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 Métodos fenotípicos para identificação de Candida spp. permitem discriminar rotineiramente isolados 
orais em laboratórios de microbiologia. Um dos problemas que interferem na realização de identificação das 
espécies do gênero Candida em estudos epidemiológicos mais amplos é a dificuldade da rápida identifica-
ção, a partir de meios de triagem de baixo custo. A C. albicans é um agente responsável pela candidíase e 
está também associada a doenças imunossupressoras. Outras espécies não-albicans como C. dubliniensis 
inicialmente associada com candidíase da orofaringe de pacientes infectados pelo vírus HIV, onde ainda é 
mais prevalente, tem sido reconhecida como causa de infecção em pacientes com câncer, com fibrose cís-
tica e pacientes com diversas patologias e diferentes graus de imunocomprometimento. Assim, estudou-se 
os principais métodos fenotípicos e sistemas comerciais para identificação de espécies de Candida.

 C. albicans é o mais frequente agente responsável pela candidíase e está também associada a do-
enças imunossupressoras como, por exemplo, diabetes. Entretanto, outras espécies não-albicans como C. 
dubliniensis inicialmente associada com candidíase da orofaringe de pacientes infectados pelo vírus HIV, 
onde ainda é mais prevalente, tem sido reconhecida como causa de infecção em pacientes com câncer, 
com fibrose cística e pacientes com diversas patologias e diferentes graus de imunocomprometimento. 
Utilizando-se métodos fenotípicos para identificação de Candida spp. é possível discriminar rotineiramente 
isolados orais em laboratórios de microbiologia. Um dos problemas que interferem na realização de identifi-
cação das espécies do gênero Candida em estudos epidemiológicos mais amplos é a dificuldade da rápida 
identificação, a partir de meios de triagem de baixo custo. Dessa forma, alguns métodos fenotípicos são 
apresentados com o objetivo de contribuir na busca de testes alternativos que possam com segurança, se-
rem aplicados às rotinas de laboratórios.
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INtRoDUção

 C. albicans is the frequent agent for the oral candidosis and it is also associated to immunosuppressi-
ve diseases as, for example, diabetes. However, other non-albicans species such as C. dubliniensis initially 
associated with candidosis in orofaringe patients infected by the virus HIV, where is still more prevalent, 
it has been recognized as infection cause in patients with cancer, cystic fibrosis and patients with several 
pathologies. Phenotypics methods for Candida spp. are easy-to-use procedures for routine discrimination 
of oral isolates in the clinical microbiology laboratory. One of the problems that interfere in the identification 
accomplishment of the species of Candida in more wide epidemic studies is the difficulty of the fast identifi-
cation, starting from screen methods of low cost. In that way, some phenotypics methods are presented with 
the objective of contributing in the search of alternative tests to be applied as routine in laboratories.

Key-words: Phenotypic methods, Candida spp., identification

 A classificação e taxonomia de fungos com 
relevante importância médica e odontológica é 
uma progressiva área de pesquisa. A identificação 
e classificação inicial dos fungos foram baseadas 
primariamente na estrutura e características de re-
produção. Uma nova proposta de classificação1 ba-
seou-se principalmente no tecido e sítio do corpo 
onde ocorreu a invasão. Os fungos causam amplo 
espectro de doenças, originando pequenas infec-
ções de pele e mucosas até o envolvimento sistê-
mico de órgãos internos. 
 A importância das infecções por fungos, 
particularmente o gênero Candida, têm estimulado 
estudos objetivando a compreensão da patogêne-
se, genética, epidemiologia e bioquímica das do-
enças e principalmente a interdisciplinaridade dos 
conteúdos envolvendo esses microrganismos. 
 Dentro do gênero Candida, algumas espé-
cies são de maior importância médica e odontoló-
gica, sendo a C. albicans a mais frequentemente 
isolada, acreditando-se também ser a mais virulen-
ta para o ser humano2-4 . As demais espécies de 
Candida encontradas nas infecções humanas são 
C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. glabrata, 
C. dubliniensis e C. guilliermondii. Essas espécies, 
exceto C. albicans, estão presentes em peque-
no número na microbiota bucal de pacientes não 
imunocomprometidos, sendo que a presença des-
tas não é necessariamente indicativa da doença5. 
Dentre essas, C. dubliniensis foi primariamente as-
sociada com candidíase oral6 em pacientes infec-
tados por HIV7,8 e em pacientes diabéticos9.
 A ocorrência de Candida spp. na cavidade 
bucal, estabelece-se sob forma comensal e cons-
titui parte da microbiota bucal normal. As razões 
para o estabelecimento de infecções são fatores 
predisponentes, tais como: queda de imunidade 

do hospedeiro, desordens endócrinas, lesões em 
mucosa, higiene oral deficiente, tratamento pro-
longado com antibióticos e corticosteróides10,11,12. 
Candida spp.  encontradas em pacientes sadios 
comportam-se como oportunistas. A presença de 
Candida e a não existência de patologia associada 
à ela, têm sido pesquisado. Allen (1992)13 considera 
que, para muitos pacientes, o próprio sistema imu-
ne e a competição com as demais bactérias bucais 
mantêm o fungo sob controle, e qualquer alteração 
neste equilíbrio resultaria em candidíase. Candida 
spp. pode se proliferar e produzir candidíase clí-
nica quando houver comprometimento imunológi-
co, causado por vários fatores como leucemia, uso 
excessivo de corticosteróide, diabetes mellitus ou 
infecção por HIV.
 A frequência por infecções severas entre 
pacientes imunocomprometidos ou hospitalizados  
encorajam a otimização de métodos de identifica-
ção, permitindo dessa forma, maior conhecimento 
deste patógeno e a administração efetiva de tera-
pias antifúngicas. 
 Muitas  características fenotípicas das leve-
duras são frequentemente utilizadas em laborató-
rio para a identificação destes organismos ao nível 
de espécies e subespécies. O perfil bioquímico e 
enzimático, fermentativo e metabólico dos micror-
ganismos são bastante estudados e aplicados para 
diferentes finalidades em diferentes áreas de pes-
quisa14-18. 
 Os métodos fenotípicos comumente em-
pregados em laboratórios para caracterização de 
leveduras tem como base principal análisedo perfil 
morfológico e bioquímico destes organismos19,20. A 
observação de estruturas microscópicas, os testes 
de avaliação da atividade enzimática e da capaci-
dade de assimilação e fermentaçãode substratos, 
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compõem um conjunto de métodos, com as quais 
pode-se identificar uma espécie, definir o compor-
tamento da mesma em diferentes condições e as-
sim definir as diversas características de uma le-
vedura21. 
 Dessa forma, os métodos de identificação 
fenotípicos são efetivos para a rotina de identifica-
ção de isolados de espécies de Candida em labo-
ratórios2 e a escolha de um deles é determinada 
pelo nível de identificação requerida, número total 
de amostras examinadas e recursos disponíveis 
no laboratório22. Dessa maneira, o objetivo deste 
trabalho foi apresentar os principais métodos feno-
típicos e sistemas comerciais para identificação de 
espécies de Candida.

métoDoS feNotípIcoS

crescimento em Ágar

 Na literatura há ampla variedade de mé-
todos utilizados para a detecção de Candida spp. 
Cada método apresenta vantagens e desvanta-
gens, sendo a escolha da técnica de amostragem 
baseada principalmente na natureza da lesão a ser 
investigada22.

 O meio de cultura mais utilizado para iso-
lamento de Candida, é o meio de cultura Ágar Sa-
bouraud Dextrose (SDA)23 suplementado com clo-
ranfenicol24 e as colônias da maioria das espécies, 
incluindo C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, 
C. stellatoidea, C. dubliniensis e C. guilliermondii 
apresentam coloração branca ou branco-amare-
lada, forma convexa, aparência lisa e brilhante, 
úmidas e cremosas, com odor característico22.  A 
diferenciação entre as espécies neste meio de cul-
tura raramente é possível,  dessa maneira, é reco-
mendado que seja utilizado, juntamente com este, 
um outro meio diferencial, que pode incluir o ágar 
Pagano-Levin25 ou meios cromogênicos comercial-
mente disponíveis26.
 O meio agar Pagano-Levin (PL) possui em 
sua composição solução de TTC  (2,3,5-cloreto 
de tetrazólio) a 1% e neomicina para isolar e di-
ferenciar Candida e foi descrito por Pagano et al. 
(1958)27. Candida spp. reduz o meio para produ-
zir colônias com várias colorações e a neomicina 
é adicionada ao meio para inibir o crescimento de 
bactérias. C. albicans apresenta reduzida pigmen-
tação em agar PL.
 Outro método diferencial para espécies 
de Candida  é o método albicans ID (BioMérieux, 
Marcy l’Etoile, França) e Fluoroplate (Merck, Da-
mstadt, Alemanha) que incluem plaqueamento da 
amostra clínica sobre o meio sólido28. Estes meios 
contêm respectivamente um substrato cromogêni-

co e fluorogênico que  é hidrolizado por enzimas 
específicas que permite a identificação macroscó-
pica de Candida spp. baseado na coloração ou flu-
orescência das colônias28-33.

 O método albicans ID inclue substrato cro-
mogênico que sob ação da hexosaminidase produ-
zida por C. albicans resulta em colônias azuladas.
 Os meios cromogênicos comercialmen-
te disponíveis podem ser utilizados para diferen-
ciação das espécies de leveduras. Dentre eles, o 
meio CHROMagar®  Candida (CHROMagar, Paris, 
França) ocorre com base no contraste da cor das 
colônias, produzidas por reações de enzimas es-
pécie-específica com substrato cromogênico22. O 
uso do meio CHROMagar® Candida é vantajoso 
pois facilita a deteção de espécies de leveduras 
de diferentes amostras em uma única placa.  Este 
meio diferencial tem sido avaliado em vários estu-
dos quanto à sua utilidade na identificação de le-
veduras, sendo eficaz na identificação presuntiva 
de C. albicans, C. tropicalis, C. krusei pela morfolo-
gia e cor da reação, podendo apresentar colônias 
características, verde claro, azul escuro e rosa, 
respectivamente34,35. Isolados de C. dubliniensis 
apresentam colônias características verde escuro 
quando cultivadas neste meio6,36.

 Beighton et al. (1995)34 avaliando amostras 
coletadas da cavidade bucal, identificaram 450 co-
lônias de coloração verde utilizando CHROMagar 
Candida. As mesmas amostras também foram tes-
tadas para atividade -N-acetilgalactosaminidase 
(enzima produzida pela C. albicans) e todas foram 
positivas, confirmando que o CHROMagar Candi-
da é preciso na identificação de C. albicans.  Entre-
tanto, o CHROMagar Candida não é um substituto 
para os outros testes bioquímicos.
   O método de diferenciação Candida ID 
(BioMérieux, Marcy l’Etoile, França) baseia-se  na 
utilização de meio cromogênico diferencial para 
identificação direta de C. albicans, que produzem 
colônias verde-azuladas em contraste com colô-
nias rosas produzidas por C. tropicalis, C. guillier-
mondii e C. kefyr33.
  Após 48 horas de incubação, aparece colô-
nia verde escuras, que pode ser indicativo da pre-
sença de C. dubliniensis, mas este não deve ser 
um critério único de identificação dessa espécie.

testes de assimilação de carboidratos

 O perfil de assimilação de carboidratos para 
Candida spp. pode ser obtido por observação da 
zona de crescimento ao redor de discos impregna-
dos com vários açúcares como galactose, glicose, 
sacarose, maltose, lactose, xilose, trealose entre 
outros, sobre meio sólido.
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Vários testes comerciais de identificação depen-
dem de procedimentos de adaptações da assimi-
lação de carboidratos e foram desenvolvidos para 
identificação de Candida spp.30,37.

 O sistema API 20C (BioMérieux) foi consi-
derado um método eficaz para identificação de le-
veduras, após 72 h de incubação38-40. Entretanto, o 
sistema API 20C foi substituído pelo API 20C AUX 
e API 32C, que incluem assimilação de carboidra-
tos específicos para C. dubliniensis40,41.

 O sistema de identificação Vitek Yeast 
Biochemical Card (YBC) (BioMérieux) e o Vitek 
2 ID-YST são os sistemas mais utilizados em la-
boratórios que processam grandes números de 
amostras22. A identificação correta utilizando-se 
esse sistema é similar a outros sistemas comer-
ciais e sua capacidade de identificação pode ser 
aumentada se as características morfológicas fo-
rem avaliadas conjuntamente39,42,43.
 O sistema RapID yeast Plus (Innovative 
Diagnostic Systems, Norcross, GA, USA) é um mi-
crométodo qualitativo que usa substrato conven-
cional e cromogênico para identificação de levedu-
ras44. Este método é efetivo e após 4 h é possível 
a identificação de espécies de Candida38,39,45. 

testes de produção de tubo Germinativo e cla-
midósporos

 A associação das características morfológi-
cas e bioquímicas pode ser utilizada para identifi-
cação das espécies de Candida20. A formação de 
tubo germinativo é um fenômeno que ocorre em 
algumas espécies do gênero Candida e reflete a 
capacidade da cepa de filamentar em determina-
das condições.
  O teste de produção do tubo germinativo é 
rápido, simples, econômico e padrão para identifi-
car C. albicans (95-97%), envolvendo a indução de 
crescimento de hifas (tubos germinativos) de leve-
duras cultivadas em soro por 2-4 horas a 37°C 14 .
 Para a realização da produção de clamidós-
poros, utiliza-se meio Agar Corn Meal (Agar fubá 
com Tween 80) para identificação das estruturas 
características de clamidósporo, hifas e pseudohi-
fas comuns à espécie C. albicans6 ou meio Agar 
caseína46.
 Similarmente, C. albicans e C. dubliniensis 
são capazes de produzir clamisdósporos, embora 
C. albicans frequentemente desenvolve arranjos 
de clamidósporos em pares ou múltiplos aderidos 
lateralmente às pseudo-hifas47. 

temperatura de crescimento - prova de termo-
tolerância

 A maioria das leveduras cresce bem em 
temperaturas entre 30 e 37ºC, quando cultivadas 
em meios de cultura artificiais. Entre as espécies 
do gênero Candida, as temperaturas de incubação 
que permitem crescimento satisfatório podem va-
riar entre 20ºC e 38ºC23. A capacidade de cresci-
mento em temperaturas elevadas é característica 
de algumas espécies, sendo uma das provas utili-
zadas para diferenciação entre C. dubliniensis e C. 
albicans, as quais compartilham diversas caracte-
rísticas morfológicas e fisiológicas, o que dificulta a 
identificação diferencial entre ambas6.

 C. dubliniensis usualmente é encontrada 
em associação com outras espécies de Candi-
da, especialmente albicans48, podendo  também 
ser encontrada na microbiota bucal de pacientes 
clinicamente saudáveis49. A relação fenotípica e 
genotípica existente entre C. dubliniensis e C. al-
bicans identificou incorretamente muitos isolados 
de C. dubliniensis como C. albicans. Dessa ma-
neira a prova de termotolerância utilizando tempe-
ratura de crescimento (42ºC a 45ºC por 48 horas) 
associada com testes de assimilação é um méto-
do eficaz para diferenciar isolados de espécies de 
Candida41,50. Foi demonstrado que C. dubliniensis 
é sensível a elevadas temperaturas e não é capaz 
de crescer quando incubada entre 42ºC a 45ºC51. 

Esta tem sido, portanto, uma prova útil para identi-
ficação presuntiva desta espécie, embora seja um 
teste que requer provas complementares, devido 
à existência de algumas cepas de C. albicans que 
podem apresentar comportamento semelhante.

meio Sabouraud Hipertônico

 Para a identificação presuntiva de C. dubli-
niensis, Alves et al. (2002)52 relataram a utilização 
do teste baseado na incapacidade dessa espécie 
crescer em caldo Sabouraud suplementado com 
6.5% de cloreto de sódio e incubados por 96 horas. 
As amostras que não crescem sob esta condição 
são consideradas C. dubliniensis.

Teste de Identificação em Microplaca

 O método GP2 microplate (Biolog – 
Hayward, CA, USA) é um método desenvolvido 
para identificação e caracterização de microrganis-
mos em placas de microtitulação para uma gran-
de variedade de bactérias e leveduras, incluindo o 
gênero Candida. Este sistema determina a habili-
dade dos microrganismos em usar ou oxidar com-
ponentes originados do carbono53 e é baseado na 
redução do tetrazólio durante o processo de meta-
bolismo (respiração).
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 O Biolog GP2 MicroPlate executa 95 testes 
simultaneamente e dá um padrão de reação carac-
terístico chamado “impressão digital metabólica.” 
Os padrões de impressão digital metabólicos são 
comparados e identificados usando o MicroLog™ 
database software.

Instrumentos básicos de proporção

 Espectrometria de pirólise de massa en-
volve a degradação térmica de material complexo, 
como bactérias ou fungos, para produzir fragmen-
tos menores, voláteis chamados pirolisados.
 A espectrometria de massa pode também 
ser utilizada para separar os componentes pirolisa-
dos baseado em sua proporção de massa e carga 
que pode ser utilizado como uma impressão quí-
mica do material analisado. Esta técnica mostrou 
ser capaz de identificar as espécies C. albicans, C. 
dubliniensis e C. stellatoidea54.
 A análise de ácido graxo celular por croma-
tografia de gás-líquido (GLC) foi descrito como um 
método para discriminar Candida55. Sherlock Micro-
bial Identification System (MIS; MIDI, Inc. Newark, 
DE, USA)56 foi capaz de distinguir C. albicans e C. 
dubliniensis utilizando GLC. 

microscopia confocal

 Um passo importante na trajetória da mi-
croscopia e identificação de organismos foi a in-
trodução da microscopia digital de alta resolução, 
que inclui o microscópio confocal por varredura la-
ser que, associada ao emprego de compostos quí-
micos denominados fluoróforos, levou a grandes 
avanços na pesquisa de organismos vivos. Essa 
combinação de princípios da óptica e da físico-quí-
mica tornou finalmente possível “olhar de perto” 
variados tipos de células vivas e medir fenômenos 
biológicos em tempo e espaço reais. Assim, am-
pliou-se rapidamente, em áreas diferentes da bio-
logia, como biofísica, bioquímica, biologia celular, 
microbiologia, fisiologia, farmacologia e outras, o 
conhecimento de elementos e organismos funda-
mentais.
 O microscópio confocal de fluorescência 
por varredura laser, referido apenas como confo-
cal, utiliza a fluorescência para a aquisição das 
imagens. A fluorescência é um tipo de luminescên-
cia (emissão de luz) em que um corpo absorve luz 
e após um curto intervalo de tempo re-emite essa 
luz. Esse é o princípio da microscopia de fluores-
cência, na qual compostos químicos chamados flu-
oróforos são usados para produzir a fluorescência 
do material em estudo. O uso dos fluoróforos em 

biologia, por exemplo, acontece quando se quer lo-
calizar uma área específica da amostra (como uma 
proteína, por exemplo) ou para responder a um es-
tímulo específico. A técnica de microscopia de fluo-
rescência consiste justamente em captar este fóton 
que é emitido e com ele gerar uma imagem.
 O sistema conhecido como microscopia 
confocal utiliza uma fonte de laser para promover a 
excitação dos fluoróforos. Através de um conjunto 
de lentes o microscópio é capaz de focar um cone 
de luz laser em uma profundidade predeterminada 
da amostra a ser estudada. Mudando-se o ponto 
focal (mantida a profundidade) é possível iluminar 
todo o plano em estudo, ponto a ponto.
 Dessa maneira, Lamfon et al. (2003)57 in-
vestigaram a habilidade de Candida formar biofil-
me sobre esmalte, dentina e em várias superfícies 
rugosas e as imagens utilizadas através de micros-
copia confocal revelaram a estrutura do biofilme 
maduro. Malic et al. (2007)58 examinando invasão 
do epitélio oral por Candida, através de microscopia 
confocal, observou diferentes superficies de coloni-
zação bem como morfologia, extensão e padrão de 
penetração no tecido.  Dessa maneira, esta técnica 
tem sido uma ferramenta importante de identifica-
ção do gênero Candida em tecidos e superfícies de 
materiais.

espectroscopia Raman

 A técnica de espectroscopia Raman com-
porta-se como uma ferramenta para análise de 
materiais biológicos e consiste em um processo 
que ocorre quando uma amostra é iluminada por 
uma fonte de luz monocromática, como um feixe 
de laser. Resumidamente, a energia dos fótons in-
cidentes é transferida para as moléculas da amos-
tra, excitando-as a modos vibracionais elevados. 
Fótons espalhados possuem uma frequência mais 
baixa do que os fótons incidentes devido à ener-
gia de transferência59. Assim, os fótons incidentes 
em uma amostra transferem energia de modo vi-
bracional molecular. Nesse processo, a absorção 
simultânea do fóton incidente é acompanhada pela 
emissão do fóton Raman com um desvio no com-
primento de onda correspondente a diferença no 
nível de energia vibracional presente na molécu-
la60.

 A principal vantagem do emprego da es-
pectroscopia Raman é o fato desta técnica permitir 
que o procedimento de análise seja realizado em 
tempo real, proporcionando resultados mais pre-
cisos com baixo custo,sem que seja necessária a 
extração de tecido, so de corantes ou marcadores 
e outros agentes de contraste61.
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 A identificação rápida de microrganismos 
patogênicos representa um assunto de grande in-
teresse para microbiologistas e médicos, já que a 
maioria dos sistemas disponíveis para a identifica-
ção microbiana baseia-se em provas bioquímicas, 
morfológicas e fisiológicas e tais procedimentos 
são demorados.
 Técnicas espectroscópicas tem sido aplica-
das para a identificação microbiana, tais como a 
espectroscopia de fluorescência62. Neste contex-
to, métodos baseados em espectroscopia Raman 
e espectroscopia de absorção na região do infra-
vermelho (FTIR) têm sido consideradas como pro-
cedimentos de análise adequados para aplicação 
de rotina em laboratórios63-66,. Técnicas de espec-
troscopia vibracional requerem uma manipulação 
mínima da amostra, não envolvem consumo de 
reagentes e são adequadas a automação, pois po-
dem ser utilizadas por pessoas não especializadas. 
Além disso, um inóculo muito pequeno é suficien-
te e o tempo gasto na identificação pode ser sig-
nificativamente reduzido em comparação com as 
metodologias convencionais. Dentro de seis a oito 
horas após a inoculação em meio sólido, a maioria 
dos patógenos forma microcolônias que podem ser 
identificadas por espectroscopia Raman65,67.

 De Gussem et al. (2007)68, demonstraram 
que a espectroscopia Raman representa uma ferra-
menta acessível para diversos profissionais apesar 
de não substituir as provas clássicas de identifica-
ção. Além disso, a identificação de leveduras tam-
bém tem sido realizada empregando técnicas de 
espectroscopia vibracional. Maquelin et al. (2002)67 

desenvolveram um método para a identificação 
de espécies de Candida por micro-espectroscopia 
Raman Confocal. De forma semelhante, Ibelling et 
al. (2005)69 empregaram a micro-espectroscopia 
Raman para identificar Candida spp. em pacientes 
com peritonite e Rösch et al. (2005)66 estudaram a 
variação intracelular e a identificação de uma única 
célula de levedura utilizando esta tecnologia. En-
tretanto, não há na literatura relatos mais detalha-
dos sobre a identificação de Candida utilizando-se 
esse método com ênfase à amostras isoladas da 
cavidade bucal. 
 Dessa forma, a identificação da espécie 
como rotina de laboratório é essencial para o en-
tendimento da patogênese de doenças bucais e a 
um maior conhecimento sobre a forma de contami-
nação e reservatórios de infecção e reinfecção em 
diversos sítios da cavidade bucal. 

coNclUSõeS

 Todos os métodos anteriormente descritos 

são baseados em características fenotípicas de 
cada espécie e podem estar sujeitos à variação na 
expressão dessas, induzindo identificação incorre-
ta. A utilização de apenas um teste não é altamen-
te efetivo para identificação de espécies de Candi-
da, devendo serem utilizados métodos fenotípicos 
combinados para melhor identificação do gênero.
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