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Resumo

Objetivo: O Compêndio de Métodos e de Boas Práticas em Coleção de Cultura de Levedu-
ras do Instituto de Biologia do Exército (IBEx) foi elaborado com o propósito de operacionalizar
as atividades de pesquisa, garantindo o desempenho seguro e confiável dos seus objetivos
regimentais. Métodos: A Coleção de Cultura de Leveduras do IBEx foi criada a partir de
cepas isoladas de quadros de candidíase sistêmica, através da utilização de metodologias
manuais e automatizadas para autenticação das mesmas, com o propósito de garantir a
pesquisa científica e atividades de ensino. Resultados: O Instituto adequou e modernizou
seus laboratórios de pesquisa criando o Centro de Estudos em Biodefesa, com Nível de
Biossegurança NB-3. Com base na necessidade de organização para atender às demandas

da defesa biológica, o IBEx vem aprimorando sua estrutura para dominar e garantir novas

tecnologias de identificação e manejo dos microrganismos envolvidos em Bioterrorismo.

Conclusão: A compilação de metodologias na forma de um Compêndio proporcionou a

operacionalização da Coleção de Cultura do IBEx.
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MEMORIAL DA INSTITUIÇÃO

Ao final do século XIX, Ismael da Rocha e Oswaldo
Cruz concretizaram o sonho de ver instalado no Brasil um
laboratório de pesquisa aos moldes do Instituto Pasteur,
da França. Em 19 de dezembro de 1894 foi assinado pelo
Presidente Prudente de Moraes o decreto de nº 1.915 cri-
ando o Laboratório Militar de Microscopia Clínica e Bacte-
riologia aos moldes do Instituto francês. As atividades ini-
ciaram em 2 de julho de 1896, na rua atualmente conheci-
da como Senador Furtado, no bairro do Maracanã, na ci-
dade do Rio de Janeiro. Na transição do ano de 1898 para
1899, suas instalações foram transferidas para a Rua Ge-
neral Canabarro 40, também no bairro do Maracanã, per-
manecendo nesse local até 1907. A partir dessa data, o
laboratório passou a funcionar no Pavilhão Rodrigues Alves
do Hospital Central do Exército (HCE), na rua Francisco
Manuel, no bairro de Triagem. Posteriormente teve nova

nomenclatura: Laboratório Militar de Bacteriologia. Assim
permaneceu até o período provisório do governo de Getú-
lio Vargas, que em 13 de janeiro de 1932, por meio do
Decreto de nº 20.943, deu-lhe nova denominação: Instituto
Militar de Biologia, momento no qual adquiriu, em definiti-
vo, seu atual endereço no bairro de Triagem, no Rio de
Janeiro. Por fim, em 12 de abril de 1943, recebeu a deno-
minação Instituto de Biologia do Exército.

Hoje ocupa três regiões distintas: a sede, em Triagem,
a sua área de produção veterinária, no Campo de Instrução
de Gericinó (CIG), e parte do prédio anexo do Hospital Ge-
ral do Rio de Janeiro (HGeRJ) com o posto avançado de
captação de sangue e coleta de sangue para exames
laboratoriais.

A estrutura organizacional do IBEx é composta pelas
Divisões Técnica, Veterinária, Banco de Sangue e Soros e
Vacinas, Ensino e Pesquisa, Administrativa, além das asses-
sorias de Gestão da Qualidade e de Vigilância em Saúde.
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A Divisão de Ensino e Pesquisa (DEP) do IBEx, des-
de a origem do Instituto até os dias atuais, vem se sobres-
saindo no campo de formação técnica e investigação ci-
entífica na área da Saúde. No ensino, contribui realizando
cooperações de instrução com diversos cursos militares
operacionais, além de abrigar três cursos do Programa
de Capacitação de Militares de Saúde (Procap/SAU) da
Diretoria de Saúde, promovendo a atualização dos milita-
res desse Serviço. Na pesquisa, o resultado de seus ex-
perimentos e produção científica tem sido divulgado em
publicações internacionais em áreas como Microbiologia,
Defesa Biológica, Genética Humana e Genética Forense,
possibilitando a criação do Mestrado em Defesa Biológi-
ca, reconhecido pela Coordenação de Aperfeiçoamento
de Pessoal de Nível Superior (CAPES). Somado a isso, o
IBEx adequou e modernizou seus laboratórios de pesqui-
sa, criando o Centro de Estudos em Biodefesa, que dis-
põe de um laboratório com nível de contenção biológica
superior e que gerencia o laboratório de Biossegurança
NB-3, componente importante do Sistema de Defesa Quí-
mica, Biológica, Radiológica e Nuclear do Exército
(SisDQBRNEx).

Tendo em vista a necessidade de organização para
atender às demandas da defesa biológica, o IBEx vem bus-
cando sua capacitação, adequação e estruturação para
dominar a tecnologia de identificação e manejo dos mi-
crorganismos envolvidos em bioterrorismo, tanto no que
tange às metodologias quanto no que se refere a equipa-
mentos e estrutura física. Nesse contexto, o Exército Bra-
sileiro tem feito aquisições de equipamentos e executado
projetos como a construção de um Laboratório de Defesa
Biológica (LDB), com nível 3 de Biossegurança (NB3), no
IBEx, como mencionado anteriormente, para a caracteri-
zação de agentes envolvidos em guerra biológica e
bioterrorismo. O LDB deverá servir de base técnico-cientí-
fica em âmbito nacional para estudos e apoio a outras ins-
tituições (públicas e privadas) comprometidas direta ou
indiretamente com a segurança nacional e desenvolvimento
de pesquisas.

O IBEx mantém hoje estreito relacionamento com ins-
tituições renomadas de pesquisas no cenário nacional, a
partir do convênio com a Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz),
através do Laboratório de Fisiologia e Controle de Artró-
podes e Vetores (Laficave), dos Programas de Incentivo à
Pesquisa em Defesa Nacional (Pró-Defesa III) com proje-
tos entre o IBEx e a Universidade Federal do Rio de Janei-
ro e a Universidade do Estado do Rio de Janeiro e das
parcerias com a Universidade de São Paulo, Instituto
Butantan, entre outros. O IBEx faz parte, em conjunto com
a Fiocruz, UFRJ, UENF e outras Instituições de pesquisa,
da Rede de Monitoramento de Dengue, Zika e
Chikungunya no estado do Rio de Janeiro. Além dessas
parcerias, o IBEx apoia tecnicamente o curso de Mestrado

Profissional em Saúde, Medicina Laboratorial e Tecnologia
Forense (MPSMLTF) da UERJ.

INTRODUÇÃO

Nas últimas três décadas, a incidência de infecções
sistêmicas apresentou aumento significativo devido a fa-
tores como Aids, transplantes de órgãos e medula óssea,
uso de citostáticos e quimioterápicos, corticoterapia,
antibioticoterapia, técnicas cirúrgicas invasivas e acesso
vascular. Dentre os agentes fúngicos, Candida spp. é,
indubitavelmente, o microrganismo mais envolvido em ca-
sos de infecção em pacientes imunocomprometidos. Além
disso, essas leveduras têm se mostrado mais resistentes
às drogas antifúngicas de uso clínico, principalmente quan-
do espécies de Candida não albicans estão presentes.
Importa mencionar que, de fato, qualquer organismo
fúngico que apresente algum fator de patogenicidade po-
derá causar potencialmente infecção, a princípio, em indi-
víduos que pertençam a populações vulneráveis.(1,2)

As infecções fúngicas são a maior causa de morbi-
mortalidade, principalmente em pacientes com malignida-
des hematológicas, sendo candidíases e aspergiloses os
processos mais prevalentes (cerca de 90%).(3) Há consen-
so na literatura sobre o aumento na incidência das infec-
ções fúngicas invasivas e alteração no espectro dos agen-
tes etiológicos.(4)

CANDIDÍASE SISTÊMICA

Candidíases invasivas continuam liderando as cau-
sas de intercorrências fúngicas em pacientes imuno-
comprometidos em Unidades de Terapia Intensiva. A insti-
tuição de rápida e adequada terapia tem mostrado uma
redução significativa nas taxas de morbidade e mortalida-
de e permitido a redução geral de custos hospitalares.
Embora a Candida albicans permaneça sendo o principal
agente responsável por infecções relacionadas à assis-
tência à saúde, espécies de Candida não albicans, como
o complexo C. glabrata, complexo C. parapsilosis, C.

tropicalis, complexo C. guilliermondii, C. dubliniensis, C.

lusitaniae e C. krusei têm emergido como significantes
patógenos oportunistas. Dada a inerente variabilidade nos
perfis de susceptibilidade antifúngica de diferentes espé-
cies de Candida e a emergência de infecções por mais
de uma espécie, a identificação correta da espécie é ne-
cessária para a melhor decisão terapêutica do clínico e
conhecimento do comportamento epidemiológico.(5)

A candidíase sistêmica é a uma das formas micó-
ticas mais polimórficas e, em muitos casos, se configura
como um achado terminal. Comumente apresenta-se com
sinais e sintomas inespecíficos, provas sorológicas
inconclusivas e com a necessidade de equipamentos
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específicos para o isolamento e identificação do micror-
ganismo.(6,7) Além disso, estão presentes altos percentuais
de mortalidade e o custo de tratamento com frequência é
elevado.(8)

Vários fatores são atribuídos ao risco de desenvolvi-
mento de candidíase invasiva. A candidemia é observada,
particularmente, entre pacientes hospitalizados por longos
períodos de tempo, tendo como fatores predisponentes
para fungemias, tratamentos com antibióticos de amplo es-
pectro, quimioterapia, transplantes, uso de cateteres, nu-
trição parenteral, procedimentos invasivos múltiplos,
neutropenia, pacientes imunossuprimidos e formação de
biofilmes.(9,10)

O complexo Candida albicans ainda é considerado
a espécie mais comum em candidemias, porém, o aumento
das taxas de candidemia por Candida tropicalis, comple-
xo Candida parapsilosis, complexo Candida glabrata e
Candida krusei tem sido relatado em todo o mundo. A ra-
zão para emergência de espécies não albicans não está
ainda completamente elucidada, mas algumas condições
médicas podem produzir impacto no risco de desenvolvi-
mento de candidemia por essas espécies. O complexo
Candida parapsilosis é responsável por candidemias a par-
tir do uso de cateteres e nutrição parenteral, Candida

tropicalis está mais associada a neoplasias e neutropenias,
e Candida krusei e complexo Candida glabrata estão mais
associadas a candidemias de correntes de prévia exposi-
ção a azólicos.(8)

Diversas espécies de Candida isoladas em hemo-
cultura demonstram sensibilidade à anfotericina B e ao
fluconazol, porém, existem algumas exceções, como os iso-
lados de Candida krusei, que são intrinsicamente resis-
tentes ao fluconazol, e algumas do complexo Candida

glabrata, que possuem sensibilidade reduzida a azólicos.
A correta identificação da espécie e o teste de susceptibi-
lidade são dados fundamentais para o adequado manejo
das candidemias.(11)

IDENTIFICAÇÃO DE LEVEDURAS

Recentemente, as tecnologias para a identificação de
leveduras têm avançado significativamente com métodos
que incluem desde ensaios bioquímicos manuais e auto-
matizados até ensaios baseados em análises de ácidos
nucleicos e proteômica. Com o uso de métodos micológicos
convencionais (tubo germinativo, produção de clamidós-
poros e meio cromogênico), a identificação de espécie de
leveduras pode requerer de alguns dias a várias semanas.
Alguns desses métodos, inclusive, não apresentam eficá-
cia na identificação de espécies menos comuns. Embora
as técnicas moleculares tenham aumentado consideravel-
mente a capacidade de identificação de leveduras, muitas
delas estão associadas com custos elevados, complexida-

de de execução e necessidade de um conhecimento técni-
co específico. Diante desse quadro, a Espectrometria de
Massas por Tempo de Voo (MALDI-TOF MS) se apresenta
como uma alternativa promissora para a identificação roti-
neira de espécies de leveduras clínicas.(5)

Produção de Tubo Germinativo

O complexo Candida albicans tem a capacidade de
produzir tubos germinativos na presença de soro (humano)
ou meio hiperproteico, incubados à temperatura de 35ºC
(±2ºC), por um período de 2-3 horas.(12) O teste é simples,
eficiente e econômico para triagem e identificação de C.

albicans. Aproximadamente, 95,97% dessas leveduras pro-
duzem tubo germinativo, contudo Candida dubliniensis e
Candida tropicalis também são capazes de induzir cresci-
mento de hifas nas mesmas condições que o complexo
Candida albicans.(13)

Procedimento técnico:

• Inocular fragmentos de culturas de leveduras (após
crescimento em ágar batata dextrosado - BDA, por
24-48 h) em 0,4 mL de soro humano, utilizando
agulha ou alça bacteriológica;
• Incubar os tubos por um período de 2-3 h, a 35º ± 2;
• Colocar uma alíquota da suspensão entre lâmina e
lamínula e examinar em microscópio com objetiva de
40x, procurando observar a produção de tubos
germinativos.

Produção de Clamidósporos

Sob condições não ótimas de crescimento, Candida

albicans pode desencadear a formação de clamidósporos,
que são estruturas arredondadas e refringentes com uma
parede celular espessa.(14)

Diversos meios de cultura são propostos para a
indução de clamidósporos, sendo que os mais comuns pos-
suem um baixo valor nutricional e altas taxas de carbono/
nitrogênio. Para que haja a diminuição da tensão superfici-
al, agentes como o Tween 80 são adicionados. O meio de
ágar milho é o meio de eleição para a produção de clami-
dósporos.(12)

Procedimento técnico:

• Semear as colônias de leveduras através de es-
trias paralelas em ágar milho com Tween-80 (1%);
• Cobrir a superfície do meio com lamínulas estéreis,
ficando estas sobre as estrias;
• Incubar à temperatura de 30º C, por 48-96 horas;
• Retirar as lamínulas, montá-las em lâminas e
examinar em microscópio com objetiva de 40x, pro-
curando observar a formação de clamidósporos.

Compêndio de métodos e de boas práticas em coleção de cultura de leveduras do Instituto de Biologia do Exército
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Identificação Cromogênica

Essa identificação é procedida em um meio de cul-
tura diferencia, que facilita o isolamento e a identifica-
ção presuntiva de algumas espécies de leveduras clini-
camente importantes, a partir da coloração de suas co-
lônias.(15)

Substratos cromogênicos são adicionados como
constituintes no meio, o que, com o desenvolvimento das
leveduras, determina o surgimento de colônias de cores
características para cada espécie (Figura 1).

nismos e determinação da susceptibilidade a antimicro-
bianos, utilizando um inóculo primário isolado de culturas
positivas. Embora os métodos de identificação clássicos,
manuais e morfológicos ainda sejam considerados padrão
ouro, esses métodos são lentos, laboriosos e são propen-
sos a interpretações subjetivas. Por outro lado, o sistema
Vitek 2 reduz o tempo necessário para identificação e per-
mite a padronização dos resultados inter e intra laboratóri-
os, armazenamento de resultados, emissão de relatórios
epidemiológicos rápidos e testes simultâneos de suscep-
tibilidade a antimicrobianos.(18)

Esse sistema utiliza cartões com substratos bioquí-
micos liofilizados para a identificação taxonômica, a partir
da assimilação de carboidratos e nitratos, e também per-
mite a determinação do perfil de susceptibilidade de leve-
duras.(19)

O equipamento apresenta um banco de dados que
tem sido progressivamente atualizado, para abranger le-
veduras comuns e infrequentes de espécies clínicas.(20)

Procedimento Técnico:

• Utilizar cartões para identificação de leveduras
(YST);
• Inocular os cartões segundo instruções do fabri-
cante;
• Inserir no módulo leitor para leitura automatizada

         dos substratos;
• Considerar as identificações com percentuais de
probabilidade ≥ a 85%.
• Realizar testes complementares, quando neces-
sário.

Análise Proteômica: Espectrometria de Massas

por Tempo de Voo - [Maldi Tof Ms]

A espectrometria de massas em sua configuração
MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization

Time of Flight) é um método analítico desenvolvido em
meados de 1988, que evoluiu rapidamente para espec-
tros de impressão digital para vários microrganismos,
incluindo bactérias e fungos, através da análise de perfis
de proteínas.

Bancos de dados foram posteriormente desenvolvi-
dos e adotados em laboratórios de microbiologia clínica.
Esses bancos de dados empregam o conceito de reco-
nhecimento de padrões ou de impressão digital, onde o
espectro de massa obtido de uma bactéria ou levedura é
comparado com espectros existentes para encontrar a cor-
respondência mais próxima.(21)

Nesse sistema, os agentes microbianos são coloca-
dos em uma placa com uma matriz constituída de ácido α-
Ciano-4-hidroxi-cinamico (HCCA). A placa é irradiada com
um laser que vaporiza a amostra (dessorção), ionizando

Figura 1. Meio cromogênico CHROMágar® - Candida.

A utilidade do meio cromogênico, contudo, é limita-
da, pois esses meios são capazes de discriminar um nú-
mero restrito de leveduras (complexo Candida albicans,
Candida tropicalis e Candida krusei) e também porque
múltiplas espécies de leveduras podem desenvolver co-
res semelhantes, afetando assim, a especificidade.(16)

O meio permite a identificação do complexo Candida

albicans pela coloração verde produzida, Candida tropicalis

pela coloração azul petróleo e Candida krusei pela colora-
ção rosa e textura seca.(17) Outras espécies de Candida

desenvolvem coloração entre branca e malva.

Procedimento técnico:

• Semear os isolados de leveduras em meio
cromogênico;
• Incubar a 35ºC ±2, por 24 horas;
• Observar a cor exibida pelas colônias e identificar
segundo orientações do fabricante.

Análise por Bioquímica Automatizada: Vitek 2

O Vitek 2 é um sistema automatizado correntemente
utilizado em rotinas de laboratórios de microbiologia clíni-
ca. O equipamento realiza automaticamente os processos
necessários para a identificação bioquímica de microrga-
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as moléculas, que serão conduzidas por uma diferença de
potencial elétrico, a uma região livre de campos elétricos,
no tubo de voo. Nessa região, ocorre a distinção dos íons
de acordo com as suas velocidades, que são inversamen-
te proporcionais às respectivas relações massa/carga. Os
íons são detectados, após sua chegada ao final do tubo,
com registro do seu tempo de voo, associando-se esse
parâmetro indiretamente com a massa molecular da pro-
teína.(22,23,24)

A abordagem do biomarcador para a identificação de
microrganismos emprega proteínas específicas encontra-
das dentro da célula. Proteínas ribossomais tornaram-se um
dos biomarcadores ideais porque são abundantes, altamen-
te conservadas e codificadas por genes cromossômicos.
Essas proteínas têm massas moleculares que se enquadram
de 4 KDa a 30 KDa.(21)

Um obstáculo para a identificação de isolados de
leveduras, usando MALDI-TOF MS, é a presença de uma
robusta parede celular que inibe a análise direta de leve-
duras. Pesquisadores têm superado essa dificuldade
usando uma var iedade de abordagens de pré-
processamentos destinados a liberar as proteínas
intracelulares, que são a base para a identificação por
MALDI-TOF MS.(16)

O MALDI-TOF MS se apresenta como uma alterna-
tiva real para a identificação rotineira de espécies de le-
veduras. É um sistema que providencia a correta identifi-
cação de espécies, levando apenas alguns minutos para
executar todo o processo, sendo relativamente barato
para conduzir a identificação específica.(5)

Procedimento Técnico:

• Aplicar as colônias de leveduras isoladas direta-
mente na placa do equipamento;
• Tratar com 1 μL de ácido fórmico a 85%. Após a
secagem em temperatura ambiente, aplicar 1 μL da
matriz HCCA e submeter à secagem também à tem-
peratura ambiente.(25,26)

• Inserir a placa, posteriormente, no equipamento que
irá irradiar com laser, que vaporizará a amostra,
ionizando as moléculas que serão então aspiradas
e elevadas ao detector (Figura 2);
• Os dados obtidos através do perfil do espectro se-
rão comparados com o banco de dados do equipa-
mento, utilizando o software do fabricante para a iden-
tificação dos microrganismos;
• Analisar as amostras em duplicata no Microflex LT
MALDI-TOF MS da Bruker Daltonik, Biotyper
(Fremont, CA), no modo linear positivo, em uma
frequência 60 Hz, com um intervalo de massa entre
2 KDa e 20 KDa (Figura 3);
• As informações obtidas serão analisadas auto-
maticamente, usando o software Bruker Biotyper 3.1.
Cada espectro será obtido a partir de 240 tiros, em
passos de 40 tiros de diferentes posições da placa
alvo, e o log dos scores serão calculados;
• A identificação do ponto de corte dos scores será
interpretada do seguinte modo: scores ≥ 1,7 indica-
rão identificação confiável a nível de espécie, enquan-
to que scores <1,7 indicarão identificação não
confiável, requerendo a repetição da análise.(26)

Figura 2. Fundamento da metodologia de Espectrometria de Massas por Tempo de Voo - Microflex LT Maldi-Tof MS da Bruker Daltonik, Biotyper

(Fremont, CA). Fonte: Manual da Bruker.

Análise Molecular: PCRem Tempo Real

O PCR em Tempo Real combina a química com uma
sonda fluorescente, para detecção do produto amplifica-
do, na mesma reação.

A avaliação da fluorescência é obtida pela platafor-
ma do equipamento em cada ciclo de amplificação. Em
geral, a reação ocorre em menos de uma hora, sendo con-
sideravelmente mais rápida que as técnicas de PCR con-
vencionais.(27)
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Este tipo de detecção do amplicon constitui um
avanço significativo na química dos ácidos nucleicos, por
ser mais rápido que os métodos tradicionais de detecção
de amplicons. Além disso, há uma redução significativa
na chance de contaminação do amplicon no laborató-
rio, pois não há abertura do tubo de reação para a aná-
lise do amplicon. Existem diferentes plataformas dispo-
níveis para a amplificação de ácidos nucleicos em tem-
po real.(28)

Várias são as moléculas fluorogênicas que podem
ser usadas para a detecção dos ácidos nucleicos amplifi-
cados, numa reação homogênea ou em tempo real. Essas

moléculas podem ser inespecíficas e detectar qualquer tipo
de ácido nucleico amplificado (SYBR Green) ou específi-
cas, o que significa que elas são oligonucleotídeos e se
hibridizam a uma sequência específica, presente no
amplicon (sondas).(29)

O SYBR Green é um corante que se liga ao sulco
menor do DNA de dupla hélice. Emite muito pouca
fluorescência, quando no estado não ligado, mas gera
uma fluorescência consideravelmente maior quando li-
gado ao DNA, essa propriedade o torna útil para a de-
terminação da presença de um produto de DNA amplifi-
cado.(29)

Procedimento técnico:

• Semear todas as amostras em BDA e incubar a
35°C±2°C, por 18-24 h
• Para extração do DNA, preparar suspensões em
20  mL de solução de lise (SDS 10% 125μL; NaOH
0,05N 100μL; H2O qsp 5000μL). Estas suspensões
deverão ser aquecidas a 94ºC, por 5 min e, posterior-
mente, adicionadas de 180 μL de água Mili-Q estéril e
centrifugadas a 16.000 g, por 5 min. Uma alíquota de
3 mL do DNA extraído em suspensão deverá ser adi-
cionada juntamente com 1mL (10pmol) de cada um
dos dois iniciadores específicos e 5mL de PCR
Luminaris Hi-Green qPCR Master Mix (Thermo
Scientific, MA, USA), em um volume total de 10 mL
para a reação de PCR em Tempo Real O desenho
dos Primers para o PCR é sumarizado no Quadro 1.
• Toda a mistura deverá ser submetida a 1 ciclo de
95°C, por 5 min, para a desnaturação do DNA, 30
ciclos de 95°C, por 30s, 60°C, por 30s, e 72°C, por
30s, 1 ciclo de 72°C, por 7 min e, posteriormente,
manter a 4°C em termociclador em tempo real
(StepOnePlus, Applied Biosystems - Thermo Fisher).

  Quadro 1 - Sequência dos Primers

  Fungo Inicial Sequências Referência

  C. albicans FW ATG TGG CAC GGC TTC TGC TG Ogata 2015

RV TAG GCT GGC AGT ATC GTC AGA GG Ogata 2015

  C. glabrata FW TTC GTG TAC TGG AAT GCA CC Ogata 2015

RV ATA GAA CCA AAC GTC CTA TTC C Ogata 2015

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

RV CGG TGT TGC GCC GTT CTG C Ogata 2015

  C.tropicalis FW ATT TTG TAT GTT ACT TCT TCG Ogata 2015

RV TAG GCT GGC AGT ATC GAC GAA GG Ogata 2015

  C. parapsilosis FW ATT TTG TAT GTT ACT CTC TCG Ogata 2015

RV TGC CAA CAT CCT AGG CCG AAG C Ogata 2015

OBS: Todos os procedimentos técnicos serão realizados em Laboratório com Nível de Biossegurança 2 (NB2),

fazendo uso de Equipamentos de Proteção Individual e Coletiva (EPI e EPC)

Figura 3. Equipamento de Espectrometria de Massas por Tempo de

Voo, Microflex LT Maldi-Tof MS da Bruker Daltonik, Biotyper (Fremont,

CA) - IBEx. Fonte: IBEx.
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COLEÇÃO DE CULTURA DE MICRORGANISMOS

Representando desde pequenos centros privados a
grandes centros de serviços e possuindo diferentes obje-
tivos, políticas e acervos, as coleções de cultura são im-
portantes instituições de preservação de recursos biológi-
cos. Essas coleções estão frequentemente associadas às
atividades de uma organização parental, como instituições
acadêmicas ou de pesquisa científica, e mantêm organis-
mos que podem ser utilizados de formas distintas.(30)

Coleções de cultura de microrganismos são centros
de conservação da biodiversidade, sendo encarregadas de
coletar e disponibilizar organismos relevantes para a pes-
quisa científica, bem como estão ligadas ao desenvolvimen-
to tecnológico e ao ensino. A preservação e a manutenção
de culturas devem ser realizadas de forma a garantir a so-
brevivência do microrganismo, a estabilidade das proprie-
dades morfológicas e fisiológicas, características genéticas
e a pureza dos isolados durante períodos prolongados.(31)

Existem diversos tipos de coleções microbiológicas
ex-situ que são classificadas de acordo com o atendimen-
to prestado. As coleções de trabalho são aquelas mantidas
nos laboratórios e utilizadas em linhas específicas de pes-
quisa (podendo ser extintas quando os pesquisadores mu-
dam de linha); coleção institucional, que abastece diver-
sas linhas de pesquisa de uma única instituição; coleções
de serviço, que possuem acervo abrangente, curadoria pro-
fissional e têm papel fundamental na aquisição, caracteri-
zação taxonômica e tecnológica, manutenção e distribui-
ção de microrganismos para toda a comunidade para fins
industriais ou de pesquisa.(32)

Subcultivos periódicos e sucessivos de isolados
fúngicos podem acarretar o aparecimento de alterações
morfológicas, fisiológicas e bioquímicas, além do elevado
risco de contaminação. Desse modo, diversas coleções
de cultura têm utilizado metodologias de preservação de
longo prazo, mas não há um método universal para todos
os tipos de fungos.(33-36)

MÉTODO DE PRESERVAÇÃO: CONSERVAÇÃO E
ESTOCAGEM DE LEVEDURAS EM ÁGUA
DESTILADA ESTÉRIL

A importância da manutenção e preservação de mi-
crorganismos, caracteriza-se como reflexo da necessida-
de de utilização desses recursos a qualquer momento, quer
para fins experimentais, didáticos, industriais ou estudos
comparativos.(37) Dessa forma, definir a técnica de preser-
vação de culturas mais adequada e dispor de procedimen-
tos simples e eficientes, reveste-se de grande valia aos
laboratórios de microbiologia.(38)

Diversos métodos vêm sendo empregados para pre-
servação de fungos, porém, em virtude da diversidade bi-

ológica desses microrganismos, não existe uma técnica
padrão que seja capaz de preservá-los de forma única ou
generalizada.(39)

A escolha do método de manutenção mais adequa-
do deve ser baseada nas características do agente em es-
tudo, assim como nas vantagens e desvantagens de cada
técnica.(38,39) O alvo de qualquer método de manutenção é
preservar a viabilidade e, principalmente, proporcionar es-
tabilidade genética ao microrganismo isolado pelo maior
tempo possível, evitando assim a formação excessiva de
mutações que alterem suas características.(40,41)

Diferentes métodos têm sido propostos para a ma-
nutenção de fungos em coleções cultura, como preserva-
ção em óleo mineral estéril, congelamento, congelamento
em temperatura ultra baixa, água destilada estéril (Método
de Castellani) e liofilização.(34) O método de Castellani é
um método simples e economicamente viável.(42-45)

O método de Castellani (Figura 4) consiste no armaze-
namento de microrganismos em água esterilizada ou solu-
ção salina, sendo indicado na preservação de microrganis-
mos sensíveis a baixas pressões osmóticas de soluções
hipotônicas.(46-48) O método se baseia na transferência de
culturas para frascos contendo uma solução de água desti-
lada esterilizada, com posterior armazenamento sob tem-
peratura ambiente. As suspensões de células deverão ser
bem concentradas, a partir de um crescimento em meio
sólido, ou poderão ser introduzidos blocos de ágar conten-
do os microrganismos. Um pequeno espaço físico deverá
ser disponibilizado para o acondicionamento dos frascos.(38)

Compêndio de métodos e de boas práticas em coleção de cultura de leveduras do Instituto de Biologia do Exército

Figura 4. Cepas de leveduras mantidas pelo método de Castellani. Fonte:

IBEx.

Segundo McGinnis, Padhye & Ajello,(34) o método de
manutenção de cultura de fungos em água destilada esteri-
lizada, por longos períodos de tempo, é simples, econômi-
co e confiável. O método oferece muitas vantagens para
laboratórios que mantêm pequenas coleções de cultura
para referência ou propósitos de ensino. O espaço de
armazenamento necessário para os frascos é mínimo, e
como os frascos são armazenados à temperatura ambi-
ente a refrigeração não se faz necessária. A técnica de



164                                                                                                                    RBAC. 2019;51(2):157-66

revitalização é menos laboriosa que as culturas preserva-
das em óleo mineral estéril.

Procedimento Técnico:

• Inocular fragmentos das colônias, assim como frag-
mentos do meio de cultura em tubos estéreis, conten-
do 5 mL de água destilada esterilizada;
• Manter os tubos à temperatura ambiente e sob re-
frigeração entre 2 a 8ºC.

BOAS PRÁTICAS DE COLEÇÃO DE CULTURA DE
LEVEDURAS DO IBEx

Essas práticas constituem um conjunto de normas,
procedimentos e atitudes de segurança, que visam a
minimização dos acidentes que envolvem as atividades
laboratoriais dentro da Coleção de Cultura do IBEx. (19,49)

Equipamentos de Segurança Laboratorial

São considerados barreiras primárias de contenção,
que visam a proteção dos profissionais.(50)

• Equipamentos de Proteção Individual (EPI): Dispo-
sitivos destinados a proteger a saúde e a integridade
física do profissional,(51) representado por:

o  Jaleco de manga longa;
o  Luvas descartáveis;
o  Luva térmica;
o  Óculos de proteção;
o  Máscara descartável;
o  Calçado fechado;
o  Pro-pé.

• Equipamentos de Proteção Coletiva (EPC): per-
mitem a execução de operações seguras para o ope-
rador e demais profissionais do laboratório:(50)

o  Cabine de segurança biológica classe II B2;
o  Cabine de segurança biológica classe III -
    "Glove Box";
o  Autoclave;
o  Chuveiro e lavaolhos;
o  Pipetador automático;
o  Extintores de incêndio;
o  Caixa coletora de pérfuro cortante;
o  Sistema de controle de acesso com identifica-
    ção biométrica.

Biossegurança na Coleção de Cultura de

Leveduras  do IBEx

Conceitos

• Bioconfiança (biosurety): É o conjunto de siste-
mas e procedimentos para salvaguardar os agentes
biológicos e toxinas contra furto, roubo, perda, desvio,

acesso ou uso não autorizado e garantir que todas
essas ações sejam conduzidas de maneira segura e
confiável, englobando nesse conceito a biossegurança,
a bioproteção e os controles de pessoal e material;(52)

• Biossegurança (biosafety): É o conjunto de ações
destinadas a prevenir, controlar, reduzir ou eliminar
riscos inerentes às atividades que possam, de forma
não intencional, comprometer a saúde humana, ani-
mal, vegetal e o ambiente;(52)

• Bioproteção (biossecurity): É o conjunto de ações
que visam a minimizar o risco do uso indevido, roubo
e/ou a liberação intencional de material com potencial
risco à saúde humana, animal, vegetal e ambiental.(52)

Principais normas de biossegurança:

• Utilização adequada de EPIs e EPCs;
• Lavagens das mãos antes e após os procedimen-
tos técnicos;
• Descontaminação das bancadas antes e após as
análises;
• Manusear, transportar e armazenar materiais bio-
lógicos e microrganismos de forma segura;
• Acondicionar os resíduos biológicos de forma
adequada (saco branco leitoso);
• Descontaminar por autoclavação os resíduos bio-
lógicos e demais materiais contaminados;
• Obedecer a sinalização de risco do laboratório;
• Seguir as normas institucionais de treinamentos e
segurança laboratorial.

Abstract

Objective: The Compendium of Methods and Good Practices in Yeast

Culture Collection of the Brazilian Army Biology Institute (IBEx) was

elaborated with the purpose of operationalizing the research activities,

guaranteeing the safe and reliable performance of its regimental

objectives. Methods: The IBEx Yeast Culture Collection was created

from isolated strains of systemic candidiasis, through the use of manual

and automated methodologies to authenticate them, in order to guarantee

scientific research and teaching activities. Results: The Institute adapted

and modernized its research laboratories by creating the Center for

Biodefense Studies, with Biosafety Level NB-3. Based on the need for

organization to meet the demands of biological defense, the IBEx has

been improving its structure to dominate and guarantee new technologies

of identification and management of the microorganisms involved in

Bioterrorism. Conclusion: The compilation of methodologies in the form

of a Compendium provided the operationalization of the IBEx Culture

Collection.
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