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ABSTRACT 

Objective: to evaluate the concordance of different plating methods for quantification of Candida species colonies. 
Method: standardized suspensions of reference strains (Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis and 
Candida krusei) were submitted to serial dilution and plating according to methods of track-dilution (TDM), drop 
plate (DPM) and the conventional spread plate (SPM). Data were submitted to construction of Bland–Altman diagrams, 
Intraclass Correlation Coefficient (ICC) and ANOVA (⍺=5%). Results: adequate concordance between the methods (CCI 
>0.71) was observed, and the execution of DPM was the fastest (p<0.001). However, DPM and TDM appear to result 
in greater values compared to SPM, especially for C. tropicalis and C. krusei. Conclusion: C. albicans and C. glabrata 
can be plated with DPM and TDM, but the use of these methods for C. krusei and C. tropicalis may result in count 
variation. 
Descriptors: Candida albicans; Candida tropicalis; Candida glabrata; Data accuracy; Colony Count, Microbial. 
 

RESUMO 
Objetivo: avaliar a concordância de diferentes métodos de plaqueamento para a quantificação de colônias de 
espécies de Candida. Método: suspensões padronizadas das cepas de referência (Candida albicans, Candida glabrata, 
Candida tropicalis e Candida krusei) foram submetidas à diluição seriada e plaqueamento segundo os métodos 
plaqueamento em rastro (MPR), plaqueamento por gota (MPG) e o convencional espalhamento em placas (MEP). Os 
dados foram submetidos à construção de diagramas Bland–Altman, Coeficiente de Correlação Intraclasse (CCI) e 
ANOVA (⍺=5%). Resultados: foi observada adequada concordância entre os métodos (CCI >0,71), e a execução do MPG 
foi a mais rápida (p<0,001). No entanto, o MPG e MPR parecem resultar em valores superiores em relação ao MEP, 
especialmente para C. tropicalis e C. krusei. Conclusão: C. albicans e C. glabrata podem ser plaqueadas com MPG e 
MPR, mas a utilização desses métodos para C. krusei e C. tropicalis podem resultar em variação na contagem. 
Descritores: Candida albicans; Candida tropicalis; Candida glabrata; Confiabilidade dos Dados; Contagem de Colônia 

Microbiana. 
 
 RESUMÉN  
Objetivo: evaluar la concordancia de diferentes métodos de recubrimiento para la cuantificación de colonias de 
especies de Candida. Método: las suspensiones estandarizadas de las cepas de referencia (Candida albicans, Candida 
glabrata, Candida tropicalis y Candida krusei) se sometieron a dilución en serie y recubrimiento de acuerdo con el 
recubrimiento de rastro (MRR), sembrado por gota (MSG) y los métodos de siembra convencionales (MEP). Los datos 
se sometieron a la construcción de diagramas de Bland–Altman, Coeficiente de Correlación Intraclase (CCI) y ANOVA 
(⍺=5%). Resultados: se observó un acuerdo adecuado entre los métodos (CCI>0,71), y la ejecución de la MSG fue la 
más rápida (p<0,001). Sin embargo, MSG y MRR parecen dar lugar a valores más altos que MEP, especialmente para 
C. tropicalis y C. krusei. Conclusión: C. albicans y C. glabrata se pueden colocar en placas con MSG y MRR, pero el 
uso de estos métodos para C. krusei y C. tropicalis puede dar lugar a variaciones en el recuento. 
Descriptores: Candida albicans; Candida tropicalis; Candida glabrata; Exactitud de los Datos; Recuento de Colonia 

Microbiana. 
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INTRODUÇÃO 

O gênero Candida é constituído por espécies 

fúngicas heterogêneas, sendo que algumas destas 

possuem capacidade de atuar como patógenos 

oportunistas do ser humano. A Candida albicans é 

considerada a espécie mais prevalente dentre as 

infecções,1 porém outras espécies como a 

Candida glabrata, Candida tropicalis e a Candida 

krusei têm sido frequentemente isoladas.2-4 As 

infecções por Candida conhecidas como 

candidose bucal e a candidose orofaríngea são 

consideradas as patologias fúngicas mais 

frequentes entre humanos.1 Entre indivíduos 

imunocomprometidos, as infecções locais podem 

levar ao comprometimento sistêmico, nos quais o 

número de mortes devido à infecção por Candida 

spp. pode variar entre 40% a 80%.5-7 

A busca por novas terapias eficazes na 

inativação das espécies de Candida e na redução 

de sua capacidade de aderir a substratos como 

próteses odontológicas, sem causar efeitos 

colaterais e/ou resistência antifúngica, é um 

importante campo de investigações científicas.8-9 

Nesses estudos, o crescimento e a subsequente 

contagem de colônias em placas de Petri têm sido 

uma prática comum nas metodologias que buscam 

avaliar a eficácia de novos tratamentos 

antimicrobianos.10 

O método convencional utilizado para a 

enumeração das unidades formadoras de colônias 

por mililitro (UFC/mL) de espécies de Candida é 

denominado de espalhamento em placas (MEP; do 

inglês spread plating).11 A enumeração pelo 

método do espalhamento se inicia normalmente 

com a diluição seriada da amostra, seguida da 

transferência de alíquotas das amostras diluídas à 

superfície de um ágar previamente solidificado e, 

com o auxílio de uma espátula de plástico, vidro 

ou aço, a alíquota é distribuída de forma uniforme 

sobre o meio de cultura.12 Após a incubação das 

placas por períodos e em temperatura 

determinados, as colônias são contadas e, então, 

a concentração de células na amostra original 

pode ser estimada tendo como referência o 

volume da amostra plaqueada. 

Para aumentar a precisão da estimativa do 

número de UFC/mL nas amostras, alíquotas de 

cada diluição são plaqueadas em duplicata ou 

triplicata, e as colônias são contadas apenas nas 

placas referentes à diluição que gerou um número 

de colônias entre 30 e 300.11,13 Como a 

concentração real de micro-organismos presentes 

numa amostra após a conclusão de um 

experimento é desconhecida, as amostras são 

frequentemente diluídas até sete vezes a partir 

da amostra inicial, sendo que apenas as replicatas 

de uma única diluição serão efetivamente 

utilizadas para contagem.13 Por isso, esta técnica, 

apesar de ser relativamente precisa e 

amplamente utilizada, possui inconvenientes 

como o tempo despendido para preparo dos 

materiais e plaqueamento das amostras, e a 

grande quantidade de plásticos descartáveis e 

meios de cultura necessários para a sua adequada 

realização.12,14 

Métodos alternativos de plaqueamento, 

nos quais seja possível reduzir o volume de 

material e o tempo despendido para sua 

execução, têm sido propostos na literatura,15-17 

como o de plaqueamento por gota (MPG; do inglês 

drop plating),11,13,18 plaqueamento em espiral 

(spiral plating)19 e plaqueamento em rastro (MPR; 

do inglês track-dilution).12 Este último foi 

proposto inicialmente para a quantificação das 
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bactérias Enterococcus faecalis, Staphylococcus 

aureus, Bacillus subtilis e Escherichia coli 

plaqueadas em meio de cultura Brain Heart 

Infusion (BHI) e mostrou valores de UFC/mL 

estatisticamente semelhantes ao método de 

espalhamento convencional para as espécies 

selecionadas.12 O MPR possui vantagens 

significativas em relação ao MEP, como sua 

simplicidade de execução, o menor tempo 

requerido para o preparo das placas, 

plaqueamento e contagem das colônias e o menor 

volume de material utilizado (placas e meio de 

cultura). Provavelmente por isso o MPR tem sido 

amplamente utilizado em estudos de 

microbiologia aplicada,20-21 inclusive na área 

odontológica,22 e para quantificação de 

leveduras23 e espécies de Candida.9 

Embora o MPR seja amplamente utilizado, 

não são encontrados relatos que tenham 

verificado previamente a confiabilidade e a sua 

validade para o plaqueamento e quantificação de 

espécies de Candida. A questão de precisão da 

medida nos estudos laboratoriais é mais relevante 

hoje do que nunca. Resultados obtidos de forma 

enviesada, sem a avaliação prévia da precisão e 

confiabilidade das medidas efetuadas, podem 

levar a resultados incorretos e à divulgação de 

informações errôneas que, consequentemente, 

provocam a falta de reprodutibilidade em ciência 

e até a adoção de tratamentos antimicrobianos 

ineficazes em ensaios subsequentes.24 

Quando diferentes métodos de 

plaqueamento são empregados ou quando 

diferentes pesquisadores aplicam o mesmo 

método é comum ocorrerem variações nas 

contagens de micro-organismos.11 Quando 

negligenciadas, tais variações podem afetar 

negativamente as conclusões dos estudos e tornar 

difícil a comparação de resultados de diferentes 

autores, principalmente os que buscam avaliar a 

eficácia de terapias antimicrobianas. Dados 

publicados na literatura já mostraram a 

importância de se propor procedimentos 

padronizados e de verificar confiabilidade e a 

reprodutibilidade do método de plaqueamento, a 

fim de se obter resultados confiáveis, quando se 

trata de quantificação microbiana. No entanto, 

tais estudos foram conduzidos somente para 

espécies bacterianas.11,13 

Um estudo publicado anteriormente25 já 

mostrou que a obtenção de alta correlação entre 

dois métodos de plaqueamento foi dependente da 

espécie de Candida, uma vez que podem diferir 

quanto ao formato e ao tamanho das colônias. Os 

mesmos autores também enfatizaram que a 

aplicabilidade de um novo método para 

enumeração de Candida depende da sua 

capacidade de estimar os valores de UFC/mL a 

partir de amostras com alta ou baixa 

concentração de células. Além disso, o limite de 

detecção de cada método deve ser considerado.12 

Nesse contexto, o objetivo desse estudo foi 

investigar a confiabilidade do MPR e MPG para a 

quantificação do número de UFC/mL de 

diferentes espécies de Candida a partir de 

amostras com diferentes concentrações celulares 

e comparar o tempo necessário para execução de 

cada método. 

 

MÉTODO 

Delineamento experimental 

Estudo experimental realizado em laboratório. As 

variáveis dependentes investigadas foram a 

UFC/mL e o tempo do procedimento (em 
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minutos). Como variáveis independentes 

considerou-se o método de plaqueamento 

(Método do espalhamento em placas – MEP, 

Método do plaqueamento em rastro – MPR e 

Método do plaqueamento em gota – MPG). 

 

Cepas e condições de cultivo 

Foram utilizadas cepas de referência 

provenientes da empresa American Type Culture 

Collection (ATCC), das espécies Candida albicans 

(ATCC 90028), Candida glabrata (ATCC 2001), 

Candida tropicalis (ATCC 4563) e Candida krusei 

(ATCC 6258). Os micro-organismos foram 

mantidos sob congelamento (−70 graus Celsius) 

até o momento de sua utilização em Yeast-

Peptone-Glucose (Sigma Aldrich Co Ltd, Missouri, 

EUA). 

Para obtenção das suspensões celulares, 

foram padronizados os procedimentos 

experimentais de incubação, lavagem e 

ressuspensão das células.26 As células foram 

ressuspendidas em 3mL de tampão fosfato-salino 

(do inglês, phosphate-buffered saline – PBS) e 

diluições na ordem de 10 vezes foram realizadas. 

As amostras foram nomeadas de D0 (suspensão 

inicial) até D5 (última diluição). As amostras D0 a 

D5 foram obtidas de forma padronizada em todas 

as ocasiões do experimento, até que se 

totalizaram 30 repetições (n=30). 

 

Plaqueamento das amostras 

Cada amostra foi diluída serialmente em placas 

de 96 poços27 (Kasvi, Paraná, Brasil) e alíquotas 

dessas diluições foram plaqueadas, em duplicata, 

em placas de Petri contendo meio Sabouraud 

Dextrose Agar com cloranfenicol (SDA; Acumedia 

Manufactures, Michigan, EUA). O plaqueamento, 

para posterior enumeração do número de colônias 

foi realizado segundo os três diferentes métodos 

propostos: MPR, MPG e MEP. 

Para o MEP, duas alíquotas de 100µL de 

cada diluição foram transferidas individualmente 

para duas placas de Petri redondas de superfície 

plana (90x15mm; Kasvi, Paraná, Brasil) contendo 

o meio SDA previamente solidificado. Com a ajuda 

de um bastão de vidro em L esterilizado, as 

alíquotas foram espalhadas de maneira uniforme 

sobre toda a superfície do meio de cultura. Para 

o MPR, alíquotas de 10µL das diluições seriadas 

foram transferidas, com auxílio de uma pipeta 

multicanal (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) 

para duas placas de Petri quadradas (100x15mm, 

grade de 13mm; Simport Scientific, Canadá) 

contendo o meio de cultura SDA previamente 

solidificado. Após a transferência das alíquotas, 

as placas foram inclinadas formando um ângulo de 

aproximadamente 45° em relação à superfície da 

bancada, permitindo que as alíquotas formassem 

os rastros sobre o meio de cultura. Nesse método, 

foi possível plaquear todas as amostras (D0 a D5) 

em uma mesma placa, e uma segunda placa foi 

utilizada para as duplicatas. Quando o rastro 

formado por qualquer uma das alíquotas atingiu a 

distância de 5mm em relação à borda do ágar, a 

placa foi ligeiramente inclinada para trás para 

evitar a agregação dos rastros na base da placa. 

Para o MPG, alíquotas em duplicata de 10µL das 

diluições seriadas foram transferidas, com auxílio 

de uma pipeta multicanal, para placas de Petri 

contendo o meio de cultura SDA previamente 

solidificado.  

Para todos os métodos, as placas foram 

deixadas sobre a bancada por 10 minutos e então, 

invertidas e incubadas a 37°C. Para o MEP, o 



Annunzio SR, et al.                                                       Quantificação de colônias de espécies de Candida 
 

Rev Pre Infec e Saúde. 2019;5:9426     5 
 

tempo de incubação utilizado foi de 48h, o qual 

possibilita o crescimento das colônias em 

tamanho adequado para evitar sua união. No 

entanto, no MPR e MPG, a área para o 

crescimento das colônias foi muito menor e por 

isso, foi definido o tempo de incubação de 20h e 

18h, respectivamente. 

Após o período de incubação, todas as 

placas foram fotografadas sobre um fundo preto, 

de forma padronizada, e a contagem das colônias 

foi realizada nas fotografias, com auxílio da 

ferramenta Contagem do programa Adobe 

Photoshop (Adobe Systems Incorporated, San 

Jose, CA, EUA), por dois pesquisadores prévia e 

devidamente calibrados (CCI=0,995). Para o MEP, 

o volume plaqueado foi de 0,1mL, e a contagem 

foi realizada na diluição que apresentou 

crescimento entre 30 e 300 colônias, considerado 

o padrão de contagem na literatura. Como no MPR 

e no MPG, o volume plaqueado foi de 0,01mL, o 

padrão de crescimento não possibilitou número 

de colônias contáveis acima de 30 colônias. Por 

essa razão, a contagem foi realizada na diluição 

que apresentou entre 3–30 colônias, uma vez que 

o volume plaqueado nesses métodos foi 10 vezes 

menor que o volume plaqueado no MEP. O tempo 

(em minutos) necessário para o plaqueamento 

(excluindo o procedimento de diluição seriada) e 

contagem das colônias foi medido com auxílio de 

um cronômetro digital (Kasvi, Paraná, Brasil), por 

um pesquisador independente. 

 

Análise dos dados 

Os valores de UFC/mL foram transformados em 

log10. A reprodutibilidade entre os métodos foi 

estimada por meio do Coeficiente de Correlação 

Intraclasse (CCI) e seu Intervalo de Confiança 

(IC95%), considerando-se a concordância absoluta 

e o modelo de Análise de Variância a dois fatores 

mistos, para medidas médias.28 Em função do 

valor de CCI obtido, o grau de concordância entre 

as medidas foi classificado segundo a proposta de 

Fermanian.29 O efeito do tipo de plaqueamento 

sobre a variável log10(UFC/mL) também foi 

analisado por meio de uma análise de variância 

de medidas repetidas. A análise dos tempos de 

procedimento de plaqueamento e contagem 

utilizou Análise de Variância a um fator com 

correção de Welch, seguido do pós-teste de 

Games–Howell. A hipótese nula deste estudo foi 

de que não existe efeito dos diferentes métodos 

de plaqueamento e das diferentes espécies no 

número de colônias recuperadas após o 

plaqueamento e no tempo de execução dos 

métodos. O nível de significância adotado foi de 

5% em todas as análises, as quais foram realizadas 

no programa IBM Statistical Package for the Social 

Sciences (SPSS) Statistics 21. 

 

RESULTADOS 

Nesse estudo, os três métodos de plaqueamento 

foram comparados quanto à sua concordância 

para obtenção dos valores de UFC/mL (Figura 1). 

A análise descritiva dos dados apontou que, de 

uma forma geral, ambos os métodos alternativos 

(Método do plaqueamento em rastro – MPR e 

Método do plaqueamento em gota – MPG) 

pareciam resultar, sistematicamente, em valores 

de log10(UFC/mL) ligeiramente superiores em 

relação ao método tradicional (Método do 

espalhamento em placas – MEP) (Tabela 1). Os 

diagramas de Bland–Altman30 (Figura 2) 

corroboraram esse comportamento, 

especialmente para as espécies Candida 
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tropicalis e Candida krusei, uma vez que a 

maioria das diferenças entre os valores de 

log10(UFC/mL) (MEP − MPR e MEP − MPG) foi 

negativa.

Figura 1: Imagens das placas de Petri contendo as colônias de Candida. 
 

 
 

Legenda: MEP: Método do espalhamento em placas; MPR: Método do plaqueamento em rastro; MPG: 
Método do plaqueamento em gota; Ca: Candida albicans; Cg: Candida glabrata; Ct: Candida 
tropicalis; Ck: Candida krusei.  
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Figura 2: Diagramas Bland–Altman para análise descritiva da concordância entre os métodos de 
plaqueamento segundo a espécie de Candida. 

 

 
 

Legenda: MEP: Método do espalhamento em placas; MPR: Método de plaqueamento em rastro; MPG: 
Método do plaqueamento em gota; eixo x: média dos valores de cada método com os valores 
do MEP; eixo y: diferença entre cada método e o MEP. 



Annunzio SR, et al.                                                       Quantificação de colônias de espécies de Candida 
 

Rev Pre Infec e Saúde. 2019;5:9426     8 
 

A diferença entre as médias também foi 

investigada e foi considerada estatisticamente 

significativa para a espécie C. krusei. O pós-teste 

de Bonferroni apontou valores menores no MEP 

em comparação ao MPR e MPG (p≤0,001), sendo 

que estes últimos foram considerados 

semelhantes entre si (p=1,000). Ainda assim, a 

análise de reprodutibilidade apontou uma 

adequada concordância entre os métodos, uma 

vez que todos os valores de CCI estiveram acima 

do valor de 0,71 (Tabela 2). 

Tabela 1: Valores médios (e desvio-padrão) de log10(UFC/mL) obtidos após plaqueamento das colônias 
das quatro espécies de Candida utilizando diferentes métodos de plaqueamento. 

Espécie MEP  MPR  MPG p* 

Candida albicans 5,32 (1,80)  5,38 (1,81)  5,38 (1,70) 0,333 

Candida glabrata 6,61 (2,12)  6,64 (2,11)  6,63 (2,11) 0,696 

Candida krusei 5,97 (1,85)  6,23 (1,80)  6,24 (1,91) <0,001 

Candida tropicalis 5,71 (1,90)  6,17 (2,10)  6,07 (1,97) 0,079 

Legenda: * Valores obtidos após Análise de Variância de Medidas Repetidas. MEP: Método do 
espalhamento em placas; MPR: Método de plaqueamento em rastro; MPG: Método do 
plaqueamento em gota. 

 

Tabela 2: Valores de Coeficiente de Correlação Intraclasse e respectivo Intervalo de Confiança de 95% 
para análise da reprodutibilidade entre os três diferentes métodos de plaqueamento de acordo 
com a espécie de Candida. 

Espécie CCI IC95% 

Candida albicans 0,997 0,994 ├┤ 0,998 

Candida glabrata 0,994 0,989 ├┤ 0,997 

Candida krusei 0,993 0,983 ├┤ 0,997 

Candida tropicalis 0,946 0,899 ├┤ 0,973 

Legenda: CCI: Coeficiente de Correlação Intraclasse; IC95%: Intervalo de Confiança de 95%. 
 

Os resultados também mostraram que os 

dois métodos alternativos foram capazes de 

diminuir sensivelmente o tempo de trabalho em 

comparação ao método tradicional, no que diz 

respeito tanto ao plaqueamento quanto à 

contagem das colônias (Figura 3). 
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Figura 3: Média do tempo (minutos), e desvio-padrão, para execução do plaqueamento (A) e contagem 
das colônias (B) das amostras de Candida de acordo com o método utilizado. Diferenças entre 
as médias foram consideradas estatisticamente significativas de acordo com a ANOVA de Welch 
(A: F=613,410; p<0,001/B: F=422,614; p<0,001). Letras diferentes denotam médias diferentes 
de acordo com o teste de Games–Howell (p<0,001). 

 

 
 

DISCUSSÃO 

Infecções causadas por espécies de Candida estão 

normalmente associadas à formação de biofilmes 

pelas espécies fúngicas e são de difícil 

tratamento.1 Por essa razão, pesquisas têm 

tentado compreender os aspectos genéticos e 

bioquímicos do desenvolvimento de biofilme e da 

resistência a drogas, bem como conhecer a 

prevalência em grupos vulneráveis e estabelecer 

novas estratégias antimicrobianas.31-32 Em todos 

esses tipos de estudos, é de fundamental 

importância quantificar de forma precisa e 

reprodutível o número de células viáveis nas 

amostras estudadas. 

A estimativa do número de micro-

organismos viáveis em amostras microbiológicas 

foi descrita há mais de cem anos e até hoje pode 

ser considerada um dos pilares da microbiologia. 

Essa quantificação é habitualmente realizada por 

meio da contagem do número total de unidades 

formadoras de colônias (UFC) crescidas em uma 

placa de ágar a partir de diluições seriadas. O 

método convencional utilizado para a 

enumeração das UFC de espécies de Candida é 

denominado de espalhamento em placas (MEP).11 

No entanto, o MEP possui inconvenientes como o 

tempo despendido para sua execução e o grande 

volume de material necessário.12,14 Por isso, 

métodos alternativos de plaqueamento têm sido 

propostos na literatura. 

No que se refere à concordância entre os 

métodos avaliados neste estudo, foi observado 

que ambos os métodos alternativos (Método do 

plaqueamento em rastro – MPR e Método do 

plaqueamento em gota – MPG) resultaram, 

sistematicamente, em valores de log10(UFC/mL) 

ligeiramente superiores em relação ao método 

tradicional (MEP). Já vem sendo reportado que o 

MEP pode subestimar os valores de UFC/mL em 

comparação com métodos alternativos de 

plaqueamento.11 A utilização da alça de vidro ou 

de plástico, necessária para o espalhamento da 

amostra no MEP, pode provocar danos às células 

microbianas e afetar o número de UFC 

dependendo do tempo do espalhamento e da 

forma de execução, o que poderia explicar os 

resultados do presente estudo. 
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A diferença entre as médias foi 

considerada estatisticamente significativa 

somente para a espécie Candida krusei, sendo 

que os métodos alternativos foram considerados 

semelhantes entre si. Dessa forma, apesar da 

tendência observada no MEP a subestimar o valor 

de log10(UFC/mL), parece que esse problema foi 

de fato evidenciado apenas para a espécie C. 

krusei. O estudo conduzido por Walsh e 

colaboradores25 também mostrou a ocorrência de 

correlação mais fraca entre o MEP e a técnica em 

espiral para C. krusei, em comparação com os 

resultados obtidos com a Candida albicans e 

Candida glabrata. O formato das colônias de C. 

krusei é diferente das demais espécies avaliadas, 

elas têm um crescimento mais espalhado com 

textura rugosa e podem exigir um menor tempo 

de incubação a fim de se evitar sobreposição das 

colônias e consequentemente erro das contagens. 

Já foi sugerido que, em culturas de única espécie, 

o tempo de incubação e a diluição selecionada 

para a contagem podem depender do tamanho 

das células e das colônias formadas.11 Como a 

hipótese do dano celular devido à alça utilizada 

no MEP não foi avaliada em espécies de Candida, 

não se pode afirmar se o MEP subestimou as 

colônias ou, contrariamente, o MPR e MPG 

superestimou a estimativa. Apesar de 

significativa, a diferença na contagem de C. 

krusei observada nesse estudo entre o MEP e os 

demais métodos não ultrapassou, em média, 0,3 

log, o que pode ser uma diferença sem 

importância prática, a depender da precisão 

exigida nos diferentes estudos que venham a 

utilizar os métodos alternativos. Assim, o 

plaqueamento da espécie C. krusei com MPG e 

MPR ainda deve ser vista com cautela e poderia 

ser investigado futuramente com a utilização de 

outras cepas como, por exemplo, isolados 

clínicos. 

Ainda assim, a análise de 

reprodutibilidade apontou uma adequada 

concordância entre os métodos, uma vez que 

todos os valores de CCI estiveram acima do valor 

de 0,71, considerado limite para uma boa 

concordância. Candida tropicalis foi a espécie 

que apresentou menor valor de CCI e IC95% mais 

impreciso. Esse resultado já havia sido sugerido 

pelo gráfico Bland–Altman,30 no qual é possível 

verificar maior dispersão das diferenças nos 

valores de log10(UFC/mL) entre os métodos; 

algumas amostras apresentaram diferenças 

maiores que 2 log. Esse resultado mostra a 

importância de se utilizar mais de um método 

estatístico na análise para se concluir sobre a 

confiabilidade entre métodos. Apesar da ANOVA 

não ter identificado as diferenças nas médias para 

essa espécie, a decisão esteve próxima do limiar 

de significância o que também chama atenção 

para maior cautela na utilização de métodos 

alternativos para essa espécie. 

O presente estudo também buscou realizar 

uma comparação do tempo do procedimento dos 

métodos MPG, MPR e MEP para quantificação de 

espécies de Candida. Os dois métodos 

alternativos foram capazes de diminuir 

sensivelmente o tempo de trabalho em 

comparação ao método tradicional. A diminuição 

do tempo para a realização do plaqueamento já 

era esperada, uma vez que ambos os métodos 

(MPG e MPR) possuem etapas muito simplificadas 

em relação ao MEP, e a duração do procedimento 

do MPR em espécies bacterianas já havia sido 

documentada.12 Com relação à contagem das 
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colônias, a explicação mais provável para a 

diminuição do tempo está relacionada ao menor 

número de UFC obtido pelos métodos 

alternativos. Tanto no MPR como no MPG, o 

volume plaqueado é 10 vezes menor em relação 

ao MEP, e, portanto, um menor número de 

colônias é esperado. Por essa razão, estudos que 

utilizam o MPG indicam a contagem das colônias 

na diluição que apresentar entre 3–30 colônias,13 

em oposição à recomendação padrão que fica 

entre 30–300 colônias.13,18 Nossos resultados 

mostraram que a execução do MPG, tanto do 

plaqueamento quanto contagem de colônias, foi 

mais rápida que o MPR e significantemente mais 

rápida que o MEP. Esse resultado está 

diretamente relacionado com o procedimento do 

referido método, uma vez que possibilita a 

utilização da pipeta multicanal e o plaqueamento 

de pelo menos seis alíquotas em uma mesma 

placa. Além disso, já foi reportado que quanto 

maior a concentração de micro-organismos na 

amostra, maior é a diferença no tempo para 

contagem das colônias entre o MPG e MEP.13 É 

importante salientar que, apesar do menor 

volume e, consequentemente, menor número de 

colônias formadas, o valor de UFC considerado é 

sempre relativo ao volume plaqueado (UFC/mL ou 

UFC/mg) não havendo, em teoria, discrepâncias 

justificadas por essas diferenças entre os métodos 

MPR e MPG com o MEP. 

Consideram-se como principais limitações 

desse estudo a utilização de apenas uma cepa por 

espécie e a utilização de apenas um tipo de meio 

de cultura para espécies fúngicas. Por isso, 

estudos futuros poderiam ampliar o 

conhecimento nesse tema, investigando essas 

outras variáveis. 

 

CONCLUSÃO 

As evidências desse estudo, considerando suas 

limitações, tornam possível concluir que a 

hipótese nula de que não existe efeito dos 

diferentes métodos de plaqueamento no número 

de colônias recuperadas após o plaqueamento 

somente pode ser aceita para as espécies Candida 

albicans, Candida glabrata e Candida tropicalis. 

Assim, essas espécies podem ser plaqueadas por 

meio do método do plaqueamento em rastro 

(MPR) e método do plaqueamento em gota (MPG) 

sem nenhum prejuízo à qualidade dos dados 

obtidos. No entanto, para a espécie Candida 

krusei, podem ser esperadas algumas variações na 

contagem de colônias em comparação ao método 

do espalhamento em placas, e, portanto, a 

utilização dos métodos alternativos deve ser feita 

com cautela a depender do objetivo e da precisão 

requerida em cada estudo. Se o objetivo não se 

basear na estimativa de frequências e prevalência 

numa dada população, e sim apenas na 

comparação de número de colônias entre grupos 

de estudo, acredita-se que os métodos possam ser 

aplicados sem prejuízos à informação. Em relação 

ao tempo de execução, a hipótese nula de que 

não existe efeito dos diferentes métodos de 

plaqueamento no tempo de execução dos 

métodos foi rejeitada. MPG e MPR reduziram 

consideravelmente o tempo de execução do 

plaqueamento e contagem de colônias das 

espécies de Candida, sendo o MPG aquele que 

exige menor tempo entre os três métodos. 
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