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Resumo

Objetivo: O Compéndio de Métodos e de Boas Praticas em Colegédo de Cultura de Levedu-
ras do Instituto de Biologia do Exército (IBEXx) foi elaborado com o propdsito de operacionalizar
as atividades de pesquisa, garantindo o desempenho seguro e confiavel dos seus objetivos
regimentais. Métodos: A Colegdo de Cultura de Leveduras do IBEXx foi criada a partir de
cepas isoladas de quadros de candidiase sistémica, através da utilizagao de metodologias
manuais e automatizadas para autenticagdo das mesmas, com o propdsito de garantir a
pesquisa cientifica e atividades de ensino. Resultados: O Instituto adequou e modernizou
seus laboratérios de pesquisa criando o Centro de Estudos em Biodefesa, com Nivel de
Biosseguranga NB-3. Com base na necessidade de organizagéo para atender as demandas
da defesa biolégica, o IBEx vem aprimorando sua estrutura para dominar e garantir novas
tecnologias de identificagdo e manejo dos microrganismos envolvidos em Bioterrorismo.
Conclusao: A compilagdo de metodologias na forma de um Compéndio proporcionou a
operacionalizagao da Colegéao de Cultura do IBEx.
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tecnoldgico

MEMORIAL DA INSTITUICAO

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

nomenclatura: Laboratério Militar de Bacteriologia. Assim
permaneceu até o periodo provisério do governo de Getu-
lio Vargas, que em 13 de janeiro de 1932, por meio do
Decreto de n°20.943, deu-lhe nova denominacéo: Instituto
Militar de Biologia, momento no qual adquiriu, em definiti-
vo, seu atual enderego no bairro de Triagem, no Rio de
Janeiro. Por fim, em 12 de abril de 1943, recebeu a deno-
minacao Instituto de Biologia do Exército.

Hoje ocupa trés regides distintas: a sede, em Triagem,
a sua area de producéo veterinaria, no Campo de Instrugéo
de Gericiné (CIG), e parte do prédio anexo do Hospital Ge-
ral do Rio de Janeiro (HGeRJ) com o posto avancado de
captacdo de sangue e coleta de sangue para exames
laboratoriais.

A estrutura organizacional do IBEx é composta pelas
Divisdes Técnica, Veterinaria, Banco de Sangue e Soros e
Vacinas, Ensino e Pesquisa, Administrativa, além das asses-
sorias de Gestdo da Qualidade e de Vigilancia em Saude.
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A Divisao de Ensino e Pesquisa (DEP) do IBEX, des-
de a origem do Instituto até os dias atuais, vem se sobres-
saindo no campo de formacéo técnica e investigagéo ci-
entifica na area da Saude. No ensino, contribui realizando
cooperacdes de instrugdo com diversos cursos militares
operacionais, além de abrigar trés cursos do Programa
de Capacitagdo de Militares de Saude (Procap/SAU) da
Diretoria de Saude, promovendo a atualizagéo dos milita-
res desse Servico. Na pesquisa, o resultado de seus ex-
perimentos e produgéo cientifica tem sido divulgado em
publica¢des internacionais em areas como Microbiologia,
Defesa Biologica, Genética Humana e Genética Forense,
possibilitando a criacdo do Mestrado em Defesa Biolégi-
ca, reconhecido pela Coordenacao de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior (CAPES). Somado aisso, o
IBEx adequou e modernizou seus laboratérios de pesqui-
sa, criando o Centro de Estudos em Biodefesa, que dis-
poe de um laboratério com nivel de contengao biolégica
superior e que gerencia o laboratério de Biosseguranca
NB-3, componente importante do Sistema de Defesa Qui-
mica, Bioldgica, Radiolégica e Nuclear do Exército
(SisDQBRNEYX).

Tendo em vista a necessidade de organizagao para
atender as demandas da defesa biolégica, o IBEx vem bus-
cando sua capacitagdo, adequacéao e estruturacdo para
dominar a tecnologia de identificacdo e manejo dos mi-
crorganismos envolvidos em bioterrorismo, tanto no que
tange as metodologias quanto no que se refere a equipa-
mentos e estrutura fisica. Nesse contexto, o Exército Bra-
sileiro tem feito aquisicdes de equipamentos e executado
projetos como a construcao de um Laboratério de Defesa
Biologica (LDB), com nivel 3 de Biossegurancga (NB3), no
IBEx, como mencionado anteriormente, para a caracteri-
zacao de agentes envolvidos em guerra bioldgica e
bioterrorismo. O LDB devera servir de base técnico-cienti-
fica em ambito nacional para estudos e apoio a outras ins-
tituicdes (publicas e privadas) comprometidas direta ou
indiretamente com a segurancga nacional e desenvolvimento
de pesquisas.

O IBEx mantém hoje estreito relacionamento com ins-
tituicdes renomadas de pesquisas no cenario nacional, a
partir do convénio com a Fundagao Oswaldo Cruz (Fiocruz),
através do Laboratério de Fisiologia e Controle de Artro-
podes e Vetores (Laficave), dos Programas de Incentivo a
Pesquisa em Defesa Nacional (Pr6-Defesa lll) 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 Sao Paulo, Instituto
Butantan, entre outros. O IBEx faz parte, em conjunto com
a Fiocruz, UFRJ, UENF e outras Instituicées 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
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Profissional em Saude, Medicina Laboratorial e Tecnologia
Forense (MPSMLTF) da UERJ.

INTRODUCAO

Nas ultimas trés décadas, a incidéncia de infecgdes
sistémicas apresentou aumento significativo devido a fa-
tores como Aids, transplantes de 6rgaos e medula 6ssea,
uso de citostaticos e quimioterapicos, corticoterapia,
antibioticoterapia, técnicas cirurgicas invasivas e acesso
vascular. Dentre os agentes flungicos, Candida spp. €,
indubitavelmente, o microrganismo mais envolvido em ca-
sos de infeccdo em pacientes imunocomprometidos. Além
disso, essas leveduras tém se mostrado mais resistentes
as drogas antifungicas de uso clinico, principalmente quan-
do espécies de Candida nao albicans estdo presentes.
Importa mencionar que, de fato, qualquer organismo
fangico que apresente algum fator de patogenicidade po-
dera causar potencialmente infeccédo, a principio, em indi-
viduos que pertencam a populagdes vulneraveis.?)

As infecgdes fungicas sdo a maior causa de morbi-
mortalidade, principalmente em pacientes com malignida-
des hematolégicas, sendo candidiases e aspergiloses os
processos mais prevalentes (cerca de 90%).® Ha consen-
so na literatura sobre o aumento na incidéncia das infec-
¢des fungicas invasivas e alteracdo no espectro dos agen-
tes etiolégicos.®

CANDIDIASE SISTEMICA

Candidiases invasivas continuam liderando as cau-
sas de intercorréncias fungicas em pacientes imuno-
comprometidos em Unidades de Terapia Intensiva. Ainsti-
tuicdo de rapida e adequada terapia tem mostrado uma
reducao significativa nas taxas de morbidade e mortalida-
de e permitido a redugédo geral de custos hospitalares.
Embora a Candida albicans permaneca sendo o principal
agente responsavel por infeccdes relacionadas a assis-
téncia a saude, espécies de Candida nao albicans, como
o complexo C. glabrata, complexo C. parapsilosis, C.
tropicalis, complexo C. guilliermondii, C. dubliniensis, C.
lusitaniae e C. krusei tém emergido como significantes
patégenos oportunistas. Dada a inerente variabilidade nos
perfis de susceptibilidade antifungica de diferentes espé-
cies de Candida e a emergéncia de infecgdes por mais
de uma espécie, a identificacédo correta da espécie é ne-
cessaria para a melhor decisédo terapéutica do clinico e
conhecimento do comportamento epidemiolégico.®

A candidiase sistémica é a uma das formas micé-
ticas mais polimoérficas e, em muitos casos, se configura
como um achado terminal. Comumente apresenta-se com
sinais e sintomas inespecificos, provas sorolégicas
inconclusivas e com a necessidade de equipamentos

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



Compéndio de métodos e de boas praticas em colegéo de cultura de leveduras do Instituto de Biologia do Exército

especificos para o isolamento e identificagdo do micror-
ganismo.®") Além disso, estédo presentes altos percentuais
de mortalidade e o custo de tratamento com frequéncia é
elevado.®

Varios fatores séo atribuidos ao risco de desenvolvi-
mento de candidiase invasiva. A candidemia é observada,
particularmente, entre pacientes hospitalizados por longos
periodos de tempo, tendo como fatores predisponentes
para fungemias, tratamentos com antibiéticos de amplo es-
pectro, quimioterapia, transplantes, uso de cateteres, nu-
tricdo parenteral, procedimentos invasivos multiplos,
neutropenia, pacientes imunossuprimidos e formacgao de
biofilmes.(®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. Ara-
zao para emergéncia de espécies nao albicans ndo esta
ainda completamente elucidada, mas algumas condicdes
médicas podem produzir impacto no risco de desenvolvi-
mento de candidemia por essas espécies. O complexo
Candida parapsilosis é responsavel por candidemias a par-
tir do uso de cateteres e nutricdo parenteral, Candida
tropicalis esta mais associada a neoplasias e neutropenias,
e Candida krusei e complexo Candida glabrata estdao mais
associadas a candidemias de correntes de prévia exposi-
¢do a azoélicos.®

Diversas espécies de Candida isoladas em hemo-
cultura demonstram sensibilidade a anfotericina B e ao
fluconazol, porém, existem algumas excec¢des, como os iso-
lados de Candida krusei, que sao intrinsicamente resis-
tentes ao fluconazol, e algumas do complexo Candida
glabrata, que possuem sensibilidade reduzida a azolicos.
A correta identificacdo da espécie e o teste de susceptibi-
lidade sdo dados fundamentais para o adequado manejo
das candidemias.(")

IDENTIFICAGAO DE LEVEDURAS

Recentemente, as tecnologias para a identificagéo de
leveduras tém avancado significativamente com métodos
que incluem desde ensaios bioquimicos manuais e auto-
matizados até ensaios baseados em analises de acidos
nucleicos e protedmica. Com o uso de métodos micolégicos
convencionais (tubo germinativo, produgédo de clamidés-
poros e meio cromogénico), a identificacdo de espécie de
leveduras pode requerer de alguns dias a varias semanas.
Alguns desses métodos, inclusive, ndo apresentam efica-
cia na identificacdo de espécies menos comuns. Embora
as técnicas moleculares tenham aumentado consideravel-
mente a capacidade de identificacéo de leveduras, muitas
delas estédo associadas com custos elevados, complexida-
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de de execucdo e necessidade de um conhecimento técni-
co especifico. Diante desse quadro, a Espectrometria de
Massas por Tempo de Voo (MALDI-TOF MS) se apresenta
como uma alternativa promissora para a identificagao roti-
neira de espécies de leveduras clinicas®

Producao de Tubo Germinativo

O complexo Candida albicans tem a capacidade de
produzir tubos germinativos na presencga de soro (humano)
ou meio hiperproteico, incubados a temperatura de 35°C
(£2°C), por um periodo de 2-3 horas.("? O teste é simples,
eficiente e econdmico para triagem e identificagdo de C.
albicans. Aproximadamente, 95,97% dessas leveduras pro-
duzem tubo germinativo, contudo Candida dubliniensis e
Candida tropicalis também séo capazes de induzir cresci-
mento de hifas nas mesmas condigées que o complexo
Candida albicans.™

Procedimento técnico:

 Inocular fragmentos de culturas de leveduras (ap6s
crescimento em agar batata dextrosado - BDA, por
24-48 h) em 0,4 mL de soro humano, utilizando
agulha ou al¢a bacteriolégica;

 Incubar os tubos por um periodo de 2-3 h, a 35° £ 2;
« Colocar uma aliquota da suspenséao entre [amina e
laminula e examinar em microscoépio com objetiva de
40x, procurando observar a producédo de tubos
germinativos.

Producao de Clamidésporos

Sob condi¢des nédo 6timas de crescimento, Candida
albicans pode desencadear a formacgao de clamidésporos,
gue sdo estruturas arredondadas e refringentes com uma
parede celular espessa.(™

Diversos meios de cultura sdo propostos para a
indugéo de clamidésporos, sendo que os mais comuns pos-
suem um baixo valor nutricional e altas taxas de carbono/
nitrogénio. Para que haja a diminui¢cdo da tensao superfici-
al, agentes como o Tween 80 s&o adicionados. O meio de
agar milho é o meio de eleicdo para a producgéao de clami-
désporos.(?

Procedimento técnico:

« Semear as coldnias de leveduras através de es-
trias paralelas em agar milho com Tween-80 (1%);

« Cobrir a superficie do meio com laminulas estéreis,
ficando estas sobre as estrias;

* Incubar a temperatura de 30° C, por 48-96 horas;

» Retirar as laminulas, monta-las em laminas e
examinar em microscépio com objetiva de 40x, pro-
curando observar a formacgéo de clamidédsporos.
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Identificagdo Cromogénica

Essa identificacao é procedida em um meio de cul-
tura diferencia, que facilita o isolamento e a identifica-
¢ao presuntiva de algumas espécies de leveduras clini-
camente importantes, a partir da coloracéo de suas co-
I6nias.(1®)

Substratos cromogénicos s@o adicionados como
constituintes no meio, o que, com o desenvolvimento das
leveduras, determina o surgimento de colénias de cores
caracteristicas para cada espécie (Figura 1).

Figura 1. Meio cromogénico CHROMé&gar® - Candida.

A utilidade do meio cromogénico, contudo, é limita-
da, pois esses meios sdo capazes de discriminar um nu-
mero restrito de leveduras (complexo Candida albicans,
Candida tropicalis e Candida krusei) e também porque
multiplas espécies de leveduras podem desenvolver co-
res semelhantes, afetando assim, a especificidade.('®

O meio permite a identificacdo do complexo Candida
albicans pela coloracéo verde produzida, Candida fropicalis
pela coloracao azul petréleo e Candida krusei pela colora-
¢do rosa e textura seca." Outras espécies de Candida
desenvolvem coloracao entre branca e malva.

Procedimento técnico:

« Semear os isolados de leveduras em meio
cromogénico;

e Incubar a 35°C +2, por 24 horas;

« Observar a cor exibida pelas colénias e identificar
segundo orientagdes do fabricante.

Analise por Bioquimica Automatizada: Vitek 2
O Vitek 2 é um sistema automatizado correntemente
utilizado em rotinas de laboratérios de microbiologia clini-

ca. O equipamento realiza automaticamente os processos
necessarios para a identificacdo bioquimica de microrga-
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nismos e determinacédo da susceptibilidade a antimicro-
bianos, utilizando um inéculo primario isolado de culturas
positivas. Embora os métodos de identificacdo classicos,
manuais e morfolégicos ainda sejam considerados padrao
ouro, esses métodos sé@o lentos, laboriosos e sdo propen-
sos a interpretagdes subjetivas. Por outro lado, o sistema
Vitek 2 reduz o tempo necessario para identificacao e per-
mite a padronizagéo dos resultados inter e intra laboratori-
os, armazenamento de resultados, emissao de relatérios
epidemiolégicos rapidos e testes simultdneos de suscep-
tibilidade a antimicrobianos.(*®

Esse sistema utiliza cartées com substratos bioqui-
micos liofilizados para a identificacado taxondmica, a partir
da assimilagao de carboidratos e nitratos, e também per-
mite a determinacéo do perfil de susceptibilidade de leve-
duras."®

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

Procedimento Técnico:

« Utilizar cartdes para identificagcédo de leveduras
(YST);

* Inocular os cartdes segundo instru¢des do fabri-
cante;

* Inserir no médulo leitor para leitura automatizada
dos substratos;

« Considerar as identificagées com percentuais de
probabilidade > a 85%.

« Realizar testes complementares, quando neces-
sario.

Analise Prote6mica: Espectrometria de Massas
por Tempo de Voo - [Maldi Tof Ms]

A espectrometria de massas em sua configuracao
MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization
Time of Flight) € um método analitico desenvolvido em
meados de 1988, que evoluiu rapidamente para espec-
tros de impresséao digital para varios microrganismos,
incluindo bactérias e fungos, através da analise de perfis
de proteinas.

Bancos de dados foram posteriormente desenvolvi-
dos e adotados em laboratérios de microbiologia clinica.
Esses bancos de dados empregam o conceito de reco-
nhecimento de padrdes ou de impressao digital, onde o
espectro de massa obtido de uma bactéria ou levedura é
comparado com espectros existentes para encontrar a cor-
respondéncia mais proxima.?"

Nesse sistema, os agentes microbianos sédo coloca-
dos em uma placa com uma matriz constituida de acido o-
Ciano-4-hidroxi-cinamico (HCCA). Aplaca é irradiada com
um laser que vaporiza a amostra (dessorg¢éo), ionizando
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as moléculas, que seréo conduzidas por uma diferenca de
potencial elétrico, a uma regiao livre de campos elétricos,
no tubo de voo. Nessa regiéo, ocorre a distingéo dos ions
de acordo com as suas velocidades, que sao inversamen-
te proporcionais as respectivas relagdes massa/carga. Os
ions sao detectados, apos sua chegada ao final do tubo,
com registro do seu tempo de voo, associando-se esse
parametro indiretamente com a massa molecular da pro-
teina_(22,23,24)

A abordagem do biomarcador para a identificacéo de
microrganismos emprega proteinas especificas encontra-
das dentro da célula. Proteinas ribossomais tornaram-se um
dos biomarcadores ideais porque sédo abundantes, altamen-
te conservadas e codificadas por genes cromossdémicos.
Essas proteinas tém massas moleculares que se enquadram
de 4 KDa a 30 KDa.?"

Um obstaculo para a identificagcdo de isolados de
leveduras, usando MALDI-TOF MS, é a presenca de uma
robusta parede celular que inibe a analise direta de leve-
duras. Pesquisadores tém superado essa dificuldade
usando uma variedade de abordagens de pré-
processamentos destinados a liberar as proteinas
intracelulares, que sdo a base para a identificacdo por
MALDI-TOF MS.("®

O MALDI-TOF MS se apresenta como uma alterna-
tiva real para a identificacao rotineira de espécies de le-
veduras. E um sistema que providencia a correta identifi-
cacao de espécies, levando apenas alguns minutos para
executar todo o processo, sendo relativamente barato
para conduzir a identificagdo especifica.®

Procedimento Técnico:

« Aplicar as colénias de leveduras isoladas direta-
mente na placa do equipamento;

e Tratar com 1 pL de acido férmico a 85%. Apos a
secagem em temperatura ambiente, aplicar 1 pL da
matriz HCCA e submeter a secagem também a tem-
peratura ambiente. (229

 Inserir a placa, posteriormente, no equipamento que
ird irradiar com laser, que vaporizara a amostra,
ionizando as moléculas que serdo entao aspiradas

e elevadas ao detector (Figura 2);

« Os dados obtidos através do perfil do espectro se-
réo comparados com o banco de dados do equipa-
mento, utilizando o software do fabricante para a iden-
tificacdo 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
frequéncia 60 Hz, com um intervalo de massa entre
2 KDa e 20 KDa (Figura 3);

* As informacdes obtidas serdo analisadas auto-
maticamente, usando o software Bruker Biotyper 3.1.
Cada espectro sera obtido a partir de 240 tiros, em
passos de 40 tiros de diferentes posi¢des da placa
alvo, e o log dos scores seréao calculados;

* Aidentificacdo do ponto de corte dos scores sera
interpretada do seguinte modo: scores > 1,7 indica-
réo identificagdo confiavel a nivel de espécie, enquan-
to que scores <1,7 indicarédo identificagcdo nao
confiavel, requerendo a repeticdo da analise.(®

Fundamentals of Matrix-Assisted Laser
Desorption/Ionization-Time of Flight MS

Laser

\
N\
N

@ Sample molecule
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analyzer (drift tube)
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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.

Analise Molecular: PCRem Tempo Real
O PCR em Tempo Real combina a quimica com uma

sonda fluorescente, para detecgcé@o do produto amplifica-
do, na mesma reacéo.
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A avaliacao da fluorescéncia é obtida pela platafor-
ma do equipamento em cada ciclo de amplificagdo. Em
geral, areacao ocorre em menos de uma hora, sendo con-
sideravelmente mais rapida que as técnicas de PCR con-
vencionais.®"
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Figura 3. Equipamento de Espectromettia de Massas por Tempo de
Voo, Microflex LT Maldi-Tof MS da Bruker Daltonik, Biotyper (Fremont,
CA) - IBEX. Fonte: IBEX.

Este tipo de deteccdo do amplicon constitui um
avanco significativo na quimica dos acidos nucleicos, por
ser mais rapido que os métodos tradicionais de deteccéao
de amplicons. Além disso, ha uma reducéao significativa
na chance de contaminagéo do amplicon no laboraté6-
rio, pois ndo ha abertura do tubo de reacéo para a ana-
lise do amplicon. Existem diferentes plataformas dispo-
niveis para a amplificacado de acidos nucleicos em tem-
po real.?®

Varias sdo as moléculas fluorogénicas que podem
ser usadas para a deteccéo dos acidos nucleicos amplifi-
cados, numa reag@o homogénea ou em tempo real. Essas

Quadro 1 - Sequéncia dos Primers

moléculas podem ser inespecificas e detectar qualquer tipo
de acido nucleico amplificado (SYBR Green) ou especifi-
cas, 0 que significa que elas sédo oligonucleotideos e se
hibridizam a uma sequéncia especifica, presente no
amplicon (sondas).®)

O SYBR Green é um corante que se liga ao sulco
menor do DNA de dupla hélice. Emite muito pouca
fluorescéncia, quando no estado nao ligado, mas gera
uma fluorescéncia consideravelmente maior quando li-
gado ao DNA, essa propriedade o torna util para a de-
terminacéo da presenca de um produto de DNA amplifi-
cado.®

Procedimento técnico:

+ Semear todas as amostras em BDA e incubar a
35°C+2°C, por 18-24 h

« Para extracdo do DNA, preparar suspensdes em
20 mL de solucdo de lise (SDS 10% 125uL; NaOH
0,05N 100uL; H2O gsp 5000pL). Estas suspensdes
deveréo ser aquecidas a 94°C, por 5 min e, posterior-
mente, adicionadas de 180 pL de dgua Mili-Q estéril e
centrifugadas a 16.000 g, por 5 min. Uma aliquota de
3 mL do DNA extraido em suspenséo devera ser adi-
cionada juntamente com 1mL (10pmol) de cada um
dos dois iniciadores especificos e SmL de PCR
Luminaris Hi-Green qPCR Master Mix (Thermo
Scientific, MA, USA), em um volume total de 10 mL
para a reacao de PCR em Tempo Real O desenho
dos Primers para o PCR é sumarizado no Quadro 1.
» Toda a mistura deveréa ser submetida a 1 ciclo de
95°C, por 5 min, para a desnaturacdo 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).

Fungo Inicial Sequéncias Referéncia
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 GAACCAAAC GTCCTATTCC Ogata 2015
C. krusei FW CTG CAG GAG AAG GGG TTC TGG AAC G Ogata 2015
RV CGG TGT TGC GCC GTTCTG 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 serado realizados em Laboratério com Nivel de Biosseguranga 2 (NB2),
fazendo uso de Equipamentos de Protegao Individual e Coletiva (EPI e EPC)
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COLEGAO DE CULTURA DE MICRORGANISMOS

Representando desde pequenos centros privados a
grandes centros de servigos e possuindo diferentes obje-
tivos, politicas e acervos, as colegdes de cultura sédo im-
portantes instituicdes de preservacao de recursos biol6gi-
cos. Essas cole¢des estao frequentemente associadas as
atividades de uma organizacao parental, como instituicées
académicas ou de pesquisa cientifica, e mantém organis-
mos que podem ser utilizados de formas distintas.?

Colegoes de cultura de microrganismos sao centros
de conservacéao da biodiversidade, sendo encarregadas de
coletar e disponibilizar organismos relevantes para a pes-
quisa cientifica, bem como estéo ligadas ao desenvolvimen-
to tecnolégico e ao ensino. A preservacao e a manutencao
de culturas devem ser realizadas de forma a garantir a so-
brevivéncia do microrganismo, a estabilidade das proprie-
dades morfolégicas e fisioldgicas, caracteristicas genéticas
e a pureza dos isolados durante periodos prolongados.®"

Existem diversos tipos de cole¢des microbiolégicas
ex-situ que sao classificadas de acordo com o atendimen-
to prestado. As colegdes de trabalho s@o aquelas mantidas
nos laboratérios e utilizadas em linhas especificas de pes-
quisa (podendo ser extintas quando os pesquisadores mu-
dam de linha); colecao institucional, que abastece diver-
sas linhas de pesquisa de uma Unica instituicao; colecdes
de servico, que possuem acervo abrangente, curadoria pro-
fissional e tém papel fundamental na aquisicéo, caracteri-
zacao taxondmica e tecnolégica, manutencao e distribui-
¢éo de microrganismos para toda a comunidade para fins
industriais ou de pesquisa.®?

Subcultivos periédicos e sucessivos de isolados
fungicos podem acarretar o aparecimento de alteragdes
morfolégicas, fisiolégicas e bioquimicas, além do elevado
risco de contaminagé@o. Desse modo, diversas colecdes
de cultura tém utilizado metodologias de preservagao de
longo prazo, mas ndo ha um método universal para todos
os tipos de fungos.(®>39)

METODO DE PRESERVACAO: CONSERVAGAO E
ESTOCAGEM DE LEVEDURAS EM AGUA
DESTILADA ESTERIL

A importancia da manutencgao e preservacéo de mi-
crorganismos, caracteriza-se como reflexo da necessida-
de de utilizagao desses recursos a qualquer momento, quer
para fins experimentais, didaticos, industriais ou estudos
comparativos.®” Dessa forma, definir a técnica de preser-
vacao de culturas mais adequada e dispor de procedimen-
tos simples e eficientes, reveste-se de grande valia aos
laboratérios de microbiologia.®®

Diversos métodos vém sendo empregados para pre-
servacgao de fungos, porém, em virtude da diversidade bi-
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olégica desses microrganismos, ndo existe uma técnica
padrédo que seja capaz de preserva-los de forma Unica ou
generalizada.®®

A escolha do método de manutengéo mais adequa-
do deve ser baseada nas caracteristicas do agente em es-
tudo, assim como nas vantagens e desvantagens de cada
técnica.®39 O alvo de qualquer método de manutengéo é
preservar a viabilidade e, principalmente, proporcionar es-
tabilidade genética ao microrganismo isolado pelo maior
tempo possivel, evitando assim a formacéo excessiva de
mutagdes que alterem suas caracteristicas.“%4")

Diferentes métodos tém sido propostos para a ma-
nutencao de fungos em colegdes cultura, como preserva-
¢éo em 6leo mineral estéril, congelamento, congelamento
em temperatura ultra baixa, agua destilada estéril (Método
de Castellani) e liofilizagdo.G4 O método de Castellani é
um método simples e economicamente viavel.(“>4)

O método de Castellani (Figura 4) consiste no armaze-
namento de microrganismos em agua esterilizada ou solu-
céo salina, sendo indicado na preservagéao de microrganis-
mos sensiveis a baixas pressdes osmoticas de solugdes
hipoténicas.“*® O método se baseia na transferéncia de
culturas para frascos contendo uma solugéo de agua desti-
lada esterilizada, com posterior armazenamento sob tem-
peratura ambiente. As suspensdes de células deverdo ser
bem concentradas, a partir de um crescimento em meio
sélido, ou poderéo ser introduzidos blocos de agar conten-
do os microrganismos. Um pequeno espaco fisico devera
ser disponibilizado para o acondicionamento dos frascos.*®

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

Segundo McGinnis, Padhye & Ajello,*¥ o método de
manutencao de cultura de fungos em agua destilada esteri-
lizada, por longos periodos de tempo, é simples, econémi-
co e confiavel. O método oferece muitas vantagens para
laboratérios que mantém pequenas colegdes de cultura
para referéncia ou propositos de ensino. O espaco de
armazenamento necessario para os frascos € minimo, e
como os frascos sdo armazenados a temperatura ambi-
ente a refrigeracdo nédo se faz necessaria. A técnica de
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revitalizacdo € menos laboriosa que as culturas preserva-
das em 6leo mineral estéril.

Procedimento Técnico:

* |nocular fragmentos das col6nias, assim como frag-
mentos do meio de cultura em tubos estéreis, conten-
do 5 mL de agua destilada esterilizada;

* Manter os tubos a temperatura ambiente e sob re-
frigeracéo entre 2 a 8°C.

BOAS PRATICAS DE COLEGAO DE CULTURA DE
LEVEDURAS DO IBEx

Essas praticas constituem um conjunto de normas,
procedimentos e atitudes de seguranca, que visam a
minimizacé@o dos acidentes que envolvem as atividades
laboratoriais dentro da Colegao de Cultura do IBEx. (1949

Equipamentos de Seguranga Laboratorial
Sao considerados barreiras primarias de contencéao,
que visam a protecdo dos profissionais.*?
« Equipamentos de Protecéao Individual (EPI): Dispo-
sitivos destinados a proteger a salide e a integridade
fisica do profissional,®" representado por:
o Jaleco de manga longa;
Luvas descartaveis;
Luva térmica;
Oculos de protecéo;
Mascara descartavel;
Calgado fechado;
Pro-pé.

O O O 0 © ©

« Equipamentos de Protecdo Coletiva (EPC): per-
mitem a execucao de operagdes seguras para o ope-
rador e demais profissionais do laboratério:?
o Cabine de seguranca biol6gica classe Il B2;
o Cabine de seguranca biolégica classe Ill -
"Glove Box";
o Autoclave;
o Chuveiro e lavaolhos;
o Pipetador automatico;
o Extintores de incéndio;
o Caixa coletora de pérfuro cortante;
o Sistema de controle de acesso com identifica-
¢éo biométrica.

Biosseguranca na Colecao de Cultura de
Leveduras do IBEx

Conceitos

« Bioconfianga (biosurety): E o conjunto de siste-
mas e procedimentos para salvaguardar os agentes
biolégicos e toxinas contra furto, roubo, perda, desvio,
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acesso ou uso nao autorizado e garantir que todas
essas ac¢des sejam conduzidas de maneira segura e
confiavel, englobando nesse conceito a biosseguranca,
a bioprotecéo e os controles de pessoal e material;%?
« Biosseguranga (biosafety): E o conjunto de acées
destinadas a prevenir, controlar, reduzir ou eliminar
riscos inerentes as atividades que possam, de forma
nao intencional, comprometer a saide humana, ani-
mal, vegetal e o ambiente;®?

« Bioprotegéo (biossecurity): E o conjunto de acées
que visam a minimizar o risco do uso indevido, roubo
e/ou aliberagéo intencional de material com potencial
risco a salde humana, animal, vegetal e ambiental.®?

Principais normas de biosseguranca:

« Utilizacdo adequada de EPIs e EPCs;

« Lavagens das maos antes e apds os procedimen-
tos técnicos;

« Descontaminagdo das bancadas antes e apos as
anadlises;

* Manusear, transportar e armazenar materiais bio-
l6gicos e microrganismos de forma segura;

« Acondicionar os residuos biolégicos de forma
adequada (saco branco leitoso);

« Descontaminar por autoclavagao os residuos bio-
l6gicos e demais materiais contaminados;

« Obedecer a sinalizagéo de risco do laboratoério;

« Seguir as normas institucionais de treinamentos e
seguranca 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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Yeasts; blood culture; clinical diagnosis; research and new techniques
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