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RESUMO 

O objetivo do presente trabalho foi identificar fenotipicamente e genotipicamente 

cepas de Candida dubliniensis entre os isolados e inicialmente identificados 

como Candida albicans pertencentes à coleção de amostras do laboratório de 

Microbiologia da Faculdade de Odontologia da UNESP/ São José dos Campos. 

Duzentas cepas de leveduras do gênero Candida, provenientes de trabalhos 

anteriores, isoladas de pacientes transplantados cardíacos sob terapia com 

imunossupressores, pacientes com tuberculose submetidos a antibioticoterapia 

prolongada, pacientes HIV positivos e indivíduos controle foram incluídas no 

estudo. As cepas foram submetidas aos seguintes testes fenotípicos: a) 

verificação da produção de tubo germinativo; b) formação e arranjo estrutural de 

clamidoconídeo em ágar fubá, em ágar tabaco, ágar girassol e ágar caseína; c) 

crescimento em temperatura de 45°C. Após a realização destes testes, todas as 

amostras foram submetidas à identificação genotípica por meio da reação em 

cadeia da polimerase (PCR), que demonstrou não haver C. dubliniensis entre as 

duzentas cepas testadas. Os resultados dos testes fenotípicos demonstraram 

que: a) todas as cepas produziram tubo germinativo; b) nos testes fenotípicos, o 

ágar fubá teve 76% de acordo de identificação com o método genotípico; o ágar 

tabaco, 92%; o ágar girassol, 92,5%; o ágar caseína, 85%; c) o crescimento a 

45°C teve 86,5%. Concluiu-se que o ágar girassol foi o método fenotípico mais 

eficaz para diferenciação entre C. albicans e C. dubliniensis; nenhum dos 

métodos fenotípicos analisados se apresentou 100% eficaz; a identificação 

genotípica é necessária para diferenciação definitiva entre C. albicans e C. 

dubliniensis.

Palavras-chave: Candida albicans; Candida dubliniensis; reação em cadeia da 

polimerase, boca. 



1 INTRODUÇÃO 

A incidência de infecções fúngicas, bem como a variedade de 

agentes fúngicos infecciosos, tem aumentado acentuadamente nas 

últimas duas décadas28, 52, 53, 108, 132, 136, 145.

Fatores predisponentes exógenos e endógenos tem tornado alguns 

pacientes vulneráveis a infecções por uma grande variedade de fungos 

oportunistas, principalmente por espécies do gênero Candida. Dentre 

estes fatores, apresentam relevância o uso de quimioterápicos, 

antibióticos de amplo espectro e corticóides, deficiência na imunidade 

celular, transplantes, uso de catéter venoso, respiração bucal, uso de 

próteses totais e aparelhos ortodônticos, entre outros4, 33, 63, 129, 140, 146.

Candida dubliniensis compartilha de muitas características 

fenotípicas com Candida albicans, como capacidade de produzir tubo 

germinativo e clamidoconídeos, capacidade de crescimento a 30 e 37°C 

em ágar Sabouraud e formação de colônias em cor verde quando 

submetidas a crescimento em CHROMágar28, 139, 149, 155, 161. Embora tenha 

sido isolada e identificada há 10 anos, relacionada a pacientes com AIDS 

ou portadores do HIV, sabe-se que está presente na comunidade há pelo 

menos 50 anos28.

Recentemente, C. dubliniensis vem sendo associada em diversas 

partes do mundo, com casos de candidose sistêmica em pacientes 

imunossuprimidos por outros motivos, como transplante de medula óssea, 

uso de quimioterapia, doenças terminais hematológicas, diabetes mellitus,

lupus eritematoso sistêmico e infecções em população pediátrica2, 20, 58, 70, 

90, 156.



A incidência de candidemia relacionada com C. dubliniensis não é 

conhecida, em grande parte devido à dificuldade em prontamente 

distinguir esta espécie de C. albicans20, 58, 94, 132, 152.

Testes fenotípicos são úteis para identificação presuntiva de C. 

dubliniensis, mas não fornecem identificação definitiva. Por outro lado, os 

métodos moleculares embora providenciem a identificação definitiva são 

trabalhosos, requerem equipamento especializado, e são onerosos37.

Embora nenhum dos testes fenotípicos isoladamente seja suficiente para 

identificar definitivamente C. dubliniensis, há características relevantes 

que uma vez associadas, podem ser de grande utilidade em análises 

laboratoriais deste microrganismo6, 11, 12, 67, 68, 101, 115, 131, 140.

Para um melhor entendimento do significado clínico e 

epidemiológico de C. dubliniensis em candidose bucal e sistêmica, é 

essencial identificá-la acuradamente37, 152. O principal problema na 

seleção e identificação desta espécie é a falta de um marcador fenotípico 

discriminatório confiável22, 37, 161.

A reação em cadeia da polimerase (PCR) é um método molecular 

que se utiliza da amplificação exponencial de uma seqüência específica 

de DNA. Este método permite amplificar regiões específicas de DNA 

extraído de uma ou algumas células, e examinar a seqüência daquela 

região. É uma técnica extremamente rápida e segura34. A utilização da 

PCR permite identificar com segurança um isolado de C. dubliniensis em 

menos de 4 horas32.

Pesquisadores em diversas partes do mundo estão investigando 

atualmente, técnicas laboratoriais que permitam a distinção rápida, fácil e 

com menor custo, entre C. albicans e C. dubliniensis6, 11, 22, 67, 68, 69, 101,

visando deste modo diminuir o tempo entre diagnóstico e instituição de 

terapia antifúngica apropriada, principalmente nos casos de infecção 

sistêmica grave.



2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Candida dubliniensis 

O gênero Candida compreende mais de 200 espécies, porém 

somente cerca de 12 têm sido associadas com infecções em seres 

humanos110, 152. Embora C. albicans seja clinicamente a espécie mais 

prevalente do gênero Candida associada com infecção bucal, tanto em 

indivíduos imunocomprometidos como em indivíduos imunocompetentes, 

a incidência de infecções relacionadas com esta espécie tem diminuído, e 

outras espécies consideradas anteriormente menos virulentas, como C.

glabrata, C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis e C. dubliniensis têem 

aumentado29, 52, 104, 107, 109, 110, 140, 151.

A razão para esta mudança epidemiológica não está esclarecida. O 

uso difundido de antifúngicos para suprimir candidose bucal em pacientes 

portadores do HIV, pode ter contribuído significativamente na seleção de 

patógenos oportunistas, assim como pode ter reduzido a susceptibilidade 

de C. albicans aos mesmos35, 61, 121, 148, 151.

Por volta de 1991, relatos provenientes da Irlanda, Austrália, Suíça 

e Inglaterra, descreveram isolados atípicos pertencentes ao gênero 

Candida, provenientes de indivíduos portadores do HIV e de indivíduos 

com AIDS, e que submetidos a testes micológicos clássicos, foram 

classificados como C. albicans17, 27, 28, 87, 88, 138, 148.

Sullivan e Colleman149, realizando pesquisas na cidade de Dublin, 

Irlanda, em população de pacientes portadores do HIV ou AIDS que 

apresentavam candidose bucal recorrente, sugeriram que os isolados 

atípicos pertencentes ao gênero Candida, poderiam corresponder tanto a 



um subgrupo de C. albicans, intimamente relacionado com C. stellatoidea

(considerada atualmente como variante de C. albicans), ou a uma espécie 

distinta ainda não descrita. Resultados de novos estudos demonstraram 

inequivocadamente, que estes isolados da Irlanda e Austrália formavam 

um grupo distinto pertencente ao gênero Candida, para o qual os autores 

propuseram classificação como C. dubliniensis.

Análises subseqüentes em colônias atípicas de C. albicans

provenientes da cavidade bucal de pacientes HIV positivos da Suíça, 

Inglaterra e Argentina revelaram que se tratava de C. dubliniensis, o 

mesmo ocorrendo em diversas partes do mundo, como Bélgica, Canadá, 

França, Finlândia, Alemanha, Grécia, Espanha e Estados Unidos17, 19, 56, 

88, 128, 149, 150.

Por serem similares fenotipicamente, acredita-se que C. 

dubliniensis tenha estado presente na comunidade por um longo período 

de tempo, sendo identificada anteriormente como C. albicans ou C. 

stellatoidea28, 140, 155.

O isolado mais antigo de C. dubliniensis foi anterior à epidemia da 

AIDS e foi originalmente identificado como C. stellatoidea, e estava 

incluído como cepa referência para esta espécie na Coleção Britânica 

Nacional de Fungos Patogênicos, sob o número de acesso NCPF 310828.

Este espécime foi recuperado post mortem de amostra clínica pulmonar 

proveniente de um paciente inglês, falecido em 1957155. Um outro isolado 

identificado como C. albicans em 1952, foi recentemente identificado 

como C. dubliniensis e estava depositado na Centraal Bureau voor 

Schimmelcultures na Holanda90, 153.

Os próximos isolados de C. dubliniensis só foram identificados no 

final da década de 1980 e início dos anos de 1990149.

Pesquisas retrospectivas multicêntricas em coleções de leveduras 

têm sido realizadas em diversas partes do mundo, inclusive no Brasil, 

visando identificar entre as espécies de C. albicans e C. stellatoidea,



aquelas que seriam C. dubliniensis e desde quando estariam presente na 

comunidade46, 56, 66, 82, 94, 136.

Esta nova espécie vem sendo relacionada ultimamente com outros 

locais anatômicos, como vagina, pulmão, fígado e rim, sendo encontrada 

ainda em fezes, urina, escarro e feridas, e também em pacientes HIV 

negativos2, 20, 45, 66, 99, 102, 115, 140.

No Brasil, C. dubliniensis foi isolada pela primeira vez em dois 

pacientes com AIDS no estado de São Paulo, sendo que um deles era 

uma criança de 3 anos de idade com candidose orofaríngea25.

Numerosos estudos epidemiológicos têm sido realizados utilizando 

uma grande variedade de métodos, entretanto, os resultados variam 

consideravelmente152. A prevalência de C. dubliniensis encontrada na 

cavidade bucal de pacientes HIV positivos, varia de 1,5% a 32%39, 89, 94, 

119, 152, 159, 161. Há também uma discordância em relação a prevalência 

encontrada em indivíduos saudáveis39, 97, 119, 152. Sullivan et al.152,

sugerem que esta prevalência tenha sido subestimada devido ao uso de 

métodos de identificação e amostragem ineficientes, e também a erros na 

seleção de sítios anatômicos estudados; e que o habitat natural de C.

dubliniensis seria a orofaringe e trato respiratório superior. Alguns autores 

acreditam que este possa ser um microrganismo comensal da cavidade 

bucal2, 28.

A ocorrência de C. dubliniensis relatada em pacientes portadores 

do HIV ou em pacientes com AIDS no Brasil (em torno de 2,8%) é menor 

do que a encontrada na Europa (18-32%) ou nos Estados Unidos (11,1-

17,5%)25, 94.

Infecções orais causadas por C. dubliniensis têm sido observadas 

também em indivíduos saudáveis100, embora seja mais comum em 

indivíduos portadores do HIV com história de candidose bucal 

recorrente28, 46, 58, 71, 145, 154.

A importância clínica precisa deste microrganismo requer ainda 

estudos epidemiológicos, fenotípicos e genotípicos, sendo de particular 



importância sua habilidade em desenvolver rapidamente resistência ao 

fluconazol57, 98, 99, 140, 149. Este fato não foi observado entretanto em alguns 

estudos2, 111, 123, onde a grande maioria dos isolados clínicos de C.

dubliniensis pareceu ser susceptível aos vários antifúngicos como 

voriconazol, fluconazol, itraconazol, anfotericina B e 5-fluorocitosina112.

Muitas pesquisas demonstraram que essa predisposição para resistência 

ao fluconazol depende da exposição a este agente in vitro57, 79, 98, 112.

De qualquer modo, C. dubliniensis é capaz de causar doença em 

pacientes imunocomprometidos, portadores ou não do HIV, seja ela 

superficial ou sistêmica20, 45, 51, 58, 91, 118, 142. Há relatos de casos extremos 

em que houve óbito por sepse fúngica, inclusive após o uso de terapia 

antifúngica apropriada com susceptibilidade estabelecida in vitro23, 24, 90, 94, 

156.

Decorridos 12 anos de sua primeira identificação na Irlanda, 

isolados de C. dubliniensis já foram identificados em pacientes na África 

do Sul, Alemanha, Arábia Saudita, Argentina, Austrália, Bélgica, Brasil, 

Canadá, Egito, Espanha, Estados Unidos, Finlândia, França, Grécia, 

Inglaterra, Israel, Itália, Kuwait, Singapura, Suíça e Turquia2, 7, 16, 17, 19, 20, 46, 

66, 72, 75, 84, 88, 89, 90, 91, 97, 104, 122, 136, 139, 147, 149, 150, 156.

2.2 Identificação fenotípica 

No primeiro estudo de isolamento e identificação de C. dubliniensis

realizado por Sullivan et al.155, os autores descreveram esta nova espécie 

baseados nos testes fenotípicos realizados. A seguinte caracterização 

fenotípica foi obtida: a) levedura dimórfica apresentando blastoconídeos 

ovóides ou esféricos; b) crescimento em colônias creme, convexas, 

quando semeadas em ágar Sabouraud dextrose e creme esbranquiçadas 

em ágar batata dextrose; c) produção de abundantes clamidoconídeos, 



geralmente dispostos em trios ou aos pares, localizados terminalmente 

em uma única ramificação de pseudohifa (apresenta poucas hifas 

verdadeiras), quando semeados em microcultivo de ágar fubá adicionado 

de tween 80 e corante lactofenol azul de algodão; d) produção de tubo 

germinativo; e) bom crescimento entre 30ºC e a 37ºC, mas não a 42ºC; f) 

capacidade de assimilação dos açúcares: galactose, glicose, maltose, 

sacarose, manitol, sorbitol, 2 cetogluconato e glicosamina, porém 

incapacidade de utilizar as outras 18 fontes de carbono e nitrogênio 

testadas pelo sistema de identificação API ID 32C; g) capacidade de 

crescimento na presença de ciclohexamide, mas não na de hidrolisado de 

esculina; h) pertence ao sorotipo A (aglutina com anticorpo policlonal 

formado contra o fator antigênico nº 6 de Candida); i) habilidade em 

assimilar palatinose e trealose. 

Coleman et al.28, propuseram que isolados de C. dubliniensis

pudessem ser rapidamente diferenciados de C. albicans com base na cor 

da colônia após crescimento no meio cromogênico CHROMágar Candida. 

Após incubação por 48h a 37ºC, colônias de C. dubliniensis se 

apresentariam em cor verde escuro e C. albicans em verde claro, o que 

também foi verificado em estudos posteriores46, 90, 131, 140, 149, 162, 163. Vários 

outros autores, no entanto, alertaram que este meio só era eficaz em 

cultivo primário, uma vez que C. dubliniensis perdia a capacidade de 

produzir colônia verde escuro após estocagem ou subcultura46, 113, 139, 149.

A segurança do meio CHROMagar Candida como método de 

diferenciação entre C. albicans e C. dubliniensis é discutível. Embora este 

seja um meio eficaz de diferenciação para verificação de culturas mistas 

de leveduras e seja útil como método de identificação presuntiva, não 

deve ser utilizado isoladamente22, 46, 166. Há pesquisas em que ambas as 

espécies apresentaram diversos tons de verde, muitas vezes na mesma 

placa e pertencentes a uma única espécie18, 56, 126, 161, 163. Em outros 

estudos, cor verde escura da colônia foi obtida mesmo após estocagem56, 

104. Ellepola et al.37 encontraram resultados variáveis conforme a marca 



comercial do meio cromogênico CHROMagar utilizado. Assim, C. albicans

apresentou 100% das colônias em verde escuro quando semeadas sobre 

o meio produzido por Becton Dickinson e C. dubliniensis, 64%. Utilizando 

o meio produzido pela Hardy Diagnostics, tanto C. albicans como C. 

dubliniensis apresentaram 82% de colônias em verde escuro, concluindo 

que neste estudo, os meios não foram eficazes como métodos de 

diferenciação entre as espécies, independentemente das amostras 

analisadas serem obtidas por isolamento primário ou cultura secundária 

(após estocagem).

Muitos relatos demonstraram que os isolados de C. dubliniensis

são mais sensíveis ao calor quando comparados a C. albicans43, 115, 155, 

161.

A exposição a temperaturas de 42ºC e a 45ºC, por 48 horas, é 

considerada um teste fenotípico de diferenciação de fácil realização, no 

qual C. albicans apresenta bom crescimento quando submetida a esta 

temperatura e C. dubliniensis não cresce ou cresce pobremente28, 37, 58, 71, 

115, 134, 149.

A exposição à temperatura de 45ºC é considerada como um 

marcador fenotípico de diferenciação, embora haja alguns relatos de C.

albicans que foram incapazes de crescer a esta temperatura37, 46. Já a 

temperatura de 42ºC, grande parte de C. albicans testadas apresentaram 

bom crescimento, enquanto que C. dubliniensis pobre ou nenhum. No 

entanto, há relatos de cepas de C. dubliniensis que apresentaram bom 

crescimento a esta temperatura71, 79 e C. albicans, nenhum43, 79, o que 

sugere ser este um método de baixa especificidade22, 51, 68. Alguns autores 

utilizam os testes de exposição a temperaturas diferenciadas como 

triagem para identificar, entre as cepas de C. albicans, aquelas que 

seriam sugestivas de C. dubliniensis e submetidas a novos testes 

fenotípicos ou bioquímicos, mais caros e trabalhosos82. A grande maioria 

dos autores utiliza este método em associação com outros testes2, 6, 43, 46, 

58, 65, 134.



Discriminações mais específicas entre C. albicans e C. dubliniensis

são obtidas por meio da utilização de testes bioquímicos de assimilação 

de carboidratos113, 131, 149.

Os testes de assimilação de carboidratos verificam a habilidade da 

levedura em utilizar determinado substrato como única fonte de energia. 

O crescimento da levedura pode ser em meio líquido ou ao redor de uma 

fonte de carbono quando em meio sólido. Falha no crescimento indica 

falta de enzimas para utilização dos carboidratos135.

O perfil da reação de assimilação fornece um código numérico, o 

qual sugere uma lista de espécies em ordem de probabilidades, por 

comparação de perfil com uma base de dados, o APILAB131, 140, 149.

Muitos estudos demonstraram que a assimilação de glicerol, D-

xilose, metil- -D-glicosídeo e D-trealose poderia ser utilizado para 

distinção entre as duas espécies, uma vez que C. albicans apresenta 

inabilidade em assimilar glicerol e, C. dubliniensis apresenta inabilidade 

em assimilar os outros três carboidratos2, 22, 43, 113. Foi verificado, no 

entanto, assimilação de D-trealose e em menor proporção de metil- -D-

glicosídeo por C. dubliniensis37. Vários autores concordam que 

capacidade de assimilação de D-xilose parece ser mais seguro como 

método de diferenciação entre ambas as espécies22, 37, 41, 43.

Existem comercialmente vários sistemas de assimilação de 

carboidratos, desenvolvidos inicialmente para identificação de C.

albicans43, 113, 165. Sullivan et al.155, quando isolaram pela primeira vez C. 

dubliniensis em 1995, utilizaram o sistema de identificação de leveduras 

API ID 32 (bioMérieux), no qual as leveduras atípicas não tiveram 

correspondência exata com nenhum perfil do banco de dados do APILAB, 

ou seja, o perfil das cepas atípicas não correspondeu ao de nenhuma 

levedura conhecida até o momento.  

O API 20 C (bioMérieux) surgiu em seguida, sendo utilizado para 

identificar os primeiros isolados clínicos de C. dubliniensis dos EUA131.

Posteriormente, outros estudos verificaram erro de identificação utilizando 



este sistema57, 165. O API 20 AUX (bioMérieux) surgiu em substituição ao 

modelo antigo e incluiu C. dubliniensis em sua base de dados113. Devido 

ao alto custo, foi lançado o sistema de identificação Vitek Yeast 

Biochemical Card (bioMérieux)162, e posteriormente o Vitek 2 ID-YST, 

completamente automatizado, que também incluiu C. dubliniensis em sua 

base de dados, cujo perfil de identificação é similar aos outros sistemas 

comerciais. Esse sistema apresenta como vantagem, o fato de que se as 

características morfológicas das leveduras a serem testadas também 

forem avaliadas, erros ou incapacidade de identificação podem ser 

reduzidos48. Pincus et al.113 avaliaram sistemas comerciais de assimilação 

de carboidratos para C. dubliniensis, e o Vitek 2 ID-YST foi o que 

apresentou resultados mais encorajadores. 

O aumento da produção de clamidoconídeos e seu arranjo 

estrutural em pares, trios ou cachos, foram verificados desde a 

identificação inicial de C. dubliniensis por Sullivan et al.152, quando as 

amostras atípicas foram semeadas em microcultivo no ágar fubá 

adicionado de tween 80. Este fato também é considerado um fator de 

diferenciação entre as espécies por alguns autores, pois C. albicans

produz, na maioria das vezes, clamidoconídeos isolados, ao longo ou no 

final de hifas e pseudohifas. C. dubliniensis produz abundantes 

clamidoconídeos, geralmente arranjados em pares contíguos ou em trios 

e algumas vezes em grandes cachos28, 122, 140. Alguns autores não 

consideram esta diferença significativa e acreditam que a diferenciação 

entre as espécies não pode ser baseada numa eventual formação e 

disposição de clamidoconídeos37, 161.

A verificação da formação de tubo germinativo é simples, eficiente 

e econômica, sendo realizada rotineiramente para identificação de C. 

albicans, mas não na diferenciação entre espécies. Aproximadamente 

95% a 97% de C. albicans produzem tubo germinativo quando incubadas 

em soro a 37°C, durante 2 - 4 horas. Contudo, nas mesmas condições C.



dubliniensis, C. stellatoidea e C. tropicalis são também capazes de 

produzir tubo germinativo22.

A aplicação de análises baseadas na morfologia das colônias de C.

dubliniensis e C. albicans, bem como verificação da capacidade em 

produzir abundantes clamidoconídeos quando semeadas em meios de 

cultura suplementados com extratos de plantas, tem sido utilizada pelos 

pesquisadores na busca de um meio de cultura que seja rápido, tenha 

baixo custo e possa ser aplicado com segurança à rotina de um 

laboratório de microbiologia67, 68, 69, 79, 152.

Muitas pesquisas surgiram nos últimos anos com a utilização de 

meios de cultura específicos para diferenciação entre C. albicans e C.

dubliniensis, como ágar girassol que utiliza sementes de girassol 

pulverizadas em sua constituição e que inicialmente foi desenvolvido para 

identificação de Cryptococcus neoformans, (também chamado de ágar 

Pal's), o ágar caseína, que utiliza leite desnatado, o ágar tabaco, que 

utiliza fumo, e mais recentemente o ágar suco de tomate, que utiliza suco 

de tomate industrializado (também chamado de ágar V8). Todos estes 

meios apresentam sua base de diferenciação na ausência ou presença de 

abundantes clamidoconídeos, quando forem semeados com C. albicans

ou C. dubliniensis, respectivamente. Com exceção do ágar caseína, os 

outros meios também se baseiam na aparência macroscópica do 

crescimento da levedura, sendo que C. dubliniensis apresenta aparência 

rugosa com formação de franja hifal ao redor da colônia, devido a 

abundante produção de pseudohifas. C. albicans apresenta colônias lisas 

e sem franja6, 11, 68, 101, 144, 145.

Alguns autores acreditam que estes meios, embora altamente 

específicos, não devem ser utilizados isoladamente, porém dois ou mais 

meios conjuntamente, para se obter uma diferenciação significativa entre 

as espécies. Estes meios apresentam como desvantagens o período de 

incubação, que em alguns casos chega a 96 horas, e o fato de não serem 

meios prontamente disponíveis em laboratórios de microbiologia22, 152.



Outros testes fenotípicos são descritos na literatura visando o 

marcador fenotípico ideal para identificação de C. dubliniensis, como a 

atividade de ß-D-glucosidase, fluorescência em ágar Sabouraud dextrose 

azul de metileno; verificação da produção de proteinase extracelular; 

habilidade para redução do sal tetrazólio; inabilidade de crescimento em 

caldo de Sabouraud hipertônico, entre outros22, 25, 46, 74, 139, 140, 152, 167.

2.3 Identificação genotípica 

Técnicas moleculares como a caracterização do DNA mitocondrial, 

o polimorfismo de tamanho de fragmentos de restrição (RFLP), reação em 

cadeia da polimerase (PCR) e eletroforese em campo pulsátil (PFGE) são 

ferramentas que vêm sendo empregadas na obtenção de conclusões 

fidedignas sobre a relação filogenética entre as espécies de fungos73, 80, 

106, 116, 153.

A reação em cadeia da polimerase (PCR) é um método in vitro que

se utiliza de enzimas sintéticas ou iniciadores (primers) para amplificar, 

exponencialmente, seqüências específicas de ácido desoxirribonucléico 

(DNA) ou de ácido ribonucléico (RNA), extraído de uma célula ou de um 

grupo de células93. Este método só foi possível graças à introdução de 

uma enzima termoestável, similar a extraída de uma bactéria que vive em 

fontes térmicas (Thermus aquaticus), a Taq polimerase, a qual permanece 

ativa mesmo em altas temperaturas. É uma técnica rápida, levando cerca 

de duas horas para completar seu ciclo. A reação em cadeia da 

polimerase consiste dos seguintes estágios: o aquecimento a 95ºC 

desnatura o DNA de fita dupla, a seguir o resfriamento a 60ºC permite que 

ocorra o anelamento dos primers em excesso com suas seqüências 

complementares no DNA alvo, então ocorre à extensão ou alongamento 

de cada primer gerando fitas recém sintetizadas do fragmento de restrição 



que funcionou como molde, ou seja, a Taq polimerase vai associando os 

nucleotídeos presentes na reação à extremidade 5’ por polarização de 

desoxinucleotídeos (dNTPs) até a extremidade 3’ do fragmento de 

restrição. A Taq polimerase pode estender os primers em temperatura de 

até 72ºC. Quando a síntese se completou, toda a mistura é aquecida 

ainda mais (até 95ºC), para a desnaturação dos dúplices de DNA recém-

formados. A temperatura é novamente reduzida, ocorre outro ciclo de 

síntese, porque ainda está presente um excesso do primer. A repetição 

dos ciclos de síntese (resfriamento) e desnaturação (aquecimento)

amplifica rapidamente a seqüência de interesse e faz com que ela 

aumente exponencialmente. Os produtos do PCR são geralmente 

visualizados por eletroforese em gel de agarose acrescido de brometo de 

etídeo e podem ser visualizados sob luz ultravioleta34, 77. A característica 

mais importante da PCR é a capacidade de amplificar exponencialmente 

cópias de DNA a partir de pouca quantidade de material55, 93.

A separação de moléculas de ácidos nucléicos em laboratório de 

biologia molecular é realizada com o auxílio da técnica de eletroforese. 

Esta técnica se baseia na movimentação das moléculas através de uma 

matriz tamponada, feita de amido, agarose ou acrilamida. A matriz 

funciona como um filtro, separando as moléculas de acordo com o 

tamanho e carga elétrica. No caso dos ácidos nucléicos, o grupo fosfato é 

responsável pela forte carga negativa em condições de pH neutro, 

fazendo com que os fragmentos migrem para o pólo positivo durante a 

eletroforese. Como a carga elétrica dos fragmentos é negativa, a 

separação ocorrerá com base no comprimento dos fragmentos de DNA. 

Assim, fragmentos menores migrarão mais rapidamente na direção do 

pólo positivo, enquanto os maiores migrarão mais lentamente. Desta 

forma, fragmentos de diferentes tamanhos são separados ao longo dos 

dois pólos no gel de agarose5, 124, 141.

A agarose é uma forma pura de ágar, obtida de algas marinhas. A 

eletroforese em gel de agarose utiliza além da agarose, uma solução 



tampão de tris, ácido bórico e EDTA (TBE) e o brometo de etídeo. O 

brometo de etídeo é um corante fluorescente de alta toxicidade e 

mutagenicidade, que revela os ácidos nucléicos ao ser excitado por luz 

ultravioleta, e se intercala entre as fitas de DNA ou entre a fita de RNA, e 

deve ser utilizado em baixas concentrações34, 124.

Os ácidos nucléicos são visualizados colocando-se o gel em um 

aparelho que emite luz ultravioleta, o transiluminador. Cada banda 

individual no gel é constituída por milhões de fragmentos de DNA do 

mesmo tamanho5, 77.

O polimorfismo do DNA amplificado ao acaso (RAPD) foi uma 

grande inovação na área dos marcadores moleculares baseados em 

PCR, pois utiliza um único primer de seqüência arbitrária para dirigir a 

reação de amplificação, eliminando assim a necessidade do 

conhecimento prévio da seqüência de nucleotídeos do segmento do DNA 

a ser amplificado, também de seqüência arbitrária. A freqüência de 

amplificação de um segmento depende da probabilidade do primer

utilizado encontrar duas seqüências complementares (sítios de iniciação) 

em orientação oposta ao longo do DNA e a uma distância amplificável, no 

máximo de alguns milhares de pares de base. Após este processo obtêm-

se fragmentos anônimos do genoma, que não necessariamente codificam 

proteínas específicas e cuja seqüência de bases não é conhecida5, 116, 141, 

164.

As primeiras evidências de que os isolados de C. dubliniensis

representavam um grupo de microrganismos distintos de C. albicans

resultaram dos estudos genéticos152. Quando o DNA genômico das 

amostras consideradas atípicas eram digeridos com a enzima EcoRI e 

submetidos a sonda 27A, descrita por Scherer & Stevens137, os padrões 

obtidos foram constituídos por menor número e por bandas mais fracas do 

que normalmente esperado para C. albicans.

Isolados de C. dubliniensis produzem distintos comprimentos de 

fragmentos quando o DNA genômico é digerido pela enzima de restrição 



Hinfl, a qual cliva DNA em maior número de fragmentos em relação à 

EcoRl28, 140, 149, 155. O polimorfismo do DNA amplificado ao acaso (RAPD) 

também resulta em um perfil totalmente distinto para C. dubliniensis,

confirmando se tratar de uma nova espécie28, 148, 149, 155.

A restrição do DNA genômico de C. dubliniensis por HinfI gera um 

fragmento de massa molecular muito grande, o qual é indetectável em 

isolados de C. albicans e C. stellatoidea140.

Informações adicionais confirmaram a organização única do 

genoma de C. dubliniensis utilizando sondas de oligonucleotídeos 

contendo uma seqüência repetida modificada: (GGAT)4, (GACA)4,

(GATA)4, (GT)8 e (GTG)5
28, 155.

Isolados de C. dubliniensis também possuem um cariótipo padrão 

de 10 ou mais bandas de cromossomos de DNA, que podem ser obtidas 

após separação por eletroforese, com uma ou mais bandas menores que 

1MB em tamanho, o que também é encontrado em C. stellatoidea28, 36, 140, 

149, 155. Em C. albicans, sete ou oito bandas são encontradas, embora 

pequenos cromossomos supranumerários ou fragmentos cromossomais 

tenham sido observados28, 40, 149, 155.

O método mais adequado para determinar a relação genética entre 

espécies individuais, envolve a comparação da seqüência de 

nucleotídeos dos genes decodificados do RNA ribossômico. Os genes do 

RNA ribossômico são evolutivamente mais conservados e estão 

presentes no genoma eucariótico em múltiplas cópias. A análise da 

seqüência do nucleotídeo da região variável V3 da subunidade de RNA 

ribossômico também foi realizada nas cepas de C. dubliniensis

recuperadas de indivíduos infectados pelo HIV e em cepas referências de 

C. albicans, C. stellatoidea, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. 

kefyr e C. krusei, comprovando que os isolados atípicos estudados 

formavam um grupo homogêneo com 100% de similaridade, 

significantemente diferente das outras espécies analisadas28, 149, 155.



Boerlin et al.17, desenvolveu uma técnica molecular de eletroforese 

de enzima com múltiplos locus (MEE), para diferenciar C. albicans e C. 

dubliniensis. Esta técnica detecta diferenças genéticas em populações de 

microrganismos, resultante de divergências evolutivas. MEE detectou o 

gene alelo de C. dubliniensis claramente distinto de C. albicans ou C. 

stellatoidea, porém verificou pouca divergência entre as espécies, sendo 

que geneticamente C. albicans foi a espécie mais próxima de C.

dubliniensis.

A comparação da seqüência da subunidade menor do RNAr de C. 

dubliniensis com a seqüência previamente obtida de outras espécies do 

gênero Candida, demonstrou divergência entre C. dubliniensis e C.

albicans de 1,4%, que correspondeu a 25 pb47.

Dados filogenéticos baseados na análise da seqüência genética de 

RNAr demonstraram que C. albicans e C. dubliniensis são intimamente 

relacionadas e que aparentemente elas divergiram em um tempo de 

evolução relativamente recente47. A forte relação entre estas duas 

espécies concorda com suas similaridades fenotípicas152.

Embora possa haver similaridades entre pares de genes 

homólogos, o genoma de C. albicans e C. dubliniensis difere 

significativamente. Joly et al.62 demonstraram que o genoma de C. 

dubliniensis contém duas vezes o número de cópias de seqüência 

repetida RPS quando comparado ao genoma de C. albicans e que esta 

reorganização duas vezes mais freqüente, pode resultar em alto nível de 

instabilidade cariotípica frequentemente observada em C. dubliniensis. O 

alto nível de homozigose observada no pareamento do lócus MTL fornece 

evidências para os níveis aumentados de recombinação mitótica dentro 

do genoma de C. dubliniensis, o que talvez explique a rápida adaptação a 

mudanças de condições ambientais152.

Donnely et al.32 verificou que as outras técnicas moleculares para 

diferenciação entre C. albicans e C. dubliniensis não eram adequadas 

para o alto número de amostras na rotina de um laboratório de 



diagnóstico, e que as principais diferenças entre as espécies são mais 

evidentes ao nível genético e deveriam servir de base para um teste de 

identificação específico e rápido. Para os autores, a reação em cadeia da 

polimerase (PCR), pareceu representar a técnica molecular mais 

adequada, por ser rápida, reprodutível e com capacidade de aplicação em 

grande volume de amostras clínicas.

Os primers inicialmente utilizados nas reações de PCR eram 

primers homólogos para seqüência específica de C. albicans, tais como o 

OREN e o CARE-2, os quais produziam produtos distintos após 

amplificação por PCR com DNA de cepa referência de C. dubliniensis149.

Donnely et al.32 descreveram uma reação padrão de PCR, utilizando pela 

primeira vez, um par de primers de oligonucleotídeos específicos para C. 

dubliniensis, o DUBF/DUBR. 

A identificação de C. dubliniensis em coleção fúngica brasileira, 

feita por Mariano et al.82 em 2003, utilizou o RAPD realizado com três 

diferentes primers, o CDU (o qual produziu 7 fortes bandas para C.

dubliniensis e 6 para C. albicans, com tamanhos moleculares variando de 

300 a 1300 pb), o B-14 (produziu 6 fortes bandas para C. dubliniensis e 5 

para C. albicans, com tamanho molecular variando de 400 a 2000 pb) e o 

M-2 (produziu 8 fortes bandas para C. dubliniensis e 5 para C. albicans,

com tamanhos moleculares variando de 300 a 1600 pb). Todos os primers

utilizados exibiram bandas de alta densidade e permitiram uma 

interpretação visual segura dos padrões de C. albicans e C. dublinienis.

A extração do DNA para ser utilizado em PCR apresenta várias 

metodologias descritas na literatura, podendo ser realizada por métodos 

físicos (fervura ou sonicação) ou químicos (enzimas que visam eliminar as 

macromoléculas contaminantes, como proteínas e RNA que estejam 

acopladas ao ácido nucléico)49, 79, 93, 117, 134.



3 PROPOSIÇÃO 

O presente trabalho teve como objetivo identificar cepas de 

Candida dubliniensis entre as espécies isoladas e inicialmente 

identificadas como Candida albicans, provenientes da cavidade bucal de: 

pacientes transplantados cardíacos sob terapia com imunossupressores, 

pacientes com tuberculose submetidos a antibioticoterapia prolongada, 

pacientes HIV positivos e indivíduos sadios, presentes em coleção de 

espécies do laboratório de Microbiologia da Faculdade de Odontologia da 

UNESP/ São José dos Campos.

As cepas isoladas foram submetidas as seguintes avaliações 

fenotípicas: a) verificação da produção de tubo germinativo; b) formação e 

arranjo estrutural de clamidoconídeo em ágar fubá, ágar caseína, ágar 

tabaco e ágar girassol; c) crescimento a temperatura de 45°C. 

 Após a realização destes testes, as amostras foram submetidas a 

identificação genotípica pelo método da Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR).



4 MATERIAL E MÉTODOS

4.1 Aspectos éticos 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Faculdade de Odontologia de São José dos Campos/ UNESP, sob 

protocolo n  n  096/ 2004-PH/CEP (Anexo A). 

4.2 Origem das amostras 

Duzentas cepas de leveduras do gênero Candida, provenientes de 

coleção de amostras, do Laboratório de Microbiologia da Faculdade de 

Odontologia de São José dos Campos/ UNESP, inicialmente classificadas 

como C. albicans, foram incluídas no presente estudo. Estas cepas foram 

provenientes de estudos anteriores e foram isoladas de pacientes 

transplantados cardíacos sob terapia com imunossupressores, pacientes 

com tuberculose submetidos à antibioticoterapia prolongada, pacientes 

HIV positivos e indivíduos sadios. Cada um dos 4 grupos incluiu cinqüenta 

cepas analisadas. As cepas foram semeadas em placas contendo ágar 

Sabouraud dextrose e após crescimento de colônias características foram 

submetidas a coloração de Gram. A seguir, as colônias foram transferidas 

para ágar Sabouraud dextrose inclinado e submetidas aos testes 

descritos a seguir, para identificação fenotípica e genotípica de C.

dubliniensis.



4.3 Identificação fenotípica 

 Em todos os testes fenotípicos foram incluídas uma cepa referência 

de C. albicans (ATCC 18804) e uma cepa referência de C. dubliniensis 

(NCPF 3108). 

4.3.1 Produção de tubo germinativo 

Foi adicionada uma alçada de cultura pura de 24 h da cepa a ser 

testada em tubo de ensaio (13x17 mm) contendo 0,5 ml de soro estéril 

humano. Os tubos foram incubados em banho-maria a 37oC, pelo tempo 

mínimo de 2 e máximo de 3 horas. A formação de tubo germinativo foi 

observada em microscopia de luz (aumento de 400 vezes), colocando-se 

uma gota da suspensão entre lâmina e lamínula. Esta prova é positiva 

para C. albicans e C. dubliniensis e negativa para as demais espécies140.

4.3.2 Formação e arranjo estrutural de clamidoconídeos em ágar fubá 

Foi utilizado o meio Corn Meal Ágar (Difco) adicionado de 1% de 

Tween 80, na seguinte proporção: 0,85 g de ágar fubá; 0,5 ml de Tween 

80 e 50 ml de água destilada. Para a execução da prova o ágar 

previamente fundido foi distribuído em lâminas de vidro, colocadas no 

interior de placas de Petri esterilizadas. Após a solidificação do ágar, cada 

cepa de levedura a ser testada foi semeada em estria única na superfície 

do meio e colocada uma lamínula esterilizada no centro da lâmina. Após 

incubação por 48 a 72 horas em temperatura ambiente, a leitura foi 



realizada com microscopia de luz (aumento de 400 vezes), observando-se 

presença de clamidoconídeos. C. albicans produz clamidoconídeos únicos 

no final ou ao longo de hifas e pseudohifas117, 140. C. dubliniensis produz 

abundantes clamidoconídeos, geralmente arranjados em pares contíguos 

ou em trios e algumas vezes em grandes cachos28, 128. Foram observadas 

também a presença de hifas/ pseudohifas e leveduras.

4.3.3 Ágar Caseína 

Todas as cepas estudadas foram inicialmente semeadas por 48 

horas a 30°C em ágar Sabouraud. O meio de cultura utilizado foi baseado 

em Mosca et al.101, conforme Quadro 1. 

Quadro 1- Ágar Caseína segundo Mosca et al. 101

Ágar Caseína 

 dissolver 10 g de leite desnatado em 90 ml de água destilada; 

 dissolver 3 g de ágar em 97 ml de água destilada;  

 autoclavar ambas soluções separadamente a 121°C por 15 minutos; 

 resfriar as soluções a 45- 50°C, misturar e verter 25 ml em placas de 

Petri (90 mm de diâmetro). 

Incubar a 24°C por 48 horas. 

Após incubação, amostras do crescimento das culturas foram 

coradas com lactofenol azul de algodão, e examinadas em microscopia de 

luz, com aumento de 100 e 400X para verificação da produção de 

clamidoconídeos. Clamidoconídeos abundantes se apresentavam 

corados de azul escuro, e arranjados em grupos ao redor de crescimento 

pseudomicelial. 



4.3.4 Ágar Tabaco 

Todas as cepas estudadas foram provenientes de subcultura de 24 

horas em ágar Sabouraud, incubadas a 37°C. O meio foi realizado 

segundo proposto por Khan et al.68, conforme Quadro 2. 

Quadro 2 – Ágar Tabaco segundo Khan et al. 68

Ágar Tabaco 

misturar 50 g de tabaco proveniente de cigarros (Malboro; alcatrão 8 

mg; nicotina 0,6 mg; Philips Morris Products SA) em 1 litro de água 

destilada;

ferver a mistura por 30 minutos; 

filtrar em várias camadas de gaze; 

adicionar 20 g de ágar e ajustar o volume para um litro; 

ajustar o pH da solução para 5,4. 

autoclavar a 121°C por 15 minutos, 

verter 20 ml do meio em placas de Petri (90 mm de diâmetro); 

semear uma pequena porção (coletada com alça de platina) do inóculo 

proveniente de colônias isoladas; 

incubar a 28°C e observar diariamente até período de 96 h. 

C. dubliniensis produziu crescimento irregular, alaranjado e com 

franja hifal periférica, após incubação a 28°C por 48/72h. Formou 

abundantes clamidoconídeos sob a franja hifal periférica quando uma 

amostra desse crescimento foi corada com lactofenol azul de algodão, e 

examinada em microscopia de luz, com aumentos de 100 e 400X. As 

colônias também foram observadas diretamente em lupa estereoscópica 

(Zeiss- Stemi 2000-C) com aumentos de 10 e 40X. C. albicans se 



apresentou branco-creme, lisa e sem franja hifal ou clamidoconídeos, 

mesmo após observação por mais de 10 dias. 

4.3.5 Ágar Girassol (Meio Pal's Agar) 

Todas as cepas estudadas foram provenientes de subcultura de 24 

horas em ágar Sabouraud, incubadas a 37°C. O meio de cultura foi 

preparado de acordo com Al Mosaid et al.6, conforme Quadro 3 

Quadro 3 – Ágar Girassol segundo Al Mosaid et al.6

Ágar Girassol 

utilizar 50 gramas de semente de girassol não salgado processado em 

liquidificador/ processador caseiro até virar pó durante 5 minutos, 

permite estocar até no máximo 5 dias; 

adicionar 1 litro de água destilada, ferver por 30 minutos. Esperar 

esfriar e filtrar em várias camadas de gaze num funil de vidro;

adicionar 1 g de glicose; 1 g de fosfato de potássio (KH2PO4); e 1 g de 

creatinina; 

ajustar o pH da solução para 5,5. O volume é completado para 1 litro; 

 adicionar 15 g de ágar puro;

autoclavar a 110°C durante 20 minutos;  

verter 25 ml de meio por placa (90 mm de diâmetro); 

semear pequenas porções (coletada com alça de platina) do inóculo 

proveniente de colônias isoladas; 

incubar a 30°C e observar diariamente até período de 10 dias.



C. dubliniensis e C. albicans apresentavam colônias creme 

acinzentadas lisas e regulares.

C. dubliniensis apresentou macroscopicamente, franja hifal 

periférica, e microscopicamente formava clamidoconídeos em 48 a 72 

horas, visualizados em microscopia de luz, com aumentos de 100 e 400X.

C. albicans não deveria apresentar franja hifal inicialmente, 

somente após 10 dias de incubação e não produzir clamidoconídeos 

neste meio.

4.3.6 Crescimento a temperatura de 45°C

Todas as cepas estudadas foram inicialmente semeadas em ágar 

Sabouraud dextrose (Difco), e incubadas a 37°C por 24 h. Uma pequena 

porção do crescimento foi novamente semeada, por esgotamento, em 

ágar Sabouraud dextrose e incubada a 45°C. O crescimento foi verificado 

visualmente em 24 e 48 h da incubação. Todas as cepas que 

apresentaram crescimento negativo a 45°C, foram novamente semeadas 

e incubadas a esta temperatura para confirmação dos resultados28, 107, 128.

Para chegarmos a classificação de bom ou pobre crescimento, a 

placa de Petri foi dividida em 4 quadrantes, e considerou-se um bom 

crescimento quando no mínimo 2 quadrantes apresentavam crescimento 

de colônias após ser submetido a temperatura de 45°C e, crescimento 

pobre foi considerado quando apenas um quadrante apresentou 

crescimento de colônias79, 161.



4.4 Identificação genotípica  

A identificação genotípica foi realizada em três etapas: extração do 

DNA das cepas estudadas e das cepas padrão de C. albicans (ATCC 

18804) e C. dubliniensis (NCPF 3108); reação em cadeia da polimerase 

(PCR); e, visualização dos produtos obtidos no PCR por eletroforese em 

gel de agarose.  

4.4.1 Extração do DNA 

As cepas estudadas foram inicialmente semeadas em ágar 

Sabouraud dextrose (Difco), e incubadas a 37°C por 24 h.

A extração do DNA foi realizada pela técnica da fervura segundo o 

proposto por Mähnß et al.79.

A coleta do crescimento da cepa testada foi realizada com palitos 

de madeira esterilizados. Esses palitos eram previamente colocados no 

interior de uma placa de Petri e autoclavados a 120°C durante 15 

minutos.

Uma pequena porção da cepa de Candida a ser testada foi 

transferida, com o auxílio do palito de madeira esterilizado, para um tubo 

Eppendorf contendo 75 µL de água destilada estéril.

Os tubos Eppendorf foram então submetidos à um pulso em 

centrifuga a 14.000 Xg. para que todo material fosse retirado das paredes 

e misturado. A seguir, foram incubados em banho-maria a 95°C por 10 

minutos. Após este período, as amostras foram novamente centrifugadas, 

desta vez a 15.000 Xg. por 15 minutos, em centrifuga refrigerada, a 0°C.

As amostras foram armazenadas em congelador a 20°C negativo.  



O volume de 2 µL do material obtido foi utilizado para realização da 

reação em cadeia da polimerase (PCR). 

4.4.2 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

A identificação de C. dubliniensis foi realizada por reação em 

cadeia da polimerase (PCR) de acordo com o método proposto por 

Mähnß et al.79 com modificações, pois utilizamos o PCR Master MIX 

(Promega), que já inclui a Taq DNA Polimerase, os trifosfatos de 

desoxinucleosideos (dNTPs) e o cloreto de magnésio (MgCl2), ao invés 

dos componentes em separado.

A mistura para PCR teve um volume total final de 25 µL e foi 

composta por: 

2 µL da amostra de DNA; 

1 µL de cada primer (IDT) - foram utilizados dois pares para esta 

amplificação; o primeiro par inclui os universais: 

       - Uni-f: 5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’  

       - Uni-r: 5’- GGTCCGTGTTCAAGACG-3’  

           e o segundo par é específico para C. dubliniensis:

          - DUBF Act-f: 5’-GTATTTGTCGTTCCCCTTTC-3’

      - DUBR Act-r: 5’- GTGTTGTGTGCACTAACGTC-3’ 

12,5 µL de PCR Master Mix 

6,5 µL de água para biologia molecular desmineralizada 

(Invitrogen);



A seguir as amostras foram para o termociclador automático 

(Mastercycler- Eppendorf) aonde foram submetidas as seguintes 

condições:

desnaturação a 95°C por 3 minutos; 

anelamento dos primers a 58°C por 30 segundos; 

extensão a 72°C por 60 segundos seguida por uma extensão final de 

10 minutos a 72°C no último ciclo. 

A partir do 2° ciclo, a desnaturação passou a ter duração de 30 

segundos ao invés de 3 minutos, na temperatura de 95°C. A amplificação 

foi realizada durante 30 ciclos, e teve duração aproximada de 2 horas. 

4.4.3 Eletroforese 

Os produtos da PCR foram separados em gel de 1,5% de agarose 

adicionado de 1,0 µl de solução de brometo de etídio. A migração foi feita 

a 80V por um período de aproximadamente 30 minutos. O tampão de 

corrida utilizado foi o TBE (0,89 M Tris-Base, 0,89 M ácido bórico, 20 mM 

EDTA, pH 8,0).

O gel de agarose foi colocado no interior de um recipiente ainda em 

forma líquida e nele foram introduzidos pentes; após a solidificação, o gel 

foi colocado no interior do aparelho de eletroforese. Uma solução tampão 

de TBE foi vertida sobre o gel para conduzir a eletricidade e impedir o gel 

de secar; os pentes foram removidos para obtenção de orifícios ou poços.

Para visualização dos produtos de amplificação e para localizarmos 

o andamento da corrida da eletroforese a olho nu, foi acrescentado o 

corante azul de bromofenol.



O DNA amplificado e o corante foram colocados nos poços nas 

seguintes proporções: 

       - 3 µl de azul de bromofenol;

       - 3 µl da amostra de DNA amplificado.   

Ao final de cada fileira foi colocado um marcador de peso molecular 

(Ladder 100 pb Gilco) adicionado do azul de bromofenol na mesma 

proporção utilizada (3 µl de azul de bromofenol e 3 µl do Ladder). 

A corrente elétrica de 80 V foi aplicada aos eletrodos do aparelho 

de eletroforese, criando um campo elétrico ao longo do gel. 

Após 30 minutos a eletroforese foi desligada, quando o azul de 

bromofenol tinha percorrido 2/3 do gel ou mais. 

Os produtos foram visualizados em transiluminador de luz 

ultravioleta UV (marca UVP, modelo M-20, comprimento de onda de 302 

nm).

4.5 Análise estatística 

Os resultados obtidos na identificação fenotípica e genotípica foram 

submetidos ao teste t de student, para análise de concordância entre os 

métodos de identificação. A identificação genotípica serviu como padrão 

ouro de eficiência para análise de cada método fenotípico realizado.  



4.6 Análise de custos 

Os custos dos métodos fenotípicos e genotípico foram analisados 

considerando-se os valores específicos gastos para cada prova realizada, 

sem se levar em conta os gastos gerais, como ágar Sabouraud, placas de 

Petri descartáveis, pessoal técnico e equipamentos necessários em todos 

os laboratórios de microbiologia.



5 RESULTADOS 

5.1 Identificação fenotípica 

5.1.1 Formação de tubo germinativo 

A formação do tubo germinativo estava presente em 100% das 

duzentas cepas testadas, uma vez ser esta uma característica tanto de C. 

albicans como de C. dubliniensis. Neste caso, a formação de tubo 

germinativo serviu para confirmar se tratar de uma destas duas espécies. 

5.1.2 Formação e arranjo estrutural de clamidoconídeos em ágar fubá 

A formação e arranjo estrutural de clamidoconídeos quando a cepa 

foi semeada em ágar fubá Tween 80, apresentou-se diferente para as 

duas espécies. A cepa padrão de C. albicans produziu clamidoconídeos 

únicos no final ou ao longo de hifas e pseudohifas117, 140, e cepa padrão de 

C. dubliniensis produziu abundantes clamidoconídeos arranjados aos 

pares, trios ou grandes cachos28, 128. Todas as cepas deveriam apresentar 

formação desta estrutura, por ser uma característica das duas espécies. 

As leveduras do gênero Candida que apresentaram 

clamidoconídeos únicos correspondeu a 129 (64,5%) das 200 cepas 

testadas. O grupo que apresentou clamidoconídeos arranjados em 

cachos correspondeu a 48 (24%) cepas e, o grupo que se apresentou em 

estágio intermediário correspondeu a 23 (11,5%) cepas, conforme pode 

ser observado na Tabela 1. Nas Figuras 1A e 1B podemos observar cepa 

sugestiva de C. albicans e cepa padrão de C. dubliniensis. As cepas 



chamadas intermediárias foram consideradas sugestivas de C. albicans

por apresentarem a maioria das estruturas únicas e alguns pares, porém 

foram descriminadas na tabela para fins de fidelidade aos resultados 

obtidos.

Tabela 1 - Número e porcentagem de cepas que produziram 
clamidoconídeos únicos, em cachos e intermediários 
quando semeadas em ágar fubá

Clamidoconídeos n % Identificação

sugestiva

Únicos 129 64,5 C. albicans 

Cachos 48 24 C. dubliniensis 

Intermediários 23 11,5 C. albicans 

5.1.3 Formação e arranjo estrutural de clamidoconídeos em ágar caseína 

C. dubliniensis apresentou capacidade de formação de 

clamidoconídeos quando semeada neste meio, e estes se apresentavam 

corados de azul escuro, arranjados ao redor de crescimento 

pseudomicelial, enquanto C. albicans apresentou raros ou ausentes 

clamidoconídeos101. Este meio de cultura não forneceu leitura visual de 

formação de franja hifal, apenas microscópica. 

Das cepas testadas 135 (67,5%) apresentaram ausência de 

clamidoconídeos; 35 (17,5%) apresentaram poucos clamidoconídeos e 30 

(15%) apresentaram clamidoconídeos abundantes e/ou em cachos 

conforme pode ser observado na Tabela 2. 



Nas Figuras 2A e 2B podemos observar cepa sugestiva de C. 

albicans e cepa padrão de C. dubliniensis com ausência e presença de 

clamidoconídeos, respectivamente. 

Tabela 2 - Número e porcentagem de cepas clamidoconídeos ausentes 
(sem capacidade de formação de clamidoconídeos), raros e 
em cachos (ou abundantes) quando semeadas em ágar 
caseína

Clamidoconídeos n % Identificação

sugestiva

Ausentes 135 67,5 C. albicans 

Raros 35 17,5 C. albicans 

Cachos 30 15 C. dubliniensis 

5.1.4 Formação e arranjo estrutural de clamidoconídeos em ágar tabaco 

A cepa padrão de C. dubliniensis produziu crescimento irregular, 

alaranjado, com franja hifal periférica e formou abundantes 

clamidoconídeos de cor azul escuro sob esta franja, quando uma amostra 

do crescimento foi corada com lactofenol azul de algodão, conforme pode 

ser observado na Figura 3B. As colônias de C. albicans deveriam se 

apresentar apenas em cor branca ou creme, lisas e sem franja hifal ou 

clamidoconídeos, mesmo após observação por mais de 10 dias68,

conforme pode ser visualizado na Figura 3A. 

Esses dados não foram encontrados em nossos resultados, onde 

pudemos visualizar colônias brancas, irregulares com franja e 

clamidoconídeos, e também algumas colônias laranja com faixas brancas 

em seu interior, conforme pode ser visualizado nas Figuras 4A e 4B.



Das cepas testadas 161 (80,5%) apresentaram ausência de 

clamidoconídeos quando semeadas neste meio; 23 (11,5%) 

apresentaram poucos clamidoconídeos e 16 (8%) apresentaram 

clamidoconídeos abundantes e/ou em cachos, conforme pode ser 

observado na Tabela 3. A presença ou não de franja hifal periférica pode 

ser observada na Tabela 4. 

Nas Figuras 5A e 5B, podemos observar o aspecto microscópico 

da formação de clamidoconídeos em ágar tabaco, onde se observou 

respectivamente cepa sugestiva de C. albicans com ausência de 

clamidoconídeos e cepa padrão de C. dubliniensis, com numerosos 

clamidoconídeos.

Tabela 3 - Número e porcentagem de cepas clamidoconídeos ausentes, 
raros e em cachos quando semeadas em ágar tabaco

Clamidoconídeos n % Identificação

sugestiva

Ausentes 161 80,5 C. albicans 

Raros 23 11,5 C. albicans 

Cachos 16 8 C. dubliniensis 

Tabela 4 - Número e porcentagem de cepas positivas e negativas para 
franja hifal periférica quando semeadas em ágar tabaco 

Franja Hifal 

Periférica

n % Identificação

sugestiva

Presente 24 12 C. dubliniensis 

Ausente 176 88 C. albicans 



5.1.5 Formação e arranjo estrutural de clamidoconídeos em ágar girassol 

C. albicans e C. dubliniensis deveriam apresentar colônias creme 

acinzentadas lisas e regulares quando semeadas em ágar girassol. C.

dubliniensis apresentou franja hifal e clamidoconídeos em 48 a 72 horas 

da incubação, já C. albicans somente deveria apresentar franja hifal após 

10 dias de incubação e não produzir clamidoconídeos neste meio, mesmo 

após este período6, conforme pode ser visualizado nas Figuras 6A, 6B e 

7A, 7B, respectivamente. 

Esses dados foram encontrados na maioria, mas não em todos os 

nossos resultados.

Das cepas testadas, 17 (8,5%) apresentaram clamidoconídeos 

quando semeadas neste meio; 178 (89%) apresentaram ausência e 5 

(2,5%) apresentaram poucos clamidoconídeos, conforme pode ser 

observado na Tabela 5. 

A presença de franja hifal periférica foi examinada microscópica e 

visualmente durante 10 dias. Os resultados podem ser observados na 

Tabela 6. 

Tabela 5 - Número e porcentagem de cepas clamidoconídeos presentes, 
ausentes e raros quando semeadas em ágar girassol

Clamidoconídeos n % Identificação

sugestiva

Presentes 17 8,5 C. dubliniensis 

Ausentes 178 89 C. albicans 

Raros 5 2,5 C. albicans 



Tabela 6 - Número e porcentagem de cepas positivas para franja hifal 
periférica quando semeadas em ágar girassol  

Franja Hifal 

Periférica

n % Identificação

sugestiva

Presente 15 7.5 C. dubliniensis 

Ausente 185 92.5 C. albicans 

5.1.6 Crescimento a temperatura de 45°C 

C. albicans apresentou bom crescimento quando submetida a esta 

temperatura e C. dubliniensis por ser mais sensível a temperaturas 

elevadas não cresceu ou cresceu pobremente28, 37, 58, 71, 115, 134, 149,

conforme pode ser visualizado nas Figuras 8A e 8B, respectivamente. 

Todas as cepas foram submetidas à temperatura de 45°C. Das 200 

cepas testadas, apresentaram bom crescimento a esta temperatura 

86,5% (173 amostras), crescimento pobre 5% (10 amostras) e ausência 

de crescimento 8,5% (17 amostras) das cepas testadas. Estes dados 

podem ser observados na Tabela 7.

Tabela 7 - Número e porcentagem de amostras positivas para 
crescimento a 45°C, com crescimento pobre e sem 
crescimento

Crescimento n % Identificação

sugestiva

Presente 173 86,5 C. albicans 

Pobre

Ausente

10

17

5

8,5

C. dubliniensis 

C. dubliniensis 



A              B 

FIGURA 1 – Aspecto microscópico da formação de clamidoconídeos em ágar 
fubá Tween 80. Observa-se cepa sugestiva de C. albicans em A,
com clamidoconídeos duplos ou isolados e cepa padrão de C.
dubliniensis em B, com numerosos clamidoconídeos em cachos.
Aumento de 100 X.

A B

FIGURA 2 – Aspecto microscópico da formação de clamidoconídeos em ágar 
caseína. Observa-se cepa sugestiva de C. albicans em A, com
ausência de clamidoconídeos e cepa padrão de C. dubliniensis
em B, com numerosos clamidoconídeos em cachos. Aumento de 
100 X e 400 X respectivamente. 



A B

FIGURA 3 – Aspecto macroscópico de crescimento de cepa sugestiva de C.
albicans (A) e de cepa padrão de C. dubliniensis (B) em ágar 
tabaco. Observa-se cor branca e bordos lisos para C. albicans (A) 
e cor alaranjada com numerosas franjas, aspecto rugoso e
irregular para C. dubliniensis (B). Aumento em lupa com aumento 
original de 10 X.

A B

FIGURA 4 – Aspecto macroscópico de crescimento atípico de cepa sugestiva 
de C. albicans (A) e de cepa sugestiva de C. dubliniensis (B) em 
ágar tabaco. Observa-se cor branca e bordos irregulares com franjas
para cepa sugestiva de C. albicans (A) e cor branca e alaranjada 
com franjas, aspecto rugoso e irregular para cepa sugestiva de C.
dubliniensis (B).  Visualização em lupa com aumento original de 40 
X.



A                B 

FIGURA 5 – Aspecto microscópico da formação de clamidoconídeos em ágar 
tabaco. Observa-se cepa sugestiva de C. albicans em A, com
ausência de clamidoconídeos e cepa padrão de C. dubliniensis em 
B, com numerosos clamidoconídeos em cachos. Aumento de 100 
X.

A B

FIGURA 6 – Aspecto macroscópico de crescimento de cepa sugestiva de C.
albicans (A) e de cepa padrão de C. dubliniensis (B) em ágar 
girassol. Observa-se cor branca e bordos lisos para C. albicans
(A) e cor branca com numerosas franjas, aspecto irregular para C.
dubliniensis. Visualização em lupa com aumento original de 10 X.



A                B 

FIGURA 7 – Aspecto microscópico da formação de clamidoconídeos em ágar 
girassol. Observa-se cepa sugestiva de C. albicans em A, com
ausência de clamidoconídeos e cepa padrão de C. dubliniensis em 
B, com numerosos clamidoconídeos em cachos. Aumento de 40
X.

A                B 

FIGURA 8 – Aspecto do crescimento das colônias quando as cepas foram 
submetida a temperatura de 45°C. Observa-se cepa sugestiva de 
C. albicans em A, com bom crescimento e cepa padrão de C.
dubliniensis em B, com crescimento considerado pobre.



5.2 Identificação genotípica

A reação em cadeia da polimerase contém um par de primers

universal que resultou em um fragmento de aproximadamente 614 pb e 

serviu como controle positivo para todas as espécies fúngicas, isto é,

todas as amostras fúngicas resultaram em um produto de 

aproximadamente 614 pb, inclusive o DNA genômico de C. albicans e C.

dubliniensis, sendo esta banda visualizada em ambas as espécies32, 79.

O par de primers específico para C. dubliniensis resultou em 

fragmentos de 288 pb, observando-se duas bandas apenas nas cepas

que pertenciam a esta espécie, conforme pode ser visualizado nas figuras 

9A e 9B, marcados pelas setas brancas, pertencentes a cepa padrão de 

C. dubliniensis32, 79. Todas as amostras testadas (100%) foram 

identificadas como C. albicans pelo PCR. 

FIGURA 9 – Fotografia dos produtos obtidos após eletroforese em gel de 
agarose visualizados por luz ultravioleta. Seta azul evidencia 
cepa padrão de C. albicans (ATCC 18804) e seta vermelha cepa
padrão de C. dubliniensis (NCPF 3108).



Os resultados obtidos foram analisados estatísticamente pelo 

acordo de identificação entre os métodos fenotípicos e genotípico, sendo 

a identificação genotípica considerada o padrão ouro de eficiência. Como 

os resultados do teste genotípico comprovaram que todas as cepas eram 

C. albicans, foi considerado positivo o número de cepas identificadas 

como C. albicans pelos métodos fenotípicos analisados, conforme pode 

ser observado na Tabela 8. 

Tabela 8 – Acordo de identificação entre os testes fenotípicos e o teste 
genotípico (padrão ouro de eficiência)

C. albicans C. dubliniensis Teste Fenotípico 

Fenotípico PCR Fenotípico PCR 

% de acordo 

de

Identificação

Ágar Fubá 152 200 48 0 76

Ágar Caseína 170 200 30 0 85

Ágar Tabaco 184 200 16 0 92

Agar Girassol 185 200 15 0 92,5

Temperatura

45°C

173 200 27 0 86,5



5.3 Análise de custos

Os custos dos métodos fenotípicos e genotípico foram analisados e 

os resultados podem ser observados na Tabela 9.

Tabela 9 – Custo aproximado do material de consumo utilizado para a 
identificação de C. dubliniensis.

Protocolo de identificação Custo por 200 

cepas testadas 

Custo por cepa testada 

Ágar Fubá R$ 48,00 R$ 0,24 

Ágar Caseína R$ 40,00 R$ 0,20 

Ágar Tabaco R$ 188,00 R$ 0,95 

Ágar Girassol R$ 92,00 R$ 0,46 

45°C R$ 45,00 R$ 0,22 

PCR R$ 2.232,00 R$11,00

A identificação por PCR necessitou de equipamentos para biologia 

molecular, como termociclador, transiluminador, centrífuga refrigerada, 

equipamento de fotodocumentação e pipetas automáticas de alta 

precisão, com custo de R$ 73.544,97 em 2006.



6. DISCUSSÃO  

Os laboratórios de diagnóstico em microbiologia utilizam técnicas 

fenotípicas para caracterizar o perfil morfológico e bioquímico das 

leveduras, e os métodos disponíveis atualmente para identificação de 

espécies do gênero Candida são numerosos, sendo a escolha de um 

deles determinada pelo nível de identificação requerida e recursos 

disponíveis nos laboratórios81.

Um dos métodos que vem sendo largamente utilizado nos últimos 

anos é a verificação do comportamento da levedura sob determinadas 

condições, e em determinados meios de cultura11, 12, 31, 38, 46, 54, 67, 68, 69, 74, 

78, 79, 96, 133, 168.

A discriminação rotineira entre C. albicans e C. dubliniensis tem

sido problemática em laboratórios microbiológicos de diagnóstico e nos 

últimos dez anos tem havido uma proliferação de testes fenotípicos 

descritos na literatura para diferenciação entre estas duas espécies6, 10, 25, 

79, 144.

C. dubliniensis, inicialmente isolada em Dublin na Irlanda em 

pacientes com AIDS ou portadores do HIV que apresentavam candidose 

bucal recorrente155, tem sido isolada nos últimos anos de vários sítios 

anatômicos, e encontrada nos mais diversos tipos de pacientes, como em 

imunossuprimidos e imunocompetentes, em pacientes com candidose 

bucal e nos que não apresentavam qualquer evidência clínica da doença2,

20, 28, 58, 70, 90, 156, o que tem motivado vários autores a pesquisarem a 

presença deste microrganismo em diversas populações9, 30, 142, 158.

Embora C. dubliniensis apresente similaridades fenotípicas com C. 

albicans, este parece ser um constituinte mais raro da microbiota bucal 

normal114.



Os 200 isolados examinados em nosso estudo foram inicialmente 

classificados como C. albicans e eram provenientes de pacientes 

transplantados cardíacos sob terapia com imunossupressores, pacientes 

com tuberculose e submetidos à antibioticoterapia prolongada, pacientes 

HIV positivos e indivíduos sadios. Nenhum deles no momento da coleta 

apresentava evidência clínica de candidose bucal ou havia feito uso de 

antifúngicos durante pelo menos os seis últimos meses anteriores à 

coleta. Embora 3/4 da população estudada pertencesse ao grupo com 

maior probabilidade em apresentar C. dubliniensis, a análise genética 

feita por PCR verificou que nenhum dos isolados pertencia a esta espécie, 

e todas as amostras foram identificadas com C. albicans.

A prevalência de C. dubliniensis é muito discutida em toda a 

literatura em diversas partes do mundo, e apresenta resultados muito 

variáveis.

Mariano et al.82 investigando a presença de C. dubliniensis entre os 

548 isolados previamente identificados como C. albicans em coleção 

brasileira de leveduras do ano 1994 até 2000, encontraram 11 cepas de 

C. dubliniensis (2%) identificadas por genotipagem utilizando a técnica de 

RAPD. Das 11 amostras obtidas, 9 eram provenientes de pacientes 

portadores do HIV e 2 de pacientes sadios; todas as 11 amostras foram 

coletadas da região orofaríngea. Esses achados concordam com 

Coleman et al.28 que relataram ser este um organismo comensal da 

cavidade bucal humana, o que portanto explicava a presença da levedura 

nos 2 indivíduos saudáveis. Sullivan et al.152 acredita ser a orofaringe o 

habitat natural de C. dubliniensis. 

Milan et al.94 encontraram 3 (2,8%) amostras de C. dublinensis

entre as 108 investigadas provenientes de pacientes brasileiros, aidéticos 

ou portadores do HIV, com candidose orofaríngea. 

Chavasco et al.25 identificaram a presença de C. dubliniensis dentre 

37 amostras isoladas de candidose oral eritematosa provenientes de 



pacientes HIV positivos e HIV negativos identificadas anteriormente como 

C. albicans e encontraram 2 (5,4%) isolados de C. dubliniensis.

Na América do Sul, a prevalência dos isolados de C. dubliniensis

parece ser mais baixa do que a encontrada em outros países da Europa e 

EUA13, 30, 44, 82, 94, embora na Argentina, Binolfi et al.15 tenham encontrado 

12,96% de C. dubliniensis entre os isolados da região orofaríngea de 

pacientes HIV positivos. Os autores consideraram seus resultados 

similares aos encontrados na Irlanda (18- 32%), mas não aos do Brasil 

(2,8%). Na Venezuela a prevalência de C. dubliniensis encontrada foi de 

2,5%44.

Na Itália, Faggi et al.39 encontraram 1,5% de C. dubliniensis na 

cavidade bucal de 132 pacientes HIV positivos e nenhum isolado desta 

espécie na cavidade bucal de 89 pacientes HIV negativos. 

O uso da terapia antiretroviral parece diminuir o isolamento de C.

dubliniensis na cavidade bucal de portadores do HIV103.

Costa et al.30 investigaram a colonização por leveduras do gênero 

Candida isoladas da cavidade bucal de pacientes soropositivos, 78% dos 

quais em uso de terapia retroviral. Dos 99 pacientes investigados, C.

albicans foi a espécie mais prevalente (50%) e nenhum isolado de C.

dubliniensis foi encontrado. Melo et al.92, também não encontraram C.

dubliniensis na cavidade bucal de 114 pacientes soropositivos brasileiros 

em uso de terapia retroviral, e C. albicans também foi a espécie mais 

prevalente (57,8%).

No hospital maternidade do Kuwait, de 1644 isolados de Candida

positivos para tubo germinativo, somente 3 foram identificados como C.

dubliniensis, com uma prevalência de 0,2%, porém nenhum dos pacientes 

era portador do HIV e nenhuma amostra foi coletada da cavidade bucal9.

Em estudos que verificaram esta prevalência em outros sítios anatômicos, 

verificaram-se dados como 0,17% de C. dubliniensis em região vaginal de 

mulheres imunocompetentes na Turquia1 e 2%, entre 974 isolados 

positivos para tubo germinativo, provenientes de diferentes sítios 



anatômicos como sangue, bile, catarro, urina e secreções bucais em 

pacientes com câncer142. Em 1998, Oliveira et al.105 não encontraram C.

dubliniensis em 44 amostras coletadas de lesões pseudomembranosas 

esbranquiçadas em mucosa bucal de pacientes com câncer. 

Tekeli et al.158 investigando a prevalência de C. dubliniensis na 

cavidade bucal de 230 pacientes portadores de diabetes tipo 1, não 

encontraram nenhuma cepa desta espécie e C. albicans foi a espécie 

mais freqüentemente encontrada (58%). Em outro estudo realizado por 

Tekeli et al.157 sobre a presença de C. dubliniensis entre os 67 isolados 

positivos para o gênero Candida provenientes de hemocultura de 

pacientes HIV negativos na Turquia, entre 2001 e 2004, encontraram 

55,2% de C. albicans e 1,4% de C. dubliniensis. Os mesmos autores159

investigando a presença C. dubliniensis em amostras provenientes de 

orofaringe em pacientes HIV positivos, encontraram prevalência de 

11,4%.

Na Índia, a prevalência de C. dubliniensis encontrada na cavidade 

bucal de 150 pacientes com AIDS, correspondeu a 0,7% 50.

Em um estudo retrospectivo feito na Arábia Saudita envolvendo 

leveduras causadoras de fungemia, entre os anos de 1991 a 2000, a 

prevalência encontrada em pacientes imunossuprimidos por outros 

motivos que não o HIV, foi de 5 casos em 189 pacientes, dos quais foram 

isoladas 366 cepas de leveduras, o que correspondeu a 1,44%3.

Pfaller et al.110 determinando a variação de espécies do gênero 

Candida em 6.082 isolados, coletados de infecções sangüíneas 

provenientes de 250 centros médicos em 32 nações, incluindo a América 

Latina, num período de 10 anos, encontrou 3.401 C. albicans, 984 C. 

glabrata, 796 C. parapsilosis, 585 C. tropicalis, 153 C. krusei, 67 C.

lusitaniae, 48 C. guilliermondii, 10 C. famata, 10 C. kefyr, 6 C. pelliculosa,

5 C. rugosa, 4 C. lipolytica, 3 C. dubliniensis, 3 C. inconspícua, 2 C. sake,

e um isolado das seguintes espécies: C. lambica, C. norvegensis e C. 

zeylanoides. A espécie mais prevalente em todas as regiões, que 



incluíram além da América Latina os países da Ásia, Europa e Estados 

Unidos foi C. albicans. C. dubliniensis foi considerada sob a forma de 

“outras”, por ter sido encontrada em baixo número. 

A prevalência de C. dubliniensis descrita na literatura apresenta 

grande variação, desde índices nulos30, 92, 105, 143, 158, baixos (0,2% até 

5,0%)3, 9, 39, 74, 82, 94, 103, 157, médios (5% até 18%)15, 25, 41, 42, 60, 128, 159 e 

altos59, 89, 120, chegando até a 32% em pacientes com AIDS e candidose 

bucal na população irlandesa153. Segundo Sullivan et al.152, seu habitat 

natural é a orofaringe, região onde esta espécie foi mais freqüentemente 

encontrada, sugerindo que talvez esse possa ser um microrganismo 

transitório da cavidade bucal, o que concorda com os achados de Alves et 

al.14 onde C. dubliniensis foi isolada de uma paciente com AIDS, sem 

lesões orais, e que recebia atendimento no Hospital Universitário de 

Santa Maria. A coleta positiva para C. dubliniensis foi feita na consulta de 

janeiro de 1999, porém o acompanhamento da paciente com repetidas 

coletas não permitiram novo isolamento, assim como não se verificou o 

desenvolvimento de candidose bucal. 

Estudos sobre a incidência de C. dubliniensis são necessários para 

um melhor entendimento sobre sua epidemiologia, especialmente na 

América do Sul, onde sua freqüência ainda não é bem conhecida25.

Os testes fenotípicos fornecem identificação sugestiva da espécie a 

ser testada, baseados em seu comportamento sob determinadas 

condições.

Todos os testes fenotípicos realizados em nosso estudo 

apresentaram identificação sugestiva de C. dubliniensis entre as amostras 

estudadas, porém pela reação em cadeia polimerase (PCR), as amostras 

foram identificadas como C. albicans.

A prova do tubo germinativo é utilizada rotineiramente em 

laboratórios microbiológicos para identificação de C. albicans, porém C.

dubliniensis também produz tubo germinativo. Antes do reconhecimento 

de C. dubliniensis como uma nova espécie, este teste era considerado um 



dos marcadores fenotípicos para C. albicans22, 74, 140, 149, 155, 156, 162.

Campanha et al.22 afirmaram que aproximadamente 95 a 97% de C. 

albicans tenha capacidade de produzir tubo germinativo quando incubada 

em soro à 37°C por um período entre 2- 4 horas.  

Alguns autores relataram que, sob as mesmas condições, além de 

C.albicans e C. dubliniensis, algumas cepas de C. stellatoidea e C.

tropicalis também são capazes de produzir tubo germinativo22, 90, 162.

Lees & Barton74 relatam que embora C. dubliniensis possa produzir 

tubo germinativo, o faz com resultado fraco, o que não foi verificado em 

nosso estudo, onde não houve diferença entre a produção de tubo 

germinativo entre as 200 amostras testadas e as amostras padrão para C.

albicans e C. dubliniensis.

Sullivan et al.155 quando descreveram pela primeira vez esta nova 

espécie, consideraram que ao ser semeado em ágar fubá, ela produzia 

abundantes clamidoconídeos em pares ou trios, em posição terminal de 

pequenas pseudohifas. Muitos outros autores descreveram os mesmos 

resultados8, 22, 68, 134, 149, 162.

Schoofs et al.139 não encontraram esta formação característica de 

clamidoconídeos em pares ou trios em isolados de C. dubliniensis, mas 

sim clamidoconídeos isolados. Binolfi et al.15 estudando o comportamento 

de C. dubliniensis e C. albicans quando semeadas em corn meal ágar 

com Tween 80 (Sigma, USA) encontraram que 71,43% de C. dubliniensis

produziram abundantes clamidoconídeos em pares e trios neste meio e 

que 39,28% de C. albicans também se comportaram do mesmo modo.

Na prova de formação e arranjo estrutural de clamidoconídeo, 

quando as amostras foram semeadas em ágar fubá Tween 80, quase um 

quarto das amostras testadas (24%) foram sugestivas para C.

dubliniensis. Uma vez que não havia C. dubliniensis em nossas amostras, 

24% de C. albicans apresentaram abundantes clamidoconídeos em pares 

e trios, assim como a amostra padrão de C. dubliniensis, o que 

consideramos um valor muito alto, concordamos com os autores que 



consideram que uma eventual disposição de clamidoconídeos não 

fornece uma diferenciação significativa entre as espécies37, 161.

Vários autores56, 57, 71, 96, 161encontraram em seus resultados, 

amostras de C. albicans que apresentaram comportamento similar ao de 

C. dubliniensis quando semeadas em ágar fubá adicionado de Tween 80, 

concordando com nossos resultados. Schoofs et al.139 ao contrário, 

encontraram cepas de C. dubliniensis que não produziram abundantes ou 

triplos clamidoconídeos neste meio, e estas espécies foram confirmadas 

pelo teste genético do DNA fingerprinting (impressões digitais de DNA). 

Pinjon et al.115 descreveram o teste de crescimento a temperatura 

de 42°C e 45°C como um método reprodutível, simples e barato de 

diferenciação entre as espécies em questão, e considerou a temperatura 

de 45°C mais eficiente. Kirkpatrick et al.71, considerou o método 

ineficiente, pois encontrou 10 entre 28 C. albicans que também foram 

incapazes de crescer a esta temperatura. 

O teste de crescimento a temperatura de 45°C durante 48 horas, 

embora considerado de baixa especificidade por alguns autores22, 51, 68, é 

considerado de fácil realização e freqüentemente utilizado em associação 

com outros testes fenotípicos2, 6, 43, 46, 58, 65, 134.

Mähnß et al.79 testando 8 amostras de C. dubliniensis sendo duas 

delas cepas de referência (CBS 7987 e CBS 8501), encontraram que a 

42°C, somente uma amostra foi incapaz de crescer e duas cresceram 

pobremente; as outras cinco, incluindo as duas cepas referências de C.

dubliniensis, cresceram bem a 42°C. Quando submetidas a 45°C, sete 

amostras, incluindo as duas cepas referências, não apresentaram 

crescimento, porém uma das amostras apresentou bom crescimento. Em 

relação a C. albicans os autores encontraram que uma entre 94 amostras 

não cresceu a 42°C e cinco foram incapazes de crescer em 45°C.

Schoofs et al.139, também encontraram em seus estudos, algumas 

cepas de C. dubliniensis que cresceram bem na temperatura de 42°C, 

incluindo a cepa padrão para C. dubliniensis utilizada (NCPF CD36).  



Mosca et al.101 não encontraram nenhuma amostra entre seus 

isolados que se comportasse de maneira atípica. Das 109 C. dubliniensis

testadas a temperatura de 45°C, nenhuma apresentou crescimento, e das 

120 C. albicans testadas, todas cresceram bem. 

Alguns autores sugerem que embora C. dubliniensis seja mais 

sensível à temperatura de 45°C, existem cepas de C. albicans que

também são incapazes de crescer a esta temperatura15, 22, 39, 41, 43, 46, 94, 96, 

161. Nossos resultados concordam com os autores anteriores, uma vez 

que encontramos 8,5% de C. albicans que não foram capazes de crescer 

a temperatura de 45°C e 5% que apresentaram pobre crescimento 

quando submetidas a esta temperatura. Não descartamos sua utilidade 

como método de triagem para um grande número de amostras por ser 

facilmente reprodutível, uma vez que embora C. albicans possa ser 

erroneamente classificada como C. dubliniensis, o contrário raramente 

acontece. Em nosso estudo, a cepa referência de C. dubliniensis não 

apresentou crescimento quando submetida a esta temperatura. 

Uma das principais descrições fenotípicas de C. dubliniensis, é sua 

habilidade em produzir abundantes clamidoconídeos quando semeadas 

nos mais diversos meios de cultura, principalmente os que utilizaram 

extratos de planta e proteína do leite em sua constituição. 

A procura de um meio de cultura que fosse um marcador fenotípico 

ideal de diferenciação entre C. albicans e C. dubliniensis, fez com que 

recentemente houvesse uma proliferação de publicações sobre os 

extratos de plantas e sementes utilizados, como o ágar niger (Guizotia

abyssinica), ágar nabo (Brassica napus), ágar milheto (Panicum 

miliaceum), ágar alpiste (Phalaris canariensis), ágar linhaça (Linum 

usitatissimum), ágar girassol (Helianthus annus), ágar suco de tomate, 

ágar tabaco, e o ágar caseína (proteína derivada do leite)6, 11, 68, 74, 78, 101.

O ágar niger ou verbesina da Índia e o ágar girassol, embora sejam 

derivados de plantas da mesma família (oleaginosas não leguminosas) 

derivam de espécies diferentes, sendo que tanto o ágar niger ou ágar 



Staib e o ágar girassol ou ágar Pal’s foram originalmente desenvolvidos 

para identificação precoce de Cryptococcus neoformans em população de 

pacientes com AIDS, a primeira população onde C. dubliniensis foi 

inicialmente identificada6, 68, 145. Al Mosaid, et al.6 estudaram o efeito em 

trocar as sementes de Guizotia abyssinica do ágar niger por Helianthus 

annus do ágar girassol e utilizá-lo para diferenciação em culturas mistas, 

entre Cryptococcus neoformans, C. albicans e C. dubliniensis. Em seus 

resultados os pesquisadores encontraram que em 72 horas de incubação 

a 30°C, todas as 128 cepas de C. dubliniensis testadas produziram franja 

hifal ao redor do crescimento das colônias; nenhuma das 124 cepas de C.

albicans produziram franja hifal e 93,75% das cepas de C. dubliniensis

produziram clamidoconídeo. Após 10 dias de incubação a 30°C, 29% de 

C. albicans produziram franja hifal; nenhuma cepa de C. albicans produziu 

clamidoconídeo e 6,25% das cepas de C. dubliniensis continuaram 

negativas para produção de clamidoconídeo. Os autores consideraram 

em seu artigo, que este foi um método de diferenciação entre as espécies 

100% eficaz, e que a discriminação baseada no aspecto morfológico das 

colônias (com ou sem franja hifal), é mais precisa do que a produção de 

clamidoconídeos. Quando estas mesmas amostras foram incubadas a 

temperatura de 37°C, os autores não encontraram bons resultados. 

Khan et al.67 sugeriram a utilização do ágar girassol simplificado, 

preparado da mesma forma que o original, sem a utilização de creatinina 

e de KH2PO4, apenas utilizando sementes de girassol, glicose e ágar 

simples. Ao comparar os dois meios de cultura (ágar girassol original e o 

ágar girassol simplificado) encontraram os mesmos resultados. A 

exclusão destes componentes não afetou a habilidade da C. dubliniensis

em produzir abundantes clamidoconídeos. Os autores consideraram ser 

este o meio ideal para produção em larga escala para estudos 

epidemiológicos, principalmente em pacientes portadores do HIV, onde C. 

albicans, C. dubliniensis e Cryptococcus neoformans podem ocorrer 

concomitantemente. Khan et al.69 prepararam o ágar girassol com extrato 



da casca da semente de girassol ao invés de utilizar toda a semente, sem 

comprometer a eficácia do meio na diferenciação das duas espécies.   

Sahand et al.130 combiram ágar girassol com CHROMágar Candida 

para melhorar a eficácia obtida por cada meio individualmente, e 

concluíram que a diferenciação entre C. albicans e C. dubliniensis pode 

ser melhorada. Neste meio, 100% de C.albicans se apresentaram verde 

claro, 96% de C. dubliniensis se apresentaram verde azulado e os outros 

4% de C. dubliniensis se apresentaram verde azulado claro. Nenhuma C.

albicans foi capaz de produzir clamidoconídeo neste meio, enquanto 92% 

de C. dubliniensis produziram. Os autores consideraram este meio com 

100% de especificidade, pois os 8% remanescentes de C. dubliniensis

puderam ser facilmente identificados pelo aspecto irregular e de cor verde 

azulado de suas colônias. 

Em nossas 200 amostras semeadas em ágar girassol, 89% não 

produziram e 2,5% apresentaram raros clamidoconídeos; 8,5% das 

amostras apresentaram abundantes clamidoconídeos; franja hifal 

periférica esteve presente em 7,5% das amostras. Consideramos as duas 

características: franja e clamidoconídeos em cachos ou numerosos para a 

cepa ser sugestiva de C. dubliniensis, o que ocorreu em 15 cepas.

O ágar girassol apresentou alguma dificuldade em relação ao 

tempo de duração do pó da semente de girassol, o qual consideramos 

curto por ter uma validade de no máximo de 5 dias e apresenta como 

desvantagem a duração do teste, 10 dias, sendo que ao final deste 

período, muitas placas se apresentavam contaminadas. Após este 

período, nossos resultados não variaram dos obtidos nas primeiras 72 

horas da semeadura das amostras. Os resultados são de fácil leitura 

visual e em microscopia de luz. Este meio foi o mais eficaz na 

diferenciação das nossas amostras, pois apresentou o menor número de 

amostras sugestivas para C. dubliniensis, já que o nosso padrão ouro de 

verificação de identificação comprovou que não havia C. dubliniensis



entre as amostras testadas. O grau de eficiência de identificação deste 

meio foi de 92,5%. 

A avaliação das características morfológicas das colônias foi mais 

eficaz do que a avaliação microscópica, o que concorda com os achados 

descritos na literatura6, 67, 130.

O ágar tabaco foi originalmente descrito na Índia, onde uma grande 

parcela da população é habituada a mascar tabaco. Foi inicialmente 

desenvolvido para diferenciação entre Cryptococcus neoformans e outros 

tipos de leveduras, como C. albicans. A fórmula original era feita com 50 g 

de tabaco em rolo (fumo de corda) e este meio foi considerado por seu 

autor como sendo muito econômico160. Khan et al.68 resolveram testar o 

ágar tabaco para diferenciar C. albicans e C. dubliniensis, porém ao invés 

de utilizar tabaco em rolo, utilizou cigarros “Marlboro light”, e outras duas 

marcas comerciais de cigarros provenientes da India, para comparação. 

Não encontraram diferença entre as marcas comerciais dos cigarros 

utilizados. Os autores concluiram que este é um meio 100% eficaz, pois 

todos os 30 isolados de C. dubliniensis testados produziram colônias 

irregulares com franja hifal periférica, e abundantes clamidoconídeos após 

incubação por 48- 72 horas à 28ºC. Todos os 50 isolados de C. albicans

produziram colônias brancas e lisas, sem franja hifal periférica e 

clamidoconídeos, mesmo após 10 dias de incubação a 28ºC. Nenhuma 

alteração fenotípica foi observada quando as amostras foram incubadas a 

30ºC, porém os autores não obtiveram bons resultados quando as 

amostras foram incubadas a 37ºC. 

Nossos resultados consideraram o ágar tabaco satisfatório, com 

resultados bem próximos aos obtidos pelo ágar girassol, que em nosso 

estudo foi o que apresentou o menor número de identificações incorretas, 

porém não foi possível considerar nenhum dos métodos fenotípicos 

analisados como “100% eficaz”. O ágar tabaco considerou 8% das cepas 

sugestivas para C. dubliniensis, embora morfológicamente 12% das cepas 

tenham apresentado franja hifal periférica, consideramos positivas 



somente as amostras com clamidoconídeos em cachos ou numerosos e 

franja hifal ao redor das colônias. Em nossos resultados, a franja hifal 

periférica esteve presente neste meio em maior número (12%) do que a 

capacidade de formação de clamidoconídeos (8%), o que não é muito 

comum em meios suplementados com extratos de plantas em sua 

constituição, onde os aspectos morfológicos costumam ser mais eficazes6,

67, 68, 130.

O grau de eficiência de identificação do ágar tabaco em nossos 

resultados foi de 92%. 

Mosca et al.101 utilizaram uma proteína do leite, a caseína, para 

suplementar o meio de cultura para diferenciar C. albicans e C.

dubliniensis. Neste estudo os autores encontraram que todas as 109 C.

dubliniensis testadas produziram abundantes clamidoconídeos arranjados 

em grupos, ao redor de crescimento pseudomicelial quando semeadas 

em ágar caseína e 111 de 120 (92,5%) C. albicans testadas, não 

produziram.

Alves et al.12 compararam o ágar suco de tomate com ágar niger, 

ágar caseína e ágar girassol, e encontraram que 100% das C.

dubliniensis testadas apresentaram clamidoconídeos em todos os meios 

analisados. O ágar caseína foi o que apresentou o maior número de C.

albicans capazes de produzir clamidoconídeo, 8,61%; o ágar suco de 

tomate, 7,53%; o ágar niger e ágar girassol, 3,3%. 

Em nossas amostras o ágar caseína apresentou 15% de isolados 

sugestivos de C. dubliniensis, sendo portanto seu grau de eficiência de 

identificação de 85%. O meio é de fácil realização e o que apresentou 

leitura mais fácil em microscopia de luz. Os apectos morfológicos das 

colônias não são utilizados como parâmetro para diferenciação entre as 

espécies, uma vez que ambas crescem de forma semelhante neste meio, 

não havendo produção de franja hifal periférica. 

Os resultados de nossos testes fenotípicos demonstraram que a 

formação e arranjo estrutural de clamídoconídeos em ágar fubá foi o 



método mais inespecífico, com falsas identificações de C. dubliniensis em 

24% dos casos. O ágar caseína veio em seguida, com 15% das amostras, 

ficando atrás inclusive do diferencial de temperatura que apresentou 

13,5% de amostras sugestivas para C. dubliniensis. O ágar tabaco 

apresentou apenas 8% de falsas identificações, seguido bem de perto do 

método fenotípico que apresentou melhores resultados, o ágar girassol, 

7,5%. Nossos achados concordam com Loreto et al78, que consideraram o 

ágar girassol como o método fenotípico mais eficiente para diferenciação 

entre as espécies. 

Das 200 amostras estudadas, apenas 4 (2%) foram sugestivas 

para Candida dubliniensis em todos os testes fenotípicos realizados, 

sendo duas amostras pertencentes ao grupo de pacientes tuberculosos e 

duas amostras provenientes de pacientes portadores do HIV, o que 

concorda com a literatura a qual associa infecção por C. dubliniensis em 

pacientes imunossuprimidos por diversos motivos2, 20, 58, 70, 90, 145, 156 e o 

que nos levou a acreditar num primeiro momento, se tratar de amostras 

de C. dubliniensis. Não sabemos explicar porque estas amostras de C.

albicans se comportaram como C. dubliniensis sob todas as condições 

estudadas.

Em todos os métodos anteriores analisados, incluindo nosso 

estudo, verificamos comportamentos atípicos em cepas de C. albicans,

em maior número, e em cepas de C. dubliniensis 6, 11, 12, 22, 46, 68, 74, 78, 101, 

139, concordando com os autores que referem a necessidade de métodos 

moleculares para diferenciação precisa entre estas espécies. 

Sancak et al.133 sugeriram que a temperatura de incubação de C. 

dubliniensis poderia ser o fator de indução da produção de abundantes 

clamidoconídeos por esta espécie, independente dos componentes dos 

meios de cultura, pois uma condição comum requerida para formação de 

clamidoconídeos nos diversos meios utilizados, é a incubação entre 26 a 

30°C. Para esta proposta os autores testaram 100 cepas de C. albicans e 

24 de C. dubliniensis à temperatura de 37°C e 26°C, semeadas em ágar 



azul de metileno eosina, ágar nutriente, caldo nutriente e ágar vermelho 

de fenol, encontrando os seguintes resultados: a 37°C nenhum dos 

isolados produziram clamidoconídeos em todos os meios testados; a 

26°C todas as C. dubliniensis produziram abundantes clamidoconídeos 

em todos os meios testados; 2 C. albicans produziram poucos 

clamidoconídeos em ágar vermelho de fenol; todas as C. dubliniensis

testadas sobre o ágar azul de metileno eosina e ágar vermelho de fenol 

produziram colônias irregulares com franja hifal periférica e nenhuma C. 

albicans apresentou esta propriedade. Este estudo concluiu que a 

temperatura de 26°C parece ser um fator indutor da produção de 

abundantes clamidoconídeos por C. dubliniensis.

Loreto et al.78 também notaram que a temperatura entre 25 e 28°C 

é um importante fator de formação de clamidoconídeo, e que variações 

nas concentrações dos componentes dos meios e na natureza do extrato 

utilizado, podem ou não alterar o resultado final. Estes achados 

concordam com Khan et al.69, que encontraram a mesma capacidade de 

diferenciação entre o ágar girassol feito com toda a semente e o feito 

apenas com a casca da semente de girassol, ambos utilizando a 

temperatura de incubação de 28°C. 

Concordamos com estas observações, mas ressaltamos que 

embora a temperatura entre 24- 30°C, tenha tido ação sobre todas as 

amostras de C. dubliniensis analisadas nos diversos estudos67, 68, 69, 78, 133 

algumas cepas de C. albicans de nosso trabalho se comportaram como a 

amostra padrão de C. dubliniensis e produziram abundantes 

clamidoconídeos quando semeadas a temperatura de 24°C em ágar 

caseína, 28°C em ágar tabaco e 30°C em ágar girassol. 

Os resultados obtidos em nossos estudos, concordam com 

Zavalza-Stiker et al.168, que objetivando uma produção mais rápida de 

clamidoconídeos por C. albicans, adicionou 5% de leite ao caldo de ágar 

fubá ao invés de Tween 80. Embora não tenham testado em C.

dubliniensis, observaram uma produção abundante de clamidoconídeos 



por C. albicans, em um período de tempo menor dos que os relatados na 

literatura, quando as amostras foram incubadas a 28°C. A temperatura de 

37°C os autores não encontraram bons resultados. Neste caso em 

particular, a temperatura estimulou C. albicans de maneira semelhante a 

que tem sido relatado para C. dubliniensis78, 133.

A questão da temperatura é particularmente interessante, uma vez 

que a do corpo humano varia em torno de 36°C, e nos diversos meios de 

cultura testados, tanto C. dubliniensis como C. albicans não foram 

capazes de produzir clamidoconídeos quando incubadas a 37°C, levando-

nos a supor que quando presentes em nosso organismo, estas espécies 

embora possam provocar doenças, não apresentem sua forma de 

resistência característica. 

Schoofs et al.139 consideraram em seus estudos que a 

caracterização fenotípica é controvérsia. 

Devido a grande variabilidade das características fenotípicas, e da 

evidência da presença, principalmente de cepas de C. albicans atípicas,

concordamos com os vários autores sobre a necessidade da utilização 

dos métodos moleculares para diferenciação entre estas duas espécies, 

uma vez que a identificação baseada em métodos tradicionais parece ser 

menos confiável22, 78, 165.

A maioria dos autores acredita que para exata diferenciação entre 

C. albicans e C. dubliniensis é preciso que a identificação genotípica seja 

realizada, pois nenhum dos métodos fenotípicos testados até o momento, 

realizados isoladamente, se mostrou totalmente eficaz, livre de resultados 

ambíguos22, 25, 43, 46, 49, 79, 82, 84, 101, 161, 165 o que concorda com nossos 

achados laboratoriais. 

O método mais eficiente para identificação de C. dubliniensis e sua 

diferenciação com C. albicans, requer testes baseados em PCR11, 25, 49, 64, 

73, 79, 83, 101, 165, porém muitos outros métodos moleculares têm sido citados 

com a mesma finalidade76, 83, 86, 95, 127.



A extração do DNA fúngico para ser utilizado no PCR, pode ser 

realizada das mais diversas maneiras, com a utilização de “kits” de 

purificação de DNA64, ou pelos mais variados métodos tradicionais 

descritos na literatura, como fervura79, utilização de fenol-clorofórmio21, 26, 

85, 117, 125, 127, digestão por zimoliáse83 e outras enzimas líticas76. Em nosso 

trabalho utilizamos o método da fervura por sua simplicidade de execução 

associada a resultados satisfatórios. Notamos a necessidade em se 

utilizar o material extraído em menor espaço de tempo possível, o que 

aconteceu em nossa pesquisa, já que o DNA obtido desta forma se 

degrada mais rapidamente. Quando houve necessidade e a técnica foi 

repetida, o DNA foi prontamente utilizado e não tivemos problemas 

durante a reação em cadeia da polimerase.

O DNA extraído foi mantido a temperatura de -20°C até sua 

utilização, como citado em outros trabalhos26, 64, 81, 125.

A reação em cadeia da polimerase foi feita segundo Mähnß et al.79

com modificações, pois utilizamos o PCR Master MIX (Promega), que já 

inclui Taq DNA Polimerase, trifosfatos de desoxinucleosideos (dNTPs) e 

cloreto de magnésio (MgCl2), ao invés dos componentes em separado. O 

PCR Máster Mix se mostrou com uma boa relação custo benefício, 

otimizando o trabalho de laboratório para um grande volume de amostras. 

Os “primers“ utilizados, tanto os universais para o gênero Candida, como 

os específicos para C. dubliniensis, e os tempos para cada etapa no 

termociclador também foram realizadas segundo segundo Mähnß et al.79.

Os seis protocolos de identificação (ágar fubá adicionado de Tween 

80, ágar caseína, ágar tabaco, ágar girassol, temperatura de 45°C e PCR) 

foram comparados. Não consideramos a verificação da formação de tubo 

germinativo por não se tratar de um teste de diferenciação entre C. 

albicans e C. dubliniensis.

Os resultados de comparação de custos foram baseados no preço 

comercial dos materiais comprados no Brasil, no ano de 2006. 



Os custos dos métodos fenotípicos e genotípico foram analisados 

considerando-se os valores específicos gastos para cada prova realizada, 

sem se levar em conta os gastos gerais como ágar Sabouraud utilizados 

para semeadura inicial das amostras, placas de Petri descartáveis, água 

destilada, e pessoal técnico do laboratório, comuns a todas as provas 

realizadas. Estes dados podem ser observados na Tabela 9.

O ágar caseína e a temperatura a 45°C foram os que apresentaram 

menor custo entre os métodos fenotípicos analisados, R$ 0,20 e R$ 0,22 

por amostra, com um grau de eficiência de 85% e 86,5% respectivamente, 

o que consideramos uma boa relação custo benefício. Já o ágar fubá 

adicionado de Tween 80, apresentou um custo de R$ 0,24 por amostra 

com um grau de eficiência de 76%, portanto não consideramos um 

método de diferenciação satisfatório. 

Na prova da temperatura consideramos o custo do ágar Sabouraud 

utilizado para que a amostra fosse submetida a 45°C.

O ágar tabaco embora tenha um grau de eficiência de 92%, teve o 

custo mais elevado entre os métodos fenotípicos analisados, R$ 0,95 por 

amostra. Consideramos que ao trocar o tabaco em rolo pelo cigarro 

“light”68 o meio ficou sensívelmente mais caro do que o original idealizado 

por Tendolkar160 em 2003. 

O ágar girassol foi o melhor método fenotípico analisado para 

diferenciação entre C. albicans e C. dubliniensis. Teve um grau de 

eficiência de 92,5%, com um custo de R$ 0,46 por amostra, bem inferior 

ao ágar tabaco que apresentou eficiência similar. É importante salientar 

que o ágar girassol simplificado, tem apresentado os mesmos resultados 

satisfatórios que a fórmula original68, porém como não utiliza creatinina, 

glicose e fosfato de potássio, tem um custo de R$ 0,23 por amostra, ou 

seja, alto custo benefício.

Nenhum dos métodos fenotípicos realizados em nosso estudo 

apresentou-se 100% eficaz.



Embora os testes baseados no PCR ofereçam o método mais 

seguro para identificação definitiva de C. dubliniensis, são trabalhosos e 

podem não estar disponíveis para todos os laboratórios de micologia11, 25, 

49, 64, 68, 69, 73, 79, 83, 101, 165.

O custo da montagem do Laboratório de Biologia Molecular de 

Leveduras foi de R$ 73.544,97, e o custo da identificação utilizando PCR 

foi de R$ 11,00 por amostra. Embora o valor seja mais do que 10 vezes o 

gasto na prova fenotípica mais cara, o ágar tabaco, consideramos um 

valor baixo, pois a identificação precisa da cepa responsável por uma 

fungemia em um paciente, seja ele imunossuprimido ou não, e a pronta 

instituição da terapia antifúngica adequada, se faz necessário. O custo 

benefício da identificação genotípica de um microrganismo capaz de 

causar doenças, tem valor inestimável sendo este um dos grandes 

avanços dos tempos atuais. 

Os testes fenotípicos realizados apresentaram resultados 

satisfatórios, com grau de eficiência entre 76% e 92,5%, porém a 

identificação definitiva entre C. albicans e C. dubliniensis ainda requer 

técnicas genotípicas.



7 CONCLUSÃO 

A análise dos resultados obtidos permitiu as seguintes conclusões: 

       a) não foram encontradas cepas de C. dubliniensis entre os 

200 isolados provenientes da cavidade bucal de: pacientes 

transplantados cardíacos sob terapia com 

imunossupressores, pacientes com tuberculose submetidos 

a antibioticoterapia prolongada, pacientes HIV positivos e 

indivíduos sadios, presentes em coleção de espécies do 

laboratório de Microbiologia da Faculdade de Odontologia da 

UNESP/ São José dos Campos; 

b) o ágar girassol foi o método fenotípico com maior acordo de 

identificação com o método genotípico, entre os analisados, 

para diferenciação entre C. albicans e C. dubliniensis;

c) nenhum dos métodos fenotípicos analisados apresentou 

100% de acordo de identificação com o método genotípico.

d) a identificação genotípica é necessária para identificação 

definitiva entre C. albicans e C. dubliniensis.
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Ribeiro, PM. Identification of Candida dubliniensis among isolates from 
Faculdade de Odontologia de São José dos Campos/UNESP yeasts’ 
collection [tese]. São José dos Campos: Faculdade de Odontologia de 
São José dos Campos, Universidade Estadual Paulista; 2007. 

ABSTRACT 

The aim of the present study was to identify phenotypically and genotypically 

Candida dubliniensis among the isolates initially identified as Candida albicans 

from the yeasts’ collection of the laboratory of Microbiology of Faculdade de 

Odontologia - UNESP/ São José dos Campos. Two-hundred of Candida gender 

isolates from previous works obtained patients who underwent orthotopic cardiac 

transplantation under immunosuppressive therapy, tuberculosis patients 

submitted to antibiotic terapy, HIV-patients and healthy individuals were included 

in the study. The samples were submitted to the following phenotypic tests: 1) 

germ tube formation; 2) formation and structural arrangement of chlamydospores 

on cornmeal agar, tobacco agar, sunflower seed agar and casein agar; 3) 

inability to grow at 45°C. After these tests, all of the samples were analyzed by 

polymerase chain reactions (PCR) that demonstrated the absence of C. 

dubliniensis among the analyzed isolates. The results demonstrated that: 1) all 

isolates were positive for germ tube formation; 2) the porcentage of agreement in 

relation to the molecular method for each phenotipic test was respectively: on 

76% cornmeal agar, 92% tobacco agar, 92.5% sunflower seed agar, 85% casein 

agar; 3) 86.5% inability to growth at 45°C. In conclusion, based on phenotypic 

characteristics, the sunflower seed agar was the more effective method for 

differentiation between C. albicans and C. dubliniensis; none of the phenotypic 

methods was 100% effective; molecular identification is necessary for definitive 

differentiation between C. albicans and C. dubliniensis.     

KEYWORDS: Candida albicans, Candida dubliniensis, polymerase chain 

reaction, mouth. 
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