivan & Coleman, 1998). Foi demonstrado que, C. dubliniensis é sensível a elevadas 

temperaturas e não é capaz de crescer quando incubada a 42 ou 45°C. Esta tem sido, 

portanto, uma prova útil para identificação presuntiva desta espécie, embora seja um 

teste que requer provas complementares, devido à existência de algumas cepas de C. 

albicans que podem também apresentar comportamento semelhante (Gales et al., 1999; 

Tintelnot et al., 2000; Mariano et al., 2003). Bezjak & Chandy (1989), analisando espécies 

do gênero Candida quanto à capacidade de crescimento a 45°C, verificaram que 76% dos 

isolados inoculados em placas de Ágar Sabouraud Dextrose (SDA) cresceram a 45°C. 

Dentre as espécies estudadas, C. albicans e C. krusei foram as que obtiveram maior índice 

de crescimento, 99 e 100%, respectivamente. A espécie mais sensível foi C. parapsilosis, 

com apenas 19% das amostras com crescimento positivo. Sendo assim, a avaliação de 
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crescimento a 45°C pode ser um fator que auxilia na caracterização desses 

microrganismos. 

A caracterização morfológica das leveduras se dá pelo cultivo em ágar fubá 

com Tween 80, o que permite a visualização ao microscópio, de estruturas características 

das leveduras como os blastoconídios, pseudo-micélio, micélio e clamidoconídios. A 

presença destas estruturas e o seu arranjo e forma podem fornecer indícios da espécie 

que se está procurando identificar. A observação destas características pode também, 

servir como meio de detecção de alterações morfológicas nas leveduras (Jones, 1990; 

Milan et al., 1997).  

A formação de tubo germinativo é um fenômeno que ocorre em algumas 

espécies do gênero Candida e reflete a capacidade da cepa de filamentar em 

determinadas condições, característica denominada de pleomorfismo. Também constitui 

um método laboratorial para a identificação de C. albicans, com 95% de positividade entre 

os isolados desta espécie (Perry & Miller, 1988; Williams & Lewis, 2000). Este teste 

envolve a indução de crescimento de hifas (tubos germinativos) em leveduras, incubadas 

em soro por 2-4 horas a 37°C. Esta característica também é apresentada por C. 

dubliniensis (Sullivan & Coleman, 1998), enquanto raros isolados de C. tropicalis podem 

produzir tubos germinativos atípicos (Martin, 1979). Alguns estudos avaliaram a 

capacidade de C. albicans de produzir hifas nos tecidos infectados comparando esta 

produção com a resposta tissular e a adesão ao epitélio.   A produção de filamentos por 

leveduras é considerada uma característica relacionada com a adesão nos tecidos 

humanos, constituindo um fator de virulência da cepa (Asleson et al., 2001).  

Quanto aos caracteres relativos a capacidade de assimilação e fermentação de 

substratos, muitas espécies de leveduras apresentam habilidade fermentativa e oxidativa, 

enquanto outras são estritamente oxidativas. A espécie que fermenta um determinado 

carboidrato, obrigatoriamente deve assimilá-lo, entretanto, ela pode assimilar e não 

fermentar o mesmo carboidrato. A capacidade de assimilar carboidratos e substratos que 

fornecem nitrogênio, e a capacidade fermentativa constituem características muito 

empregadas em testes para definitiva identificação de leveduras de interesse médico, pois 

permitem a diferenciação entre as espécies (Jones, 1990; Sandven, 1990; Milan et al., 
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1997). Adicionalmente, leveduras com elevada capacidade fermentativa de diferentes 

carboidratos são amplamente utilizadas em processos industriais na produção de diversos 

produtos, tais como o etanol, bebidas e pães (Ferreira da Silva et al., 1992; Hirasawa et 

al., 2001). 

Além da assimilação e fermentação, existem outras características que podem 

ser exploradas na identificação e tipagem das espécies de leveduras, como a produção da 

enzima urease, que se traduz na capacidade de algumas leveduras de hidrolisar a uréia, a 

resistência a cicloeximida, a capacidade de crescimento em elevadas concentrações de 

cloreto de sódio, entre outras (Lacaz, 1980; Alves et al., 2002). A utilização de meios 

cromogênicos, como o CHROMagar Candida®, permite a diferenciação de espécies de 

leveduras pelo contraste das colorações das colônias sobre o ágar. O mecanismo de ação 

deste meio se baseia em enzimas espécie-específicas e substratos cromogênicos, sendo 

eficaz na identificação presuntiva de algumas espécies de Candida, com elevado nível de 

sensibilidade e especificidade. As espécies C. albicans, C. tropicalis e C. krusei podem ser 

identificadas com a utilização deste meio, por apresentarem colônias características, verde 

claro, azul escuro e rosa, respectivamente (Baumgartner et al., 1996; Bernal et al., 1996; 

Koehler et al., 1999). Alguns isolados de C. dubliniensis podem crescer como colônias de 

cor verde escuro quando cultivadas neste meio, embora alguns isolados apresentam 

colônias de cor semelhante a C.albicans (Sullivan & Coleman, 1998; Tintelnot et al., 2000). 

 

2.3. Técnicas moleculares aplicadas a leveduras 

A identificação e a classificação de leveduras dão-se, principalmente, pelo 

emprego de métodos fenotípicos convencionais, baseados nas características 

morfológicas, fisiológicas e bioquímicas das células (Sandven, 1990; Freydiere et al., 

2001). Muito destes métodos são trabalhosos e exigem maior tempo, apresentando 

algumas dificuldades. Estes métodos podem sofrer influências pelo tempo de 

armazenamento das amostras e estar sujeitos a variações na expressão das 

características, bem como das condições de realização, tais como: tamanho do inóculo 

utilizado, condição de incubação, etc. Métodos moleculares, os quais se baseiam no 
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estudo do DNA e na caracterização genotípica dos microrganismos, constituem grande 

avanço para a caracterização das espécies de diferentes grupos de patógenos, permitindo 

também a avaliação da variabilidade intra-específica entre amostras, sendo importante 

recurso para os laboratórios de microbiologia e pesquisa. Tais métodos oferecem 

vantagens por apresentarem maior estabilidade dos caracteres ao longo do tempo, alta 

reprodutibilidade e objetividade na interpretação dos resultados (Magee et al., 1992; 

Pfaller, 1995). A disponibilidade de técnicas moleculares tornou-se mais acessível nos 

últimos anos e têm sido extensivamente aplicadas para a classificação e a caracterização 

genética de leveduras de fermentação de vinhos, em particular Saccharomyces cerevisiae. 

Algumas destas metodologias foram também empregadas para identificação e tipagem de 

leveduras isoladas de leite fermentado e queijos (Andrighetto et al., 2000). 

Como C. albicans é a espécie mais comumente isolada de sítios do organismo 

humano, estando relacionada tanto com colonização como com infecção, muitos métodos 

moleculares tem sido utilizados para a tipagem desta espécie. Com a crescente 

importância de espécies não-albicans nas últimas décadas, os mesmos procedimentos 

estão sendo também aplicados com sucesso para outras espécies. Provas tais como a 

cariotipagem, Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), Polimorfismo do DNA 

Amplificado ao Acaso (Randomly Amplified Polymorphic DNA - RAPD), hibridização do DNA 

com sondas de seqüências repetidas e eletroforese de enzima multilocus (MLEE) são as 

mais difundidas. Estas técnicas são aplicadas em diferentes estudos e servem de base 

para a compreensão dos padrões de distribuição e comportamento dos microrganismos, 

como por exemplo: cepas que são substituídas por outras em infecções recorrentes; 

colonização de diferentes sítios no mesmo indivíduo saudável por cepas não relacionadas; 

ocorrência de diferentes espécies ou diferentes cepas da mesma espécie num mesmo local 

no organismo; transferência de cepas de um indivíduo para outro; existência de regiões 

geográficas para cepas específicas; ocorrência de microevoluções em cepas comensais e 

substituições de cepas em infecções recorrentes (Pujol et al., 1997). 

Entre as técnicas moleculares correntemente em uso, destaca-se a Reação em 

Cadeia da Polimerase (PCR - Polimerase Chain Reaction). Trata-se de uma poderosa 

técnica, que envolve a síntese in vitro de milhões de cópias de um segmento específico de 
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DNA, na presença da enzima Taq DNA polimerase, (Saiki et al., 1988). Os métodos 

fundamentados na reação em cadeia da polimerase têm sido os mais largamente 

utilizados para a genotipagem de Candida spp, e dentre suas vantagens estão, sua 

aplicação universal e a relativa rapidez e simplicidade da técnica, enquanto seu poder 

discriminatório mantém-se comparável aos métodos mais complexos (Van Belkum et al., 

1994). 

O RAPD, técnica baseada na PCR, tem sido bastante difundida na tipagem 

molecular, identificação de microrganismos, estudos epidemiológicos, entre outros. 

Através da utilização de pequenos oligonucleotídeos, em geral com 10 bases e com 

seqüência aleatória, amplificados por PCR, pode-se identificar padrões genéticos 

diferenciados dentro de uma mesma espécie. O AP-PCR é uma variação desta técnica, 

onde também se utiliza primers arbitrários, em geral, com maior número de bases, entre 

10 e 20 (Welsh & McClelland, 1990; Williams et al., 1990; Power, 1996). A 

heterogeneidade genômica de C. parapsilosis, comumente acessada através da 

eletrocariotipagem por PFGE (Carruba et al., 1991), também é possível de ser realizada 

por RAPD com resultados muito semelhantes, conforme indicado por Lott et al. (1993). 

Um conjunto de amostras de C. parapsilosis, fisiologicamente homogêneas, foi dividida em 

três grupos distintos e cepas de C. albicans não relacionadas mostraram, através desta 

técnica, padrões distintos. Pequenas diferenças entre padrões genotípicos obtidos por 

RAPD, sugestivos de mutações em cepas armazenadas por longos períodos, também 

foram detectadas (Lehmann et al., 1992). Por ser uma técnica fácil e confiável, a análise 

de fragmentos de RAPD pode ser útil na obtenção de caracteres genotípicos para 

taxonomia, na confirmação da identificação de isolados armazenados, tipagem de espécies 

de Candida em investigações epidemiológicas e para uso na identificação rápida de fungos 

patogênicos. Muitas são as vantagens deste método. Nenhum conhecimento prévio da 

seqüência do DNA a ser analisado é necessário, a técnica pode ser aplicada a qualquer 

microrganismo, além de ser de rápida e de fácil execução (Power, 1996). 

Uma metodologia que permite a identificação de subespécies de Candida spp. 

inclui a análise, mediada por PCR, de loci genômicos que abrigam números variáveis de 

regiões repetidas. Foi demonstrado que a ánalise de múltiplos loci contendo regiões 
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repetidas pode ser útil para tipagem molecular em C. albicans. Regiões com seqüências 

variáveis são formadas por elementos repetitivos, os quais se caracterizam por seqüências 

curtas de nucleotídeos de 1 a 8 bases, conhecidas como microsatelites. Polimorfismos 

nestas seqüências podem ser localizados utilizando-se oligonucleotídeos com motivos 

repetidos como sondas moleculares ou através de PCR de um locus específico, os quais 

amplificam as regiões variáveis (Metzgar et al., 1998).  

Além destes, outros métodos de avaliação molecular de microrganismos 

podem ser bastante úteis. A hibridização, freqüentemente utilizada, permite o 

reconhecimento de genes específicos no DNA de diferentes organismos. Fitas simples de 

ácidos nucléicos complementares se alinham especificamente, formando complexos 

estáveis de fita dupla. Através deste método é possível a identificação de várias espécies 

de fungos com elevada especificidade e rapidez (Melo et al., 1998). 

A comparação direta entre seqüência de nucleotídeos, pode ser um método 

objetivo para resolução de problemas de taxonomia e identificação do gênero Candida. Os 

genes ribossômicos constituem os marcadores evolutivos mais consistentes para uso neste 

tipo de abordagem, sendo ideal para comparações desde espécie até filos e reinos, por 

serem conservados e funcionalmente equivalentes em todos os organismos. Nesta 

metodologia, se faz necessário a utilização da técnica de PCR, que amplifica os genes 

ribossômicos (Odds, 1988; Murray et al., 1995). 

A Eletroforese em Campo Pulsado (Pulsed Field Gel Electrophoresis – PFGE) é 

uma técnica que tem fornecido importante informação taxonômica e epidemiológica, por 

permitir a separação de grandes fragmentos de DNA pela aplicação de um campo elétrico 

variável (Schwartz & Cantor, 1984). Esta metodologia possibilita a realização da 

cariotipagem, a qual se baseia na análise de cromossomos intactos de leveduras e outros 

organismos (Chu et al., 1986). A cariotipagem eletroforética realizada com PFGE foi 

utilizada recentemente por diversos pesquisadores na investigação epidemiológica de 

surtos de fungemias, infecções em cateter, entre outros casos (Branchini et al., 1995; 

Cameron et al., 1999; Römling & Tümmler, 2000; Shin et al., 2001). Com o avanço das 

metodologias, é possível a realização de estudos assertivos no campo da microbiologia, 

desde a identificação de espécies e genótipos distintos, até avaliações taxonômicas.   
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2.4. Secreção de enzimas proteolíticas 

A invasão das células do hospedeiro por micróbios requer a penetração e o 

dano à camada externa do envelope celular. A patogenicidade do gênero Candida envolve 

mecanismos ainda não totalmente esclarecidos. Entretanto, sabe-se que um dos 

mecanismos está relacionado à invasão das células dos tecidos do hospedeiro por estes 

microrganismos. Este processo é mediado por meios físicos e enzimáticos, ou ainda, pela 

combinação de ambos (Ibrahim et al., 1998). Os fosfolipídios e proteínas representam a 

maior parte dos constituintes do envelope da célula hospedeira. Portanto, enzimas 

capazes de hidrolisar tais classes de compostos químicos, como as fosfolipases e 

proteinases, estão envolvidas no processo de ruptura da membrana celular que ocorre 

durante o processo de lesão celular pelo microrganismo invasor. O processo de 

colonização, de infecção, e de defesa contra os mecanismos imunológicos do hospedeiro, 

inclui a secreção de um repertório de enzimas, entre elas as proteinases aspartil 

secretoras (Saps), as fosfolipases, lipases, entre outras, as quais desempenham um papel 

importante na patogenicidade destes fungos (Hube & Naglik, 2001; Niewerth & Korting, 

2001). Neste sentido, Shimizu et al., (1996) avaliaram a produção simultânea de quatro 

enzimas: hialuronidase, condroitina sulfatase, proteinases e fosfolipases, por espécies de 

Candida e sua relação com a virulência em ratos. A maioria das cepas de C. albicans 

(73%) foram produtoras dos quatro tipos enzimáticos, as quais apresentaram maior 

virulência em ratos. Cepas que apresentaram perda da capacidade de produção de 

proteinases foram menos virulentas do que as que deixaram de produzir apenas as 

fosfolipases. 

O termo fosfolipase se refere a um grupo heterogêneo de enzimas que 

compartilham a habilidade de hidrolisar uma ou mais ligações do tipo éster em 

glicerofosfolipídios. Embora todas as fosfolipases têm como substrato fosfolipídios, cada 

enzima tem a habilidade de clivar uma ligação “éster” específica. Através da clivagem de 

fosfolipídios, as fosfolipases desestabilizam a membrana, resultando na lise celular. 

Conseqüentemente, as fosfolipases tem sido incluídas dentre os fatores de virulência 

relacionados ao dano celular no hospedeiro (Ghannoum, 2000).  
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Price et al. (1982) descreveram um método prático para detecção de 

fosfolipases produzida por C. albicans, no qual se adiciona gema de ovo ao Ágar 

Sabouraud Dextrose. Isolados fosfolipase ativos hidrolisam os fosfolipídios, presentes em 

grande quantidade na gema do ovo, formando uma zona de precipitação ao redor das 

colônias que crescem sobre o ágar. Segundo alguns autores, a capacidade de produzir 

fosfolipases, por uma importante característica de patogenicidade, pode ser explorada 

como um critério para biotipagem de C. albicans (Williamson et al., 1986; Candido et al., 

2000). A produção de fosfolipase, por isolados de C. albicans, apresenta quantidades 

variáveis. Avaliando 41 isolados de Candida spp., Samaranayake et al. (1984) constataram 

que 79% de cepas de C. albicans produziam esta enzima, enquanto que as cepas de C. 

tropicalis, C glabrata e C. parapsilosis não a produziam. Estudos avaliando a produção 

desta enzima entre amostras de C. albicans demonstraram resultados que variaram entre 

52 e 100% das amostras positivas (Shimizu, 1989; Hannula et al., 2000; Penha et al., 

2000). 

As proteinases produzidas por C. albicans podem ser secretadas, ou 

apresentarem-se associadas à membrana da célula, na forma de proteinase aspartil, a 

qual é expressa na maioria das espécies patogênicas do gênero Candida. Dentre as 

hidrolases secretadas por cepas de Candida patogênicas, as proteinases aspartil 

secretadas (Sap) exercem um importante papel. As proteínas Sap são codificadas por uma 

família de 10 genes denominados de SAP. Estas enzimas degradam proteínas relacionadas 

às defesas estrutural e imunológca do hospedeiro, facilitando assim a penetração no 

organismo, se opondo ao seu sistema de defesa (Hube & Naglik, 2001). Muitas espécies 

de Candida patogênicas apresentam os genes SAP, as quais produzem atividade de 

proteinase extracelular in vitro (Naglik et al., 2003; Hamal, 2004). Pichová et al. (2001) 

isolaram proteinases de C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. lusitaniae. 

A indução da secreção de proteinases é feita com meios enriquecidos com 

proteínas, como a albumina, isentos de fontes de nitrogênio simples (Ruchel et al., 1982). 

A freqüência na produção de proteinases por cepas de C. albicans pode variar bastante. 

Penha et al. (2000), analisando amostras dessa levedura proveniente da cavidade oral, 

verificaram que 100% eram proteinases positivas. Chakrabarti et al. (1991), trabalhando 



Revisão da Literatura 

 29

com amostras provenientes de diversos sítios anatômicos, observaram que a atividade 

enzimática de cepas de C. albicans para produção de proteinases variava de 44,4% a 

84,6%, dependendo do sítio de origem. Foi sugerido que a análise enzimática com a 

finalidade de biotipagem de C. albicans, pode ser feita através de estudos com proteinases 

e fosfolipases, associadas a métodos moleculares de genotipagem (Price et al., 1982; 

Williamson et al., 1986; Candido et al., 2000). 

 

2.5. Técnicas de manutenção e armazenamento de leveduras 

Como são organismos unicelulares, as leveduras podem ser manipuladas em 

laboratório de forma semelhante à maioria das bactérias, mas com exigências nutricionais 

e ambientais normalmente mais simples. Em geral, leveduras são microrganismos fáceis 

de manter, estocar, cultivar e isolar a partir de diferentes habitats. Embora elas sejam 

tolerantes a condições desfavoráveis, muitos métodos de manutenção, comumente 

utilizados, resultam em baixos níveis de sobrevivência e instabilidade das suas 

propriedades fisiológicas e bioquímicas. A estocagem de leveduras também apresenta 

algumas particularidades, como a transição entre forma leveduriforme e micelial, no 

pleomorfismo, além de risco de contaminação. Embora não se tenha pleno conhecimento 

dos fatores que afetam a sobrevida das leveduras estocadas, a baixa viabilidade celular 

pode estar relacionada, em parte, ao grande tamanho das células em relação às células 

bacterianas e a ausência de esporos de resistência dos tipos encontrados nos fungos 

superiores. Entretanto, alguns métodos elementares podem ser utilizados no dia a dia de 

um laboratório de forma simples, tomando-se certas precauções, o que torna possível o 

alcance de altas taxas de sobrevivência, para manutenção destes microrganismos. 

(Spencer & Spencer, 1996; Kirsop & Snell, 1984).  

Coleções de leveduras, originalmente eram mantidas pela transferência seriada 

de meios de cultura velhos para meios novos. Este método, embora simples, é trabalhoso 

e consome um tempo relativamente grande, além de ser economicamente inadequado. No 

entanto, ele pode ser ainda muito útil para culturas não muito numerosas, destinadas ao 

uso constante. Ao longo dos anos, vários métodos de preservação têm sido desenvolvidos 
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visando à eliminação dos problemas encontrados em transferências seriadas. O principal 

objetivo que se busca com tais métodos, é a extensão do tempo de sobrevida das cepas 

mantidas armazenadas. Métodos que tem apresentado maior sucesso são aqueles que 

reduzem o metabolismo a ponto de induzir latência artificial. Isso pode ser conseguido 

através da desidratação, crescendo os fungos em meios fracos, incubando-se em baixas 

temperaturas ou pelo crescimento em baixa tensão de oxigênio (Gentles & Scott, 1979; 

Kirsop & Snell, 1984).  

A escolha da técnica a ser empregada deve ser definida, seguindo-se alguns 

parâmetros. Para curtos períodos de manutenção, quando se pretende o uso diário, meios 

enriquecidos e de formulação indefinida, como o meio extrato de levedura-peptona-

dextrose (YEPD) e o ágar extrato de malte, são comumente utilizados. Para períodos 

longos de preservação, como em coleções de culturas, onde o acesso imediato é menos 

importante, devem-se buscar métodos que promovem melhor manutenção das 

características das espécies e das cepas, quando este é o objetivo primário (Spencer & 

Spencer, 1996). 

O processo de liofilização de microrganismos envolve seu congelamento prévio 

a baixíssimas temperaturas seguido da secagem da amostra a vácuo. Tanto o 

congelamento como a liofilização são técnicas freqüentemente utilizadas para preservação 

e estocagem de material biológico. Pra se obter bons resultados com a liofilização, alguns 

fatores devem ser observados, como a escolha do meio de crescimento da cultura inicial, 

do meio de reativação e a temperatura de pré-congelamento, entre outros (Rose, 1970). 

Este processo é bastante agressivo e apresenta alguns efeitos indesejáveis, tais como a 

desnaturação de proteínas e o decréscimo da viabilidade de diversos tipos celulares. Para 

se prevenir e reduzir estes efeitos adversos, substâncias protetoras tais como leite 

desnatado, sacarose, glicerol, dimetil sulfoxido, entre outras, são comumente adicionados 

às amostras antes de serem congeladas ou liofilizadas (Diniz-Mendes et al., 1999). O 

dissacarídeo trealose foi mencionado como uma substância que apresenta um papel de 

reserva de carboidrato e como protetor da membrana citoplasmática contra secagem, 

congelamento e tensão de calor. Este carboidrato tem sido utilizado com sucesso na 

preservação de diferentes tipos celulares ao serem submetidos a tratamentos em baixas 
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temperaturas. Hirasawa et al. (2001) demonstraram que o índice de tolerância ao 

congelamento entre leveduras de panificação aumentou quando estas foram saturadas 

com trealose exógena. Como é um crioprotetor natural que pode ser encontrado 

intracelularmente em muitas espécies de organismos, tais como leveduras e esporos de 

fungos, algumas cepas de leveduras apresentam produção de níveis elevados de trealose 

e, portanto, são naturalmente tolerantes ao congelamento. Esta característica é explorada 

na produção de produtos de panificação congelados, em que se utilizam fermentos 

tolerantes ao congelamento (Hino et al., 1990; Leslie et al., 1995; Takagi et al., 1997). 

Quando se objetiva armazenar leveduras por longos períodos, sugere-se a 

liofilização, o congelamento com meio adicionado de glicerol em freezer a -70°C e o uso 

do nitrogênio líquido. O congelamento em meio adicionado de glicerol é um método que 

tem sido bastante difundido, sendo considerado equivalente à liofilização e à manutenção 

em nitrogênio líquido, permitindo longos períodos de armazenagem. O glicerol funciona 

como crioprotetor e deve ser adicionado de forma a se chegar a concentrações finais que 

podem variar entre 15 e 50% (Spencer & Spencer, 1996). Crespo et al. (2000), avaliaram 

diferentes métodos para preservação de células de Malassezia spp., sendo que o 

congelamento a -80ºC foi o único método que proporcionou sucesso na manutenção de 

todas as espécies. Para preservação e estocagem de Haemophilus influenzae o 

congelamento se mostrou um bom método, tanto a -20ºC como a -70ºC, sendo que a 

adição de glicerol ao leite desnatado aumentou a recuperação dos microrganismos (Saab 

et al., 2001). 

Foi demonstrado que, a utilização da liofilização para armazenamento de 

leveduras pode ser de grande utilidade, pois geralmente esses organismos se mantêm 

inalterados morfologicamente e fisiologicamente e fiéis às propriedades industriais, 

embora outros autores tenham citado que mudanças genéticas podem ocorrer (Souzu, 

1973; Kirsop & Snell, 1984). Muitas cepas de fungos podem ser preservadas com tal 

técnica por até 23 anos, porém, seu procedimento é mais complicado em relação às 

outras técnicas. No processo de liofilização, é essencial que se dê atenção ao emprego do 

meio adequado, sendo que alguns autores sugerem o “skim milk” (leite desnatado) para 

proteção das culturas (Ellis & Roberson, 1968; Qiangqiang et al., 1998). O meio com leite 
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desnatado pode ser utilizado como agente protetor e também na re-hidratação das 

células, com significativa melhora dos resultados. A melhor sobrevida e a manutenção das 

propriedades como agente biocontrolador em C. sake, num estudo que utilizou diferentes 

agentes protetores e meios de reidratação na liofilização das cepas, foi obtida utilizando-se 

10% de lactose e 10% de leite desnatado como protetores, e a taxas de sobrevida foram 

também superiores quando uma solução a 10% de leite desnatado foi utilizada na 

reidratação (Abadias et al., 2001). Células de algumas espécies de leveduras liofilizadas, 

que originalmente cresceram em meios líquidos, apresentaram maiores níveis de 

manutenção da viabilidade, do que as que cresceram em meios sólidos equivalentes 

(Rose, 1970). Antheunisse (1973) avaliou a viabilidade de diversas espécies de 

microrganismos liofilizados, incluindo bactérias e fungos, mantidos em coleção de cultura 

por 6 anos.  Dos 30 gêneros de bactérias estudados, 18 deles tiveram taxa de sobrevida 

entre 80-100% das culturas.  Leveduras mostraram, em geral, maior resistência. De 11 

gêneros testados, 80-100% das culturas de 9 gêneros sobreviveram em 6 anos. 

Para manutenção de leveduras por períodos medianos de tempo, são 

sugeridos a estocagem em meio inclinado sob óleo mineral, ou impregnação em papel de 

filtro, seguida de secagem do mesmo. A secagem sem congelamento pode também ser 

um recurso muito útil. O método mais simples é a secagem em papel de filtro, porém com 

restrições para alguns gêneros de microrganismos (Antheunisse et al., 1981). A secagem 

em sílica gel pode ser considerada uma técnica mais conveniente e menos onerosa em 

relação à liofilização, com bons resultados. Gentles & Scott (1979), alcançaram 95% de 

sucesso utilizando a técnica da secagem em sílica gel para conservação de 42 espécies de 

fungos por até cinco anos. 

A adição de óleo mineral ao cultivo em meios convencionais, crescido em 

temperaturas normais de incubação, proporciona uma atmosfera com baixos níveis de 

oxigênio. Este método está sujeito a alguns problemas encontrados nas transferências 

seriadas, e apresentam a desvantagem de serem facilmente contaminados. (Kirsop & 

Snell, 1984). Mendes da Silva et al. (1994), avaliaram o índice de sobrevida e alterações 

morfológicas de 70 cepas do fungo dimórfico Paracoccidiodes brasiliensis mantidos por 69 

anos, inicialmente através de subcultivos sucessivos e posteriormente, sob óleo mineral 
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em temperatura ambiente. Apenas 26% das cepas continuavam viáveis e a manutenção 

em óleo mineral foi mais curta, cerca de 9 a 10 anos. As cepas mostraram mudança da 

micromorfologia, e algumas delas não foram capazes de completar o dimorfismo entre 

levedura e micélio, quando incubadas em temperatura ambiente. Neste sentido, Lima et 

al. (2004) avaliaram o dimorfismo “levedura-micelio” de fungos patogênicos após 

estocagem em óleo mineral. Blatomyces dermatitidis e P. brasiliensis foram incapazes de 

completar o processo de dimorfismo, mesmo após passagem in vivo. Sendo esta 

característica de diferenciação morfológica importante na patogênese de infecções 

causadas por tais espécies, houve possível alteração na capacidade de virulência das 

cepas. 

Nos dias atuais, é comum se fazer o armazenamento de fungos utilizando-se 

água destilada esterilizada. Esta técnica tem se difundido, demonstrando sucesso no seu 

emprego para alguns tipos de fungos (Baldasserini & Mungelluzzi, 1965; Rodrigues et al., 

1992). Qiangqiang et al. (1998) compararam este procedimento com a liofilização para 

armazenamento de diferentes espécies de fungos, dentre 78 isolados em 12 anos de 

preservação. Espécies de Candida, Penicillium e Aspergillus apresentaram 100% de 

viabilidade após 12 anos em ambos os métodos. Para McGinnis et al. (1974), a taxa de 

sobrevida alcançou 93% entre espécies de fungos miceliais e leveduras, para períodos 

entre 12 e 60 meses. O armazenamento em água destilada esterilizada, além de ser um 

procedimento rápido e relativamente fácil, também é menos oneroso e produz bons 

resultados. Benedek (1963) descreveu método similar utilizando-se solução salina ao invés 

de água, obtendo também bons resultados quanto à manutenção da viabilidade celular. 

Algumas condições devem ser observadas nesse procedimento, tais como, evitar a 

evaporação da água vedando bem os frascos, cuidar para que sejam usadas culturas 

ativas, em fase de esporulação, e que o inóculo seja denso o bastante para garantir 

melhores índices de sobrevida (McGinnis et al., 1974; Qiangqiang et al., 1998). Com este 

método, espécies de Candida têm apresentado sobrevida após 4 anos ou mais, em 

temperatura ambiente. Uma grande variedade de espécies foi, então, submetida a este 

tipo de manutenção, com relatos de sobrevida de até 20 anos. Dados publicados em 

estudo com 1583 isolados de leveduras, mantidas por longos períodos em água destilada, 

mostraram que espécies do gênero Candida apresentam elevados índices de sobrevida, 
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entre 88 e 100%, em períodos superiores a 10 anos de armazenamento. Exceção foi 

apresentada pela espécie C. krusei, que mostrou índices de 92% após armazenamento 

num período entre 1 e 3 anos, caindo para 20% de sobrevida após 10 anos. Para outras 

espécies, a porcentagem de sobrevida após 10 anos foi de 80%, e para Saccharomyces 

cerevisiae foi de apenas 20%, quando empregado este método (Odds, 1991). 

Como são vários os métodos de armazenamento que se destinam à 

preservação de uma infinidade de grupos de microrganismos, quando se deseja a 

manutenção de uma dada característica específica, variações na forma de armazenamento 

devem ser testadas para a obtenção de melhores resultados. Técnicas de transformação 

genética de diferentes organismos para manipulação e clonagem de cepas têm sido 

amplamente utilizadas. Com o objetivo de manter a habilidade de cepas de 

Schizosaccharomyces pombe e de Saccharomyces cerevisiae para transformação, Suga et 

al., (2000) desenvolveram um método de criopreservação destes organismos utilizando 

sorbitol como protetor ao invés de glicerol ou dimetil sulfoxido, conseguindo células 

competentes por até 9 meses. Girão et al., (2004) concluíram que o meio utilizado na 

preservação de Malassezia pachydermatis pode interferir na habilidade das cepas em 

hidrolisar a uréia após meses de armazenamento, sendo que o ágar Dixon acrescido de 

glicerol é o mais recomendado para este fim. A manutenção de leveduras fermentadoras 

utilizadas em processos de panificação pode ser melhorada aumentando sua capacidade 

de armazenar trealose, ou fornecendo trealose exógena, que pode ser utilizada como 

crioprotetor em massas de pão congeladas (Hino et al., 1990; Takagi et al., 1997; 

Hirasawa et al., 2001).  

É mencionado na literatura que o método de escolha para o armazenamento 

de cepas de microrganismos tem influência direta na expressão de suas propriedades 

fisiológicas e bioquímicas, e pode, inclusive, promover alterações genéticas (Kirsop & 

Snell, 1984; Abadias et al., 2001). A manutenção das características morfológicas e 

fisiológicas das cepas, bem como a preservação de suas propriedades, são atualmente 

alvos de preocupação por parte dos pesquisadores, ao se empregar o armazenamento de 

cepas para diferentes finalidades, desde coleções de culturas, pesquisas, estudos 

taxonômicos e uso industrial. Entretanto, informações científicas precisas neste sentido 
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ainda são escassas.  Santos et al. (2002) estudaram a influencia da técnica de 

preservação de Penicillium expansum em relação à produção de micotoxinas. Para uma 

das micotoxinas estudadas, a citrinina, a produção se mostrou estável, enquanto que para 

a outra substância, a patulina, melhores resultados foram obtidos com estocagem em 

sílica gel e liofilização. Mutantes do fungo dimórfico B. dermatitidis com virulência 

atenuada foram obtidos após transferências seriadas in vitro a 37ºC (Brass et al., 1982). 

Pesquisas semelhantes, que visam detectar a variabilidade fenotípica e 

genotípica de leveduras do gênero Candida, em relação ao método de armazenamento se 

justificam, visando contribuir para direcionar e subsidiar cientificamente os laboratórios 

que necessitam manter coleções de culturas destes microrganismos. Neste sentido, esta 

pesquisa tem a finalidade de comparar métodos de armazenamento de algumas espécies 

de leveduras, principalmente do gênero Candida, não somente quanto à manutenção da 

viabilidade celular, que são aspectos já parcialmente descritos na literatura, mas também 

analisar várias características celulares e culturais, que envolvem seu reconhecimento, 

desde a micromorfologia, até o comportamento bioquímico e secreção de enzimas 

relacionadas à virulência, entre outras cartacterísticas. Concomitantemente, estudos serão 

feitos, sobre a variabilidade genotípica dessas amostras, sendo tais características de 

fundamental importância no processo de identificação e caracterização destes 

microrganismos. 
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33..  PPRROOPPOOSSIIÇÇÃÃOO  
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O Presente estudo tem como propósito: 

 

1. Verificar a manutenção da viabilidade e pureza de culturas de seis espécies 

de leveduras após armazenamento por cinco diferentes métodos de conservação 

laboratorial de microrganismos. 

 

2. Avaliar a influência destes métodos de manutenção laboratorial sobre as 

características morfológicas e bioquímicas das leveduras através de testes fenotípicos. 

 

3. Avaliar a ocorrência de variações genotípicas no padrão do Polimorfismo do 

DNA Amplificado ao Acaso (Random Amplified Polymorphic DNA – RAPD) das amostras de 

leveduras após conservação laboratorial pelos cinco diferentes métodos escolhidos. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
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4.1. Amostras 

Para se estudar as características morfológicas e bioquímicas das amostras 

armazenadas sob diferentes condições de manutenção, foram utilizadas cepas padrão de 

seis espécies de leveduras (Quadro 1). 

 

 

Quadro 1 

Relação de cepas padrão utilizadas no estudo 

Espécie Código da cepa 
Candida utilis  CBS 5609 

Candida parapsilosis  CBS 604 
Candida tropicalis CBS 94 
Candida albicans CBS 562 

Candida dubliniensis CBS 7987 
Kluyveromyces marxianus  
(fase anamorfa: C. kefyr) IZ 1339 

*Cepas CBS são provenientes do banco internacional de microrganismos ‘Centraalbureau voor 
Schimmelcultures’; a cepa IZ é proveniente do Banco de microrganismos do Instituto 
Zimotécnico (Esalq-USP). 

 

 

4.2. Métodos de manutenção de culturas 

Antes de serem armazenadas (período considerado neste estudo como tempo 

“zero” de armazenamento), as amostras foram submetidas aos testes fenotípicos descritos 

no item 4.5, e o seu DNA foi extraído e conservado a -20ºC. Os resultados dos testes 

foram registrados para posterior comparação com os resultados dos mesmos testes, sob 

as mesmas condições, obtidos após o armazenamento, de acordo com os diferentes 

métodos de conservação selecionados. Após o término dos ensaios, as amostras foram 

armazenadas segundo os métodos de manutenção descritos abaixo. Todas as amostras 

foram estocadas em duplicata para cada método de conservação, com exceção do YPD-

glicerol que foi feita quadruplicata e liofilização com 6 ampolas para cada cepa. 
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4.2.1. Manutenção em ágar com transferências seriadas. 

As amostras foram semeadas na superfície do meio Ágar Sabouraud Dextrose 

(SDA) em tubo inclinado, com auxilio de alça de platina. Após crescimento por 48 horas a 

30ºC os tubos foram mantidos sob refrigeração a uma temperatura entre 4 e 8°C, com 

transferências para meios novos realizadas em intervalos de 30 dias. Ao final de cada 

período, foi efetuada a bateria de testes morfológicos e bioquímicos adotada para o 

estudo, repicando-se as amostra para placas de Petri contendo SDA. 

 

4.2.2. Manutenção em óleo mineral. 

Para este método de armazenamento, os isolados foram cultivados sobre ágar 

inclinado (Meio Completo para Leveduras – Anexo 1), em tubos com tampa de rosca. As 

amostras foram incubadas em estufa a 30°C por 48 horas e, após crescimento, os cultivos 

foram submersos em óleo mineral e acondicionados sob refrigeração (4 a 8°C). As 

reativações ocorreram a cada período de 3 meses, tomando-se uma alçada do cultivo em 

óleo mineral e repicando-se a levedura em placa de Petri contendo SDA (48 horas – 

30ºC), acondicionando-se novamente o tubo original sob refrigeração. 

  

4.2.3. Armazenamento em água destilada. 

Após crescimento em SDA, cerca de 8 a 10 colônias de cada amostra de 

levedura foram suspensas em água destilada esterilizada em tubos de ensaio com tampa 

de rosca. Após vedação do frasco com Para-Film®, estes foram armazenados em 

temperatura ambiente. Os testes morfológicos e bioquímicos foram feitos em intervalos de 

3 meses, tomando-se uma alçada da suspensão e semeando-a em SDA (48 horas – 30ºC), 

após o que, o tubo com a suspensão era devolvido ao local de armazenamento até a 

próxima reativação. 
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4.2.4. Congelamento em freezer a -70ºC. 

As amostras foram cultivadas em caldo YPD (Anexo 1), sob agitação a 30°C, 

overnight. Após crescimento, 0,8 mL do caldo da cultura (aprox. 107 cél/mL) foi 

transferida para tubos Eppendorf de 1,5mL, adicionando-se 0,2 mL de glicerol a 80%, os 

quais foram armazenados em freezer a – 70ºC, em duplicata. A concentração final de 

glicerol obtida foi de 16% (Spencer & Spencer, 1996). A cada intervalo de 06 meses, as 

amostras foram subcultivadas para a verificação do comportamento das amostras frente 

aos testes propostos. Para tanto, um raspado da superfície do meio, ainda congelado, foi 

retirado e transferido para placa contendo SDA, incubando-a a 30°C por 48 horas. 

 

4.2.5. Liofilização 

A liofilização das células leveduriformes foi feita pela técnica de pré-

congelamento utilizando-se o aparelho Jouan LP3 (Jouan Inc., Winchester, VA). As 

amostras foram cultivadas em caldo YM (Anexo 1) a 30°C por 48 horas. A suspensão 

celular foi preparada adicionando-se leite desnatado a 20% como crioprotetor. Foram 

misturados volumes iguais do inóculo em meio de cultura e de leite desnatado. Ampolas 

de vidro boro-silicato de 10mm de diâmetro e 14cm de comprimento, previamente 

preparadas e esterilizadas, foram inoculadas com cerca de seis gotas da suspensão 

(0,2mL), utilizando-se pipetas Pasteur esterilizadas. Com o auxílio de um maçarico, foi 

feita uma constrição na ampola para facilitar o fechamento a vácuo após a liofilização. As 

amostras foram congeladas em freezer -70ºC overnight. Imediatamente após serem 

retiradas do freezer as ampolas foram posicionadas no liofilizador em funcionamento, 

sendo a liofilização processada por cerca de 6 horas. Após este período as ampolas foram 

seladas a vácuo com maçarico e depois retiradas do liofilizador e armazenadas em caixas 

de papelão em temperatura ambiente (Muro & Luchi, 1989; Spencer & Spencer, 1996). 
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Foram confeccionadas 6 ampolas de cada amostra liofilizada. A cada 6 meses, 

um exemplar de cada amostra foi revitalizada em caldo YPD e submetida aos testes 

descritos no estudo. 

 

4.3. Reativação das amostras  

Após cada intervalo de tempo previamente programado para os diferentes 

métodos de armazenamento, as amostras foram revitalizadas pelo cultivo em meio SDA 

através da técnica de esgotamento e incubadas em estufa a 30°C por 48 horas. As 

amostras que apresentaram déficit de crescimento ou ausência total de crescimento foram 

cultivadas em meio líquido BHI, por 24 a 48 horas e recultivadas em SDA. Foram 

considerados viáveis os isolados com presença de crescimento sobre a superfície do ágar e 

que apresentaram células leveduriformes características na microscopia (coloração de 

gram). 

Após crescimento os isolados foram submetidos a dois repiques em SDA 

previamente aos testes fenotípicos descritos no item 4.5. 

 

4.4. Viabilidade celular com Azul de metileno 

Testes de viabilidade celular foram levados a efeito nos intervalos dos 

processos de manutenção das amostras através da contagem de células viáveis com azul 

de metileno. Um caldo da cultura ou suspensões preparadas em água destilada ou meio 

de cultura esterilizados foram corados com solução de azul de metileno a 0,01% e 

visualizadas em Câmara de Newbauer. Esta foi posicionada em microscópio ótico para 

contagem das células viáveis. As células que apareciam com a cor azul pela absorção do 

corante eram consideradas inviáveis e as que não absorviam o corante eram consideradas 

viáveis. De cada amostra contava-se um total de 500 células entre viáveis e inviáveis 

obtendo-se o resultado em porcentagem. 
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4.5. Avaliação das amostras através de testes fenotípicos 

Todas as amostras foram submetidas aos testes fenotípicos que compõem o 

estudo, antes do armazenamento pelos diferentes métodos escolhidos e a cada intervalo 

definido para os cinco diferentes sistemas de manutenção de leveduras, como se segue: 

 

4.5.1 Cultivo em meio CHROMagar Candida®  

Após a reativação das amostras, estas foram semeadas em placas contendo 

CHROMagar Candida®, meio seletivo cromogênico. Neste meio algumas espécies do 

gênero Candida produzem colônias com coloração diferenciada, o que permite sua 

identificação presuntiva (C. albicans, C. dubliniensis, C. tropicalis e C. krusei).  Foi possível 

também, através do cultivo neste meio, a confirmação da ausência de contaminação, pois 

possíveis contaminações seriam visíveis, indicadas pela presença de colônias de coloração 

e aspectos diferentes numa mesma amostra cultivada (Baumgartner et al., 1996; Koehler 

et al., 1999).  

 

4.5.2. Formação do tubo germinativo 

Com a finalidade de visualizar a formação do tubo germinativo pelas espécies 

C. albicans e C. dubliniensis, foi preparada uma cultura de 24 horas das amostras a serem 

testadas. Uma alçada da cultura foi suspensa em 200 µL de soro humano estéril, 

previamente pipetado em um tubo “eppendorf” de 1,5mL. Este foi incubado em Banho-

Maria a 37°C por 2 a 3 horas. Após este período de incubação, uma gota da suspensão foi 

colocada sobre lâmina de vidro, cobrindo-se com lamínula e examinada ao microscópio 

óptico (objetiva 40x). A presença de tubo germinativo foi caracterizada como positiva, pela 

formação de um prolongamento das células leveduriformes, formando uma estrutura 

semelhante a um ‘tubo’ de duas a três vezes maior do que a célula mãe, sem constrição 

na base da célula. 

 



Material e Métodos 

 48

4.5.3. Produção de clamidoconídios e pseudo-hifas 

Para a realização deste teste, foi utilizado o meio Ágar-Fubá com Tween 80. O 

meio foi preparado e autoclavado conforme especificado no Anexo 1 e acondicionado sob 

refrigeração a 5°C. No dia do experimento, o meio foi fundido e distribuído em placas de 

petri 90x15mm, descartáveis. Após solidificação, foram feitas três estrias sob o ágar com o 

auxílio de agulha de níquel-cromo para semeadura microbiológica. O cultivo foi coberto 

com lamínula esterilizada e as placas cobertas com papel alumínio e incubadas a 

temperatura ambiente, durante 48 a 96 horas. As placas foram analisadas em microscópio 

óptico, dentro deste período, em intervalos regulares de 24 horas. Foram observadas as 

estruturas características de leveduras do gênero Candida, a saber: blastoconídios, 

clamidoconídios, hifas e pseudo-hifas. 

 

4.5.4. Fermentação de carboidratos 

Foi utilizado o meio básico para fermentação, com indicador de pH púrpura de 

bromocresol (Anexo 1). Cada tubo com o meio continha um tubo de “Durhan” invertido, 

para a detecção da formação de gás. Foram usados os açúcares glicose, sacarose, 

galactose, maltose e lactose. Cada açúcar foi adicionado separadamente a porções do 

meio posteriormente distribuído em tubos de ensaio, de forma que cada amostra de 

levedura foi testada com cada um dos açúcares individualmente. Foi preparado um inóculo 

com a amostra da levedura, tomando-se uma porção do cultivo em SDA e suspendendo-o 

em água destilada esterilizada. O inóculo foi padronizado de acordo com a turvação do 

tubo número 5 da ‘Escala de McFarland’. Aos tubos contendo 4mL do meio para 

fermentação, foram adicionados 200µL do inóculo anteriormente preparado. Os ensaios 

foram incubados a 30°C por até duas semanas ou até definição da identificação, com 

leituras seqüenciais a cada 24 horas. Os critérios para a leitura foram baseados na 

alteração de pH do meio, com mudança de coloração e produção de gás, visível pela 

formação de bolhas nos tubos de “Durhan” invertidos. 
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4.5.5. Assimilação de carboidratos 

Para a prova de assimilação de carboidratos, foi preparado o “meio C”, meio 

sólido de composição definida, isento de fontes de carbono (Anexo 1). Foi utilizado um 

cultivo da amostra de 24 a 48 horas a 30°C em SDA, para se preparar um inóculo em 

água destilada esterilizada, de acordo com o padrão de turvação do tubo número 5 da 

‘Escala de McFarland’. Este inóculo foi misturado ao meio C fundido, com temperatura 

estabilizada em 50°C em Banho-Maria, e posteriormente, distribuído em placas de petri 

150x15mm, esterilizadas. Após a solidificação, pequenas porções de 10 carboidratos em 

pó foram distribuídos sobre a superfície do ágar, em pontos eqüidistantes numerados de 1 

a 10, correspondentes aos seguintes carboidratos: 1 – glicose, 2 – sacarose, 3 – 

galactose, 4 – rafnose, 5 – xilose, 6 – trealose, 7 – maltose, 8 – lactose, 9 – melibiose e 

10 – manitol. As placas foram incubadas a 30°C por 72 horas. As leituras foram feitas a 

cada 24 horas. A assimilação positiva do açúcar pela levedura foi evidenciada pela 

formação de halo de turvação no ágar, em volta do respectivo açúcar. A ausência do halo 

indicou que a levedura não foi capaz de crescer utilizando-se de tal açúcar como única 

fonte de Carbono e, portanto, a assimilação foi negativa. 

No Anexo 4, estão descritas as características bioquímicas quanto à 

fermentação e assimilação das principais espécies de leveduras, que servem de base para 

a análise dos resultados. 

 

4.5.6. Prova de termotolerância a 45°C 

Para a caracterização das espécies segundo a capacidade de crescimento sob 

temperatura de 45ºC, uma colônia de cada isolado foi tomada de um cultivo em SDA e 

semeado em outra placa com mesmo meio, em forma de estrias descontínuas. Esta 

semeadura foi feita em duplicata incubando-se uma placa a 45°C e outra a 37°C. A leitura 

foi realizada após 48 horas de incubação, analisando-se a presença ou não de 

crescimento, registrando-se os resultados como crescimento ausente, parcial ou completo. 
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4.5.7. Detecção de enzimas proteolíticas - proteinases e fosfolipases 

As amostras foram inoculadas em frascos contendo 4 mL de meio YPD  e 

incubadas a 30°C durante 18 horas. Decorrido o tempo de incubação, 1.5mL do cultivo da 

levedura foram transferidos para tubos Eppendorf e centrifugados a 3.000 rpm por 5 

minutos. Os sedimentos obtidos deste procedimento, foram ressuspensos em solução 

salina (NaCl 0,9%) e centrifugados por mais duas vezes nas mesmas condições, para 

remoção dos resíduos de meio de cultivo. As concentrações das suspensões das cepas 

foram padronizadas em espectrofotômetro Genesys 10uv (Spectrom Unicam, Rochester, 

NY) em absorbância de 1,2 (+/-0,05), o que corresponde a uma concentração de 

aproximadamente 1x107 UFC/mL, para as amostras testadas. Volumes de 5µL desta 

suspensão foram adicionados com o auxílio de uma micropipeta, em pontos eqüidistantes, 

respectivamente, sobre os meios Ágar Fosfolipase e Ágar Proteinase (Anexo 1). Os testes 

foram feitos em duplicata. As placas contendo 4 inóculos de diferentes cepas para 

detecção de proteinase foram incubadas a 37°C durante 7 dias (Ruchel et al., 1982) e 

para fosfolipase por 4 dias sob a mesma temperatura (Price et al., 1982). A presença da 

enzima fosfolipase foi observada pela formação de uma zona opaca ao redor da colônia de 

levedura e a zona de atividade enzimática (PZ) foi medida dividindo-se o diâmetro da 

colônia pelo diâmetro da colônia mais a zona de precipitação (zp). PZ foi codificada com 

um dígito de valores iguais a zero, 1 ou 2 (Quadro 2). A presença da enzima proteinase foi 

observada pela formação de um halo transparente ao redor da colônia de levedura, e a 

zona de atividade enzimática (PZ) foi medida conforme descrito acima para fosfolipase. 

 

Quadro 2 

Medidas de atividade enzimática para fosfolipase e proteinase 

Valores de PZ Atividade enzimática Código/Índice 
PZ = 1 Negativa 0 

PZ ≥ 0,64 < 1 Positiva - Moderada 1 
PZ ≤ 0,63 Positiva - Elevada 2 

*Medida da atividade enzimática proposta por Price et al. (1982). A zona de atividade enzimática (PZ) é 
calculada, dividindo-se o diâmetro da colônia pelo diâmetro da colônia mais zona de precipitação. 
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4.5.8. Crescimento em caldo Sabouraud Hipertônico (NaCl 6,5%) 

A capacidade de crescimento em meio contendo concentrações elevadas de 

cloreto de sódio (6,5%) foi avaliada preparando-se um inóculo em água destilada 

esterilizada, de acordo com o padrão de turvação do tubo número 0,5 da ‘Escala de 

McFarland’. Um volume de 40µL deste inóculo foi adicionado a um tubo contendo 2 mL do 

caldo Sabouraud preparado com a adição de 6,5% de NaCl. Os tubos foram incubados em 

estufa a 30ºC por até 96 horas e as leituras feitas a cada 24 horas. Após as 96 horas de 

incubação, os tubos com ausência de turvação, eram considerados negativos para este 

teste (Alves et al., 2002). 

 

4.6. Caracterização molecular por ‘Randomly Amplified polymorphic 

DNA’ - RAPD 

A técnica de RAPD foi empregada na determinação do perfil molecular das 

amostras, comparando-se os perfis de uma mesma cepa, submetida aos vários métodos 

de conservação propostos. Para isso, o DNA das amostras foi extraído em duplicata, antes 

do armazenamento por cinco diferentes métodos de conservação e a cada seis meses de 

intervalo após o armazenamento, por um período total de 18 meses. O DNA obtido foi 

armazenado em freezer -20ºC e posteriormente utilizado para realização do RAPD com a 

finalidade de confirmar a estabilidade genotípica e a manutenção dos padrões RAPD 

obtidos após armazenamento das cepas. Adicionalmente, nos tempos zero, 6, 12 e 18 

meses, foi armazenado em freezer a -20ºC um precipitado de células de cada amostra em 

duplicata. Estas células foram armazenadas para futuras extrações adicionais de DNA em 

caso de perda da qualidade ou necessidade de confirmação dos resultados. 

 

4.6.1. Extração do DNA 

Para a extração de DNA das células de leveduras foi empregada a técnica 

descrita por Doyle & Doyle (1990), com adaptações. As amostras foram inoculadas em 

frascos com 3 mL de meio YPD, e incubadas a 30°C por 18 horas. Após esse período, 
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1,5mL da cultura foi transferido para tubos de centrifugação de 1,5mL e centrifugadas 

(HAWK 15/5 Refrigerated Sanyo MSE) a 10.000 rpm por 5 minutos. Os sedimentos obtidos 

foram posteriormente lavados por duas vezes, com água destilada esterilizada. Em 

seguida foi iniciado o processo de extração do DNA. 

Ao precipitado de células, foram adicionados 700 µL de tampão de extração, 

contendo Proteinase K a 100µg/mL (Anexo 2), homogeneizando-se em vórtex. Os tubos 

foram incubados em Banho Maria a 65°C por 60 minutos, sendo que a cada 15 minutos, 

as amostras foram homogeneizadas por inversão manual. A seguir, foram acrescentados 

600µL de solução de clorofórmio/álcool isoamílico na proporção de 24:1, homogeneizados 

até formar uma emulsão, e submetidos à centrifugação a 12.000 rpm por 7 minutos. Em 

seguida, a fase aquosa que ficou na superfície foi transferida para um novo tubo (1,5mL) 

adicionado de 200 µL de tampão de extração sem proteinase K e 650 µL de solução de 

clorofórmio e álcool isoamílico (24:1). Esta mistura foi homogeneizada e centrifugada a 

12.000 rpm por 7 minutos. 

Novamente, a fase aquosa foi transferida para outro tubo (1,5mL) e foi 

adicionada de 650 µL de solução de clorofórmio e álcool isoamílico (24:1), seguida de 

centrifugação a 12.000 rpm por 7 minutos. O sobrenadante foi retirado e transferido para 

novo tubo (1,5mL). O DNA obtido foi precipitado com 500 µL de isopropanol, 

homogeneizado e centrifugado por 4 minutos a 12.000 rpm. A superfície do precipitado foi 

lavada com 300 µL de etanol a 70% e o tubo mantido em estufa a 37°C para secar por 6 

horas. Decorrido este tempo, o DNA foi ressuspenso com 30µL de solução de TE (Anexo 

3) com 10 µg/mL de RNAse (Sigma), mantendo-se esta solução por 30 minutos em Banho 

Maria a 37ºC para eliminar a contaminação com RNA. Após este período os tubos 

contendo as soluções de DNA foram armazenados em freezer a -20ºC até o momento do 

uso. 
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4.6.2. Qualidade e padronização do DNA extraído 

Para determinar a qualidade da solução de DNA obtida após a extração, este 

foi submetido a uma eletroforese em gel de agarose a 1%. Foram utilizados 3µL de cada 

solução de DNA extraído, adicionados de 2µL de tampão de corrida azul em um gel de 

agarose (InvitrogenTM) a 1%. Foi utilizado em cada eletroforese um padrão de peso 

molecular de 1Kb como referência. Após eletroforese em tampão Tris-Borato-EDTA (TBE) 

pH 8,0 (Anexo 3), por 1 hora a 60V, o gel foi corado com brometo de etídio, visualizado e 

fotografado em transiluminador ultravioleta. Pela observação da presença e intensidade da 

banda formada pelo DNA presente na solução, foi possível confirmar a existência de 

quantidade suficiente do mesmo para se empregar na reação de RAPD. Amostras com 

bandas muito intensas indicando quantidade maior de DNA foram diluídas para se obter 

concentrações aproximadas de DNA entre as amostras, afim de não interferir na reação de 

RAPD. 

 

4.6.3. Primers utilizados no estudo 

Nas reações de RAPD, foram testados inicialmente 7 primers arbitrários: 1) AP-

3 – 5’TCACGATGCA3’, (Sanz et al. 1998); 2); M2 – 5’CTTGATTGCC3’, (Melo et al. 1998); 

3) B-14 – 5’GATCAAGTCC3’, (Bauer et al. 1993); 4) RP4-2 – 5’CACATGCTTC3’, (Lehmann 

et al. 1992); 5) R108 – 5’GTATTGCCCT3’, (Novak et al. 2004); 6) OPA-02 – 

5’TGCCGAGCTG e 7) OPA-09 – 5’GGGTAACGCC3’ (Pinto et al. 2004). 

Foram selecionados dois primers com melhor definição de bandas para cada 

espécie, os quais foram empregados nas reações de RAPD no tempo zero, seis, doze e 18 

meses de armazenamento, conforme o número de bandas e o poder discriminatório intra-

específico de cada primer para cada espécie. 

 

 

 



Material e Métodos 

 54

4.6.4. Randomly Amplified Polymorphic DNA – RAPD 

A reação de RAPD foi padronizada com base nos estudos de Saarela et al. 

(1996) e Sansinforiano et al. (2001), na qual, cerca de 300ng de DNA foram adicionados a 

uma mistura de reagentes contendo solução tampão (10x Reaction Buffer Taq DNA 

Polymerase), 3,5 mM de MgCl2, 0,2 mM de cada dNTP – dATP, dCTP, dGTP e dTPT (100 

mM de dNTP Set, PCR Grade InvitrogenTM), 1,5 µM de primer, 5 U Taq DNA Polymerase 

(InvitrogenTM). 

Em seguida, essa mistura de reagentes foi submetida ao termociclador 

convencional (GeneAmp PCR System 2400 – Perkin Elmer), de acordo com a seguinte 

programação: desnaturação inicial a 94°c por 1 minuto, seguida de 40 ciclos com 

desnaturação a 94°C por 1 minuto, hibridização do primer a 40°C por 1 minuto e extensão 

a 72°C por 1 minuto, concluindo com extensão a 72°C por 5 minutos. Os produtos 

resultantes da amplificação por RAPD foram conservados a -20°C até a determinação dos 

perfis moleculares por eletroforese em gel de agarose. 

 

4.6.5. Eletroforese em gel de agarose 

Os produtos resultantes de RAPD foram analisados em eletroforese, em géis 

de agarose (InvitrogenTM) preparado na concentração de 1%. A eletroforese foi 

processada a 96V por 200 minutos em tampão Tris-Borato-EDTA (TBE) pH 8,0 (Anexo 3). 

Em cada gel foi incluído um padrão de peso molecular de 100pb (DNA Ladder – 

invitrogenTM). Após o término da separação eletroforética, os géis foram corados com 

brometo de etídio 0,5 µg/mL e as bandas formadas foram observadas com o auxilio de um 

transiluminador ultravioleta (Pharmacia LKB – Macro Vue).  
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4.6.6. Análise dos padrões eletroforéticos 

Os géis obtidos, como resultado da eletroforese dos produtos de RAPD, foram 

fotografados em equipamento Image Master-VDS (Pharmacia Biotech) e as imagens 

analisadas, comparando-se o padrão de bandas obtido no DNA extraído no tempo zero de 

armazenamento com o padrão fornecido pelas amostras após 6, 12 e 18 meses, em cada 

método de manutenção. A análise foi feita considerando-se o número de bandas obtido e 

observados os perfis quanto ao aparecimento e desaparecimento das bandas ao se utilizar 

como referência para cada espécie o perfil demonstrado com o DNA extraído antes do 

armazenamento (tempo “zero”). 
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5.1. Testes fenotípicos e extração de DNA para RAPD no tempo “zero” 

de armazenamento 

Todos os dados obtidos com os testes fenotípicos no tempo “zero” foram 

registrados para posterior comparação dos resultados com os testes realizados após o 

armazenamento das amostras. As Tabelas 1 e 2 expressam esses resultados para cada 

uma das seis espécies incluídas no estudo. 

 

 

Tabela 1 

Perfil fenotípico das amostras de leveduras quanto à assimilação e à fermentação de carboidratos. 
Resultados de testes feitos no tempo “zero” de armazenamento em comparação com dados obtidos 

dos registros do Banco CBS (CBS database) 

Assimilação de Carboidratos Fermentação de 
Carboidratos Amostras 

G S Ga R X T M L Me Ma G S Ga M L 

T0 + + - + + + + - - wd + + - - - 
C. utilis 

CBS + + - + + + + - - wd + + - - - 

T0 + + + - + + + - - + + - - - - 
C. parapsilosis 

CBS  + + + - + + + - - - + wd wd - - 

T0 + + + - + + + - - + + + + + - 
C. tropicalis 

CBS  + + + - + + + - - + + + + + - 

T0 + + + - + + + - - + + - - + - 
C. albicans 

CBS  + + + - + + + - - + + - wd + ? 

T0 + + + - + + + - - + + - + + - 
C. dubliniensis 

CBS  + + + - + + + - - + + - wd + - 

T0 + + + + + + - - - - + + - - - 
K. marxianus CBS 

1089* + + + + + wd - - - - + + wd - - 

T0: Tempo “zero”; G: Glicose; S: Sacarose; Ga: Galactose; R: Rafnose; X: Xilose: T: Trealose: M: Maltose: L: 
Lactose; Me: Melibiose: Ma: Manitol; wd: weak-delayed (positivo fraco e tardio); +: positivo; -: negativo; ?: 
não testado. 
* Por falta de dados da cepa IZ 1339, utilizamos como parâmetro os dados do CBS database referentes à cepa 
CBS 1089, da mesma espécie. 

 



Resultados 

 60

 

Tabela 2 

Perfil fenotípico das amostras de leveduras no tempo “zero” de armazenamento, para os testes de 
CHROMagar Candida®, Microcultivo, Tubo germinativo, crescimento em 45ºC e produção de 

enzimas proteolíticas e crescimento em caldo hipertônico. 

Fosfolipase Proteinase NaCl Cepa Colônia 
em CH Microcultivo TG Cresc. 

45ºC PZ Índice PZ Índice 6,5% 

C. utilis Púrpura PH raras e 
rudimentares - - 1 0 1 0 ++ 

C. parapsilosis Branca Presença de PH, 
característico - - 1 0 1 0 ++ 

C. tropicalis Azul Presença de PH, 
característico - + 1 0 0,33 2 ++ 

C. albicans Verde 
claro 

Clamidoconídios 
e PH ++ + 0,49 2 0,19 2 + 

C. dubliniensis Verde 
claro 

Clamidoconídios 
e PH ++ - 1 0 0,19 2 - 

K. marxianus Bege Presença de PH, 
característico - ++ 1 0 0,24 2 - 

CH: CHROMagar Candida®; PH: Pseudo-hifas; PZ: Zona de atividade enzimática; TG: Tubo germinativo; 
Índice: índice de atividade enzimática: 0 = negativa, 1 = postiva-moderada e 2 = positiva-elevada (Quadro 2 
– Material e Métodos); ++: fortemente positivo; +: positivo;  – : negativo. 

 

 

5.1.1. Extração de DNA tempo “zero” 

Todas as amostras tiveram seu DNA extraído em duplicata, no tempo “zero”, 

antes de submetidas aos diferentes métodos de conservação celular. Após a extração, 

foram feitas eletroforeses em gel de agarose com o DNA extraído para controle de 

qualidade da extração. Através deste gel, a presença de DNA foi confirmada pela 

formação de uma banda visível após coloração com brometo de etídio (Figura 1). O gel de 

qualidade permitiu que se aproximasse as quantidades de DNA entre as amostras com o 

intuito de evitar possíveis alterações oriundas da utilização de concentrações de DNA 

muito diferentes nos testes de RAPD. A solução de DNA obtida foi estocada em tubos 

‘eppendorf’ a uma temperatura de -20ºC para posterior utilização na reação de RAPD. 
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    1      2     3     4     5     6     7     8     9    10    11   12 

 
Figura 1 – Gel de qualidade de DNA. Canaleta 1: padrão 
de peso molecular 1Kb. Canaletas 2 a 12: amostras de 
solução de DNA após extração. O aparecimento de banda 
visível indica a presença de DNA na amostra.  

 

 

5.2. Reativação das cepas e análise da viabilidade celular 

Todas as seis espécies armazenadas em diferentes condições de manutenção 

foram reativadas a intervalos de tempo regulares de acordo com o método de 

armazenamento, como se segue: 

1 - Armazenamento em SDA – Transferências seriadas (SDA-TS): 1 mês 

2 - Armazenamento em água (A): 3 meses 

3 - Armazenamento em SDA sob óleo mineral (SDA-O): 3 meses 

4 – Congelamento YPD-glicerol 16% a -70ºC (C): 6 meses 

5 – Liofilização (L): 6 meses 

O crescimento do repique em SDA a partir da amostra armazenada foi positivo 

para todas as cepas testadas nos 5 métodos de armazenamento em cada repetição. A 

exceção ocorreu para a cepa CBS 7987 (C. dubliniensis), armazenada em SDA sob óleo 

mineral, que não apresentou crescimento em SDA no mês 12. Para reativá-la, foi 

adicionado caldo BHI à cultura, incubando-a em estufa a 30ºC por 48 horas, obtendo-se 

assim crescimento positivo. Embora este procedimento possibilitou a recuperação da 

amostra, esta foi inutilizada para os testes posteriores e a cepa foi armazenada 
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novamente em novos tubos, o que interrompeu a continuação das análises. Os resultados 

da avaliação da viabilidade celular em azul de metileno a 0,01% estão descritos na Tabela 

3. 

 

Tabela 3 

Viabilidade celular em azul de metileno para amostras de leveduras armazenadas em diferentes 
métodos de conservação. Média das seis espécies estudadas 

 SDA-TS Água SDA-O Liofilização -70ºC 

Período (meses) 9 18 9 18 9 18 6 18 6 18 

% média de 
células viáveis 

entre as 6 
espécies 

91 90 98,3 96,6 96 88,6* 97 92 91 87 

SDA-TS: Transferências seriadas em meio SDA; SDA-O: Manutenção em SDA sob óleo mineral.  
*Exceto CBS 7987 – C. dubliniensis, cuja % de células viáveis foi inferior a 50% e o crescimento inicial em 
SDA foi negativo na reativação com 12 meses de conservação. 

 

 

5.3. Testes fenotípicos para cada intervalo de tempo nos diferentes 

métodos de armazenamento 

 

5.3.1. CHROMagar Candida® 

Havendo crescimento das amostras em SDA, foram feitos os cultivos em 

CHROMagar Candida® para atestar a pureza e a manutenção das características das 

colônias. Todas as amostras em todos os sistemas de conservação, ao serem reativadas, 

mostraram-se puras quando cultivadas neste meio, não apresentando vestígios de 

contaminação bacteriana ou por outra espécie de levedura. Foi possível verificar que as 

leveduras estudadas mantiveram suas características, como coloração e textura das 

colônias, não sofrendo alterações visíveis nestes aspectos durante todo o período em que 

permaneceram armazenadas. O aspecto do cultivo de todas as amostras estudadas 
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apresentou-se sempre com colônias cremosas e brilhantes e a coloração obtida para cada 

espécie está demonstrada nas Figuras 2 e 3. 

 

 

 
Figura 2 – Cultivos de leveduras em CHROMagar Candida®. Relação de 
espécies com a coloração das colônias: A: bege – K. marxianus IZ 1339, B e 
C: verdes – C. albicans CBS 562 e C. dubliniensis CBS 7987, D: púrpura – C. 
utilis CBS 5609, E: branca – C. parapsilosis CBS 604 e F: azul – C. tropicalis 
CBS 94. 

 

 

 

 
Figura 3 – Cultivo de 48 horas de C. 
albicans em CHROMagar Candida®. 
Colônias verdes cremosas e 
homogêneas. 

 Figura 4 – Placa de SDA com cultivo 
de três espécies de leveduras, 
incubada à 45ºC. 

 

 

A 

B 

C 

D

E 

F
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5.3.2. Teste de crescimento em 45ºC 

No teste de crescimento em temperatura de 45ºC, todas as espécies 

analisadas, armazenadas por cinco técnicas de conservação, não sofreram alterações nos 

seus resultados, permanecendo o mesmo perfil observado no teste inicial (tempo “zero”). 

A Figura 4 demonstra uma placa com cultivo de três espécies de levedura após incubação 

a 45ºC por 48 horas. 

 

5.3.3. Micromorfologia e formação de tubo germinativo 

A prova do microcultivo mostrou características estáveis quanto à produção e 

arranjo de blastoconídios e pseudo-hifas, para todas as espécies após serem armazenadas 

nos diferentes métodos de preservação, com leituras em 48 horas de incubação (Figura 

5). Os perfis morfológicos das cepas CBS 7987 (C. dubliniensis) e CBS 562 (C. albicans) 

não foram alterados, porém, a produção de clamidoconídios, característica destas duas 

espécies, foi mais lenta em alguns ensaios. Ambas as espécies apresentaram produção 

abundante desta estrutura no teste realizado no tempo “zero”. Após o armazenamento, os 

ensaios relacionados no quadro abaixo tiveram a produção de clamidoconidios escassa 

com positivação depois de 72 ou 96 horas de incubação.  

 

Quadro 3 

Ensaios com produção de clamidoconidios com mais de 48 horas de incubação para C. albicans e C. 
dubliniensis 

Cepa Produção de clamidoconídio com 72 ou 96 horas 
CBS 562 

C. albicans 
- SDA - Transferência seriada / 11meses 
- Água / 15 meses 
- SDA - Óleo / 15 meses 
- Liofilização / 12 meses 

CBS 7987 
C. dubliniensis 

- SDA - Transferência seriada / 6, 11, 12 e 15 meses 
- Água / 6, 12 e 15 meses 
- Liofilização / 12 e 18 meses 
- Congelamento / 18 meses 

 



Resultados 

 65

Tanto C. albicans como C. dubliniensis apresentaram formação positiva de 

tubo germinativo em soro humano em todos os testes realizados neste período, com 

leituras realizadas entre 2 horas e 2 horas e 30’ de incubação. As demais espécies foram 

sempre negativas para este teste. 

 

AA))  

  

BB))  

  
CC))  

  

DD))  

  
EE))  

  

FF))  

  
Figura 5 – Micromorfologia vista em cultivo em Ágar Fubá das seis amostras de leveduras 
estudadas. A: CBS 5609 C. utilis, B: CBS 604 C. parapsilosis, C: CBS 94 C. tropicalis, D: CBS 562 
C. albicans, E: CBS 7987 C. dubliniensis e F: IZ 1339 K. marxianus (C. kefyr). Observar 
clamidoconídios indicados pelas setas. 
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5.3.4. Assimilação e fermentação de carboidratos 

O perfil de assimilação e fermentação de carboidratos não apresentaram 

modificações nos seus resultados após armazenamento pelos 5 métodos testados, 

considerando-se todas as amostras estudadas, durante o período analisado (Figuras 6 e 

7). Em alguns ensaios, foi observado que a assimilação ou a fermentação de determinados 

carboidratos por algumas amostras apresentou-se mais lenta, não comprometendo, 

entretanto, o resultado final. 

 

 

 
Figura 6 – Assimilação de 
carboidratos. A presença de halo de 
turvação no ponto onde foi 
adicionado o carboidrato indica 
assimilação positiva do mesmo. 

 Figura 7 – Fermentação de 
carboidratos. Reação positiva 
evidenciada pela mudança de 
coloração do meio de roxo para 
amarelo e formação de bolhas de gás. 

 

5.3.5. Produção de proteinases e fosfolipases: 

A maioria das espécies analisadas apresentou pequenas variações no perfil de 

produção de enzimas proteolíticas (proteinases e fosfolipases) com o decorrer do tempo 

de conservação, para pelo menos uma classe de enzimas. Tais alterações foram 

detectadas em testes isolados, que em geral não se mantinham estáveis, voltando a 

apresentar resultados iguais ao tempo “zero” em testes subseqüentes (Quadros 4 e 5). A 

cepa que apresentou maior número de ensaios com alterações foi a CBS 604 (C. 

parapasilosis) para proteinase. Para esta cepa, dentre todos os ensaios de produção de 

proteinase executados, 41% apresentaram resultados diferentes com relação ao 
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apresentado no tempo “zero” (Tabela 4). Um modelo de teste de atividade enzimática 

para fosfolipases e proteinases está expresso na Figura 8. 

 

Quadro 4 

Relação de ensaios de atividade de proteinases de cepas conservadas em diferentes métodos, 
com resultados diferentes em relação ao tempo “zero” de armazenamento 

Testes com variações em relação ao tempo “zero” 
 

PZ Tempo 
“zero” (índice 

de PZ) 
Método de 

conservação 
Tempo 

(meses) 
Valores de PZ 

(índice*) 
C. utilis 

CBS 5609 PZ=1 (0) _ _ _ 

C. parapsilosis 
CBS 604 PZ=1 (0) 

SDA-TS 
 
 
 
 
 
 
 
 

Água 
 
 

SDA-O 
 
 

Liofilização 
Congelamento 

1 m 
2 m 
3 m 
4 m 
7 m 
8 m 
9 m 
10 m 
14 m 
9 m 
12 m 
18 m 
3 m 
9 m 
12 m 
6 m 
6 m 

0,26 (2) 
0,22(2) 
0,35 (2) 
0,53 (2) 
0,34 (2) 
0,27 (2) 
0,33 (2) 
0,31 (2) 
0,3 (2) 
0,36 (2) 
0,3 (2) 
0,53 (2) 
0,36 (2) 
0,3 (2) 
0,28 (2) 
0,32 (2) 
0,33 (2) 

C. tropicalis 
CBS 94 PZ=0,33 (2) SDA-TS 

 
3 m 
5 m 

0,66 (1) 
0,75 (1) 

C. albicans 
CBS 562 PZ = 0,19 (2) _ _ _ 

C. dubliniensis 
CBS 7987 PZ = 0,19 (2) _ _ _ 

K. marxianus 
IZ 1339 PZ = 0,24 (2) 

SDA-TS 
Água 

 
SDA-O 

Liofilização 
Congelamento 

 

15 m 
6 m 
15 m 
15 m 
18 m 
12 m 
18 m 

1 (0) 
1 (0) 
1 (0) 
1 (0) 
1 (0) 
1 (0) 
1 (0) 

*PZ: Zona de atividade enzimática; índice 0: atividade enzimática negativa; 1: atividade positiva – média; 2: 
atividade positiva – elevada (ver Quadro 2 – Material e Métodos). 
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Quadro 5 

Relação de ensaios de atividade de fosfolipases de cepas conservadas em diferentes métodos, 
com resultados diferentes em relação ao tempo “zero” de armazenamento 

Testes com variações em relação ao tempo “zero” 
 

PZ Tempo 
“zero” (índice 

de PZ) 
Método de 

conservação 
Tempo 

(meses) 
Valores de PZ 

(índice*) 
C. utilis 

CBS 5609 PZ=1 (0) _ _ _ 

C. parapsilosis 
CBS 604 PZ=1 (0) SDA-TS 

 
4 m 
5 m 

0,75 (1) 
0,82 (1) 

C. tropicalis 
CBS 94 PZ=1 (0) 

SDA-TS 
 
 
 

1 m 
2 m 
4 m 
5 m 

0,71 (1) 
0,72 (1) 
0,8 (1) 
0,76 (1) 

C. albicans 
CBS 562 PZ = 0,49 (2) 

SDA-TS 
 
 

SDA-O 
Liofilização 

1 m 
2 m 
6 m 
6 m 
6 m 

1 (0) 
0,71 (1) 
0,66 (1) 
0,8 (1) 
0,65 (1) 

C. dubliniensis 
CBS 7987 PZ = 1 (0) _ _ _ 

K. marxianus 
IZ 1339 PZ = 1 (0) _ _ _ 

* índice 0: atividade enzimática negativa; 1: atividade positiva–moderada; 2: atividade positiva–elevada (ver 
Quadro 2 – Material e Métodos). 

 

 

A) 

 

B) 

 
Figura 8 – Teste de fosfolipase (A) e proteinase (B). 1 – negativa; 2 – positiva-
moderada e 3 – positiva-elevada. 

 
 
 
 
 
 

1 

2 3 

1 

2 

3 



Resultados 

 69

Tabela 4 

Índices de atividade enzimática para fosfolipase e proteinase testados em diferentes períodos de 
tempo de armazenamento das amostras, sob diferentes condições 

  N. de resultados enquadrados por índice de atividade enzimática 

Fostolipase Proteinase C. utilis 
CBS 5609 

n. de testes 
realizados 
no período índice 0 índice 1 índice 2  índice 0 índice 1 índice 2 

SDA-TS 19 19 0 0 19 0 0 

Água 7 7 0 0 7 0 0 

SDA-O 7 7 0 0 7 0 0 

Liofilização 4 4 0 0 4 0 0 

-70°C 4 4 0 0 4 0 0 

C. parapsilosis 
CBS 604        

SDA-TS 19 17 2 0 10 0 9 

Água 7 7 0 0 4 0 3 

SDA-O 7 7 0 0 4 0 3 

Liofilização 4 4 0 0 3 0 1 

-70°C 4 4 0 0 3 0 1 
C. tropicalis  

CBS 94        

SDA-TS 19 15 4 0 0 2 17 

Água 7 7 0 0 0 0 7 

SDA-O 7 7 0 0 0 0 7 

Liofilização 4 4 0 0 0 0 4 

-70°C 4 4 0 0 0 0 4 

C. albicans  
CBS 562        

SDA-TS 19 1 2 16 0 0 19 

Água 7 0 0 7 0 0 7 

SDA-O 7 0 1 6 0 0 7 

Liofilização 4 0 1 3 0 0 4 

-70°C 4 0 0 4 0 0 4 

C. dubliniensis 
CBS 7987        

SDA-TS 19 19 0 0 0 0 19 

Água 7 7 0 0 0 0 7 

SDA-O 5 5 0 0 0 0 5 

Liofilização 4 4 0 0 0 0 4 

-70°C 4 4 0 0 0 0 4 

K. marxianus  
IZ 1339        

SDA-TS 19 19 0 0 1 0 18 

Água 7 7 0 0 2 0 5 

SDA-O 7 7 0 0 1 0 6 

Liofilização 4 4 0 0 1 0 3 

-70°C 4 4 0 0 2 0 2 
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5.3.6. Crescimento em Caldo Sabouraud Hipertônico (NaCl 6,5%) 

Para este teste, as cepas CBS 604 (C. parapsilosis) CBS 94 (C. tropicalis) e CBS 

7987 (C. dubliniensis) e IZ 1339 (K. marxianus) não apresentaram alterações em seu perfil 

obtido no tempo “zero” de armazenamento, em nenhum dos testes para todos os métodos 

de conservação empregados. A cepa 5609 (C. utilis), que no primeiro teste apresentou 

crescimento positivo, não cresceu neste meio nos seguintes ensaios: SDA-TS – 11 meses; 

Água – 12 meses e SDA-O – 12 meses. Estas alterações ocorreram em ensaios isolados, 

sendo que a cepa readquiriu sua capacidade de crescer no meio hipertônico nos ensaios 

subseqüentes. Para a cepa CBS 562 (C. albicans) a habilidade de crescer em meio 

hipertônico foi perdida em ensaios feitos para amostras de todos os métodos de 

conservação. No meio SDA-TS e na Água as amostras começaram a ser negativas para 

este teste com 12 meses de conservação e para SDA-O com 9 meses, sendo que para 

estes três métodos não houve retomada de crescimento nos ensaios subseqüentes até 18 

meses de armazenamento, quando foram finalizados os testes. Para as amostras 

liofilizadas, o crescimento em meio hipertônico foi negativo no ensaio do mês 12 e 

retomada a positividade no ensaio seguinte (mês 18). Com relação às amostras 

congeladas, os ensaios foram negativos para o mês 6 e 12, retomando a capacidade de 

crescimento no mês 18. 

 

5.4. Perfil genotípico por RAPD 

Sete primers foram testados em reações de RAPD com todas as seis espécies 

incluídas no estudo. De acordo com o perfil e o número de bandas obtidos (entre 8 e 10 

bandas), dois primers com melhor padrão e melhor poder discriminatório foram escolhidos 

para cada cepa, como se segue: 
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CBS 5609 – primers AP3 e OPA-02 

CBS 604 – primers AP3 e OPA-09 

CBS 94 – primers AP3 e RP4-2 

CBS 562 – primers AP3 e OPA-09 

CBS 7987 – primers R108  e OPA-09  

IZ 1339 – primers R108 e OPA-02  

 

Após escolhidos os primers, foram feitas as reações de RAPD com DNA 

extraído de cada cepa no tempo “zero” e a cada seis meses para cada método de 

armazenamento. Todos as amplificações por RAPD foram repetidas pelo menos por duas 

vezes para atestar sua reprodutibilidade. As bandas mais intensas obtidas em cada padrão 

foram reprodutíveis, mesmo com diferentes extrações de DNA de uma mesma amostra. 

Porém, diferenças foram observadas em algumas bandas de baixa densidade. Entretanto, 

em análises comparativas, somente as bandas de maior densidade são utilizadas. Cada 

primer gerou entre 7 e 14 bandas de maior densidade, com uma média de 9 bandas para 

cada padrão obtido entre as seis espécies analisadas. 

As Figuras 9 e 10 demonstram os padrões observados das espécies testadas, 

após eletroforese em gel de agarose com um dos primers testados. Os perfis de RAPD 

obtidos com DNA extraído nos tempos 6, 12 e 18 meses não apresentaram diferenças 

entre si ou quanto comparados com o perfil de RAPD obtido com DNA do tempo “zero” em 

todas as espécies testadas com dois primers diferentes. Este resultado se manteve em 

pelo menos duas reações de RAPD independentes. 

 

 



Resultados 

 72

   PM    T0    S6   S12   S18   A6  A12  A18   O6   O12  O18   L6   L12   L18   C6   C12  C18  

  
      
      PM     T0    S6   S12   S18   A6  A12  A18   O6   O12  O18   L6   L12   L18   C6   C12   C18     

  
     
    PM    T0    S6   S12   S18   A6   A12  A18  O6   O12 O18    L6   L12   L18   C6   C12   C18    

  

Figura 9 – Perfis eletroforéticos dos padrões de RAPD de C. utilis (CBS 5609), C. parapsilosis (CBS 
604) e C. tropicalis (CBS 94), antes e após manutenção laboratorial por cinco diferentes métodos. 
PM: padrão de peso molecular 100bp (DNA Ladder – Pharmacya Biotech); T0: tempo “zero” de 
armazenamento; S: SDA-transferências seriadas; A: água; O: óleo; L: liofilização: C: congelamento. 
Os números 6, 12 e 18 indicam o tempo de armazenamento em meses. 
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   PM    T0    S6    S12  S18   A6   A12  A18   O6  O12  O18    L6   L12   L18   C6   C12  C18  

  
      
      PM    T0    S6   S12   S18   A6   A12  A18   O6   O12  O18   L6   L12   L18   C6   C12   C18     

 
    
   PM    T0    S6   S12   S18   A6   A12  A18   O6   O12  O18  L6   L12   L18   C6   C12   C18    

  

Figura 10 – Perfis eletroforéticos dos padrões de RAPD de C. albicans (CBS 562), C. dubliniensis 
(CBS 7987) e K. marxianus (IZ 1339), antes e após manutenção laboratorial por cinco diferentes 
métodos. PM: padrão de peso molecular 100bp (DNA Ladder – Pharmacya Biotech); T0: tempo 
“zero” de armazenamento; S: SDA-transferências seriadas; A: água; O: óleo; L: liofilização: C: 
congelamento. Os números 6, 12 e 18 indicam o tempo de armazenamento em meses. 
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Diversos métodos vêm sendo empregados para conservação de fungos 

apresentando cada um deles, vantagens e desvantagens. Importantes características 

podem ser perdidas, dependendo do método de preservação aplicado. Tais perdas 

justificam a tentativa de selecionar e implementar os métodos de conservação de 

microrganismos, especialmente para cepas industriais e de laboratórios de pesquisa. Na 

escolha de um método para preservação de um determinado grupamento de fungos, deve 

ser levada em consideração a capacidade de manutenção das características fenotípicas, 

genotípicas e patogênicas das cepas estocadas. Assim, o emprego de sistemas adequados 

de conservação de microrganismos, que permitam o manuseio de amostras fenotípica e 

genotipicamente estáveis, deve fazer parte da preocupação de cientistas e pesquisadores 

da área. (Kirsop & Snell, 1984; Ferreira da Silva et al., 1992; Santos et al., 2002; Girão et 

al., 2004). 

No presente estudo, foi avaliada a viabilidade e as características fenotípicas 

de seis espécies de leveduras armazenadas em cinco métodos de preservação 

freqüentemente utilizados. As espécies foram escolhidas com base na disponibilidade em 

nosso laboratório e de acordo com suas propriedades. Além disso, o comportamento das 

seis espécies escolhidas em relação a sua conservação laboratorial pode servir de base 

para estudos com outras espécies, com objetivos específicos. As cepas de Candida 

albicans, C. parapasilosis, C. tropicalis e C. dubliniensis fazem parte de um grupo de 

leveduras patogênicas que são citadas na literatura como participantes comuns em 

diversos processos infecciosos e, portanto, são amplamente estudadas justificando a 

necessidade de serem mantidas em laboratório (Hazen, 1995; Coleman et al., 1998). Já as 

espécies C. utilis e Kluyveromyces marxianus (fase anamorfa Candida kefyr) são de 

importância industrial. C. utilis (antigamente classificada como Torulopsis utilis) é a 

levedura conhecida como "Fermento" de Torula. Esta levedura é importante porque pode 

utilizar as pentoses da polpa de madeira processada, utilizada na indústria de papel. A 

espécie K. marxianus é uma levedura útil na indústria de laticínios, conhecida como o 

"fermento" do soro, que pode utilizar o açúcar do leite, ou lactose como substrato. (Stone, 

1998; Revillion, 2003). 
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O período analisado foi de 18 meses para cada uma das técnicas empregadas. 

Para este período, os resultados obtidos demonstraram que dentre os cinco métodos 

testados, foi possível manter a viabilidade das espécies estudadas em quatro deles. 

Embora, para a maioria das espécies incluídas no estudo, o método de conservação em 

Sabouraud Dextrose ágar sob óleo mineral foi bastante satisfatório em manter a 

viabilidade das amostras, a cepa CBS 7987 (C. dubliniensis) perdeu sua viabilidade em 

ambos os tubos armazenados em duplicata, após 12 meses de conservação neste meio. A 

baixa viabilidade celular de cepas preservadas sob óleo mineral pode estar relacionada à 

características genéticas e/ou à variações nos atributos das células preservadas e na 

técnica empregada. Um fator determinante na queda da viabilidade é o uso de inóculo 

proveniente de culturas velhas e a profundidade da camada de óleo mineral sobre a 

cultura (Mendes da Silva et al., 1994). Em nossa pesquisa, foram utilizados inóculos de 

culturas novas, com no máximo 48 horas de crescimento, e a profundidade da camada de 

óleo mineral, embora não foi precisamente medida, não apresentou variações 

significativas entre as amostras. Todos os tubos tinham a mesma altura e diâmetro, 

contendo a mesma quantidade de meio em cada um e, portanto, quantidades 

aproximadas de óleo mineral, sendo observado o quesito da total cobertura da cultura 

pelo óleo. Os tubos com óleo mineral foram mantidos sob refrigeração (entre 4 e 8ºC), o 

que pode contribuir para aumentar o tempo de sobrevida pois, a temperatura mais baixa 

diminui os níveis matabólicos da levedura diminuindo o acúmulo de produtos tóxicos.  

A baixa viabilidade da amostra de C. dubliniensis encontrada em nosso estudo, 

pode estar relacionada com fatores da própria cepa. Em razão disso foi possível confirmar 

que o armazenamento em óleo não permite que se mantenha a viabilidade satisfatória em 

períodos prolongados para todas as espécies, a exemplo de C. dubliniensis. Pesquisas 

demonstram que diferentes espécies dentro de um mesmo gênero de leveduras podem 

apresentar comportamento diferenciado com relação às condições de manutenção 

laboratorial (Kirsop & Snell, 1984; Odds, 1991; Girão et al., 2004) Portanto, a 

transferência das amostras para tubos novos em intervalos menores deve ser considerada, 

sendo que 12 meses parece ser um tempo satisfatório. Kirsop & Snell (1984) estimaram o 

tempo e preservação de leveduras sob óleo mineral em 2 anos. Mendes da Silva et al. 

(1994) encontraram uma baixa porcentagem (26%) de viabilidade entre cepas de 
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Paracoccidioides brasiliensis armazenadas sob óleo mineral por mais de 10 anos. Tais 

resultados sugerem que, tempos prolongados de manutenção para este tipo de processo, 

devem ser evitados. 

Com relação aos outros métodos de armazenamento testados nesta pesquisa, 

a viabilidade celular das amostras demonstrou resultados condizentes com a literatura. 

Tanto as transferências seriadas, como a manutenção em água, o congelamento e a 

liofilização, mostraram ser métodos eficientes no armazenamento das diferentes espécies 

de leveduras. Os métodos que proporcionaram maior e menor porcentagem de células 

viáveis aos 18 meses de conservação foram respectivamente, a água com 96% e as 

transferências seriadas com 88% (contagem em azul de metileno). No entanto, em todos 

os métodos foi possível a reativação da amostra pelo crescimento em SDA. Ou seja, 

obtivemos 100% de sobrevida das culturas armazenados pelas técnicas de conservação 

acima citadas. A transferência seriada em meios sólidos é bastante simples e barata. 

Porém, apresenta como desvantagens a necessidade de recursos econômicos e de mão de 

obra para os constantes subcultivos, além de ter sido mencionada a ocorrência de 

variações nas propriedades fisiológicas e morfológicas das cepas, e a possibilidade da 

ocorrência de seleção de mutantes (Kirsop & Snell, 1984; Hawksworth, 1985; Ferreira da 

Silva et al., 1992). 

O tempo de avaliação de nossas amostras foi relativamente curto quando 

comparado com outros trabalhos publicados, entretanto, a observação das culturas 

armazenadas durante 18 meses nos permitiu confirmar aspectos já mencionados na 

literatura. A técnica de transferências seriadas pode ser aplicada para culturas não muito 

numerosas, mantidas sob refrigeração. Embora o intervalo entre os repiques praticado 

nesta pesquisa foi de 1 mês, há a possibilidade de utilização de intervalos maiores, entre 

três e quatro meses entre os repiques, sem que se perca a viabilidade. Segundo Ferreira 

da Silva et al. (1992), a recuperação celular pode ser feita em até 10 meses sem 

transferências para meios novos. As culturas mantidas em óleo mineral que ainda estavam 

viáveis depois de transcorridos os 18 meses avaliados nesta pesquisa, passaram a 

apresentar um aspecto diferenciado com o passar do tempo. Algumas modificações no 

aspecto destas culturas foram observadas como, escurecimento da camada de células 
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sobre o ágar (mudança da coloração das colônias de bege ou branca para marrom), 

escurecimento do ágar e aspecto envelhecido da cultura. Estes aspectos, no entanto, não 

são observados em culturas jovens, de repiques recentes.  

Entre as amostras preservadas em água destilada, não foi observada nenhuma 

alteração nas suspensões ou indícios de contaminação em todo o período do estudo. 

Considerando que a viabilidade celular foi satisfatória aos 18 meses de armazenamento 

para todas as espécies, a preservação de leveduras em água se mostra eficaz para este 

período, sendo provável que esta técnica seja igualmente útil para períodos maiores de 

preservação, conforme indicado por outros autores. Num período avaliado entre 12 e 60 

meses, McGinnis et al. (1974) obtiveram um índice de 93% de sobrevida de culturas de 

fungos, incluindo leveduras, mantidos em água destilada. Entretanto, este método não 

proporcionou sucesso na manutenção de leveduras do gênero Malassezia, devido ao fato 

deste grupo de microrganismos ter como características, exigências nutricionais incomuns, 

como a necessidade de suprimento de lipídeos no meio (Crespo et al., 2000). Para 

Rodrigues et al. (1992), os melhores resultados de viabilidade entre diferentes 

microrganismos armazenados em água foram obtidos pelo grupo das leveduras (cerca de 

100%), após um período de 24 meses. Já Odds (1991) mencionou uma taxa de sobrevida 

de 96% após 10 anos de armazenamento de leveduras em água destilada. 

Para se avaliar o período limite de armazenamento pelas técnicas de 

liofilização e congelamento, seria necessário estender o estudo por mais alguns anos. 

Avaliações futuras poderão ser feitas para melhor se estimar o tempo de preservação 

destes organismos por estes métodos. Na literatura, tais técnicas de conservação de 

culturas de microrganismos são mencionadas como sendo úteis em manutenções por 

períodos prolongados. Apesar do processo inicial ser agressivo para a célula, a utilização 

de crioprotetores pode permitir um armazenamento por vários anos, mantendo-se a 

estabilidade da amostra (Spencer & Spencer, 1996; Diniz-Mendes et al., 1999). Dentre 18 

amostras de fungos avaliadas quanto a viabilidade depois de mantidas por processo de 

liofilização, 10 permaneceram viáveis durante 34 anos (Ashcar et al., 1988). Outros 

autores também reportaram bons resultados para armazenamento de fungos por 

liofilização. Num estudo avaliando a viabilidade de microrganismos liofilizados, dentre as 
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18 espécies de fungos analisadas, 13 apresentaram sobrevida em mais de 80% das 

culturas, após um período de cinco a seis anos (Antheunisse, 1973). Qiangqiang et al. 

(1998) encontraram valores semelhantes, com 87,2% de sobrevida entre diferentes 

espécies de fungos liofilizados e 89,7% para fungos armazenados em água, após 12 anos 

de conservação. 

A ocorrência de modificações fenotípicas em amostras de microrganismos, 

após armazenamento das células, tem sido reportada na literatura. Para Mendes da Silva 

et al. (1994), os riscos de variações morfológicas e fisiológicas aumentam quando o 

inóculo consiste de células velhas, nas quais o acúmulo de produtos resultantes do 

metabolismo pode estimular processos mutagênicos. Alterações morfológicas em cepas de 

P. brasiliensis, após armazenados em meio sólido sob óleo mineral, foram observadas  por 

alguns autores. Fungos dimórficos, que mudam sua morfologia de levedura para hifa em 

diferentes temperaturas, como P. brasiliensis e Blastomyces dermatitidis, podem perder 

sua habilidade de completar o processo de dimorfismo após longos períodos de 

conservação por esta técnica, mesmo após passagem “in vivo” (Mendes da Silva et al., 

1994; Lima et al., 2004). Ferreira da Silva et al. (1992) detectaram pequenas reduções no 

rendimento da produção de etanol por leveduras fermentadoras após armazenamento em 

4 diferentes métodos. Girão et al. (2004) encontraram diferenças na positividade da prova 

da urease por Malassezia paquydermatis, após 9 meses de preservação em dois tipos de 

meio. Por outro lado, Ashcar et al. (1988), avaliando culturas de fungos após processo de 

liofilização por 34 anos, observaram que, das 18 culturas liofilizadas, 10 permaneceram 

viáveis, conservando suas características morfológicas e fisiológicas compatíveis com as 

descrições padrões, e as culturas de Candida albicans, Cryptococcus neoformans e 

Sporothrix schenckii conservaram a sua patogenicidade, verificada através de inoculações 

experimentais.  

No presente estudo, foi analisado o comportamento das leveduras frente a 

diferentes provas fenotípicas em testes repetidos sistematicamente. Na literatura atual, 

não foram encontrados trabalhos similares que abordassem uma ampla avaliação de 

várias características morfológicas, fisiológicas e bioquímicas das amostras. Atualmente, 

muitas pesquisas são realizadas com ênfase na conservação de microrganismos em 
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laboratório, para finalidades diversas, sejam elas estudos retrospectivos, prospectivos, 

inoculações em animais, estudos epidemiológicos, entre outras finalidades. A proposta 

desta pesquisa foi também, avaliar possíveis alterações no perfil fenotípico das leveduras 

armazenadas, através de testes comumente utilizados para sua identificação, tipagem, 

caracterização, e na avaliação da produção de enzimas e fatores de virulência. Tais 

metodologias são, muitas vezes, aplicadas em cepas armazenadas em laboratório.  

Para a avaliação dos caracteres morfológicos, foram empregados os testes de 

micromorfologia e análise visual das colônias. Todas as amostras permaneceram com suas 

características estáveis, tanto macro, como microscopicamente. As características coloniais 

das amostras permaneceram inalteradas em todos os ensaios. A utilização de substratos 

presentes no meio cromogêncio CHROMagar Candida® também não foi alterada em 

nenhum momento, sendo que todos os ensaios com este meio mantiveram os resultados 

iguais ao perfil inicial. Isto demonstra que os métodos de conservação empregados são 

compatíveis com a manutenção das características morfológicas estudadas. 

Uma propriedade distinta de C. albicans é a sua habilidade em produzir 

clamidoconídios, compartilhada apenas com sua espécie mais próxima C. dubliniensis. Tal 

característica é amplamente empregada na identificação destas espécies. A produção 

destas estruturas pelas espécies C. albicans e C. dubliniensis, se tornou mais lenta e 

escassa em alguns ensaios realizados nesta pesquisa, positivando apenas após 72 ou 96 

horas, quando inicialmente este tempo foi de 48 horas. Em um dos ensaios não houve 

produção deste tipo celular mesmo após 96 horas, porém ao ser repetido o teste voltou a 

positivar, ainda que lentamente (96 horas). Não houve, portanto, prejuízo na capacidade 

de produção de clamidoconídios e sim na velocidade e na quantidade desta produção após 

estímulo. Clamidoconídios são células arredondadas, com dupla parede e ricas em RNA, 

consideradas como esporos de resistência e formadas em situações específicas, nas 

terminações das hifas ou pseudo-hifas. Estas formações podem ser induzidas em meios 

pobres em nutrientes, como é o caso do ágar-fubá, em situações de disponibilidade 

limitada de oxigênio, em temperaturas inferiores à faixa ótima de crescimento. (Odds, 

1988; Nobile et al., 2003). Os testes de microcultivo que apresentaram produção de 

clamidoconídios mais lenta ocorreram para amostras conservadas em todos os métodos de 
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armazenamento, no entanto, em ensaios subseqüentes, a cepa voltava ao perfil original. 

Esta ocorrência não prejudicou a caracterização da amostra nos respectivos períodos em 

questão. A produção de clamidoconídios é um processo morfogenético regulado por genes 

que respondem a sinais ambientais. Por razões desconhecidas, em algum momento, uma 

amostra de levedura pode responder mais demoradamente a um estimulo externo para 

apresentar uma determinada característica fenotípica (Nobile et al., 2003; Staib & 

Morschhauser, 2005). Desta forma, a habilidade em produzir clamidoconídios pode ser 

empregada na caracterização de amostras de leveduras armazenadas, repetindo-se as 

leituras diariamente, até pelo menos 96 horas. A revitalização das cepas com dois ou três 

repiques antes dos testes pode também contribuir para a diminuição de possíveis 

resultados falsos negativos. 

A formação de tubo germinativo por C. albicans e C. dubliniensis é, na 

verdade, o inicio do processo de filamentação da levedura, que altera seu estado 

morfológico quando cultivada em células de tecido ou soro a 37ºC. Em nosso estudo, a 

habilidade de formação desta estrutura pelas espécies acima mencionadas não foi 

comprometida após armazenamento das cepas em nenhum dos métodos de conservação 

avaliados. Esse dado demonstra que tal característica aparentemente não sofre influência 

direta do modo como a amostra é armazenada, sendo um mecanismo muito bem regulado 

pela célula, envolvido com a sua patogenicidade. A conversão da faze de levedura para 

hifa, in vitro, parece ser controlada por substâncias produzidas pela própria levedura e 

pode sofrer influências de fatores como concentração de componentes nutricionais, tensão 

de oxigênio, pH e concentração de células na cultura. Entretanto, a liberação destas 

substâncias reguladoras não é influenciada por processos como liofilização, ou 

aquecimento (Hazen & Cutler 1979; Hanaoka et al., 2005). 

Outra análise fenotípica realizada nesta pesquisa foi baseada na capacidade de 

crescimento das leveduras a 45ºC. Nenhum ensaio de crescimento a 45ºC mostrou 

resultados alterados em relação aos perfis obtidos nos testes iniciais. Todas as amostras 

intolerantes a esta temperatura, conforme o esperado, permaneceram com esta 

característica estável.  As espécies tolerantes também não perderam esta habilidade, o 

que nos permite observar que os mecanismos envolvidos na adaptação das células a 
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elevações de temperatura não foram perdidos. Tais mecanismos podem ser decorrentes 

de expressões genéticas estáveis e bem reguladas pela célula.  Por exemplo, a 

composição lipídica da membrana plasmática e a composição citocrômica de frações 

mitocondriais, em leveduras termofílicas, foram diferentes do que o observado para outros 

grupos, mostrando que as propriedades das membranas biológicas interferem na 

habilidade dos microrganismos em crescer e se reproduzir em diferentes ambientes 

térmicos, como demonstram Arthur & Watson (1976). Condições ambientais sob as quais 

são mantidas as cepas podem não ter tanta influencia sob estas características, mesmo 

que o armazenamento das culturas representa um fator de estresse para as células. Para 

Saccharomyces cerevisiae, a produção de uma proteína de choque-térmico representa um 

importante fator para a termotolerância desta levedura, a qual é altamente conservada 

(Lindquist & Kim, 1996). 

Foi observado em nosso estudo que, em geral, o perfil de assimilação e 

fermentação de carboidratos pelas leveduras avaliadas, se mostrou bastante estável, não 

se alterando após conservação laboratorial das amostras pelos cinco diferentes métodos. 

Entretanto, em alguns ensaios, a assimilação de determinados carboidratos apresentou-se 

mais lenta, porém positivando com até 96 horas de incubação. Estes testes, ao serem 

repetidos voltaram a apresentar resposta mais rápida na assimilação dos mesmos 

carboidratos, confirmando a positividade do teste. Estas observações confirmam que, 

embora passível de ser influenciada pelas condições em que são mantidas as cepas, a 

utilização de açúcares como fonte de carbono não parece ser instável. O padrão de 

utilização de carboidratos são os métodos mais amplamente utilizados para uma definitiva 

identificação de leveduras de interesse clínico. O teste verifica a capacidade de um isolado 

em utilizar um carboidrato especifico ou de fermentá-lo, sendo a única fonte de carbono 

disponível. Ausência de crescimento indica a ausência de enzimas para a utilização do 

carboidrato testado (Sandiven, 1990). O perfil de utilização de carboidratos pode ser 

variável dentro de uma mesma espécie, talvez em decorrência de mutações perpetuadas 

por uma cepa. O estado fisiológico de uma levedura depende, em grande parte, das 

condições do ambiente. A expressão de grupos enzimáticos pode ser influenciada pela 

presença ou ausência de oxigênio. Adicionalmente, a fonte de carbono ou energia pode 
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também ser utilizada para promover modificações metabólicas na célula (Kärenlampi et 

al., 1981). 

Neste estudo, foi avaliado o crescimento das leveduras em meio líquido 

contendo elevadas concentrações de NaCl (6,5%). No teste inicial, a amostra de C. utilis 

apresentou-se com crescimento positivo em caldo hipertônico, mudando para negativo em 

alguns testes. Nos ensaios que se seguiram o perfil da cepa voltou ao normal em todos os 

casos. C. albicans também perdeu a tolerância ao NaCl a partir de um dado momento 

durante o armazenamento. Para as amostras conservadas pelos métodos de SDA-TS, 

Água e SDA-O, não houve retorno ao estado inicial de crescimento positivo, pelo menos 

até o último teste realizado aos 18 meses de armazenamento. Por outro lado, as amostras 

liofilizadas ou congeladas voltaram a apresentar crescimento positivo posteriormente. Tais 

observações sugerem que esta característica em C. albicans pode ser variável ou é menos 

estável do que se observa para C. parapsilosis, e C. tropicalis, que não perderam a 

capacidade de crescimento em NaCL 6,5% durante todo estudo. É interessante notar que 

várias repetições foram feitas para se confirmar a negatividade do crescimento de C. 

albicans neste meio. 

A tolerância a elevadas concentrações de sal (NaCl) tem sido amplamente 

estudada nas últimas décadas. Algumas espécies de leveduras encontradas na água do 

mar foram reportadas por apresentar elevados índices de sobrevida em meio contendo 

NaCl. A espécie Debaryomyces hansenii foi a menos afetada pela presença de sal no meio, 

chegando a apresentar atividade detectável em medições de crescimento, respiração e 

fermentação em meio contento até 24% desta substância (Norkrans & Kylin, 1969). O 

crescimento de leveduras em presença de NaCl, e a manutenção de suas propriedades 

fermentativas nestas condições é umas das grandes preocupações da indústria de 

alimentos fermentados contendo altas quantidades de sal, como o molho de soja.  

Zigosaccharomyces rouxii é uma importante espécie de levedura utilizada na fabricação 

deste tipo de produto, nos quais o crescimento de células de Saccharomyces cerevisiae é 

inibido (Tomita et al., 2000). A capacidade de tolerância de um microrganismo a meios 

hipertônicos deve-se a diferentes mecanismos mediados por vários genes. Estão 

envolvidos neste processo, genes codificadores de enzimas do metabolismo de 
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carboidratos e produção de energia, do metabolismo de aminoácidos e também de 

proteínas estruturais da bomba de efusão de íons sódio, entre outros (Hirasawa et al., 

2005). Por ser um mecanismo complexo, muitas variantes podem ocorrer na célula, sob 

influência do meio, modificando a expressão destes genes, ou até mesmo mutações 

espontâneas na célula podem alterar permanentemente o perfil da cepa com relação à 

tolerância ao NaCl. 

Com relação à produção de enzimas proteinases e fosfolipases, os resultados 

obtidos nesta investigação mostraram padrões diferentes de atividade enzimática entre as 

espécies avaliadas. Estes dados indicam que a secreção destas enzimas é variável entre as 

espécies de Candida, confirmando o que já foi demonstrado por outros autores. A 

atividade de fosfolipase para 41 isolados orais de Candida spp. foi determinada por 

Samaranayake et al. (1984). Setenta e nove por cento de C. albicans foram produtoras de 

fosfolipase enquanto C. tropicalis, C. glabrata e C. parapsilosis não produziram a enzima. 

Dentre cepas de C. albicans isoladas de lesões bucais, a fosfolipase e a proteinase foram 

detectadas em 83,3% e 66,7%, respectivamente, enquanto que C. tropicalis e C. 

parapsilosis produziram somente proteinase (Candido et al., 2000).  

Entretanto, uma variabilidade na expressão desta propriedade para o teste em 

ágar foi observada numa mesma cepa em testes repetidos ao longo do estudo. C. 

parapsilosis e C. tropicalis apresentaram testes com variações no padrão enzimático de 

fofolipases e proteinases, enquanto que C. albicans e K. marxianus, somente em uma das 

classes de enzimas avaliadas. Algumas cepas mostraram maior variabilidade em relação a 

outras. Houve espécies com alterações em ensaios de apenas um método de conservação, 

e também espécies com variabilidade detectada em vários ensaios para diferentes 

métodos de conservação. A espécie que mais apresentou variabilidade foi C. parapsilosis 

para o teste da proteinase (41%), com ocorrências em todos as condições de 

armazenamento as quais foi submetida.  

De outro lado, a atividade enzimática de C. dubliniensis e C. utilis não se 

alterou durante o estudo para nenhuma classe de enzimas. A espécie C. albicans 

apresentou atividade notadamente constante para proteinase, embora para fosfolipase 

houveram testes com variações, principalmente no grau de atividade. Williamson et al. 
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(1986) observaram que em repetidas culturas os isolados positivos ou negativos para 

fosfolipase permaneceram com o mesmo perfil, embora variações no grau de atividade 

dos isolados positivos foi observada. Samaranayake et al. (1984) afirmaram que o grau de 

atividade de fosfolipase (valores de Pz) em isolados individuais foram notadamente 

constantes, embora uma ampla variação foi encontrada entre amostras diferentes.  

Ao contrário do que afirmaram os autores acima citados, nesta pesquisa foi 

encontrada uma variação não só apenas no grau de atividade, mas também cepas 

positivas apresentaram atividade negativa em alguns testes e vice-versa. Os resultados 

obtidos mostraram cepas com teste negativo antes de serem submetidas às cinco 

condições de armazenamento, que passaram a apresentar atividade enzimática positiva 

em ensaios posteriores, como foi o caso da CBS 604 (C. parapsilosis) para proteinase e 

para fosfolipase. Esta variação mostra que a cepa é produtora das enzimas, porém no 

ensaio realizado no teste inicial não as produziu, ou o teste não detectou sua produção. 

Por serem amostras padrão, depositadas em coleções de culturas, as cepas incluídas neste 

estudo já estavam sob condições laboratoriais por longos períodos, e mesmo em nosso 

laboratório elas já estavam mantidas em ágar antes dos experimentos. Esses achados 

sugerem que a secreção de enzimas proteolíticas pode ser variável para uma mesma cepa 

em ensaios repetidos do teste em ágar, provavelmente após serem mantidas em 

laboratório por longos períodos, independentemente das condições de armazenamento. 

Tais variações foram observadas em amostras armazenadas em todos os métodos de 

conservação, mostrando que estas ocorrências não refletem uma reação da cepa a uma 

condição de armazenamento específica.  

Entre as cepas estudadas, as variações encontradas não foram constantes, 

mostrando que tais resultados não refletem uma alteração permanente da produção de 

enzimas, mas sim sugerem mudanças comportamentais, decorrentes de alterações na 

expressão desta característica, por influência de fatores ambientais ainda não esclarecidos. 

Alguns trabalhos demonstraram que a atividade enzimática pode variar em função de 

fatores tais como o sítio de origem, a presença ou não de lesões e o estado imunológico 

do paciente; além de influências do pH e da concentração de açúcares no meio (Price et 

al., 1982; Samaranayake et al., 1984; Chakrabarti et al., 1991; Wu et al., 1996; Penha et 
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al., 2000). Adicionalmente, a manutenção em laboratório por longos períodos poderia 

influenciar negativamente a expressão de fatores de virulência, como é o caso da 

produção de enzimas proteolíticas, uma vez que a cepa não tem a necessidade de causar 

dano tecidual. No entanto, a adição de peptídeos com 8 ou mais resíduos de aminoácidos 

em culturas de Candida spp, é um fator que estimula a produção de proteinases (Lerner & 

Goldman, 1993).  Em um modelo de candidíase oral in vitro a expressão dos diferentes 

genes (SAP) que codificam as proteinases de C. albicans foi se modificando com o 

decorrer do tempo de infecção, com uma progressão associada ao aumento do dano 

tecidual, mostrando que a secreção destas enzimas está associada com a virulência 

ocorrendo uma regulação diferencial e temporal da expressão dos genes SAP durante a 

infecção (Schaller et al., 1998). No entanto, os mecanismos precisos que controlam a 

regulação da indução de proteinases ainda não estão totalmente esclarecidos. 

De modo geral, considerando-se todos os testes fenotípicos avaliados, os 

resultados do presente trabalho demonstram que algumas variações no comportamento 

fenotípico em amostras de leveduras armazenadas podem ocorrer. Porém, não estão 

relacionadas com uma influência direta de um método específico de preservação da célula, 

e sim, denota mudanças fisiológicas na cepa, mediadas por mecanismos ainda não 

totalmente esclarecidos. Provavelmente, estas mudanças comportamentais são resultado 

da latência metabólica, induzida em leveduras conservadas em diferentes condições, como 

por exemplo, sob refrigeração. Quando células de leveduras são cultivadas a 25ºC e então 

transferidas para 4ºC, o crescimento celular se torna bastante lento. Entretanto, a 

habilidade de formar colônias pode ser mantida por mais de um ano, quando estas 

células, em fase estacionária de crescimento, são estocadas em 4ºC (Murata et al., 2005). 

Nesta pesquisa, pequenas alterações foram observadas, em diferentes testes 

fenotípicos e em vários ensaios. Na maioria dos casos as alterações não foram estáveis, 

ocorrendo o retorno da levedura ao seu estado original, registrado antes do 

armazenamento. Estas alterações, provavelmente, não são resultantes de mudanças 

genéticas estáveis, mas sim, da expressão genética das células. Um dos fatores que 

podem contribuir para isso é o estresse envolvido no processo de conservação. A mais 

óbvia situação de estresse é a diminuição da temperatura ambiente, que ocorre durante o 
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processo de conservação ou durante o armazenamento. Dentre os métodos de 

preservação estudados, as amostras ficaram expostas por diferentes períodos, a baixas 

temperaturas. A regulação genética envolvida na adaptação celular ao meio caracteriza-se 

de forma peculiar para cada processo dentro da célula, envolvendo diversos genes, 

mecanismos e inúmeras proteínas. Para se ter um real entendimento da resposta de cada 

microrganismo frente ao estresse gerado durante o processo e o período de 

armazenamento muitos estudos específicos deveriam ser feitos, de modo que seria 

impossível em pouco tempo, compreender todos os mecanismos fisiológicos celulares, 

peculiares a cada cepa ou espécie de interesse. Baixa de nutrientes, acúmulo de produtos 

tóxicos resultantes do metabolismo, efeitos da diminuição da umidade em processos de 

secagem, são fatores que desencadeiam mudanças na expressão gênica da célula e 

influem na resposta fisiológica imediata e em longo prazo. A titulo de exemplificação, foi 

comprovado que choques extremos de temperatura podem proporcionar um efeito 

diferente se comparado com a manutenção constante em uma baixa temperatura. A 

resposta celular que ocorre na transição entre 25 e 4ºC é diferente da que ocorre em 

cultura contínua à 4ºC (Homma et al., 2003; Murata et al., 2005). 

Muitos estudos têm enfocado a regulação da expressão gênica e a reposta 

celular de microrganismos em situações de estresse por baixas temperaturas ou outras 

condições (Thieringer et al., 1998; Aguilar et al., 1999; Fernandes, 2005). Murata et al. 

(2005) reportaram que quando uma cultura de S. cerevisiae é transferida de 25ºC para 

4ºC, genes envolvidos na biossíntese de trealose e glicogênio foram induzidos, sugerindo 

que o acúmulo de carboidratos de reserva pode ser necessário para a tolerância ao 

resfriamento e preservação de energia. O aumento da expressão de fosfolipídios, 

manoproteinas e proteínas de choque térmico é consistente com a manutenção da 

membrana e o aumento da permeabilidade da parede celular. A indução de proteínas de 

choque térmico e glutationa a 4ºC podem ser requeridas para a revitalização da atividade 

enzimática, e para a desintoxicação de produtos de metabolismo do oxigênio. Estes genes 

com tais funções podem promover a habilidade para a tolerância ao resfriamento e para a 

adaptação da célula. 
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Tais alterações na expressão gênica da célula exposta a condições 

desfavoráveis podem contribuir para as alterações transitórias no perfil morfológico, 

fisiológico e bioquímico das leveduras, manifestadas sob a forma de comportamento 

diferenciado em testes fenotípicos. Em geral, as alterações observadas não ocorreram em 

testes relacionados a funções essenciais da célula como é o caso da utilização de 

carboidratos como única fonte de carbono e não comprometeram a identificação da 

espécie. Portanto, não foi possível concluir qual a técnica de preservação que maiores 

influências exerceram sobre a fisiologia da célula, considerando as provas fenotípicas 

realizadas. 

Foi comprovado que mudanças ambientais podem interferir na expressão de 

proteínas em C. albicans (Calcedo et al., 2001). Uma vez que a expressão genética da 

célula se volta para a adaptação frente às mudanças nas condições ambientais e para a 

sobrevivência da cepa, outros sistemas de genes se tornam secundários e deixam de ser 

expressos, como um mecanismo de compensação e de economia. Assim genes que 

regulam a atividade de enzimas ligadas a mecanismos de virulência, se tornam 

secundários para a cepa que está armazenada em laboratório e não está parasitando um 

hospedeiro. As variações observadas nesta investigação ocorreram para a produção de 

clamidoconídios, crescimento em meio com NaCl 6,5% e para o teste de atividade 

enzimática de proteinases e fosfolipases em ágar. Deste modo, testes morfológicos e de 

utilização de carboidratos, ou de adaptação à temperatura de incubação elevadas foram 

os que não apresentaram alterações no padrão da cepa. Frente a tais considerações, 

podemos sugerir que, é possível a realização de estudos retrospectivos que envolvam as 

provas acima, utilizando-se de cepas armazenadas, desde que obedecidos alguns critérios, 

como utilização de culturas novas, reativar a cepa com dois ou três repiques antes de 

submetê-las aos testes e observar a manutenção das mesmas condições todas as vezes 

que o ensaio for repetido.  

Com isso, é possível sugerir que, os cinco métodos analisados, de conservação 

laboratorial de leveduras, são aplicáveis para as principais espécies, tanto de interesse 

clínico como industrial. Não foi possível detectar alterações significativas nos resultados 

dos testes fenotípicos analisados, que pudessem comprometer a identificação das 
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amostras ou sua caracterização fenotípica. No entanto, a biotipagem através da avaliação 

do perfil de secreção e enzimas extracelulares deve ser evitada em cepas armazenadas 

por longos períodos, pois alterações podem ocorrer, mesmo que não sejam estáveis. 

A caracterização e a biotipagem de espécies de leveduras envolvendo provas 

fenotípicas é, em geral, laboriosa e consome tempo. Tais provas são baseadas em 

caracteres morfológicos e bioquímicos das células, as quais podem sofrer influências de 

variações no tamanho do inóculo ou nas condições de incubação (Coleman et al., 1998; 

Melo et al., 1998). Métodos moleculares apresentam vantagens em vários aspectos em 

relação a provas fenotípicas, dependendo do objetivo da pesquisa. Estes métodos têm 

sido utilizados de forma difundida para caracterização de leveduras. Alguns, porém, 

implicam em dificuldades na sua execução, necessitando de equipamentos especializados, 

consumindo tempo excessivo, além de envolverem elevados custos para o laboratório. O 

RAPD é umas das técnicas moleculares que evita alguns destes problemas. Tal técnica tem 

sido cada vez mais utilizada para tipagem e identificação em microbiologia, sendo algumas 

vantagens mencionadas como: facilidade e rapidez na execução, não requer sondas 

marcadas, e não é necessário o conhecimento prévio do DNA a ser analisado (Williams et 

al., 1990; Lehmann et al., 1992; Power, 1996). 

Diferentes procedimentos de monitoramento genético detectam diferentes 

tipos de mudanças moleculares, tais como rearranjo cromossômico, repetidas expansões 

ou contrações, substituições de bases, etc. Estabelecer a eficácia do monitoramento 

destas modificações por diferentes métodos seria de grande valia, em estudos 

retrospectivos ou de seguimento. Foi sugerido recentemente que o RAPD poderia ser um 

método adequado para detectar flexibilidade do genoma em C. albicans (Pujol et al., 

1997). A definição de padrões de RAPD para tipagem depende, em grande parte, da 

escolha correta dos primers e da região genômica a ser analisada (Waltimo et al., 2001). 

Segundo Pujol et al. (1997), a técnica de RAPD tem como características a capacidade de 

agrupar isolados aparentemente não relacionados (ex.: obtidos de indivíduos não 

relacionados de uma mesma região), e de discriminar diferenças entre isolados altamente 

relacionados (ex.: isolados de infecções recorrente no mesmo indivíduo). 
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Em nosso laboratório, já havia sido padronizada a técnica de RAPD, a qual foi 

escolhida para a análise genotípica das amostras, considerando as vantagens que ela 

apresenta na sua execução. O perfil de RAPD foi obtido para todas as amostras incluídas 

neste estudo antes do armazenamento em diferentes condições e posteriormente, a cada 

seis meses. Assim, cada amostra teve seu DNA extraído no tempo zero e em três tempos 

após a conservação: 6, 12 e 18 meses, para cada uma das cinco técnicas de preservação, 

totalizando 16 reações de RAPD com dois primers diferentes. Nenhum perfil de RAPD foi 

diferente, considerando-se ambos os primers testados. Adicionalmente, diferentes 

extrações de DNA a partir de um mesmo isolado do mesmo período, em reações de 

amplificação independentes, mantiveram os mesmos padrões de RAPD, sugerindo a 

ausência de variações genéticas. 

Na literatura atual existem diversos trabalhos que descrevem o emprego da 

técnica de RAPD para diferentes estudos com leveduras. Análises de padrões de RAPD 

podem ser úteis na obtenção de caracteres para tipagem de espécies de Candida em 

investigações epidemiológicas e também para uma rápida identificação de fungos 

patogênicos e não patogênicos (Mello et al., 1998; Andrighetto et al., 2000; Pinto et al., 

2004). Adicionalmente, esta técnica tem sido aplicada para outras finalidades, em estudos 

diversos. Novak et al. (2004) a utilizaram para a caracterização de mutantes de C. albicans 

com variações na morfologia de colônias e seus híbridos. Jain et al. (2001) mostraram que 

o padrão de RAPD pode ser útil na diferenciação entre isolados sensíveis e resistentes ao 

fluconazol. Zeng et al. (1996) utilizaram a tipagem molecular por RAPD para avaliação da 

relação entre espécies de leveduras obtidas de uma coleção de culturas, mostrando haver 

elevada heterogeneidade entre elas. Waltimo et al. (2001) empregaram a análise 

fenotípica combinada com análise genotípica por RAPD para a tipagem de cepas de C. 

albicans isoladas de infecção de canal dentário. A combinação de três métodos fenotípicos 

promoveu uma boa diferenciação das 37 cepas analisadas em três principais fenótipos, 

enquanto que a genotipagem por RAPD gerou 10 e 12 genótipos com dois primers 

diferentes. 

Entretanto, parecem escassas as informações quanto à aplicabilidade desta 

metodologia na detecção de microevoluções em microrganismos in vitro ou in vivo. Poucos 
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são os dados disponíveis em análises de cepas armazenadas, e nenhum estudo foi 

encontrado que demonstrasse modificações genéticas entre amostras de Candida spp. 

antes e depois de preservadas em laboratório. Técnicas de tipagem molecular de C. 

albicans foram comparadas por Pujol et al. (1997). Estes autores demonstraram que a 

capacidade discriminatória entre cepas altamente relacionadas, a base para o 

monitoramento de microevoluções e substituição de cepas, foi diferente comparando-se a 

análise por RAPD, MLEE, hibridização com sonda Ca3 e sonda CARE2. Todos os métodos 

apontaram como idênticos, pares de isolados de uma mesma cepa com variações 

fenotípicas. Entretanto, os três métodos mostraram capacidade discriminatória distinta 

para isolados não idênticos, porém, altamente relacionados. Métodos baseados no padrão 

de hibridização gerado com seqüências moderadamente repetitivas foram os mais 

discriminatórios para a identificação de mudanças microevolucionárias entre isolados de 

mesma origem.  

Nosso estudo parece ser a primeira tentativa de observação de variações 

genéticas por RAPD, em amostras de leveduras preservadas em diferentes condições 

laboratoriais. Não foi possível detectar microevoluções nas cepas armazenadas, embora 

um estudo sugere que isso é possível in vivo. Metzgar et al. (1998) avaliaram alterações 

genéticas, in vivo, no perfil de cepas de C. albicans isoladas no pré e pós tratamento com 

fluconazol. Durante o curso do tratamento, as cepas que colonizavam os pacientes 

apresentaram uma das três ocorrências: permaneceram idênticas, foram substituídas por 

cepas claramente diferentes, ou ainda, sofreram pequenas modificações, observadas tanto 

pela analise de fragmentos de RAPD como por análise das seqüências de microsatélites. 

Neste mesmo estudo, uma avaliação in vitro mostrou que os loci microsatelite utilizados 

para a análise permaneceram estáveis mesmo após oito semanas em cultivos sucessivos, 

sugerindo que o ambiente in vivo pode desestabilizar estes loci ou que modificações nas 

seqüências microsatelite representavam, na verdade, substituição clonal da cepa por um 

genótipo raro presente na população original. 

O estudo que mais se aproxima da presente investigação é o de Franzot et al. 

(1998), os quais demonstraram a ocorrência de microevolução in vitro em isolados de uma 

única cepa padrão de Cryptococcus neoformans, que apresentou alterações fenotípicas 
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após serem mantidos em diferentes condições laboratoriais. Estes dados sugerem que 

esta cepa pode sofrer modificações sob diferentes condições laboratoriais no decorrer do 

tempo. As alterações genéticas nesta cepa foram detectáveis através de técnica de 

cariotipagem, confirmando evidências de que C. neoformans é uma espécie com maior 

tendência em sofrer variações genéticas in vitro e in vivo (Fries et al., 1996; Sullivan et al., 

1996). 

A não ocorrência de alterações genéticas detectáveis por RADP na presente 

pesquisa já era esperada. Vários fatores contribuem para esta observação. Modificações 

fenotípicas podem ser decorrentes de alterações genéticas. Prováveis variações no 

genoma podem ser detectadas em cepas com morfologia alterada de colônias, por 

exemplo (Franzot, et al., 1998; Pesti; et al., 2001; Novak et al., 2004). Contudo, não 

observamos alterações fenotípicas constantes, nem no aspecto morfológico, nem 

bioquímico das amostras, que poderiam sugerir que houvesse ocorrido variação genética. 

As pequenas modificações observadas nos resultados de alguns testes fenotípicos 

analisados neste estudo não foram estáveis, levando-se a inferir que não eram oriundas 

de alterações genéticas. A ocorrência de mutações pontuais, como, por exemplo, 

substituições de bases, não são facilmente detectáveis pela maioria das técnicas 

moleculares mais utilizadas, incluindo o RAPD, pela própria característica aleatória do 

método. Somente um sequenciamento de todo o genoma poderia com precisão, avaliar 

estas mutações, o que não seria possível de ser realizado neste trabalho.  

Um amplo estudo de variações fenotípicas e genotípicas em mutantes de C. 

albicans foi publicado por Rustchenko-Bulgac et al. (1990; 1991; 1993). Estes 

pesquisadores demonstraram a ocorrência de variações na morfologia e na pigmentação 

de colônias, na habilidade para germinar e na habilidade de crescimento em diferentes 

temperaturas, em mutantes espontâneos e induzidos. Tais mudanças fenotípicas estavam 

geralmente acompanhadas de alterações cromossomais, evidenciadas por cariotipagem 

eletroforética. Variações espontâneas ou induzidas na morfologia de colônias em cepas de 

C. albicans mantidas em laboratório tem sido reportada por diversos autores (Slutsky et 

al., 1985; Gallagher et al., 1992). Embora parece ser relativamente comum a ocorrência 

de variações em cepas laboratoriais, nosso estudo mostrou uma elevada estabilidade entre 
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os isolados estudados, após manutenção laboratorial. As alterações detectadas nas provas 

de produção de enzimas e crescimento em caldo NaCl 6,5% não foram estáveis e não 

estavam relacionadas com mudanças no perfil genotípico por RAPD. 

Mais estudos são necessários para se avaliar a capacidade dos métodos 

moleculares disponíveis na detecção de microevoluções. Pesti et al., (2001) demonstraram 

variações nos padrões de RAPD para mutantes morfológicos induzidos a partir de uma 

cepa padrão de C. albicans. Em nosso estudo, a utilização de outros primers e o emprego 

de mais de uma técnica, como a associação de RAPD, análise de seqüências microsatelites 

e cariotipagem, poderia aumentar a sensibilidade da investigação, e ampliar os dados a 

esse respeito. Outra observação deve ser feita com relação à utilização do RAPD. Apesar 

de ser uma metodologia bastante difundida, devido a sua aplicabilidade em diferentes 

pesquisas, a escolha dos primers tem influência direta nos resultados (Waltimo et al., 

2001). Apesar de nesta pesquisa terem sido testados sete primers diferentes, vários 

outros podem ser testados neste sentido, buscando-se aqueles com afinidade para 

seqüências de regiões menos conservadas no genoma. Porém, esta investigação implicaria 

em um novo estudo.  

As condições de armazenamento testadas em nosso estudo promovem, em 

maior ou menor grau, a latência metabólica das cepas. Com isso, existe uma maior 

probabilidade de que, como o crescimento e a reprodução celular estão lentos ou 

estacionados, a ocorrência de variações genéticas seja minimizada. Esse, na verdade, é o 

objetivo que se procura ao aplicar um método de preservação de culturas: manter a 

estabilidade das células sem, contudo, perder a viabilidade. Teoricamente, os métodos 

menos susceptíveis a variações seriam a manutenção em água, o congelamento ou a 

liofilização. O congelamento e a liofilização parecem ser mais agressivos, no entanto a 

aplicação correta da técnica e o uso de crioprotetores adequados, comprovadamente, 

diminui os danos do processo de congelamento, descongelamento e secagem, permitindo 

longos períodos de manutenção da viabilidade, de acordo com dados da literatura. Por 

outro lado, a manutenção em óleo e as transferências seriadas permitem que ocorra 

atividade metabólica, ainda que reduzida, o que poderia implicar em maior 

susceptibilidade a modificações no genoma das amostras. Diferenças nos índices de 
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alterações fenotípicas entre os métodos de armazenamento analisados não foram 

observados. Análises estatísticas não são aplicáveis nos resultados deste estudo, uma vez 

que o número de repetições dos testes fenotípicos para cada método de armazenamento 

foi pequeno e variável. 

Com base nestes resultados, pode-se inferir que estudos retrospectivos, que 

envolvam a análise da morfologia, do bioquimismo e dos padrões genéticos por RAPD, 

podem ser executados em amostras mantidas em laboratório por um dos cinco métodos 

testados em condições padronizadas. Características fenotípicas relacionadas a funções 

essenciais para a sobrevivência das células, como a utilização de carboidratos e habilidade 

de crescer em temperaturas elevadas, e o padrão morfológico, aparentemente são menos 

susceptíveis a variações com o tempo, ao contrário da produção de enzimas proteolíticas e 

da habilidade em crescer em meio hipertônico. Com relação a estes últimos carateres, 

sugere-se, portanto, evitar a sua utilização para a caracterização de cepas armazenadas 

por períodos muito extensos, considerando-se a metodologia e as condições empregadas 

nesta pesquisa.  

Alguns princípios básicos devem ser observados ao se trabalhar com cepas 

mantidas em laboratório: em transferências seriadas e culturas em SDA com óleo mineral, 

repicar sempre várias colônias ou uma massa de células a fim de evitar seleção de 

mutantes; armazenar os tubos com as culturas em geladeira e preferir congelamento a 

temperaturas mais baixas (-70ºC). Adicionalmente, medidas como a reativação com meios 

adequados, dois ou três repiques prévios aos testes fenotípicos, padronização das 

condições de manutenção e conhecimento a cerca de espécies com exigências especiais 

ou características peculiares devem ser observadas. Os cindo métodos testados neste 

estudo são mencionados na literatura como sendo úteis na manutenção de leveduras e 

outras espécies de microrganismos. Tais técnicas, desde que corretamente empregadas 

fornecem bons resultados tanto na manutenção da viabilidade das culturas como em sua 

estabilidade. Todavia, o método ideal para se manter uma dada espécie de levedura deve 

ser escolhido com base na disponibilidade de recursos do laboratório, no tempo de 

conservação requerido e na utilização que se fará das amostras. Finalidades específicas 

devem ser avaliadas individualmente, quando se deseja a manutenção de uma dada 
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característica da cepa que será empregada num estudo específico ou num processo 

industrial ou biotecnológico (Brummer et al., 1990; Ferreira da Silva et al., 1992; Suga et 

al., 2000; Santos et al., 2002). 

Assim, é possível a utilização de leveduras do gênero Candida conservadas em 

laboratório, por qualquer um dos cinco métodos avaliados neste estudo, para finalidade 

técnica ou de pesquisa, desde que padronizadas as condições de conservação. No 

entanto, cepas que serão utilizadas para finalidades específicas devem ser testadas 

individualmente quanto ao método de conservação mais indicado. 
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77..  CCOONNCCLLUUSSÕÕEESS  
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Sob as condições experimentais deste trabalho, considerando os resultados 

obtidos, foi possível concluir que: 

 

1. Os cinco métodos avaliados para a conservação de leveduras permitem a 

manutenção da viabilidade das espécies estudadas por pelo menos 18 meses, 

com exceção de C. dubliniensis em óleo mineral. 

 

2. Não ocorrem variações estáveis nos padrões fenotípicos testados em cepas 

mantidas nas condições laboratoriais estudadas. 

 

3. Não há diferenças na manutenção das propriedades fenotípicas e genotípicas 

das amostras estudadas entre os métodos de armazenamento testados. 

 

4. O padrão de produção de enzimas fosfolipases e proteinases em ágar por 

espécies de Candida é susceptível a variações, porém não estáveis, em cepas 

mantidas em laboratório por períodos prolongados, independente do método 

de armazenamento. 

 

5. O padrão de RAPD, obtido com os primers utilizados neste estudo, não se 

altera em amostras de leveduras do gênero Candida, após a conservação pelos 

métodos testados. 
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AANNEEXXOO  11  
 
 
 
Meios de cultura 
 

 

1. Ágar fosfolipase 
Peptona                              10g
Glicose 30g
Cloreto de Sódio   57,3g
Cloreto de Cálcio    0,55g
Ágar bacteriológico   20g
Água destilada    q.s.p. 1000mL
Emulção de ovo a 50% (Egg Yolk enrichement – Laborclin) 100mL

Misturar todos os itens acima, exceto a emulsão de ovo e autoclavar por 15 minutos a  
121°C. Após autoclavação, adicionar a emulsão de ovo quando o meio atingir uma 
temperatura de 45°C. Distribuir em placas de Petri  90x15 mm. 

 
2. Ágar Fubá 
Fubá    6,25g
Água 150ml
Ágar Bacteriológico 1,9g
Tween 80 1,5ml

Aquecer o fubá e a água em banho maria a 60ºC durante 1 hora. Filtrar o fubá em gaze 
até que a solução fique limpa. Acrescentar o ága e o Tween 80. Distribuir 15ml do meio 
em tubos (20x200mm) para armazenar. Autoclavar o meio durante 15 minutos à 120ºC. 

 
3. Ágar proteinase 
Albumina de Soro Bovino (BSA – Fração V)                          2g
Yeast Nitrogem Base (w/o amino acids ammonium sulfate)    1,45g
Glucose 20g
Ágar bacteriológico 20g 
Água destilada    q.s.p. 1000mL

Autoclavar por 15 minutos a 121°C, a glucose, o ágar e 900 ml de água destilada. Quando 
o meio atingir uma temperatura aproximada de 45°C, acrescentar BSA e YNB dissolvidos 
nos 100 ml de água restantes, previamente esterilizados por filtração em membrana de 
0,22µm. Distribuir em placas de Petri 90x15 mm. 

 
4. Meio de assimilação de Carbono (meio C) 
(NH4)2 SO4 ( Sulfato de amônio) 5g
KH2PO4 

 (Fosfato de Potássio Monobásico) 1g
Mg SO4 7H2O (Sulfato de Magnésio) 0,3g
Ágar Bacteriológico 16,5g
Água destilada q.s.p. 1000mL
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Dissolver o ágar na água e acrescentar as demais substâncias. Fundir o meio no 
microondas até que fique homogêneo. Distribuir 20ml de meio por tubo (20x200mm). 
Autoclavar os tubos por 15 minutos à 120ºC. 

 
5. Meio base para Fermentação 
Extrato de levedura 0,5g
Peptona 0,5g
Água Destilada 100ml
Açúcar (Glicose, Sacarose, Lactose, Galactose, Maltose) 1g

Misturar as substâncias colocando os açúcares separadamente em tubos individuais, 
identificando cada tubo com o nome do açúcar correspondente. (pH=7,2)  
Indicador concentrado: 
Púrpura de bromocresol 1,6g
Álcool 100ml

Em 100ml de meio adicionar 0,1ml de indicador concentrado e esterilizar em vapor fluente 
por 1 hora, em dois dias. 

 
6. Meio Completo para Leveduras 
Peptona 10g
Extrato de levedura 10g
Fosfato dibásico de potássio 0,5g
Glicose 20g
Ágar bacteriológico 20g
Água destilada q.s.p. 1000mL

Dissolver as substâncias na água destilada e autoclavar por 15 minutos a 121°C. 
 
7. YPD – Yeast-Extract Peptone Dextrose 
Extrato de levedura 10g
Peptona 10g
Glicose 20g
Água destilada q.s.p. 1000mL

Dissolver as substâncias na água destilada. Aquecer em microondas para homogeneizar, 
sem deixar ferver. Autoclavar por 15 minutos a 121°C. 

 
8. YM – Extrato de Malte e Levedura 
Extrato de malte 3g
Extrato de levedura 3g
Peptona 5g
Glicose 10g
Água destilada q.s.p. 1000mL

Dissolver as substâncias em 600mL de água e completar o volume até 1000mL de 
solução. Dispensar em tubos com tampa de rosca, autoclavar 15 minutos a 121°C.  
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AANNEEXXOO  22  
 
 
 
Soluções utilizadas para extração de DNA e soluções estoque 

 
 

1. Tampão de extração de DNA (para 12 amostras) 
NaCl 1,4M 3,36 mL de 5M
Tris – HCl, pH 8,0, 100mM 1,2mL de 1M
EDTA, pH 8,0, 0,2mM 0,48 mL de 500 mM
Polivinilpirrolidona (PVP-40), 1% 120mg
CTAB, 2% 2,4mL de 10%
Proteinase K, 100 µg/mL 60µL de 20mg/mL
Beta-Mercaptoetanol, 0,2% 24µL
Água Milli-Q 4,476mL

Misturar todos os reagentes em recipiente previamente esterilizado. 
 
2. Tampão de extração de DNA sem proteinase K (para 12 amostras) 
NaCl 1,4M 3,36 mL de 5M
Tris – HCl, pH 8,0, 100mM 1,2mL de 1M
EDTA, pH 8,0, 0,2mM 0,48 mL de 0,5 M
Polivinilpirrolidona (PVP-40), 1% 120mg
CTAB, 2% 2,4mL de 10%
Beta-Mercaptoetanol, 0,2% 24µL
Água Milli-Q 4,476mL

Misturar todos os reagentes em recipiente previamente esterilizado. 
 

3. Cloreto de sódio 1,4M  
NaCl (Synth) 8,18g
Água destilada q.s.p. 100mL

Dispensar o sal em balão volumétrico e o volume final foi completar com água até o 
volume de 100mL. Autoclavar a 121°C, durante 15 minutos e estocar à temperatura 
ambiente. 
 
4. EDTA 0,5M pH 8,0  
EDTA (Gibco BRL) 186,1g
Água destilada q.s.p. 1000mL

Dissolver o EDTA (em agitador magnético) em 700mL de água destilada, acrescentando 
NaOH em pastilhas até que o EDTA esteja dissolvido. Ajustar o pH para 8,0 com HCl ou 
NaOH. Completar o volume para 1000mL. Autoclavar a solução a 121°C durante 15 
minutos e estocar à temperatura ambiente. 
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5. Tampão TE (Tris-EDTA) 0,01M, pH 8,0 
(Utilizada para diluição de primers e DNA obtido na extração) 
 Tris HCl 1M, pH 8,0 5mL
EDTA 0,5M, pH 8,0 1mL
Água destilada q.s.p. 500mL
Misturar os reagentes e completar com água destilada até atingir o volume final de 
500mL. Acertar o pH final para 8,0 adicionando NaOH concentrado. 

 
 
6. Tris 1M pH 7,5 
Trizma base (Gibco BRL) 121,14g
Água destilada q.s.p. 500mL

Adicionar o trizma base 300mL de água destilada e ajustar o pH para 7,5 com NaOH ou 
HCl. Completar o volume para 500mL e autoclavar a solução a 121°C durante 15 minutos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Anexo 3 

 
 

117

AANNEEXXOO  33  
 

 
 

Soluções utilizadas para RAPD e eletroforese 
 

 
1. Brometo de Etídio 
(utilizado para corar o gel de agarose) 
Brometo de Etídio 10mg/mL 20µL
Água destilada 400mL

Misturar os reagentes. Concentração final da solução: 0,5µg/mL. 
 
2. Corante azul (Loading buffer ou tampão de corrida) 
Bromofenol Blue 0,125g
Xilene Cyanol  0,125g
Glicerol 15mL
Água destilada q.s.p. 50mL

Adicionar 20mL de água destilada aos 15 mL de glicerol e misturar os solutos. Completar 
com água até atingir o volume final de 50mL. 

 
3. Tampão TBE (Tris-Borato-EDTA) 5X 
Tris HCL 54g
Ácido Bórico 27,5g
EDTA (0,5M, pH 8,0) 20mL

Água destilada q.s.p. 
1000mL

Misturar 20mL de EDTA com 500mL de água destilada e dissolver os outros reagentes. 
Adicionar a água até completar ovolume de 1 litro. Acertar o pH final para 8,0 adicionando 
HCl. 

 
Solução trabalho: 
TBE 1x – Utilizada para preparar o gel de agarose e preencher a cuba eletroforética 
Diluir o tampão TBE 5x pela relação: Cf x Vf = Ci x Vi 
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