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Soares AB. Andlise comparativa dos méetodos de quantificacdo das formas
morfologicas de Candida albicans em culturas planctonicas e biofilmes [dissertacéao

de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2021.

RESUMO

Candida albicans é o principal fungo patégeno que acomete 0s seres humanos e que
apresenta a capacidade de se desenvolver em diferentes morfologias (leveduras,
pseudo-hifas e hifas), caracteristica essa denominada de polimorfismo. Esse
polimorfismo compromete os métodos de quantificagdo que requerem precisao e
acuracia, como as pesquisas que envolvem fungos filamentosos. O objetivo deste
estudo foi comparar os métodos de quantificagdo de C. albicans por unidades
formadoras de colénias (UFC/mL) e por atividade metabdlica (Ensaio XTT) com a
contagem de células viaveis e de nucleos celulares em Microscépio Confocal. Cepa
padréao SC5314 e isolado clinico de C. albicans foram utilizados. Culturas plancténicas
padronizadas de cada cepa de C. albicans foram desenvolvidas nas formas de
levedura e de filamentos e submetidas a trés métodos de quantificagcdo: UFC/mL e
contagem celular. Para contagem celular, o Microscopio Confocal foi utilizado com a
suspensao fungica tratada com diferentes marcadores fluorescentes para evidenciar
células viaveis, células nao viaveis e os nucleos celulares. Biofilmes também foram
cultivados em orificios de placas de 48 pocgos por 48 horas e foram submetidos aos
mesmos testes mencionados para as culturas planctbénicas, além do ensaio de XTT.
Os dados foram submetidos a uma analise de concordancia (Coeficiente de
Correlagao Intraclasse e Bland-Altman) e de correlagédo de Spearman (a = 5%) entre
os meétodos (UFC/mL, contagem celular e XTT). Os resultados demonstraram que n&o
houve concordancia (p < 0,428) entre o método de UFC/mL e contagem de células

para as morfologias de leveduras e filamentos da cepa padrédo SC5314 e do isolado



clinico de C. albicans, apesar dos métodos terem apresentado alta (rs = 0,884) e
significativa (p < 0,001) correlagdo. Também foi vericado um viés de proporgéo (p <
0,001) entre esses métodos. Biofilmes de ambas as cepas também apresentaram
auséncia de concordancia (p < 0,566) e correlacao forte (rs = 0,852) e significativa (p
< 0,001) entre os métodos de UFC/mL e células/mL, além de viés de proporgéo (p <
0,001). Na anélise do XTT foi possivel visualizar auséncia de concordancia (p <
0,001), apesar de uma forte e significativa correlacdo entre os métodos de
quantificacbes (UFC/mL e células/mL). Para todas as morfologias e condicGes de
cultivo, a quantificacdo por UFC/mL foi menor do que a quantificacéo por células/mL,
sendo entdo o primeiro um método que subestima a quantificacdo celular of C.
albicans.

Palavras — chave: Candida albicans. Biofilmes. Contagem de células. Contagem de
coldénia microbiana. Reacdo em cadeia da polimerase.



Soares AB. Comparative analysis of the quantification methods of the morphological
forms of Candida albicans in planktonic cultures and biofilms [dissertacéo de
mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2021.

ABSTRACT

Candida albicans is the main human fungal pathogen able to develop in different
morphologies (yeasts, pseudo-hyphae and hyphae), a characteristic called
polymorphism. This polymorphism undermines quantification methods that require
precision and accuracy, such as research involving filamentous fungi. This study aimed
to compare the methods of quantifying C. albicans by colony forming units (CFU/mL),
and metabolic activity (XTT assay) with viable cell and cell nuclei count in a Confocal
Microscope. Reference strains and clinical isolate of C. albicans were used.
Standardized planktonic cultures of C. albicans SC5314 were grown as yeast and
filaments and subjected to three methods of quantification: CFU/mL and cell count.
The confocal microscopy was used for cell counting with the fungal suspension treated
with different fluorescent markers to show viable cells, non-viable cells, and cell nuclei.
Biofilms were also grown in 48-well plate for 48 hours and subjected to the same
guantification methods mentioned for planktonic cultures and the XTT assay. The data
were submitted to an analysis of agreement (Intraclass Correlation Coefficient and
Bland-Altman) and correlation (a = 5%) between the methods (CFU/mL, cell count and
XTT). The results demonstrated no agreement (p < 0,428) between the CFU/mL and
cells/mL methods for the yeast and filamentous morphologies of both C. albicans
strains, although the methods showed high (rs = 0,884) and significant (p < 0,001)
correlation. Proportion biases were also verified between the methods for both
morphologies. Biofilms of both strains also showed no agreement (p < 0,566) and high

(rs 2 0,852) and significant correlation (p < 0.001) between the CFU/mL and cells/mL



methods, which also demonstrated proportion biases (p < 0,001). In the XTT analysis,
it was possible to see a lack of agreement (p < 0.001), despite a strong and significant
correlation between the quantification methods (CFU/mL and cells/mL). For all
morphologies and growth type, the quantification by CFU/mL underestimated cell
quantification of C. albicans.

Keywords: Candida albicans. Biofilms. Cell count. Colony count microbial.
Polymerase chain reaction.
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1 INTRODUCAO
Candida albicans é um fungo patégeno oportunista que pode colonizar de

forma comensal muitas &reas do corpo humano, como mucosas oral e genital, na qual
sua proliferacdo é controlada pelo sistema imune do préprio hospedeiro?!. Entretanto,
sob condi¢cdes especificas, como diabetes, medicamentos para cancer,
antibioticoterapia, xerostomia, uso de proteses dentarias e, principalmente, supressao
imunoldgica, C. albicans pode tornar-se patogénico, causando infeccbes superficiais
(candidiase oral e vaginal) até infeccdes sistémicas e generalizadas (candidemia) 2.

A caracteristica oportunista de C. albicans em fazer a transicdo de comensal
para sua forma virulenta esta fortemente associada a sua capacidade de alternar
morfologicamente entre formas de levedura e filamentos (hifas e pseudo-hifas),
propriedade esta denominada de polimorfismo, que é fundamental para sua
patogénese e para sua capacidade de formacéo de biofilme (comunidade microbianas
aderidas a uma superficie e envoltas de matriz polimérica produzida pelas préprias
células microbianas)®1°. Levedura consiste em um brotamento unicelular com formato
redondo e bem definido. Ja a forma filamentar de pseudo-hifas sdo morfologicamente
distinguiveis das hifas, pois pseudo-hifas tém constriccdes nos locais de septacédo e
sdo mais largas do que hifas. J4 as hifas sdo alongadas e com as paredes
completamente paralelas e sem constriccdes no local da septacdo?! (Figura 1). As
morfologias também se diferenciam quanto a quantidade de nucleos; enquanto a
levedura é uma estrutura uninucleada, hifas e pseudo-hifas sédo multinucleadas?!?.

O polimorfismo pode ser desencadeado por uma variedade de estimulos, como
temperatura corporal (37 °C), presenca de soro, baixo nivel de nitrogénio, presenca
de glicose, disponibilidade de aminoé&cidos, pH neutro e condicbes de microaerofilia,

como CO2z a 5% 1213,
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Figura 1 — Representacdo esquematica de (A) levedura em brotamento, (B) hifa

verdadeira e (C) pseudo-hifa.

Fonte: Elaboracéo do autor.

Diversos métodos tém sido utilizados para se quantificar micro-organismos. O
meétodo de quantificacdo por unidades formadoras de colénias (UFC/mL), ou cultivo
em agar, apesar de ser um método amplamente utilizado, é considerado lento e
laborioso'4, pois o crescimento de coldnias necessita de dias para seu
desenvolvimento, além de requerer a homogeneizacdo das células fungicas
previamente ao seu plagueamento.

A técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativa (QPCR) também
tem sido utilizada para identificacdo e quantificacdo de espécies, principalmente de
micro-organismos ndo cultivaveis. A gPCR se baseia na replicacdo do DNA
cromossomal extraido da célula, o qual é detectado, amplificado e quantificado por
sinais de fluorescéncia de maneira especifica, eficiente e fidedigna®®. Um fator
importante para a determinacdo de viabilidade por gPCR diz respeito a amplificagéo
somente de células vidveis. Como todo o DNA presente na amostra pode ser ligado
especificamente ao primer (sequéncia de oligonucleotideos utilizada para se ligar ao
DNA genbmico), a gPCR nao diferencia o DNA de células vivas, mortas e o DNA

extracelular (eDNA) da matriz do biofiime. O DNA de células mortas se mantém
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estavel por periodos prolongados®, o que acarreta em uma quantificacdo sobre-
estimada da amostra avaliada.

Apesar de existir uma ampla disponibilidade de métodos para quantificacao
microbiana, a quantificacdo de fungos filamentosos ainda néo é precisa. As diferencas
morfolégicas que o fungo apresenta comprometem a reprodutibilidade da
quantificagdo por UFC/mLY’, uma vez que uma Unica levedura produz um UFC/mL,
assim como uma unica pseudo-hifa com diversos compartimentos e ramos. Ja quando
esses compartimentos e ramos de uma unica pseudo-hifa sdo separados, eles
produzem um numero maior de UFC/mL. Assim, o valor de UFC/mL para uma cultura
de C. albicans com as diversas morfologias do micro-organismo nao corresponde ao
namero exato de células, subestimando esse valor.

Além disso, a determinacao da viabilidade por gPCR também néo corresponde
ao exato numero de células, uma vez que uma unica hifa irA produzir um valor
correspondente a quantidade de ndcleos que essa hifa apresenta, superestimando o
namero de células. Entretanto, ndo foi encontrado nenhum estudo prévio que
demonstre que a morfologia fungica pode comprometer a precisdo desses métodos
de quantificacgéo.

A estimacdo precisa da quantidade de células fungicas, independente das
diferencas morfolégicas celulares encontradas, € importante no acompanhamento do
tratamento em casos de infecgcédo, para avaliar a eficacia antifungica de métodos
terapéuticos e também em pesquisa, sem que haja sub ou superestimacao de valores.
Uma quantificagdo precisa é relevante para se evitar vieses na quantificacdo e

introducdo de um componente de erro na medida.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1Candida albicans

C. albicans é o fungo comensal mais frequentemente encontrado na microbiota
humana, especialmente no trato gastrointestinal e geniturinario18, Entretanto, sob
condicBes especificas, como diabetes, medicamentos para cancer, antibioticoterapia,
xerostomia, uso de proteses dentarias e, principalmente, supressédo imunoldgica, C.
albicans pode tornar-se patégeno, causando infeccdes® 718,

As infeccbes causadas por C. albicans podem ser divididas em duas
categorias: mucosa ou sistémicas!®. As infeccfes da mucosa afetam algumas
membranas das superficies corporais, como por exemplo, mucosa orofaringea e
vaginal'®. A infeccédo sistémica envolve a disseminacéo de C. albicans para a corrente
sanguinea e a orgaos vitais, afeta principalmente pacientes imunocomprometidos e
hospitalizados, sendo uma das principais infecgcdes nosocomiais com elevadas taxas
de mortalidade!®2°,

A morfogénese é um traco essencial na patogenicidade e viruléncia de C.
albicans?-2, Essa caracteristica é denominada de polimorfismo e consiste na
capacidade que C.albicans possui em realizar a transi¢cao da forma de levedura para
a forma filamentosa (pseudo-hifas ou hifas) de maneira reversivel?*25.

A formacéo de hifas inicia-se a partir da célula mae leveduriforme, com um
crescimento apical polarizado na forma de um prolongamento (evaginacao),
conhecido como tubo germinativo!!. Durante o desenvolvimento do tubo germinativo,
proteinas chamadas de septinas sdo sintetizadas no local da evaginacao, e inicia-se
o ciclo celular. Como a evaginagéo do tubo germinativo pode ocorrer antes do ciclo
celular, tubos germinativos ndo sdo considerados brotamento celular?®. Com a

extensdo do tubo germinativo, as septinas desaparecem na base do tubo e um anel
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de septina € formado na hifa, com migracdo do ndcleo da célula méae para o tubo
germinativo, onde ocorre a primeira mitose. Apos a divisdo nuclear, um dos nucleos
retorna a célula mée, e o outro se posiciona no tubo germinativo apical ao anel de
septinas?’. O anel de septinas é entdo dividido em dois anéis, entre os quais é formado
um terceiro anel de actomiosina, o qual se contrai originando o septo primario. O septo
secundario é formado com a invaginacéo da parede celular, porém o septo primario é
mantido de forma que os compartimentos filhos sdo mantidos fortemente unidos, sem
a ocorréncia de constricdo. O compartimento apical do tubo germinativo se mantém
em ciclo celular e continua a se alongar, enquanto que o compartimento mae
permanece em G1. Eventualmente, quando o compartimento méae entra no ciclo
celular novamente, pode haver a formacdo de um segundo tubo germinativo e
formacdo de ramificacdes. Entretanto, como a velocidade de desenvolvimento no
compartimento apical é maior que a do compartimento mae, hifas sdo raramente
ramificadas*?.

A formacao de hifa verdadeira difere entdo do desenvolvimento de pseudo-
hifas, pois nas pseudo-hifas o septo é formado entre as células mée e filha, o nucleo
se divide juntamente com o citoplasma das células mée e filha?® e ambas retornam ao
ciclo celular. Além da presenca de constricbes entre as células na pseudohifa, esta é
altamente ramificada e facilmente rompida por agitacdo mecanica?®. Adicionalmente,
um mecanismo de sintese de enzimas de degradacdo de septo que ocorre em
leveduras, responsavel pela separacéo das células, € inibido nas hifas, o que faz com
que a hifa seja caracterizada como uma cadeia linear de células alongadas?®.

O polimorfismo pode ser desencadeado por uma variedade de estimulos'?:18.29,
Essas mudancas morfoldgicas ocorrem em resposta a alteragdes nas condi¢cdes de

crescimento. Parametros que promovem o desenvolvimento de hifas incluem
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temperatura de crescimento acima de 35°C, pH maior que 6,5, presencga de nitrogénio,
fontes de carbono ndo fermentaveis, baixa concentracdes de oxigénio e uma ampla
gama de produtos quimicos, incluindo N-acetilglucosamina, prolina (e outros
aminoacidoacidos) e alcoois!®?°.

O soro € um dos indutores mais potentes do desenvolvimento de hifas e
considerado a “pogdo magica” para indugdo de hifas verdadeiras em C. albicans?®. O
fator responsavel ndo € a albumina, uma vez que livre de albumina, o soro de rato foi
tdo eficiente na inducgéo da filamentacdo como ao utilizar o soro convencional®°. Dois
indutores conhecidos de formacao de hifas, N-acetilglucosamina (GIcNAc) e prolina,
podem contribuir para o efeito sérico, uma vez que glicoproteinas sdo geradas na
degradacéo do soro, conferindo assim a privacdo de aminoacidos?®-31, Além disso, o
pH exerce um grande papel na morfogénese, pois um pH neutro auxilia no
desenvolvimento de hifas de C. albicans, enquanto um pH alcalino (pH < 6,5) bloqueia
a formacéo de hifas e estimula crescimento da forma de levedural82°32,

A andlise dos efeitos entre a morfologia de C. albicans com os fatores
ambientais (pH, meio de cultura e temperatura) mostrou que temperatura de 37 °C e
pH 7,0 foram essenciais para realizar a transicdo da forma de leveduras em
filamentos'®. Diversos trabalhos ja abordaram a associacéo entre fatores nutricionais
e as mudancas morfoldgicas em C. albicans®2%32, O soro é uma substancia que esta
presente no sangue humano e foi observado um aumento da filamentacéo ao utilizar
o soro de cavalo como meio de cultura, com uma filamentacéo de 52% da amostra no
periodo de tempo de 4,5 horas. RPMI-1640 é um meio de cultivo que possui alta
porcentagem de glicose, fosfato, aminoacidos e biotina e a presenca desses
nutrientes esta associada com mecanismos indutores de filamentacéo33. Foi visto uma

filamentacdo moderada em RPMI-1640 (44% de filamentacdo em um periodo de
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tempo de 4,5 horas). A filamentacdo observada em meio Modified Sabourauds
Glucose Broth foi a menor quando comparada ao RPMI e soro de cavalo. Ao avaliar
diferentes temperaturas, foi observado que a temperatura ideal para filamentacéo foi
a de 37 °C e que temperaturas mais altas resultaram na regressdo de hifas
verdadeiras para tubos germinativos'®. Também foi visto que o pH extracelular (pH
em 7,0) é um dos fatores que modificam a morfologia de C. albicans. A associacéo
entre pH 7,0 e a temperatura de 37 °C foi a ideal para inducéo da filamentacao e a
mudanca desses parametros alterou e reduziu significativamente a filamentacéo?®.

Desencadeada por esses fatores ambientais, a formacéo de hifas € regulada
por mecanismos de sinalizac&o celular, principalmente o complexo proteina quinase
A e adenosina 3":5'-monofosfato ciclico (CAMP-PKA). Outras vias alternativas também
podem ser ativadas e promover a formacéao de hifas, como a proteina quinase ativada
por mitbgenos (MAPK) e estresse genotoxicol®. Essas vias de sinalizacdo estdo
associadas a fatores de transcricdo, como enhanced filamentous growth 1 (Efgl,),
Candida pseudohyphal regulator 1 (Cphl,) e Ras-like protein 1, como também da
expressdo de adenilil ciclase codificada por Cyrl (adenilato-ciclase). Essa via de
sinalizacdo leva a transcricdo de genes especificos a hifas, como os genes hyphal
wall protein 1 (HWP1,), familia de secreted aspartyl protease (SAP4, SAP5 e SAPS6,),
agglutinin-like sequence 3 (ALS3,) e cell elongation protein 1 (ECEL,), as quais
codificam proteinas na parede celular ancoradas por glicosilfosfatidilinusitol
responsaveis pela viruléncia da hifat'15,

Na forma de hifas, C. albicans promove invasao dos tecidos do hospedeiro e
infecgdo. Estudos demonstraram que C. albicans submetida a inibidores de conversao
para a forma filamentosa ou cepas mutantes com deficiéncia para formacao de hifas

ndo sdo capazes de invadir os tecidos e causar infeccdo'?13. Uma vez formada a hifa,
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a invasdo do epitélio colonizado pode ocorrer tanto por endocitose como por
penetracdo ativa'®. A endocitose é um processo mediado pelas células epiteliais e ndo
necessita que as hifas estejam vivas, uma vez que as ceélulas ndo viaveis também
sofrem esse processo. Ja a penetracao ativa € um processo realizado pela hifa, a qual
necessita estar viavel para penetrar entre as juncdes celulares ou entre as camadas
do epitélio!®.

C. albicans também pode formar clamidosporos, que consiste em células
esféricas de parede espessa ou de esporos assexuados. Podem se desenvolver sobre
pseudo-hifas ou hifas e aparecem em condicdes ambientais desfavoraveis e de
extrema escassez de nutrientes e oxigéniol118.24:34,

Leveduras (também conhecidas como células “brancas”), hifas, pseudo-hifas e
clamidosporos foram os primeiros tipos morfologicos de C. albicans descritos na
literatura. Porém, atualmente, novos morfotipos de células semelhantes a leveduras
mais alongadas foram relatados, como células opacas, cinzas e de transicdo induzida
gastro-intestinalmente, o que totaliza nove morfologias ja descritas para C. albicans.
Essas células produzem colbnias de aparéncias distintas: enquanto que as brancas
(a/a) sao cremosas, brilhantes e abobadadas (mais comuns), as opacas (a ou a) sao
ligeiramente mais escuras, foscas e achatadas (mais raras). Esses novos morfotipos
sao identificados pelo padrdao genotipico do locus mating-type-like (MTL), cujo alelo
pode ser a (MTLa) ou a (MTLa), e se diferenciam pelo potencial de viruléncia e pelos
reguladores da morfogénese ativados na transicdo de cada morfologia. As formas
filamentosas (hifas e pseudo-hifas) e as leveduras brancas sao associadas a
infeccbes, ja esses novas morfologias parecem estar especializadas para
comensalismo em 6rgéos especificos®*. Cada uma das morfologias, assim como suas

respectivas caracteristicas, esta descrita no Quadro 1.
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MTL Formato  Unicelular vs.  Caractéristicas Fatores Funcdes Interacdo com o
celular Multicelular Morfolégicas desencadeadores especiais hospedeiro
especiais

Levedura ala Redonda  Unicelular N/A Forma de célula padrdao Formacéo de Viruléncia (corrente

(branca (a/a)) para oval em condic¢des in vitro biofilme sanguinea);

(convencional) comensalismo (boca,
pele, vagina e trato
gastrointestinal)

Hifa ala Tubular Multicelular N/A 37 °C, N- Formacéao de Endocitose induzida;
acetilglucosamina, biofilme penetracao ativa do
soro, imersdo em agar, (convencional), hospedeiro; viruléncia
hipdxia, hipercarbia e tigmotropismo (boca, vagina e
pH alcalino corrente sanguinea)

Pseudo-hifa a/a Elipséide  Multicelular Constricgbes Sinais indutores de hifa Formacéo de Viruléncia (boca,

alongado nos septos biofilme vagina e corrente
(convencional) sanguinea)

Clamidosporo | a/a Redonda Multicelular***  Parede celular Escassez de Desconhecido Desconhecido

para oval espessa nutrientes, hipdéxia

Branca (a) e a/A, Redonda Unicelular N/A 37 °C, glucose e pH Formacéo de Desconhecido

Branca (a) alae paraoval alcalino biofilme (sexual)

a/A,
a/a
Opaca (a) e al/l, Unicelular Espinhas na N-acetilglucosamina, Acasalamento Alta aptiddo em
Opaca (a) alae Elipsoide superficie hipercarbia e pH acido colonizar em modelos
a/A, de pele de
a/a camundongo
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Quadro 1 - Caracteristicas dos tipos de morfologias de C. albicans (conclusao).

Opaca | a/a Elipséide Unicelular Espinhas ha  N-acetilglucosamina, Desconhecido Alta aptiddo em colonizar em
(a/a) superficie escassez de nutrientes e modelos de pele de camundongo
hipercarbia

Cinza a/a Elipséide Unicelular Menor tipo Abundancia de nutrientes Desconhecido Alta aptiddo em colonizar modelos

(a/a) celular de lingua ex vivo

GUT a/a Elipsoide Unicelular N/A Desconhecido Desconhecido Alta aptiddo em realizar
comensalismo em regiao
gastrointestinal de camundongo

GUT, gastrointestinally induced transition; MTL, mating-type-like (tipo de acasalamento); N/A: ndo aplicavel.

*Observe que as células a e a formam pseudo-hifas e hifas sob certas condi¢des ambientais, mas esses tipos de células ndo foram bem
caracterizados.

**As pseudo-hifas surgem como uma subpopulacdo na maioria das condi¢es indutoras de hifas.

***QOs clamidosporos sédo produzidos pelas células terminais de hifas e pseudo-hifas em condi¢gfes de escassez de nutrientes e de oxigénio.
Fonte: Tabela reproduzida de Noble et al. **, 2017.
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Contudo, o modo como o sistema imune reconhece e diferencia as formas
morfologicas da C. albicans ndo é completamente elucidado na literatura, mas sabe-
se que envolve o reconhecimento de determinadas estruturas da parede celular
fungica (mananas, quitina, B-1,3-glucano e -1,6-glucano) por receptores presentes
na superficie das células imunolégicas, como os receptores Toll-Like, lectinas tipo C
e NOD-Like. Esses receptores desencadeiam uma cascata de sinalizacdo que
resultam na producéo de citocinas pro-inflamatérias por macréfagos e neutrdfilos e
defensinas pelas células epiteliais!®. A formagéo das hifas é o mecanismo chave para
evitar a morte de C. albicans pelas células fagociticas do hospedeiro e representa um
processo de adaptacdo do fungo as possiveis adversidades encontradas no corpo
humano. A fagocitose induz uma mudanc¢a na morfologia da levedura em hifas, que
alongam-se e, eventualmente, perfuram a membrana do macréfago. Isso resulta em
lise e morte de macrofagos, permitindo assim que C. albicans continue a se
desenvolver no hospedeiro1735, A transicdo para a forma de hifa também é

responsavel pela formacéo de biofilmes de C. albicans'!.
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2.2Biofilme Fungico

Biofiilme é o nome dado a uma comunidade complexa de micro-organismos
incorporados em uma matriz polimérica extracelular, aderida a uma superficie inerte
ou viva, e que fornece estrutura e protecdo para as células®®3’. Logo, 0os micro-
organismos se encontram protegidos em um ambiente estavel e podem tolerar
concentracbes extremamente altas de antimicrobianos. No biofilme, a expressao
génica é regulada pela densidade da populacdo microbiana por meio de substancias
liberadas, como o farnesol, o tirosol, o triptofol e o alcool feniletil, que afetam o
comportamento microbiano (quorum sensing). Enquanto que o tirosol estimula a
filamentacdo em C. albicans, farnesol, triptofol e &lcool feniletil apresentam efeito
oposto38. O impacto desses biofilmes na salde é alarmante, pois além de serem mais
tolerantes aos antimicrobianos e de dificil tratamento, as células liberadas pelos
biofilmes podem migrar para outros sitios do hospedeiro e causar infeccdes em outros
orgaos/tecidos e também para a corrente sanguinea, causando infec¢cdes sistémicas,
responsavel por altas taxas de mortalidade e morbidade*®.

Deficiente penetracao e difusdo dos antibiéticos através da matriz polissacaridea,
adsorcdo dos antimicrobianos da matriz polimérica, resposta fisiologica dos micro-
organismos ao ambiente quimico heterogéneo existente no biofilme, presenca de
células persistentes, idade do biofilme, producdo de enzimas inativadoras dos
antimicrobianos, estrutura populacional densa e proximidade das células microbianas,
aumento da expressao de bombas de efluxo e expressao de genes de resisténcia tém
sido discutidos como os fatores causadores da evidente tolerancia antimicrobiana
associada aos biofilmes. Os micro-organismos nos biofilmes s&o entre 10 a 1000

vezes mais tolerantes aos antimicrobianos do que quando cultivadas de forma
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planctonica (livres, em suspensdo)3®-4L, Além disso, a matriz atua como uma barreira
aos anticorpos do hospedeiro.

Experimentos in vitro mostraram que o desenvolvimento de biofilme ocorre em
uma série de etapas sequenciais durante um periodo de 24 a 48 horas®%2. A etapa
inicial consiste na adeséo de células fangicas ao substrato, formando uma base de
células de levedura basal (etapa de aderéncia)*>44. Em seguida, ocorre a fase de
proliferacédo e filamentacédo celular, em que as células formam projecdes alongadas
gue continuam a crescer nas formas filamentosas (etapa de iniciacdo). A producéo de
hifas € uma caracteristica do inicio da formacao do biofilme, seguida pelo acimulo de
matriz polissacaridica extracelular, a medida que o biofiime amadurece (etapa de
maturacdo). Finalmente, na ultima etapa, células de levedura séo liberadas do
biofilme, que podem colonizar outras superficies adjacentes (etapa de dispersdo). A
dispersdo de células associadas ao biofilme tem grande relevancia clinica, pois as
células liberadas podem iniciar a formacéo de novos biofilmes ou disseminar-se nos
tecidos do hospedeiro e, portanto, estdo associadas a ocorréncia de candidemia e a
doencas invasivas disseminadas®.

A matriz polimérica do biofilme é responsavel por proteger as células, fornecer
coesdo ao biofilme, manter sua arquitetura tridimensional e atuar como barreira
defensiva as células contra agentes externos (antimicrobianos, anticorpos e células
de defesa do hospedeiro)*. A matriz do biofilme de C. albicans é composta por
carboidratos (B-glucanos e mananas), proteinas, hexosamina, fésforo, acido urénico,
lipideos e DNA extracelular (eDNA)*’ e tem sido associada a tolerancia do biofilme
aos tratamentos antifungicos. O carboidrato B-1,3 glucano da matriz, também
encontrado na parede celular do fungo, € responsavel por sequestrar fluconazol e

impedir sua acdo na célula fangica*®. Esse carboidrato se liga a manana, outro
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carboidrato da matriz e da parede fungica, o que resulta na formacdo do complexo
manana-glucano na matriz do biofilme que também é responsavel por sua tolerancia®.
Adicionalmente, a biogénese da matriz envolve a sintese de vesiculas extracelulares
gue contém os componentes da matriz do biofilme®°,

InvestigacBes de propriedades quantitativas e qualitativas de células liberadas por
biofiimes demonstraram que a maioria das células dispersas sao células
leveduriformes, sugerindo que a transi¢do de levedura para hifas que ocorre durante
a iniciacdo do biofilme pode ser revertida para dispersdo. As células dispersas tém
fendtipos distintos das células plancténicas, como elevada aderéncia, capacidade de
filamentacdo e aumento de patogenicidade em animais. Assim, as células liberadas
durante a etapa de dispersdo sdo equipadas de forma Unica para semear novos
biofilmes e locais de infecgéo®4°,

A analise genética indicou que tanto as células de levedura como as hifas sao
criticas para a formacao de biofilme, sugerindo que cada tipo de célula tem papel tnico
e especifico no processo*. No entanto, os biofilmes de modelos de infeccéo in vivo
parecem mais complexos do que aqueles formados in vitro, com leveduras e hifas
encontradas intercaladamente. Em ambos os sistemas de modelos in vitro e in vivo,
no entanto, o material de matriz extracelular esta ligado a células de levedura e hifas
e é normalmente permeado por todo o biofilme®. O estabelecimento da matriz
extracelular do biofilme representa uma caracteristica Unica dos biofilmes®3,

Células do biofilme de C. albicans cultivadas com glicose apresentaram maior
atividade metabdlica durante a fase de adesdo®!. Ao avaliar a rugosidade média do
biofilme, foi verificada formacdo maxima de biofilme em sacarose (21,75 nm), seguido
por glicose (17,99 nm), arabinose (13,6 nm) e lactato (11,16 nm). A altura do biofilme

suplementado com glicose e sacarose foi de 167,5 nm e 196 nm, respectivamente.
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Além disso, as células expostas a sacarose exibiram maior formacéo de biofilme e
secrecdo de polissacarideos da matriz apos o periodo de 48 horas. A capacidade de
também utilizar lactato e arabinose como fontes de carbono alternativas indicam o
papel adaptativo de C. albicans em modular 0o seu metabolismo para nichos
especificos. Esta modulacdo na adaptacdo de carbono pode afetar a resposta imune
do hospedeiro, promovendo assim a patogénese de infeccbes relacionadas ao
biofilme. Com isso, os resultados foram indicativos de que a presenca de fontes de
carbono influenciam o desenvolvimento, a modulacéo dos fatores de viruléncia e a
organizacéao estrutural do biofilme de C. albicans®?.

Uma série de outras propriedades e fatores de viruléncia de C. albicans séo
conhecidos por promover sua capacidade de formacéo de biofilme e contribuir para o
dano tecidual e sua persisténcia no hospedeiro!4. O mais importante é a propriedade
de mudanca morfoldgica, ja que os estados morfolégicos distintos de C. albicans ditam
as fases de colonizagéo, crescimento e disseminacdo. A forma de levedura tem sido
associada tanto a fixacao inicial quanto a disseminacao, enquanto a forma filamentosa

permite que C. albicans invada o tecido hospedeiro e forme um biofilme maduro®%5354,

2.3 Métodos Quantitativos

Diversos metodos tém sido utilizados para se quantificar micro-organismos e/ou
biofilmes, como cultivo e contagem de colbnias viaveis (UFC/mL) por meio das
unidades formadoras de col6nias (UFC), contagem celular, quantificacdo de matriz>®
e gPCR. O método de UFC/mL envolve a transferéncia de uma aliquota da suspensao
microbiana para uma placa de Petri com meio de cultura agar, que pode ser espalhada
ou nédo sobre a superficie, seguida de incubacdo em temperatura, atmosfera e tempo

controlados. Apesar de ser amplamente utilizado, é considerado lento e laborioso®®,
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além de requerer a ruptura do biofilme e a homogeneiza¢éo das células microbianas
previamente ao seu plagueamento. Outros métodos avaliam a viabilidade microbiana
com o biofilme integro baseado na reducéo (alteracdo de cor) de sais, como 0s sais
de tetrazdlios utilizados para avaliar o metabolismo celular, e corantes como a
resazurina conhecida como Alamar Blue >°.

A técnica de qPCR baseia na amplificacdo do DNA extraido da célula, o qual &
detectado, amplificado e quantificado por sinais de fluorescéncia de maneira
especifica, eficiente e fidedigna®’. Para isso, sdo utilizados primers especificos a
determinados genes do organismo a ser identificado. Um par de primer € uma
sequéncia especifica de acidos nucleicos composto pelo Forward (sense) e pelo
Reverse (anti-sense) que se ligam ou anelam a regides do gene de interesse e iniciam
a reacdo. A avaliacdo da especificidade do primer é de extrema importancia para que
a PCR ocorra de maneira fidedigna, sem que haja a amplificacdo de outros genes que
ndo séo de interesse®®. Quando um par de primers é utilizado, a fluorescéncia para a
quantificacdo € determinada por um intercalante, por exemplo, SYBR. Entretanto,
além dos primers, pode ser incluida uma sonda, por exemplo, TagMan, que é
acoplada a um fluéroforo responséavel pela fluorescéncia a ser quantificada.

Outro fator importante para a determinacao de viabilidade por gPCR diz respeito a
amplificagdo somente de células vidveis. Como todo o DNA de uma espécie presente
na amostra pode ser ligado especificamente ao primer, a gPCR nao diferencia o DNA
de células vivas, mortas e o DNA extracelular (eéDNA) da matriz do biofilme. O DNA
de células mortas se mantém estavel por periodos de tempos prolongados?®, o que
acarreta em uma quantificacéo sobre-estimada da amostra avaliada. Em virtude disso,
corantes intercalantes ao material genético, como monoazida de etidio (EMA) e

monoazida de propidio (PMA), tém sido utilizados para se excluir o DNA de células
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nao viaveis e o0 eDNA do biofilme durante a gPCR, de forma a se quantificar somente
as células viaveis. Esses agentes penetram em células com rompimento de
membrana, intercalam-se ao DNA dessas células e, ap0s serem fotoativados,
impedem a amplificacdo do DNA na PCR®%€°, Foi demonstrado que o EMA foi superior
ao PMA em distinguir células viaveis e células nao-viaveis de C. albicans, e os
melhores parametros de utilizacdo do EMA em gPCR foram: concentracdo de 25 uM,
incubacéo por 10 min com as células fungicas seguida por fotoativacdo por 15 minutos
utilizando um sistema de fotoativag&o®°.

A suscetibilidade de biofilmes de C. albicans a agentes antifingicos €
frequentemente avaliada utilizando ensaios colorimétricos que estimam a atividade de
células metabolicamente ativas®::%2. Nestes ensaios, as células viaveis convertem
corantes de tetrazolio em derivados de formazan que podem ser mensurados através
do uso de um espectrofotdmetro. Entre esses ensaios, um dos mais utilizados é ensaio
de reducdo do sal de 2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazélio-5-
carboxianilida, ou XTT. O ensaio XTT tem sido usado para avaliagdo da viabilidade
de diferentes organismos incluindo células de mamiferos, bactérias e fungos®3%4. E
um método simples, porém para sua realiza¢do € necessario que haja uma correlacéao
linear entre a atividade metabdlica celular e o sinal de colorimétrico. Em biofilmes
maduros esse ensaio é mais desafiador, ja que a relacdo entre atividade metabdlica
e numero de células pode néo ser linear. UFC/mL € um método que subestima a
contagem de células viaveis nas populacdes de biofilmes maduros, ja que 0s mesmos
sao estruturas multicelulares, com predominio de hifas e envoltos de uma matriz de
polissacarideo que impede o desenvolvimento das colonias®?.

Sendo assim, Xie et al, 2011 desenvolveram um ensaio molecular baseado no

teste de PCR em tempo real (QRT-PCR) para estimar a viabilidade de biofilmes
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maduros. Inicialmente, foram feitas analises em amostras com um amplo intervalo de
densidade celular de C. albicans e foi visto que a linearidade ocorreu apenas quando
sinal de densidade 6ptica (450 nm) e o numero de células foram observados até uma
densidade celular de 1x10° células por po¢o. Nos pocos com densidade celular maior,
nao foram observadas diferencas significativas nos valores de DO. Essa informacao
sugere que o0 ensaio de XTT seja limitado quando utilizados em biofilmes maduros.
Além disso, também foi feita uma correlacdo entre os testes XTT e qRT-PCR . Para
isso, os biofilmes foram cultivados por 48 h e tiveram sua biomassa mecanicamente
reduzidas para que o restante do biofilme fosse avaliado nos dois ensaios (XTT e qRT-
PCR). O ensaio XTT mostrou que a remoc¢ao de 25-50% da biomassa resultou em
diminuicao detectavel aos valores de DO, quando comparado com o biofilme intacto.
No entanto, as diferentes remoc¢des ndo foram proporcionais aos sinais de DO, o que
sugere que o ensaio de XTT ndo quantifica com precisédo as alteracées que foram
realizadas nos biofilmes maduros. No ensaio de gRT-PCR foi vista uma excelente
concordancia entre a redugdo na massa do biofilme em 25%, 33% e 50% para uma
reducdo de 25,8%, 35,4% e 49,8% no logaritmico dos numeros de cépia de
transcricdo, respectivamente. Essa informacao sugere que o ensaio qRT-PCR pode
medir com precisdo a atividade metabdlica de biofilmes maduros®2.

A avaliacdo de sete métodos de quantificacdo de biofilme de C. albicans (XTT,
cristal violeta, quantificacdo de DNA, gPCR, quantificacdo de proteinas, peso seco e
UFC) demonstrou que o ensaio de XTT foi o método mais acurado, reproduzivel e
eficiente®. Foram comparados biofilmes de uma cepa de referéncia de C. albicans e
duas mutantes com auséncia dos genes de adeséo (ALS34/A e ALS1A/A), as quais
demonstraram em microscopia eletrbnica de varredura diferengas visuais na

guantidade de hifas e células aderidas. Somente o ensaio de XTT mostrou diferencas
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significativas entre as cepas mutantes e parental conforme visualizacdo das imagens
microscopicas®®. Entretanto, nenhuma correlagédo entre os métodos foi realizada, e a
guantificacdo visual por microscopia eletrénica de varredura utilizada como referéncia
aos demais métodos é bastante subjetiva.

Os métodos de UFC, microscopia de fluorescéncia por hibridizacédo in situ (FISH)
ou epifluorescéncia e gPCR foram comparados para quantificar um modelo de biofilme
subgengival polimicrobiano in vitro composto por Streptococcus oralis, Streptococcus
anginosus, Veillonella dispar, Fusobacterium nucleatum, Treponema denticola,
Tannerella forsythia, Actinomyces oris, Campylobacter rectus, Porphyromonas
gingivalis e Prevotella intermedia®. O biofilme foi exposto a meio de cultura de
gueratinécitos em condicbes aerbbias e, apds 3 horas, verificou-se que os trés
métodos de quantificacdo demonstraram valores entre 10° e 108 células®®. Entretanto,
apos 24 horas de exposicdo, a variacédo foi maior, de até 10* a 10° células. Quando
comparados, todos os métodos demonstraram correlacéo significativa ap6s 3 horas
de exposicdo, sendo que os valores dos métodos de epifluorescéncia e qPCR foram
superiores ao dos de UFC®®. Apds 24 horas de exposicdo, somente os métodos de
epifluorescéncia qPCR demonstraram correlagao significativa, e foi verificado valores
maiores de epifluorescéncia e gPCR para os limites inferiores e superiores da escala
de 108 a 10°, respectivamente®®.

A falta de precisdo do método de UFC na quantificacdo de C. albicans foi
observada em estudos in vitro e in vivo®72, Um ensaio metabdlico cinético foi
desenvolvido para correlacionar a viabilidade de um isolado clinico de C. albicans por
metabolismo (XTT e Alamar Blue) e UFC/mLS®8. Diferentes concentraces de indculo
fingico (6 x 10* a 8 x 10 UFC/mL) demonstraram elevada correlacdo com a atividade

metabdlica (reducéo de XTT e de alarmar Blue)®. A avaliacdo de diferentes fases de
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crescimento fungico (exponencial e estacionaria) em diferentes meios de cultura
(convencional e modificado) mostrou que a correlagcéo entre a atividade metabdlica e
o UFC resultou em valores de R? de 0,91 a 0,98'. Quando as células fungicas foram
tratadas com anfotericina B, o crescimento na fase exponencial demonstrou forte e
significativa correlagcdo entre a atividade metabdlica e o UFC, enquanto que a
correlacdo entre esses métodos foi fraca e ndo significativa para culturas em fase
estacionaria e meio de cultura convencional®. Os ensaios metabdlicos subestimaram
a viabilidade celular comparado ao UFC, principalmente para as culturas na fase
estacionaria, quando o efeito da anfotericina B foi avaliado®. Esses resultados
demonstram que, mesmo quando ha uma forte e significativa correlacdo entre os
meétodos de quantificacdo fungica, a exposicdo a um agente antifingico pode alterar
essa relacéo, principalmente para fase estacionaria de crescimento.

Em outra investigacdo também foi verificada forte e significativa correlacdo de um
método de plaqueamento em &gar por um dispositivo em espiral (spiral plating)
comparado com os métodos convencionais de espalhamento (spread plating) e
derramamento (pour plating) em &gar para culturas de C. albicans, Candida glabrata,
Candida tropicalis e Candida krusei padronizadas em concentracées de 102 a 10°
UFC/mL®°. Esse estudo também demonstrou que, para uma forte e significativa
correlagdo, € importante a padronizacdo do indéculo fungico em diferentes
concentragces®®,

Quando oleos essenciais foram avaliados como tratamento de candidiase vaginal
de camundongos, um método luminescente foi mais sensivel do que UFC/mL"2.
Posteriormente, esse metodo de imagem bioluminescente foi comparado com o

meétodo de UFC/mL num modelo murino orofaringeo de candidiase, e foi verificado

gue a técnica de bioluminescéncia detectou com maior precisdo a presenca de C.
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albicans nos dias iniciais de infec¢éo e também a reducao da quantidade fangica apés
tratamento com fluconazol, principalmente em outros locais da cavidade bucal
(gengiva e palato mole) que nédo a origem da infeccéo (lingua)’®. No entanto, métodos
moleculares ndo foram utilizados nesses estudos para comparar sua precisao na
quantificacdo fangica, além disso nao foi reportado o quao subestimado € o método
de UFC/mL em relacéo ao numero células viaveis da amostra.

A estimacdo precisa da quantidade de células fungicas, independente das
diferencas morfolégicas celulares encontradas, € importante no acompanhamento do
tratamento em casos de infeccdo, para avaliar a eficacia antifingica de métodos

terapéuticos e também em pesquisa, sem que haja sub ou superestimacao de valores.
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3 PROPOSICAO

A proposta deste estudo foi comparar os métodos de quantificacdo das formas
morfolégicas de C. albicans em culturas plancténicas e biofilmes. Deste modo, 0s
objetivos especificos deste estudo séo:

1. Comparar as técnicas de quantificagdo por contagem por células viaveis e
UFC/mL de diferentes cepas de C. albicans em culturas planctonicas nas
formas de leveduras e filamentos;

2. Comparar as técnicas de quantificagcdo por contagem por células viaveis,
UFC/mL, e atividade metabdlica (XTT) de diferentes cepas C. albicans em

biofilmes, os quais apresentam morfologias mistas.
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4 MATERIAIS E METODOS
Para o desenvolvimento da pesquisa, foram utilizados os seguintes materiais,

instrumentos e aparelhos:

4.1 Materiais
Os equipamentos de protecéo individual (EPIs) foram utilizados, tais como

mascara, luva, gorro e jaleco durante todos os experimentos microbiolégicos. Todo
material foi autoclavado antes e apds o uso. Para a fase experimental, foram utilizados
0S seguintes materiais de consumo, instrumentais e equipamentos:
4.1.1 Materiais de consumo

- Acetona (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA);

- Agua destilada;

- Agua MilliQ;

- Alca de Drigalsky (Vidrolabor, S&o Paulo, SP, Brasil);

- Alga de inoculagao 10 L, estéril (Plastbio, Curitiba, PR, Brasil);

- Azul de Tripan (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA);

- Camara de Contagem tipo Neubauer descartavel (Kasvi, China);

- Cepas de C. albicans SC5314 (American Type Culture Collection, Manassas,

VA, EUA):

- Cepas de C. albicans ATCC90028 (American Type Culture Collection,

Manassas, VA, EUA);

- Cepas de C. albicans de Isolados clinicos de pacientes com diabetes coletados
na Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP (CAAE:

18398719.0.0000.5416 — ANEXO A);
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Cloreto de Potassio (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP,
Brasil);

Cloreto de Sodio (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP,
Brasil);

Concanavalina A conjugada a Alexa Fluor™ 488 Conjugada (Fisher Cientific,
Pittsburgh, EUA);

Fosfato de Potassio dihidratado (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda,
Diadema, SP, Brasil);

Fosfato de sédio monohidratado (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda,
Diadema, SP, Brasil);

Frasco coletor universal translicido estéril 80mL (Cral, Cotia, SP, Brasil).
Glicose (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP, Brasil);
Hoechst 33342 (Fisher Cientific, Pittsburgh, EUA);

lodedo de Propideo (Fisher Cientific, Pittsburgh, EUA);

Iphone 7 Plus (Apple, California, EUA)

Lamina (Precision Glass Line, Hamburgo, Alemanha);

Laminula Lamina (Precision Glass Line, Hamburgo, Alemanha);

Meio de cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI) (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, EUA);

Meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar com 0,05 mg/mL de cloranfenicol
(SDA, Acumedia Manufacturers Inc., Baltimore, MD, EUA);

Meio de cultura Yeast Nitrogen Base (YNB - Difco, Detroit, MI, EUA);
Menadiona (Fisher Cientific, Pittsburgh, EUA);

Microtubos 1,5mL (Axygen, Curitiba, PR, Brasil);

Microtubos 2 mL (Axygen, Curitiba, PR, Brasil).


https://fsymbols.com/pt/signos/tm/
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Monoazida de etidio (Fisher Cientific, Pittsburgh, EUA);

Acido morfolinopropaneoulfénico (MOPS) Purificado (Quemis, Joinville, Santa
Catarina, Brasil);

Papel aluminio;

Parafilme (Laboratory film 38m X 10cm) (BOECO, Diadema, SP, Brasil);
Paraformaldeido 4% (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA);

Placas de 48 pocos de fundo plano (Kasvi, China);

Placas de 96 pocos de fundo plano (Kasvi, China);

Placas de Petri 90 X 15 mm descartaveis (J Prolab Industria e Comércio de
Produtos para Laboratorio Ltda., Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil);

Ponteiras amarelas para micropipeta 20-200 pyL (Axygen Scientific, Union City,
CA, EUA);

Ponteiras azuis para micropipeta 100-1000 pyL (Axygen Scientific, Union City,
CA, EUA);

Ponteiras para micropipeta 10 mL (Axygen Scientific, Union City, CA, EUA);
Ponteiras para micropipeta 5 mL (Axygen Scientific, Union City, CA, EUA).
Pote coletor 50 mL (Alibaba, Shangai, China)

Sistema de filtragdo de 250 e 500 mL (J Prolab Industria e Comércio de
Produtos para Laboratorio Ltda., Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil);

Soro Fetal Bovino (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA);

Triton X-100 (J Prolab Industria e Comércio de Produtos para Laboratoério Ltda.,
Séo José dos Pinhais, PR, Brasil);

Tubos tipo Falcon de 15 mL (TPP, Techno Plastic Products, Trasadingen,

Suica);
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Tubos tipo Falcon de 50 mL (TPP, Techno Plastic Products, Trasadingen,
Suica);
2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide

(XTT, Thermo-Fisher, Waltham, MA, EUA);

Instrumentais

Béquer graduado (Vidrolabor, Sdo Paulo, SP, Brasil);

Micropipetas de 0,5 — 10 pL, 100-1000 pL e de 20-200 pL (BOECO, Hamburgo,
Alemanha);

Pipetas de 1-10 mL e 1-5 mL (PZ HTL AS, Warsaw, Pol6nia);

Provetas graduadas (Vidrolabor, Sdo Paulo, SP, Brasil);

Bico de Bunsen (J.Prolab, Sdo José do Pinhal, Parand, Brasil);

Equipamentos

Agitador de tubos Modelo: AP56 (Phoenix Indastria e Comércio de
Equipamentos Cientificos Limitada, Araraquara, SP, Brasil);

Agitadores de tubos vortex Modelo: KMC 1300V (Biosystem, Parana, Brasil);
Aparelho de luz LED (LXHL-PRO9, Luxeonl Il Emitter, Lumileds Lighting, San
Jose, CA, USA)

Autoclave vertical Modelo: AV 60. N°6614 (Phoenix Ind. e Com. De
Equipamentos Cientificos Ltda, Araraquara, SP, Brasil);

Balancas de precisdo Modelo: BG 400. N°016450 (GEHAKA — Ind. e Com.
Eletroeletronica Gehaka Limitada, Sao Paulo, SP, Brasil);

Balanca Analitica (modelo AUW 220D) (Shimadzu Corporation, Quioto, Japéo);
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Estufa bacteriolégica Modelo — MA 0324. Série — 9819011 (Marconi
Equipamentos Laboratoriais Ltda, Piracicaba, SP, Brasil);

Estufa de Cultura e Bacteriologia (modelo 403-5N) (Nova Etica, S&o Paulo,
Brasil);

Estufa de cultura e bacteriologia (modelo 410-6ND) (Nova Etica, S&o Paulo,
Brasil);

Estufa de Cultura e Bacteriologia (modelo TE-392/2) (Nova Etica, S&o Paulo,
Brasil);

Estufa para secagem e esterelizacdo Modelo: MA 033. Série: 9819 (Marconi
Equipamentos Laboratoriais Ltda, Piracicaba, SP, Brasil);

Camara de fluxo laminar vertical, Modelo: PA 115. No. 12898 (Pachane Ind. e
Com. Ltda, Piracicaba, SP, Brasil);

Centrifuga de tubos Falcons Modelo: 5810R (Eppendorf AG, Hamburg,
Alemanha);

Centrifuga de microtubos Microhemato (modelo 2410) (Fanem, Sdo Paulo,
Brasil);

Freezer -80°C (Thermo Scientific, USA);

Incubadora de bancada shaker Modelo: Q816M20 (Quimis Aparelhos
Cientificos Ltda, Diadema, SP, Brasil);

Contador de col6nias CP 600 PLUS, Modelo: CP-600. Nr-série: 919 (Phoenix
Industria e Comeércio de Equipamentos Cientificos Limitada, Araraquara, Sao
Paulo, Brasil);

Microscopio de Fluorescéncia Modelo DFC310 FX (Leica, Wetzlar, Alemanha);

Microscopio de bancada invertido (Optiphase, Van Nuys, CA, EUA);
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Sonicador Modelo: FB - 120, Numero de série: 92506 W-10-16 ((Fisher
Cientific, Pittsburgh, EUA);

Espectrofotdmetro — Biospectro Modelo: SP-220 (Equipar Ltda, Curitiba, PR,
Brasil);

Fluostar Omega (BMG Lab Tech, Séo Paulo, Brasil);

Microscopio de Fluorescéncia Confocal (Carl Zeiss LSM 800 com Airyscan)
(Zeiss, Koln, Alemanha);

In Cell Analyser 2000 (GE Healthcare, Brasil)

Biotable RGB (Séo Carlos, SP, Brasil);

Incubadora de bancada com agitacéo orbital (modelo Q816M20) (Quimis, Sdo
Paulo, Brasil);

Incubadora de CO2 (modelo L212) (Biosystem, Parana, Brasil);

Micro-ondas (Brastemp, S&o Bernardo do Campo, SP, Brasil);

Microscoépio Binocular Biolégica (modelo N-107) (Coleman, Santo André, SP,
Brasil);

pHmetro de bancada (modelo QX1500 Plus pH/mV RS 232) (Qualxtron, S&o
Paulo, SP, Basil);

Purificador e deionizador de agua - Osmose reversa (modelo OS 10 LX)
(Gehaka, Sao Paulo, SP, Basil);

Refrigerador (modelo KSR39) (Bosch, Alemanha);

Sistema de Ultrapurificacdo de Agua-MiliQ (modelo Mega UP) Mega Purity
(EximLab, Curitiba, PR, Brasil);

Banho seco com agitacdo, modelo Isotemp (Fisher Cientific, Pittsburgh, EUA);
Balanca de precisdo " NewClassic MS Precision Balances" (Mettler Toledo,

Brasil);
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4.2 Métodos
4.2.1 Cultivo de culturas plancténicas de Candida albicans

Cepa padrao (SC5314) e um isolado clinico de C. albicans de um paciente
diabético com estomatite protética (3030B) mantidos em meio YNB com glicerol 50%
em freezer -80 °C foram descongelados e reativados em meio de cultura SDA a 37 °C
por 48 horas. O uso do isolado clinico foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Araraquara (CAAE:
18398719.0.0000.5416 — ANEXO A). Em seguida, com base nos estudos de
Mukaremera et al”® e Merson-Davies & Odds?#, o crescimento fungico nas diferentes
morfologias foi controlado por meio da temperatura e da atmosfera e realizado
inicialmente da seguinte maneira para cada forma morfoldgica:

1. Leveduras: a partir das colonias das cepas reativas em SDA, foi realizado um
pré-indculo em YNB cultivado overnight (16 h) a 26 °C, seguido de um in6culo
diluindo-se o pré-in6culo no mesmo meio cultura fresco na proporcéo de 1:10
e 1:20. Esse inéculo foi incubado a 26 °C até que a densidade éptica (DO a
540 nm - 0,8 £ 0,2) atingisse a fase mid-log de acordo com a curva de
crescimento de cada cepa.

2. Hifas: Cultivo de um pré-inéculo e in6culo conforme ja descrito acima seguido
por centrifugacdo da suspenséo fungica a 2.688 xg por 10 minutos a 4 °C,
lavagem em tampéo de fosfato e salina (PBS; 0,136 M NaCl; 1 mM KH2POg; 2
mM KCI; 10 mM Na2HPOg4; pH 7,4) e resuspenséo das células em meio RPMI
1640 com glutamina e fenol vermelho, sem bicarbonato, tamponado com
MOPS e suplementado com D-glicose 2%, pH 7,074. A suspenséo fungica foi

entdo incubada a 37 °C em CO2 5% sob agitacéo (75 rpm) por 8 horas.
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3. Pseudo-hifas: cultivo inicial de um pré-indculo e inéculo conforme descrito
anteriormente, seguido por centrifugacdo, lavagem em PBS pH 7,4,
resuspensao das células em NaCl 0,15 M e incubacédo a 30 °C por 24 horas
para restricdo de nutrientes as células. Em seguida, a suspenséo fangica foi
centrifugada e as células foram resuspensas em RPMI e incubadas a 30 °C por
8 horas.

Para todos os métodos, cada suspenséo foi cultivada por meio de pré-inéculo e
indculo, pois dessa forma ha menor quantidade de células agregadas mesmo em
cultura planctonica’. Mesmo com a utilizacdo dessa metodologia, as suspensodes
fungicas obtidas com cada método de crescimento morfolégico foram submetidas a
sonicacao para separacao de micélios e células agregadas, e as morfologias celulares
das duas suspensdes foram confirmadas em microscépio Optico.

Os parametros da sonicacdo, tempo e poténcia foram definidos de modo a nao
comprometer a viabilidade fungica. Um inéculo foi submetido a diferentes tempos de
sonicagdo. Foi comparado os valores de viabilidade de uma amostra ndo sonicada
com amostras submetidas aos tempos de 30, 40, 50 e 60 segundos.O processo de
sonicacao foi realizado com um sonicador QSonica Q125 equipado com uma sonda
de 2 mm de diametro. A poténcia de sonicacao foi de 2 W e a frequéncia de 20 kHz.
A andlise de viabilidade foi realizada por meio de UFC/mL e pela contagem de células
na Camara de Neubauer. Com os parametros definidos, cada amostra foi sonicada e
os parametros de sonicacdo foram de 30 segundos (50 J) para leveduras e 50
segundos (69 J) para hifas com amplitude de 52% e pulsos de 2 segundos para
biofilmes.

A concentracao das suspensoes foi determinada em espectrofotdbmetro por meio

da densidade optica (DO) a 540 nm seguida por plagueamento em DAS. Cada
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suspensao fungica foi centrifugada e resuspendida em PBS e submetida a diluicdes
seriadas (101, 102, 103, 104, 10° e 10°) e cada diluicdo foi utilizada como uma

amostra independente para que fosse possivel uma analise correlacional.

4.2.2 Marcacao fluorescente para quantificacéo de células e nucleos

Para quantificacdo das células fangicas em suas diferentes morfologias
(levedura e filamentos), uma aliquota de 100 uL de cada cultura foi incubada
inicialmente com concanavalina conjugada a Alexa Fluor 488 a 31,2 ug/mL para
marcacao da parede fungica em verde (excitacdo de 488 nm e emissédo de 525 - 617
nm) e com iodeto de propideo a 20 uM (vermelho, excitacdo de 561 nm e emissao de
604 — 700 nm) para marcagcdo de células ndo viaveis durante 30 min’®.
Posteriormente, as células foram centrifugadas e fixadas em 100 pL de
paraformaldeido 4% por 30 min e incubadas com 10 uL de Hoechst 33342 (excitacao
de 405 nm e emissao de 400 — 475 nm), 100 pyL de Triton X100 e 1000 uL de PBS
para marcacdo dos nucleos celulares (azul) por 30 min’e,

Apds a marcacao fluorescente, aliquotas de 10 yL da suspensdo microbiana
foram transferidas para hemocitdmetro (Camara de Neubauer) e entdo foi realizada a
captura de imagens no MicroscOpio Confocal. As imagens foram adquiridas nos
diferentes canais de cada fluor6éforo e também em campo claro. O Microscopio
Confocal utilizado neste trabalho foi o LSM 780 da Zeiss®, invertido, que captura as
imagens por varredura laser (Figura 2).

A contagem foi realizada em cinco quadrantes da Camara de Neubauer (Figura
3) e apos essa contagem, o numero de células/mL foi definido pela seguinte férmula:
n°de células/ml = n°total de células / n°®de quadrantes contados X fator de

diluigao X 10.000
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Nesta férmula, o valor de 10.000 corresponde ao volume de 1 mL (ou 1.000 mm?)
multiplicado por 10, uma vez que o numero de células na camara de Neubauer é

obtido em 0,1 mm?3.

Figura 2 — Microscopio Confocal utilizado para aquisicdo de imagens.

Fonte: Elaboragéo do autor.



49

Figura 3 — Grade de contagem da Camara de Neubauer.

| |

Nas areas enumeradas, foram realizadas as contagens pelo método manual.

Fonte: Elaborag&o do autor.

Para aquisicdo e andlise das imagens, foi utilizado o software ZEN 2.3 (blue
edition) 2011 da Zeiss®. A quantificacédo de células foi realizada manualmente, com o
auxilio do programa Image J (programa desenvolvido por Wayne Rasband do
Research Services Branch, National Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland).
Esse procedimento foi realizado no Laboratério de Microscopia Confocal da
Faculdade de Odontologia de Araraquara da UNESP. No Microscépio Confocal, ndo
foram detectadas células nas amostras mais diluidas (10° a 10'), somente nas mais
concentradas (10* a 10°), totalizando n = 30 para 10 suspensdes flingicas cultivadas

para cada morfologia e para cada cepa.

4.2.3 Quantificacao de coldénias (UFC/mL)
Cada amostras obtida foi submetida a diluicdes seriadas (10, 103, 102 e 10?)
para possibilitar contagem de colénias. Aliquotas de 10 pyL de cada diluicdo foram

colocadas em duplicata em placas de SDA. Apds incubacéo por 24 horas a 37 °C, as
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colonias foram contadas, a média das duplicatas foi obtida e o valor de UFC/mL foi
calculado pela formula:

UFC/mL = (ndmero de colbnias X 10") / q, onde n equivale ao valor absoluto da
diluicdo (1, 2, 3 ou 4), e g equivale a quantidade, em mL, pipetada para cada diluicao

guando nas semeaduras das placas (0,010 mL).

4.2.4 Formacao de biofilme

O protocolo para formacéo de biofilme de C. albicans € baseado no reportado
por Chandra et al*?> com modificacdes. Cada cepa de C. albicans foi cultivada até a
fase mid-log (0,8 + 0,2). como descrito acima para culturas planctonicas (leveduras).
Aliquotas de 1000 uL dessa suspenséao foram individualmente pipetadas em orificios
de placas de 48 pocos de fundo chato (Kasvi®) e incubadas por 90 min a 37 °C (fase
de aderéncia) sob agitacdo (75 rpm). Em seguida, o meio de cultura foi removido e
cada poco foi lavado 2 vezes com PBS para remocao de células ndo aderidas. Entéo,
1000 yL de RPMI 1640 foram adicionados e incubados a 37 °C em CO2 5% por 48 h

para formacao do biofilme.

Em seguida, cada orificio com biofilme foi lavado 2 vezes com 1000 uL de PBS
para remoc¢ao de meio de cultura e células ndo aderidas. Cada amostra de biofilme foi
desprendida dos poc¢os raspando-se uma ponteira de pipeta nos po¢os com 0sS
biofilmes com 1000 uL de PBS. Como o desenvolvimento em biofiime envolve a
formacdao de células filamentosas, as amostras de biofilme compreenderam amostras
de morfologias mistas (leveduras, hifas, pseudo-hifas e tubos germinativos). Cada
amostra de 1000 pL foi sonicada e os parametros de sonicacao foram de 60 segundos
(84 J) com amplitude de 52% e pulsos de 2 segundos para biofilmes. A suspenséao

obtida com o biofilme sonicado teve sua concentracdo determinada por DO. Da
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suspensao total, 200 pyL foram utilizados para realizar as diluicdes seriadas e

marcacao com fluoréforos para contagem em Microscopio Confocal.

4.2.5 Atividade metabodlica do biofilme

O protocolo utilizado para ensaio pelo XTT foi baseado no reportado por Silva
et al 20088°, Cada amostra foi lava duas vezes com PBS e teve o sobrenadante
descartado. O pellet foi resuspenso em uma solucdo XTT constituido por: solucao
aquosa de XTT (40 uL) em concentragdo de 1Tmg/mL e que foi armazenada no Freezer
-80 °C até a realizacao dos experimentos, 2 puL de solucdo de Menadiona (0,4 mM em

Acetona), e 158 uL de PBS com 200 mM de glicose.

Para o ensaio, cada amostra de biofilme foi colocada em placa de 96 orificios
de fundo chato, que foram incubadas a 37 °C durante 3 horas. Em seguida, 200 uL do
produto foram transferidos para o poco de uma outra placa de 96 pocos. A reacao foi

lida em espectrofotémetro (Fluorstar) com filtro de 492 nm?®,

4.2.6 Calibrac&o do operador

Como um dos aspectos da pesquisa envolve mensurar 0 quanto sub ou
superestimados sao os métodos de contagem das formas filamentosas de C. albicans,
houve a necessidade de se realizar um teste de calibracdo intra-avaliador da
pesquisadora para os diferentes métodos de contagem. Baseado no trabalho de Bland
e Altman de 19868!, para a calibracdo é preciso realizar a contagem das mesmas
amostras nos diferentes métodos em momentos distintos, tendo em vista a
importancia da avaliacdo da repetibilidade e, consequentemente, entender o quanto

esses valores concordam entre si®l. Isso permite, ao fim dessa andlise inicial, entender
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se a pesquisadora esta realmente calibrada. Por se tratar de um trabalho com diversas
etapas, antes de se obter um resultado final, esse piloto foi necessario justamente
para que um mesmo erro ou Vviés na contagem nao se reproduzisse por todos os
experimentos. Tendo em vista essa real necessidade, foi realizado um teste de
contagem de amostras leveduriformes e filamentosas de C. albicans (SC 5314) tanto
para o método de UFC/mL como para a contagem de células em Camara de
Neubauer.

Para quantificacdo das células fangicas em suas diferentes morfologias
(levedura e hifa), uma aliquota de suspenséo nas morfologias de levedura e hifa com
um volume 10 pL foi marcada com 10 yL de azul de Tripan a 4% e levada para a
contagem em hemocitdmetro (Camara de Neubauer). A contagem de células viaveis
(ndo marcadas pelo azul de Tripan) foi realizada através de fotografias realizadas na
plataforma especifica do software Leica Application Suite LASx do Microscopio de
Fluorescéncia Modelo DFC310 com um aumento da ocular de 10x e objetiva de 10x,
no qual foram consideradas as células presentes nos cinco quadrantes da Camara de
Neubauer. ApOs essa contagem, o numero de células/mL foi definido pela férmula
mencionada anteriormente para quantificacdo em células/mL.

Essas mesmas suspensdes que foram analisadas no Microscopio, foram
também submetidas ao método de UFC/mL. As amostras foram diluidas para
possibilitar a contagem em colbnias. Aliquotas de 25 yL de cada diluigdo foram
colocadas em duplicata em placa de SDA e incubadas por 48 h a 37 °C. Apés esse
periodo, as colbnias foram quantificadas e fotografadas com o auxilio de um celular.

Para o estudo da reprodutibilidade utilizou-se o Coeficiente de Correlacao Intra-
classe (CCIl) com seu respectivo nivel de significancia a 5% e a classificacéo do valor

de CCI foi realizada segundo os critérios determinados por Fermanian em 198482, o
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qual propds que uma correlacéo a partir de 0,71 ja é considerada boa e que entre 0,91
a 1,00 é considerada excelente®?,

Apobs a contagem de ambos métodos em dois momentos distintos, os dados de
UFC/mL e células/mL obtidos para cada morfologia fungica foram individualmente
submetidos ao teste estatistico descrito para se verificar a concordancia intra-

examinador.

4.2.7 Adequacéao de metodologia
Foi realizado cultivo de inéculos nas morfologias de leveduras e hifas, conforme
descrito no item 4.2.1, para a cepa ATCC90028 de C. albicans. Os valores de UFC/mL

obtidos estédo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Valores de contagem por UFC/mL obtidos nas diferentes diluicfes.

Morfologia Diluicéo UFC/mL*
106 2,51E+06 (1,20E+06)
Leveduras 10° 2,70E+05 (1,39E+05)
10 1,61E+04 (2,85E+03)
106 1,91E+06 (2,89E+05)
Hifas 10° 1,57E+05 (4,04E+04)
10 1,90E+04 (1,01E+04)

* Média (+ desvio-padrdo), n = 10 para cada diluicdo.
Fonte: Elaboragéo do autor.

Foram confeccionadas laminas de cada amostra marcada com os diferentes
fluoroforos e entéo foi realizada a leitura nesse momento no In Cell Analyzer 2000. As

imagens foram adquiridas nos diferentes canais de cada fluor6foro e também em
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campo claro. A quantificacdo de células foi realizada através da analise das imagens
adquiridas (quantificacdo manual, Tabela 2). Ndo foram detectadas células nas
amostras mais diluidas (de 102 a 10?) e, por isso, a contagem foi realizada somente

nas amostras mais concentradas (10 a 109).

Tabela 2 - Valores de contagem manual apoés leitura no In Cell Analyzer obtidos nas

diferentes dilui¢des.

Concanavalina

Morfologia Dilui¢éo %ﬁ‘;“rg,? A, Alex*a Fluor 'Fﬁ’r%%‘?ge‘(’ﬁ Hoechst*
106 3,77E+06 3,77TE+06 4,20E+04 3,81E+06

(1,72E+06)  (1,72E+06) (3,63E+04)  (1,75E+06)

Leveduras 10 5,70E+04 5,70E+04 8,00E+02 5,78E+04
(1,77E+04)  (1,77E+04) (1,33E+03)  (1,85E+04)

104 9,40E+03 9,40E+03 0,00E+00 9,40E+03

(3,58E+03) (3,58E+03) (0,00E+00)  (3,58E+03)

106 3,88E+06 3,88E+06 1,18E+05 7,13E+06

(2,00E+06)  (2,00E+06) (5,25E+04)  (3,65E+06)

Hifas 105 6,64E+04 6,64E+04 0,00E+00 1,02E+05
(4,78E+04) (4,78E+04) (0,00E+00)  (9,42E+04)

104 1,68E+04 1,68E+04 2,00E+02 4,50E+04

(1,84E+04) (1,84E+04) (6,00E+02)  (3,53E+04)

* Média (+ desvio-padrao), n = 10 para cada diluicao.

Fonte: Elaboracéo do autor.

N&o foi realizada a analise de pseudo-hifas e de outras cepas de C. albicans
devido a alguns contra-tempos: o equipamento In Cell Analyzer € multiusuario,
necessita de agendamento para uso e, até o primeiro semestre de 2020, estava
precisando de manutencéo, o que acarretava em demora na aquisicdo das imagens;
a funcionaria técnica responsavel pelo equipamento necessitou se ausentar em

alguns momentos (realizagéo de cirurgia e férias). Além disso, com as amostras de
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leveduras e hifas observadas no equipamento, algumas limitacdes na técnica foram
encontradas, como por exemplo:

. Quando o equipamento captura imagens das células, principalmente hifas, ha
um desfoque de algumas regides, o que impossibilita a contagem correta de nucleos.
. O equipamento fotografava um plano, ou seja, células que se encontravam em
outros planos ndo eram captadas ou eram captadas sem nitidez, o que impedia
distinguir se era uma célula isolada ou um aglomerado. Em alguns momentos, foi
possivel verificar que havia células no campo claro, e quando o equipamento era
alterado para o modo de fluorescéncia, formavam-se “borrdes”, consequéncia dessa
falta de foco em outros planos. Assim, ao se adquirir a imagem da amostra, o total de
células nao era capturado.

Em virtude dessas limitac6es do In Cell Analyzer 2000, as imagens das amostras
passaram a ser adquiridas em Microscopio Confocal para que todas as células
presentes na amostra fossem capturadas. Adicionalmente, observa-se nas Tabelas 1
e 2 que os valores obtidos na contagem de células foram ligeiramente menores que
os valores de UFC/mL para ambas morfologias (amostras 10° e 10%), o que contradiz
a informacédo de que a contagem de coldnias subestima a de células'” 5672, Por isso,
outras adequacfes foram realizadas para que houvesse maior precisdo do método:
as amostras fungicas marcadas com os fluoréforos foram pipetadas (10 pL) em
camara de Neubauer e ndo mais em laminas convencionais para aquisicdo das
imagens em Microscopio Confocal e maior precisdo de contagem; o plaqueamento
das amostras foi realizado com o mesmo volume utilizado na camara de Neubauer
(10 pL, e ndo mais 25 pL) e, previamente ao plagueamento, as suspensdes fungicas
foram diluidas em PBS no mesmo volume dos fluoréforos utilizados para marcacéo

celular (1 mL de in6culo em 9,1 mL de PBS), para que a quantidade de células
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plagueadas fosse a mesma (ou mais préoxima possivel) que a observada em Confocal.
Além disso, verificamos que os veiculos dos fluoréforos (bicarbonato 9 mM para
Concanavalina Alexa Fluor 1 e Triton X100 e PBS para Hoechst em 10:90:1) nao

comprometiam a viabilidade celular fungica quando comparados com PBS (Tabela 3).

Tabela 3 - Valores de UFC/mL de C. albicans (SC5314) tratado com os veiculos dos
fluoréforos (bicarbonato 9 mM e Triton X100 e PBS em 10:9:1) ou somente PBS na

mesma proporcao.

Diluicdo Veiculos dos fluoréforos PBS
100 5,60E+06 2,28E+06
10! 4,75E+05 1,78E+05
102 6,50E+04 1,98E+04
103 9,00E+03 2,03E+03
104 5,00E+02 1,58E+02

Fonte: Elaboracéo do autor.

Na literatura, o uso do soro é constantemente associado a inducdo de
filamentacdo em C. albicans?®-3L, Por isso foram realizados alguns testes para verificar
a possibilidade do uso do soro no presente estudo também. As amostras receberam
RPMI-1640 suplementado com Soro Fetal Bovino e foram realizadas capturas de
imagens em diversos periodos de tempo com o objetivo de verificar o aumento da
filamentacdo no protocolo de formagéo de hifa. Com a observacéo das imagens foi
estabelecido que o melhor protocolo para o presente estudo seria o ja estabelecido
inicialmente por meio de temperatura e atmosfera (em 4.2.1) e sem a suplementacao
do soro. O soro atuou semelhante a um meio de cultivo, aumentando a quantidade de

células (Figura 4).
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Figura 4 - Imagens obtidas no Microscopio Confocal (objetiva de 20x, campo

claro) para teste do uso de soro no protocolo de filamentacao (continua).

Protocolo Sem Soro

Protocolo Com Soro




58

Figura 4 - Imagens obtidas no Microscopio Confocal (objetiva de 20x, campo

claro) para teste do uso de soro no protocolo de filamentacéo (concluséo).
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A figura é composta por imagens que foram suplementadas com soro e imagens que nao
foram suplementadas com o soro e as imagens foram capturadas em diversos periodos de
incubacao (4 horas, 6 horas, 8 horas, 10 horas e 24 horas). A (Sem soro, incubacao por 4
horas); B (Com soro, incubacéo por 4 horas); C (Sem Soro, incubacéo por 6 horas); D (Com
soro, incubacgdo por 6 horas); E (Sem Soro, incubacéo por 8 horas); F (Com soro, incubacéo
por 8 horas); G (Sem soro, incubacéo por 10 horas); H (Com soro, incubacéo por 10 horas); |
(Sem soro, incubacéo por 24 horas); J (Sem soro, incubacéo por 24 horas).

Fonte: Elaboragéo do autor.

Feitas essas adequacdes, amostras de leveduras e hifas (n = 10 cada) da cepa
SC5314 foram cultivadas, sonicadas, diluidas e quantificadas por crescimento de

colénias (UFC/mL) e em microscopio Confocal (células/mL) (Figura 5).

Figura 5 - Imagens obtidas no Microscopio Confocal para os diferentes fluoréforos.
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Concanavalina Alexa Fluor (verde, A e F); lodedo de Propideo (vermelho, E); Hoechst
(azul, B e D). Sendo as imagens A e B referentes a morfologia de levedura e as demais
imagens a morfologia de filamentos.

Fonte: Elaboracéo do autor.

Como no In Cell Analyzer, no Microscopio Confocal também ndo foram
detectadas células nas amostras mais diluidas (10° a 10%'), somente nas mais
concentradas (10* a 10°), totalizando n = 30 para 10 in6culos para cada morfologia.

A metodologia proposta para crescimento de pseudo-hifas demonstrou presenca
de hifas verdadeiras (Figura 6) e por isso nao foi utilizada. Esse resultado confirma a
informacéo de que ainda ndo ha nenhuma condicao in vitro para indu¢cdo somente de

pseudo-hifas®.

Figura 6 - Hifas verdadeiras de C. albicans (setas) obtidas com o protocolo de cultivo

para pseudo-hifas (24 h em NaCl seguido por 8 h em RPMI a 30 °C).

N

Fonte: Elaboragéo do autor.
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4.2.8 Analise estatistica

Cada amostra, tanto de cultura planctdnica como biofilme, foi submetida aos
meétodos de quantificacdo para que a correlacdo dos métodos possa ser mais precisa.
Trata-se de um estudo experimental in vitro, cujas variaveis manifestas, quantitativas
continuas e de desfecho sdo: UFC/mL, nimero de células viaveis no Microscépio
Confocal, nimero de nucleos de células viaveis (determinado no Microscopio
Confocal) e atividade metabdlica; e as variaveis manifestas, quantitativas discretas e
independentes sdo: morfologia e tipo de crescimento (biofilme ou plancténico).

Os métodos de quantificacdo foram comparados dois a dois: UFC/mL X
células/mL para culturas placténicas e biofimes e XTT X células/mL; XTT X UFC/mL
para biofilmes. Para culturas planctonicas (leveduras e formas filamentosas) e
biofiimes, foi analisada a concordancia e correlacdo entre os meétodos de
qguantificacdo. Para a analise de correlacéo linear, os dados (n = 30) foram plotados
em um grafico de disperséo, foram calculados os coeficientes de determinacédo (R?) e
correlacdo (r), bem como a equacdo de regressdao. A distribuicdo normal e a
homocedasticidade dos dados foram avaliadas pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene.
A significancia foi determinada pelo coeficiente de correlagdo de Spearman (a = 5%).

A analise de concordancia foi realizada pelo CClI com Analise de Variancia
(ANOVA) a dois fatores de efeito aleatorio e que teve como variaveis independentes
os meétodos de quantificacéo, além do grafico de Bland-Altman que permite verificar
contagens sub e superestimadas, com intervalo de confianca de 95%. Para
complementar os dados encontrados no Bland-Altman Plot, também foi realizado um
teste t para saber se as diferencas entre os métodos sdo estatisticamente diferentes
de zero. A analise do erro sistematico também foi realizado através do teste t pareado

para compreender se as quantificacdes foram estatisticamente diferentes de zero.
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5 RESULTADOS
5.1Teste de Calibracéao

Para as diferentes morfologias analisadas da cepa de C. albicans SC5314, foi
verificado que os valores concordancia tanto das contagem de colénias (UFC/mL)
como das de células/mL em camara de Neubauer em dois momentos distintos (das
amostras e posteriormente das fotografias das amostras) foi acima de 0,915 (Tabela

4), o que corresponde ao critério “Excelente” segundo Fermanian®, 1984:

Tabela 4 - Valores de concordancia intra-avaliador obtidos na contagem de colbnias

e células para as diferentes morfologias de C. albicans (SC5314).

Morfologia Método Contagem Amostras* Contagem Fotografia* p®
UFC/mL 1,18E+07 (4,43E+06) 1,26E+07 (5,18E+06) 0,999
Leveduras
Células/mL 3,04E+07 (2,17E+06) 3,04E+07 (2,21E+06) 0,915
Pseudo- UFC/mL 3,55E+07 (9,61E+06) 3,55E+07 (9,56E+06) 0,971
hifas
Células/mL 1,42E+07 (2,44E+06) 1,39E+07 (2,18E+06) 0,988
UFC/mL 5,39E+07 (9,96E+06) 5,38E+07 (9,86E+06) 0,999
Hifas
Células/mL 2,10E+07 (1,06E+06) 2,08E+07 (1,05E+06) 0,999

* Média (+ desvio-padrao), n = 10 para cada método de contagem.

Fonte: Elaboragéo do autor.
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5.2 Cepa Padréo SC5314
5.2.1Culturas plancténicas

Os resultados de CCl da Tabela 5 mostram que houve uma concordancia nula®
(p < 0,31) (APENDICE D, I), 0 que é explicado pelos valores maiores de células/mL
em relacdo aos de UFC/mL. Em média (+ desvio-padréo), os valores de células/mL
sdo maiores do que os de UFC/mL em 0,64 + 0,26 logio e 0,69 + 0,18 logio para
leveduras e filamentos, respectivamente. Para a analise de normalidade, foi realizado
o teste de Shapiro-Wilk (p < 0,001), que demonstrou que os dados nao apresentaram
distribuicdo normal. O teste de Levene realizado para os dados obtidos com as
culturas plancténicas de SC5314 em ambas as morfologias demonstrou
heterocedasticidade (p < 0,05) dos dados (APENDICE A, B, E, F). Assim, foi feita a
analise de correlacdo de Spearman que demonstrou correlacdo forte/alta e
significativa (p < 0,001) para ambas morfologias (APENDICE C). Os valores do
coeficiente de correlacdo de Spearman e CCI estdo demonstrados na Tabela 7
(APENDICE C, D, G, H). Os valores do coeficiente de determinagdo (R2, Figura 7)
demonstram que 70% e 90% da variabilidade de UFC/mL é explicada por células/mL

para leveduras e filamentos, respectivamente.

Tabela 5 - Resultados dos testes de CClI e correlacdo de Spearman entre os valores
de UFC/mL e células/mL para as morfologias de leveduras e filamentos da cepa

padrdo de C. albicans SC5314 (APENDICE A-D).

CCl (p) r's p*
Leveduras 0,401 0,884 0,001
Filamentos 0,428 0,909 0,001

rs: Coeficiente de correlacdo de Spearman;
*. Significancia do Coeficiente de Correlacdo de Spearman.

Fonte: Elaboragéo do autor.
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Esses resultados demonstram que os métodos de contagem por UFC/mL e
células/mL, apesar de fortemente correlacionadas, ndo concordam entre si. Com isso,
foi realizada uma outra analise de concordéancia, o teste de Bland-Altman (Figura 8),
gue demonstrou também auséncia de concordancia entre os métodos, tanto para
leveduras (p = 0,001) como para filamentos (p < 0,001) (APENDICE | - L). A anélise
do erro do método (Tabela 6) demonstrou que os valores das diferencas entre os
métodos foram estatisticamente diferentes de zero. Os graficos da Figura 8
demonstram, para ambas morfologias, que: 1. As diferencas entre as medidas sao
sempre negativas, ou seja, a contagem por UFC/mL é sempre menor em relacéo a de
células/mL; 2. O modulo da diferenca das medidas € maior quanto maior sdo as suas
médias, ou seja, quanto maior € a média entre UFC/mL e células/mL, maior € o modulo
da diferenca entre essas medidas e 3. Existe um viés de proporcao entre os métodos
de UFC/mL e células/mL para ambas morfologias, cujo modelo de regressao simples
(p < 0,001) demonstra que existe uma tendéncia das diferencas dos métodos se

concentrarem abaixo da média das diferencas dos métodos.
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Figura 7 - Grafico de dispersdo com a correlacéo linear (reta) e regressao (equacao)

entre UFC/mL e células/mL para as morfologias de leveduras (A) e filamentos (B) (n

= 30 cada) da cepa padréo de C. albicans SC5314.
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Fonte: Elaboracéo do autor.
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Figura 8 - Grafico Bland-Altman para os métodos de UFC/mL e células/mL para as

morfologias de leveduras (A) e filamentos (B) (n = 30 cada) cepa padrdo SC5314 de

C. albicans (continua)
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Figura 8 - Grafico Bland-Altman para os métodos de UFC/mL e células/mL para as
morfologias de leveduras (A) e filamentos (B) (n = 30 cada) cepa padrdo SC5314 de

C. albicans (concluséo).
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Fonte: Elaboragéo do autor.
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Tabela 6 - Resultados da analise do erro do método entre os valores de UFC/mL e
células/mL para as morfologias de leveduras e filamentos da cepa padrdo de C.

albicans SC5314.

t p*
Leveduras 3,836 0,001
Filamentos 4,288 0,001

*: Significancia do teste t pareado.

Fonte: Elaboragéo do autor.

5.2.2 Biofilme

Os resultados das analises CCI e correlacdo entre os métodos de contagens
de UFC/mL e células/mL para as amostras de biofilme da cepa padrdo SC5314 estao
apresentados na Tabela 7 e Figura 9, respectivamente. Os resultados de CCI da
Tabela 7 mostraram que houve uma concordancia regular (p = 0,566)8 (APENDICE
Q).. Em média (x desvio-padrao), os valores de células/mL sdo maiores do que os de
UFC/mL em 450E+05 (x 7,35E+05). Os testes de Shapiro-Wilk e Levene
demonstraram que 0s pressupostos normalidade (p < 0,001) e homogeneidade das
variancias (p = 0,009) ndo foram atendidos. Ja os valores do coeficiente de correlagédo
de Spearman (Tabela 7, APENDICE M-P) demonstraram correlagdo forte/alta e
significativa (p < 0,001). Os valores do coeficiente de determinacdo (R?, Figura 9)
demonstram que 64% da variabilidade de UFC/mL é explicada por células/mL em
biofilmes (APENDICE Q, R). A anélise de Bland-Altman (Figura 10) demonstrou
também auséncia de concordancia entre os métodos (p < 0,05) (APENDICE R,S). A
analise do erro do método nas amostras de biofilme (Tabela 8) também demonstrou
gue os valores das diferencas entre os metodos foram estatisticamente diferentes de
zero. O gréfico da Figura 10 demonstra que: 1. As diferengas entre as medidas sao

sempre negativas, ou seja, a contagem por UFC/mL é sempre menor em relagcéo a de



69

células/mL; 2. O modulo da diferenca das medidas € maior quanto maior sdo as suas
meédias, ou seja, quanto maior € a meédia entre UFC/mL e células/mL, maior € o modulo
da diferenca entre essas medidas e 3. Existe um viés de propor¢ao entre os métodos
de UFC/mL e células/mL, cujo modelo de regressédo simples (p < 0,001) demonstra
gue existe uma tendéncia das diferencas dos métodos se concentrarem abaixo da

meédia das diferencas dos métodos.

Tabela 7 - Resultados dos testes de CClI e correlacdo de Spearman entre os valores

de UFC/mL e células/mL para biofilme da cepa padrdo SC5314 de C. albicans.

CCl (p) rs p*

Biofilme 0,566 0,852 0,001

rs: Coeficiente de Correlagcédo de Spearman,;
*: Significancia do Coeficiente de Correlacdo de Spearman.

Fonte: Elaboragéo do autor.
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Figura 9 - Grafico de dispersdo com a correlacéo linear (reta) e regressao (equacao)
entre UFC/mL e células/mL para biofilme da cepa padrao SC5314 de C. albicans (n =

28).
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Figura 10 - Grafico Bland-Altman entre UFC/mL e células/mL para biofilme (n = 28)

da cepa padrdao SC5314 de C. albicans.
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Fonte: Elaboracéo do autor.

Tabela 8 - Resultados da andlise do erro do método entre os valores de UFC/mL e

células/mL para biofilme da cepa padréo de C. albicans SC5314.

t p*
Biofilme 2,660 0,013
*: Significancia do teste t pareado.

Fonte: Elaboragéo do autor.
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A analise de correlacédo entre o ensaio XTT e as contagens de UFC/mL e
células/mL e para as amostras de biofilme da cepa padrdao SC5314 de C. albicans
estdo apresentados na Figura 11. Os valores do coeficiente de determinacédo (R?)
demonstram que 40% da variabilidade dos valores de absorbancia do ensaio XTT é
explicada por UFC/mL em biofilmes (Figura 11A) e que 41% da variabilidade dos
valores de absorbancia de ensaio XTT € explicada por células/mL (Figura 11B). Os
valores do coeficiente de correlagcdo de Spearman e CCI estdo demonstrados na
Tabela 9 (APENDICE S, T). Foi possivel identificar uma forte e significativa correlacao,
porém através do valor de CCI foi possivel identificar que os valores ndo concordam

entre sim.

Tabela 9 - Resultados dos testes de CCI e correlacdo de Spearman entre os valores
de UFC/mL, células/mL e XTT para biofilme da cepa padrdo SC5314 de C. albicans

(APENDICE T, U).

CCl (p) rs p*
UFC/mL x XTT -0,011 0,848 0,001
Células/mL x XTT -0,003 0,707 0,001

rs: Coeficiente de Correlagcédo de Spearman,;
*: Significancia do Coeficiente de Correlacdo de Spearman.

Fonte: Elaboragéo do autor.
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Figura 11 - Gréfico de dispersdo com a correlacao linear (reta) e regressao (equacao)
entre os valores de absorbancia do ensaio de XTT e os métodos de quantificacédo por

UFC/mL (A) e células/mL (B) para biofilme da cepa padrdo C. albicans (n = 28)

(continua).
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Figura 11 - Gréfico de dispersdo com a correlacao linear (reta) e regressao (equacao)
entre os valores de absorbancia do ensaio de XTT e os métodos de quantificacédo por
UFC/mL (A) e células/mL (B) para biofilme da cepa padrdo C. albicans (n = 28)

(concluséo).
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5.3 Isolado Clinico 3030B
5.3.1Culturas plancténicas

Os valores de concordancia e correlacéo para as amostras de isolado clinico
de C. albicans de paciente diabético com estomatite protética estdo apresentadas na
Tabela 10 e Figura 12. Os resultados de CCI da Tabela 10 mostram que houve uma
concordancia nula (p<0,31)8 (APENDICE X, B1). Ja os valores do coeficiente de
correlacdo de Spearman estdo apresentados na Tabela 10 (APENDICE U - Al). Os
valores do coeficiente de determinacéo (R?, Figura 12) demonstram que 85% e 89%
da variabilidade de UFC/mL é explicada por células/mL em leveduras e filamentos,
respectivamente. Assim como observado para a cepa padrdo SC5314 de C. albicans,
os resultados demonstram que os métodos de contagem por UFC/mL e células/mL,
sao fortemente correlacionados, porém ndo concordam entre si. A analise do erro do
método (Tabela 11) também demonstrou que as diferencas entre as médias foram
estatisticamente diferentes de zero. A analise de concordancia, pelo teste de Bland-
Altman (Figura 13), demonstrou também auséncia de concordancia entre os métodos

(p < 0,001) e que UFC/mL subestima a quantificacdo de células/mL.

Tabela 10 - Resultados dos testes de CCl e correlacdo de Spearman entre os valores

de UFC/mL e células/mL do isolado clinico 3030B (APENDICE X,Y,B1,C1).

CClI (p) rs p*
Leveduras 0,263 0,884 < 0,001
Filamentos 0,257 0,903 < 0,001

rs: Coeficiente de Correlacdo de Spearman;
*. Significancia do Coeficiente de Correlacdo de Spearman

Fonte: Elaboragéo do autor.
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Figura 12 - Gréfico de dispersdo com a correlacao linear (reta) e regressao (equacao)

entre UFC/mL e células/mL para as morfologias de leveduras (A) e filamentos (B) (n

= 30 cada) do isolado clinico 3030B.
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Figura 13 - Gréfico Bland-Altman dos métodos de UFC/mL e células/mL para as

morfologias de leveduras (A) e filamentos (B) (n = 30 cada) do isolado clinico 3030B

(continua).
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Figura 13 - Gréfico Bland-Altman dos métodos de UFC/mL e células/mL para as
morfologias de leveduras (A) e filamentos (B) (n = 30 cada) do isolado clinico 3030B

(concluséo).
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Fonte: Elaboragéo do autor.

Tabela 11 - Resultados da analise do erro do método entre os valores de UFC/mL e

células/mL isolado clinico 3030B.

t p*
Leveduras 4,113 < 0,001
Filamentos 4,449 < 0,001

*. Significancia do teste t pareado.

Fonte: Elaborag&o do autor.
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5.3.2 Biofilme

Os valores de concordancia e correlacdo para as amostras de biofilme do isolado
clinico do isolado clinico 3030B estdo apresentadas na Tabela 12 e Figura 14. Os
resultados de CCI da Tabela 12 mostram que houve uma concordancia nula (p <
0,31)8 (APENDICE C1 — H1). Os valores do coeficiente de correla¢ido de Spearman
estdo apresentados na Tabela 12. Os valores do coeficiente de determinagdo (R?,
Figura 14) demonstram que 88% da variabilidade de UFC/mL é explicada por
células/mL. Assim como observado para a cepa padrdo SC5314 de C. albicans, os
resultados demonstram que os métodos de contagem por UFC/mL e células/mL, sdo
fortemente correlacionados, porém ndo concordam entre si. A andlise de
concordancia, pelo teste de Bland-Altman estd demonstrado na Figura 15. A analise
do erro do método (Tabela 13) demonstrou que os valores das diferencas entre os
meétodos foram estatisticamente diferentes de zero. Em média (+ desvio-padrdo), os

valores de células/mL sdo maiores do que os de UFC/mL em 3,93E+04 (+ 5,93E+04).

Tabela 12 - Resultados dos testes de CCl e correlacdo de Spearman entre os valores
de UFC/mL e células/mL mL para as amostras de biofilme do isolado clinico 3030B

(APENDICE G1, F1).

CClI (p) rs p*

Biofilme 0,884 0,929 < 0,001

rs: Coeficiente de Correlacdo de Spearman;
*. Significancia do Coeficiente de Correlacdo de Spearman

Fonte: Elaborag&o do autor.
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Figura 14 - Gréfico de dispersdo com a correlacao linear (reta) e regressao (equacao)
entre UFC/mL e células/mL para as amostras de biofilme do isolado clinico 3030B (n

= 30).
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Figura 15 - Grafico Bland-Altman entre UFC/mL e células/mL para as amostras de

biofilme de isolado clinico de C. albicans (n = 30).
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Fonte: Elaboragéo do autor.

Tabela 13 - Resultados da analise do erro do método entre os valores de UFC/mL e

células/mL para biofilme do isolado clinico 3030B.

t

Biofilme 4 449

< 0,001

*. Significancia do teste t pareado.

Fonte: Elaborag&o do autor.
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As analises de correlacdo entre o ensaio XTT e as contagens de UFC/mL e

células/mL para as amostras de biofilme do isolado clinico 3030B estédo apresentados

na Figura 16 (APENDICE 11 — N1). Os valores do coeficiente de determinacdo (R?)

demonstram que 89% e 79% da variabilidade dos valores de absorbancia do ensaio

XTT sao explicados por UFC/mL (Figura 16A) e células/mL (Figura 16B) em biofilmes.

Os valores do CCI e correlacdo de Spearman estao apresentados na Tabela 14. Foi

demonstrado que os métodos se correlacionam fortemente (rs = 0,894), apesar de ndo

concordarem entre si (p < 0,001).

Tabela 14 - Resultados dos testes de CCl e correlacdo de Spearman entre os valores

de UFC/mL e células/mL mL para as amostras de biofilme do isolado clinico 3030B

(APENDICE H1, I1).

CCl (p) rs p*
UFC/mL x XTT 0,001 0,950 0,001
Células/mL x XTT 0,001 0,894 0,001

rs: Coeficiente de Correlacdo de Spearman;
*: Significancia do Coeficiente de Correlacdo de Spearman

Fonte: Elaboragéo do autor.



83

Figura 16 - Gréafico de dispersdo com a correlacao linear (reta) e regressao (equacao)

entre os valores de absorbancia do ensaio de XTT e os métodos de quantificacédo por

UFC/mL (A) e células/mL (B) de isolado clinico de C. albicans (n = 30) (continua).
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Figura 16 - Gréafico de dispersdo com a correlacao linear (reta) e regressao (equacao)
entre os valores de absorbancia do ensaio de XTT e os métodos de quantificacédo por

UFC/mL (A) e células/mL (B) de isolado clinico de C. albicans (n = 30) (conclus&o).
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6 DISCUSSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que nao existe concordancia entre os
métodos de contagem de colénias (UFC/mL) e de células para as morfologias de
leveduras e filamentos de C. albicans, apesar de haver forte e significativa correlacao.
Os valores verificados de UFC/mL foram sempre menores que os de células/mL de
uma mesma amostra, independente de sua morfologia. Esse resultado demonstra que
o método de UFC/mL subestima a contagem celular para ambas as morfologias.
Outros estudos ja haviam demonstrado que a contagem de colénias subestima outros
métodos de quantificacdo, como testes colorimétricos e bioluminescentes®®72,
Entretanto, essas investigacdes ndo avaliaram a influéncia da morfologia fangica no
meétodo de quantificacéo.

Estudos in vitro e in vivo que comparam métodos de quantificacdo de C.
albicans em culturas planctbnicas e biofiilmes ndo consideram as diferentes
morfologias do micro-organismo®%.6267.7271 |njcialmente, esperava-se que a diferenca
entre os métodos de contagem fosse maior para filamentos do que para leveduras.
Porém, os resultados de culturas plancténicas demonstraram que nédo houve diferenca
entre leveduras e filamentos quando a diferenca dos métodos foi comparada. Esse
resultado pode ser explicado pelo processo de sonicagédo das amostras, que permitiu
que as ceélulas (tanto leveduras como filamentos) pudessem ser adequadamente
separadas para serem contadas individualmente ou crescerem como col6nias
individuais. Para ambas as morfologias e independente da cepa avaliada, foi
verificado que o método de UFC/mL subestima a quantificacéo de células/mL. Para
as formas filamentosas, micélios e pseudo-hifas com muitos ramos produzem uma
Gnica colbnias, o0 que justifica seu valor subestimado. Ja para leveduras, o valor de

UFC/mL subestimado pode ser justificado pela presenca de células muitos proximas
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gue crescem como colbnias singulares. Neste trabalho, as amostras plaqueadas néao
foram espalhadas (técnica da gota) para impedir que células presentes na aliquota
ficassem aderidas a alca de Drigalky durante o espalhamento e para permitir que
todas as células presentes na amostra pudessem se desenvolver como colbnias.
Biofilmes de C. albicans apresentam células com morfologias mistas, tanto
leveduras como filamentos®1° e células agregadas, por isso, sua quantificacdo por
UFC/mL néo é precisa. Os resultados deste trabalho mostraram que, para as amostras
de biofilme, houve predominio da morfologia de leveduras e que os resultados de
concordancia e correlacdo entre UFC/mL e células/mL se assemelharam aos
observados nas amostras de culturas planctbnicas. Essa semelhanca entre o0s
resultados pode ser atribuido ao método como as amostras de biofilme foram
processadas (desprendimento mecanico dos orificios e sonicacdo), o que permitiu
separacao das células e quantificacdo semelhante as amostras plancténicas.
Desenvolvidas como biofilmes, as células microbianas sdo envolvidas pela
matriz polimérica, o que impede o crescimento de colbnias a partir de células isoladas.
Por essa razdo, o método de UFC/mL ndo € considerado preciso para quantificacdo
de biofilmes e outros métodos, como avaliacdo da atividade metabdlica, tém sido
utilizados®2¢7. Os resultados obtidos com ensaio de XTT neste estudo demonstraram
correlacéo insignificante em relacdo aos métodos de UFC/mL e células/mL. Estudos
prévios ja demonstraram uma relacéo linear entre os valores de absorbancia de XTT
e os de UFC (10° a 108) em culturas plancténicas de C. albicans®® e auséncia de
linearidade entre XTT e o numero de células em biofimes com concentracdo acima de
10° células de C. albicans®?. Foi verificado que, para quantificacdo de biofilmes com

densidade de células acima de 10% o método de PCR é mais preciso que o XTT®2,
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Entretanto, os resultados de quantificacdo por PCR deste estudo ainda ndo foram
obtidos e outras cepas de C. albicans precisam ser ainda avaliadas.

Os resultados encontrados neste estudo alertam para o cuidado ao se selecionar
0 método de quantificacdo em estudos com fungos filamentosos. Apesar de ser
amplamente utilizado, a contagem de colénias ndo é um método preciso para qualquer
morfologia fungica. Como limitacGes deste estudo, os métodos de quantificacdo nao
foram avaliados com as culturas planctonicas e biofilmes submetidas a tratamentos
antifangicos. Foi demonstrado que a relacdo entre os métodos de quantificacdo por
XTT e UFC foi alterada com a agéo de antifingicos®®, enquanto que o método de PCR
demonstrou maior precisdo do que o XTT em biofilmes de C. albicans expostos a
antifingicos e neutréfilos®2. Porém, sabe-se que o método molecular apresenta maior
custo e demanda conhecimento técnico adicional. Esses fatores, além da precisao,
devem ser também levados em consideracdo ao selecionar o método de

quantificacao.
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstraram, que tanto o crescimento plancténico
na forma de leveduras e de filamentos como o cultivo de biofilmes subestimam os
valores de UFC/mL em relacdo ao de células/mL para cepa padrdo e isolado clinico
de C. albicans, apesar desses métodos de quantificacdo demonstrarem forte e

significativa correlacéo.
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APENDICES

APENDICE A - Output do teste de normalidade para as amostras de leveduras

cepa padréo de C. albicans SC5314.

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Grupos Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Valores UFC ,306 30 ,000 ,760 30 ,000
Célula ,314 30 ,000 ,752 30 ,000

a. Lilliefors Significance Correction
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APENDICE B - Output do teste de homogeneidade das variancias para as amostras

de leveduras da cepa padréo de C. albicans SC5314.

Test of Homogeneity of Variance

Levene Statistic dfl df2 Sig.
Valores Based on Mean 46,402 58 ,000
Based on Median 9,773 58 ,003
Based on Median and with
] 9,773 31,119 ,004
adjusted df
Based on trimmed mean 34,652 58 ,000




APENDICE C - Output do teste de correlacao de Spearman para as amostras de

leveduras da cepa padréao de C. albicans SC5314.

Correlations

UFC Célula
Spearman's rho UFC Correlation Coefficient 1,000 ,884™
Sig. (2-tailed) ,000
N 30 30
Célula Correlation Coefficient ,884™ 1,000
Sig. (2-tailed) ,000
N 30 30

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
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APENDICE D — Output do teste de Coeficiente de Correlacéo Intraclasse para as

amostras de leveduras da cepa padrdo de C. albicans SC5314.

Intraclass Correlation Coefficient

95% Confidence Interval

F Test with True Value 0

Intraclass
Correlation® | Lower Bound | Upper Bound | Value dfl df2 Sig
Single Measures ,2502 -,063 ,538 1,974 29 29 ,036
Average
,401¢ -,134 ,699 1,974 29 29 ,036
Measures

Two-way mixed effects model where people effects are random and measures effects are fixed.

a. The estimator is the same, whether the interaction effect is present or not.

b. Type A intraclass correlation coefficients using an absolute agreement definition.

c. This estimate is computed assuming the interaction effect is absent, because it is not estimable otherwise.
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APENDICE E - Output do teste de normalidade para as amostras de hifas da cepa

padrao de C. albicans SC5314.

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Grupo Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Valores UFC ,316 30 ,000 ,743 30 ,000
Célula ,336 30 ,000 ,749 30 ,000

a. Lilliefors Significance Correction
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APENDICE F — Output do teste de homogeneidade das variancias para as amostras

de hifas da cepa padrao de C. albicans SC5314.

Test of Homogeneity of Variance

Levene Statistic dfl df2 Sig.
Valores Based on Mean 75,055 58 ,000
Based on Median 11,950 58 ,001
Based on Median and with
] 11,950 31,456 ,002
adjusted df
Based on trimmed mean 56,725 58 ,000




APENDICE G — Output do teste de correlacao de Spearman para as amostras de

hifa da cepa padrao de C. albicans SC5314.

Correlations

UFC Célula
Spearman's rho UFC Correlation Coefficient 1,000 ,909™
Sig. (2-tailed) ,000
N 30 30
Célula Correlation Coefficient ,909™ 1,000
Sig. (2-tailed) ,000
N 30 30

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
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APENDICE H — Output do teste de Coeficiente de Correlacéo Intraclasse para as

amostras de hifas da cepa padrao de C. albicans SC5314.

Intraclass Correlation Coefficient

95% Confidence Interval

F Test with True Value 0

Intraclass
Correlation® | Lower Bound | Upper Bound | Value dfl df2 Sig
Single Measures 2722 -,057 562 2,183 29 29 ,020
Average
,428¢ -,122 ,720 2,183 29 29 ,020
Measures

Two-way mixed effects model where people effects are random and measures effects are fixed.

a. The estimator is the same, whether the interaction effect is present or not.

b. Type A intraclass correlation coefficients using an absolute agreement definition.

c. This estimate is computed assuming the interaction effect is absent, because it is not estimable oth
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APENDICE | — Output Teste T para a morfologia de levedura da cepa padréo de C.

albicans SC5314.

One-Sample Test

Test Value = 0
95% Confidence Interval of the Difference
Mean
df Sig. (2-tailed) Difference Lower Upper
Diferenca -3,836 29 ,001 | -256031,66667 -392525,6945 -119537,6388
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APENDICE J — Output Teste T para a morfologia de hifa da cepa padrédo de C.

albicans SC5314.

One-Sample Test

Test Value =0

95% Confidence Interval of the

. Difference
Sig. (2- Mean
t df tailed) Difference Lower Upper
Diferenca -4,288 29 ,000 | -370695,00000 -547515,5648 | -193874,4352




APENDICE K — Output da Anélise do modelo de Regress&o simples para a

morfologia de levedura da cepa padréo de C. albicans SC5314.

Coefficients?

Média (UFC, Células/mL)

Sig.

,000

a. Dependent Variable: Diferenga (UFC/MI — Células/mL)
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APENDICE L — Output da Anélise do modelo de Regresséo simples para a

morfologia de hifa da cepa padrdo de C. albicans SC5314.

Coefficients?

Média (UFC, Células/mL)

Sig.

,000

a. Dependent Variable: Diferenga (UFC/MI — Células/mL)
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APENDICE M — Output do teste de normalidade para as amostras de de biofilme da

cepa padréo de C. albicans SC5314.

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
grupos Statistic df Sig. Statistic df Sig.
valores  célula ,279 28 ,000 ,617 28 ,000
UFC ,346 28 ,000 ,710 28 ,000

a. Lilliefors Significance Correction
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APENDICE N —Output do teste de homogeneidade das variancias para as amostras

de de biofilme da cepa padréao de C. albicans SC5314.

Test of Homogeneity of Variance

Levene Statistic dfl df2 Sig.
valores Based on Mean 7,322 1 54 ,009
Based on Median 3,489 1 54 ,067
Based on Median and with adjusted df 3,489 1 31,946 ,071
Based on trimmed mean 4,691 1 54 ,035




APENDICE O — Output do teste de correlacdo de Spearman para as amostras de

biofilme da cepa padrdo de C. albicans SC5314.

Correlations

UFC Célula
Spearman's rho UFC Correlation Coefficient 1,000 ,852™
Sig. (2-tailed) ,000
N 28 28
Célula Correlation Coefficient ,852™ 1,000
Sig. (2-tailed) ,000
N 28 28

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
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APENDICE P — Output do teste de Coeficiente de Correlacdo Intraclasse para as

amostras de biofilme da cepa padréo de C. albicans SC5314.

Intraclass Correlation Coefficient

111

95% Confidence Interval

F Test with True Value 0

Intraclass
Correlation® Lower Bound Upper Bound Value dfl df2 Sig
Single Measures ,3952 ,017 ,683 2,677 22 22 ,013
Average Measures ,566° ,033 ,812 2,677 22 22 ,013

Two-way mixed effects model where people effects are random and measures effects are fixed.

a. The estimator is the same, whether the interaction effect is present or not.

b. Type A intraclass correlation coefficients using an absolute agreement definition.

c. This estimate is computed assuming the interaction effect is absent, because it is not estimable otherwise.
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APENDICE Q — Output Teste T para biofilme da cepa padréo de C. albicans

SC5314.

One-Sample Test

Test Value =0

df

Sig. (2-tailed) | Mean Difference

95% Confidence Interval of the

Difference

Lower

Upper

Diferencas

-2,639

27

,014| -381878,57143

-678831,0134

-84926,1295
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APENDICE R — Output da Anélise do modelo de Regresséo simples para biofilme da

cepa padréo de C. albicans SC5314.

Coefficients?

Média (UFC, Células/mL)

Sig.

,000

a. Dependent Variable: Diferenga (UFC/MI — Células/mL)



APENDICE S — Output do teste de Coeficiente de Correlaco Intraclasse para as

amostras de biofilme da cepa padréo de C. albicans SC5314 (XTT x UFC/mL).

Intraclass Correlation Coefficient

95% Confidence Interval

F Test with True Value 0

Intraclass Lower Upper
Correlation® Bound Bound Value dfl df2 Sig
Single
Measures -,0062 -,360 ,350 ,989 29 29 ,512
Average
Measures -,011°¢ -1,125 ,519 ,989 29 29 ,512

Two-way mixed effects model where people effects are random and measures effects are fixed.

a. The estimator is the same, whether the interaction effect is present or not.

b. Type C intraclass correlation coefficients using a consistency definition. The between-measure
variance is excluded from the denominator variance.

c. This estimate is computed assuming the interaction effect is absent, because it is not estimable

otherwise.
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APENDICE T — Output do teste de Coeficiente de Correlacéo Intraclasse para as

amostras de biofilme da cepa padréo de C. albicans SC5314 (XTT x Células/mL).

Intraclass Correlation Coefficient

95% Confidence Interval

F Test with True Value 0

Intraclass Lower Upper
Correlation® Bound Bound Value dfl df2 Sig
Single
Measures -,0022 -,356 354 ,997 29 29 ,503
Average
Measures -,003¢ -1,108 ,523 ,997 29 29 ,503

Two-way mixed effects model where people effects are random and measures effects are fixed.
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APENDICE U - Output do teste de normalidade para as amostras de levedura do

isolado clinico 3030B.

Tests of Normality?

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Grupos Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Valores UFC ,336 30 ,000 ,755 30 ,000
Célula ,327 30 ,000 ,731 30 ,000

a. There are no valid cases for Valores when Grupos = .. Statistics cannot be computed for this
level.
b. Lilliefors Significance Correction
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APENDICE V - Output do teste de homogeneidade das variancias para as amostras

de levedura do isolado clinico 3030B.

Test of Homogeneity of Variance®

Levene Statistic dfl df2 Sig.
Valores Based on Mean 62,979 1 58 ,000
Based on Median 14,004 1 58 ,000
Based on Median and with
) 14,004 1 29,800 ,001
adjusted df
Based on trimmed mean 50,652 1 58 ,000

a. There are no valid cases for Valores when Grupos = .. Statistics cannot be computed for this

level.
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APENDICE W — Output do teste de correlacéo de Spearman para as amostras de

levedura do isolado clinico 3030B.

Correlations

UFC Célula
Spearman's rho UFC Correlation Coefficient 1,000 ,884"
Sig. (2-tailed) . ,000
N 30 30
Célula Correlation Coefficient ,884™ 1,000
Sig. (2-tailed) ,000
N 30 30

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).



APENDICE X — Output do teste de Coeficiente de Correlacdo Intraclasse para as

amostras de levedura do isolado clinico 3030B.

Intraclass Correlation Coefficient

119

95% Confidence Interval

F Test with True Value 0

Intraclass
Correlation® Lower Bound Upper Bound Value dfl df2 Sig
Single Measures , 1512 -113 434 1,545 29 29 124
Average Measures ,263° -,254 ,605 1,545 29 29 , 124

Two-way mixed effects model where people effects are random and measures effects are fixed.

a. The estimator is the same, whether the interaction effect is present or not.

b. Type A intraclass correlation coefficients using an absolute agreement definition.

c. This estimate is computed assuming the interaction effect is absent, because it is not estimable otherwise.
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APENDICE Y - Output do teste de normalidade para as amostras de hifa do isolado

clinico 3030B.
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Grupo Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Valores UFC ,239 30 ,000 ,818 30 ,000
Célula ,268 30 ,000 , 787 30 ,000

a. Lilliefors Significance Correction
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APENDICE Z - Output do teste de homogeneidade das variancias para as amostras

de hifa do isolado clinico 3030B.

Test of Homogeneity of Variance

Levene Statistic dfl df2 Sig.
Valores Based on Mean 10,506 58 ,002
Based on Median 2,226 58 ,141
Based on Median and with
] 2,226 46,366 ,142
adjusted df
Based on trimmed mean 8,011 58 ,006
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APENDICE A1 — Output do teste de correlacédo de Spearman para as amostras de

hifa do isolado clinico 3030B.

Correlations

UFC Célula
Spearman's rho UFC Correlation Coefficient 1,000 ,903™
Sig. (2-tailed) ,000
N 30 30
Célula Correlation Coefficient ,903™ 1,000
Sig. (2-tailed) ,000
N 30 30

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
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APENDICE B1 - Output do teste de Coeficiente de Correlacdo Intraclasse para as

amostras de hifa do isolado clinico 3030B.

Intraclass Correlation Coefficient

95% Confidence Interval

F Test with True Value 0

Intraclass
Correlation® Lower Bound Upper Bound Value dfl df2 Sig
Single Measures ,1472 -,109 ,426 1,562 29 29 ,118
Average Measures ,257°¢ -,245 ,598 1,562 29 29 , 118

Two-way mixed effects model where people effects are random and measures effects are fixed.

a. The estimator is the same, whether the interaction effect is present or not.

b. Type A intraclass correlation coefficients using an absolute agreement definition.

c. This estimate is computed assuming the interaction effect is absent, because it is not estimable otherwise.



APENDICE C1 - Output do teste de normalidade para as amostras de

isolado clinico 3030B.

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Grupo Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Valores UFC ,239 30 ,000 ,818 30 ,000
Célula ,268 30 ,000 ,787 30 ,000

a. Lilliefors Significance Correction
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APENDICE D1 - Output do teste de homogeneidade das variancias para as amostras

de biofilme do isolado clinico 3030B.

Test of Homogeneity of Variance

Levene Statistic dfl df2 Sig.
Valores Based on Mean 10,506 58 ,002
Based on Median 2,226 58 141
Based on Median and with
) 2,226 46,366 ,142
adjusted df
Based on trimmed mean 8,011 58 ,006
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APENDICE E1 - Output do teste de correlagdo de Spearman para as amostras de

biofilme do isolado clinico 3030B.

Correlations

UFC Célula
Spearman's rho UFC Correlation Coefficient 1,000 ,929™
Sig. (2-tailed) . ,000
N 30 30
Célula Correlation Coefficient ,929™ 1,000
Sig. (2-tailed) ,000
N 30 30

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
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APENDICE F1 - Output do teste de Coeficiente de Correlacéo Intraclasse para as

amostras de biofilme do isolado clinico 3030B.

Intraclass Correlation Coefficient

95% Confidence Interval F Test with True Value 0
Intraclass Lower
Correlation® | Bound Upper Bound Value dfl df2 Sig
Single .
Measures ,000 -,355 ,355 1,000 29 29 ,500
Average .
Measures ,000 -1,101 ,524 1,000 29 29 ,500

Two-way mixed effects model where people effects are random and measures effects are fixed.
a. The estimator is the same, whether the interaction effect is present or not.

b. Type C intraclass correlation coefficients using a consistency definition. The between-measure
variance is excluded from the denominator variance.

c. This estimate is computed assuming the interaction effect is absent, because it is not estimable
otherwise.
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APENDICE G1 - Output do teste de Coeficiente de Correlacéo Intraclasse para as

amostras de biofilme do isolado clinico 3030B (XTT x UFC/mL).

Intraclass Correlation Coefficient

95% Confidence Interval

F Test with True Value 0

Intraclass Lower Upper
Correlation® Bound Bound Value dfl df2 Sig
Single
Measures -,0022 -,356 354 ,997 29 29 ,503
Average
Measures -,003¢ -1,108 ,523 ,997 29 29 ,503

Two-way mixed effects model where people effects are random and measures effects are fixed.
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APENDICE H1 — Output do teste de Coeficiente de Correlacdo Intraclasse para as

amostras de biofilme de biofilme do isolado clinico 3030B (XTT x Células/mL).

Intraclass Correlation Coefficient

95% Confidence Interval

F Test with True Value 0

Intraclass Lower
Correlation® | Bound Upper Bound Value dfl df2 Sig
Single
Measures ,0002 -,355 ,355 1,000 29 29 ,500
Average
Measures ,000°¢ -1,101 ,524 1,000 29 29 ,500

Two-way mixed effects model where people effects are random and measures effects are fixed.

a. The estimator is the same, whether the interaction effect is present or not.

b. Type C intraclass correlation coefficients using a consistency definition. The between-measure

variance is excluded from the denominator variance.

c. This estimate is computed assuming the interaction effect is absent, because it is not estimable

otherwise.
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APENDICE |1 - Output do teste de normalidade para as amostras de biofilme do

isolado clinico 3030B (XTT x células/mL).

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Grupo Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Valores  Células 281 28 000 617 28 000
XTT 239 28 000 803 28 000

a. Lilliefors Significance Correction
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APENDICE J1 - Output do teste de homogeneidade das variancias para as amostras

de biofilme do isolado clinico 3030B (XTT x células/mL).

Test of Homogeneity of Variance

mean

Levene
Statistic dfl df2 Sig.
Valores Based on

Mean 20,232 54 ,000
Based on
Median 9,276 4 004
Based on
Median
and with 9,276 27,000 ,005
adjusted df
Based on
trimmed 13,859 54 ,000
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APENDICE K1 - Output do teste de correlacdo de Spearman para as amostras de

biofilme do isolado clinico 3030B (XTT x células/mL)..

Correlations

Célula XTT
Spearman's Célula Corre'la'tlon 1,000 707"
rho Coefficient
Sig. (2-
tailed) ,000
N
28 28
XTT Correlation .
Coefficient 707 1,000
Sig. (2-
tailed) 000
N
28 28

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
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APENDICE L1 - Output do teste de normalidade para as amostras de biofiime do

isolado clinico 3030B (XTT x UFC/mL).

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Grupo Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Valores  UFC 346 28 000 710 28 000
XTT 239 28 000 803 28 000

a. Lilliefors Significance Correction
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APENDICE M1 - Output do teste de homogeneidade das variancias para as amostras

de biofilme do isolado clinico 3030B (XTT x UFC/mL).

Test of Homogeneity of Variance

mean

Levene
Statistic dfl df2 Sig.
Valores Based on

Mean 52,004 54 ,000
Based on
Median 12,973 54 ,001
Based on
Median
and with 12,973 27,000 ,001
adjusted df
Based on
trimmed 38,116 54 ,000
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APENDICE N1 — Output teste de correlacdo de Spearman para as amostras de

biofilme do isolado clinico 3030B (XTT x UFC/mL)..

Correlations

UFC XTT
Spearman's UFC Correlation -
rho Coefficient 1,000 ,848
Sig. (2-
tailed) 000
N 28 28
XTT Correlation .
Coefficient 848 1,000
Sig. (2-
tailed) ,000
N
28 28

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
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Titulo da Pesquisa: Andlise comparativa dos métodos de quantificagio das formas morfoldgicas de
Candida albicans em culluras planctdnicas e blofilmes

Pesquisador: Ewerton Garcla de Olivelra Mima

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 18388719.0.0000.5416

Instituigdo Proponenta: Faculdade de Odontologia de Araraguara - UNESP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 3 9098238

Apresentacio do Projeto:

Candida albicans & o principal fungo patdgenc que acomele aos seres humanos e apresenta a capacidade
de se desenvolver em diferentes morfologias (leveduras, pseudohifas e hifas), caracteristica essa
denominada de polimorfismo. Esse polimorfismo compromete os métodos de quantificacdo que requeram
precisdo & acuracia, como as pesquisas gue envolvemn fungos filamentosos. O objetivo deste esludo serd
comparar 0s métodos de quantificacio de C. albicans por unidades formadoras de coldnias (UFC), por
reagdo em cadeia de polimerase quantitativa (qPCR) com a contagem de células vidveis e de nicleos
celulares no In Cell Analyzer 2000. Cepas padrdes (n=13) e isolados clinicos de C. albicans (n=2) serao
utilizadas. Culluras planctinicas padronizadas (n=25) de cada cepa de C. albicans serdo desenvolvidas nas
formas de levedura e filamentos & submetidas aos triés métodos de quantificagdo: UFCIimL, contagem
celular @ gPCR. Para contagem celular, o equipamento In Cell Analyzer 2000 serd utiizade com a
suspensdo fingica tratada com diferentes marcadores flucrescentes para evidenclar células vidvels, células
ndo vidvels & os

nicleos celulares. Para a qPCR, um agente intercalante de ligagdo cruzada ao DNA serd utilizado para
excluir o DMNA de células ndo vidvels com dano de membrana. Esses mesmos testes serdo realizados para
biofilmes, que serdo cultivados em orificlos de placas de 95 pogos por 48 horas. Os dados serdo submetidos
a uma andlise de concordancia (coeficiente de correlacio intraclasse) e de correlacio { = 5%) entre os
métodos (UFCimL, contagem celular e gPCR). No caso de correlagao
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forte @ significativa, esta serd seqguida por um estudo de regressao linear multipla para tentar se predizer os
valores de quantificacio de um método em relacdo ao outro.

Objetivo da Pesquisa:

A proposta deste estudo sera comparar os metodos de guantificacao das formas morfologicas de Candida
albicans em culturas planctonicas &

bisfilmes. Dacta modo, oe objetives eepacificos deste sstudo eaa:

1. Comparar a quantificacao de Candida albicans por unidades formadoras de colonias (UFC) versus a
contagem pof celulas viavels:

2. Comparar a quaniificacao de Candida alblcans por reacao em cadela de polimerase quantitativa (gPCR)
versus a contagem por celulas viavels;

3. Comparar a quantificacao de Candida albicans por reacac em cadeia de polimerase guantitativa (gPCR)
versus por unidades formadoras de

colonias (UFC).

4. Comparar a quantificacas de blofilme de Candida albicans por reacao am cadeia de polimerase
guantitativa (gPCR) versus analizse da atividade

metaboliea (XTT);

5. Comparar a quantlficacao de biofiime de Candida alblcans por UFC versus analise da atividade
metabolica (XTT);

6. Comparar a quantificacao de bicfilme de Candida albicans por analise da atividade metabolica (XTT)
VErsus a contagem por celulas viaveis.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:
Riscos: Os riscos sao de contaminacao e acidentes perfurc-cortantes ao pesquisador. Nesla pesquisa,

serad asseguradas as normas da Biosseguranca da Faculdade de Odontologia de Araraguara — UNESP.

Para evilar a exposicao da identidade dos participantes (doadores das cepas), serao utllizados codigos para
identificacan das amastras.

Beneficlos: Com essa pesquisa, espera-se estimar a sub ou superestimacao dos metodos de contagem de
Candida alblcans em suas diferentes morfologias. 1sso ira contribulr para a malor precisao dos metodos de
guaniificacao deste micro-organismaos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pasquisa:
0 projelo estd apresentado de maneira salisfatdria e justificada.
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Consideragdes sobre o8 Termos de apresentagdo obrigatdria:

Os termos obrigatdrios

foram apresentados.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Nao existem pendéncias.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Protocolo APROVADO

em 15 de abril de 2020,

o ™

O pesquisador deverd encaminhar relatdrios parclals a cada 01 (um) ano até o prazo final da pesquisa,

guando deverd encaminhar o relatdrio final.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documenta Arquivo Postagem Autor Situagio
Informagies Basicas|PE_INFORMACOES BASICAS DO P | 07/04/2020 Acaita
do Projeto ROJETO 1355581 pdf 15:32:21
Outros CarnaResposta_pdf 07042020 |AMANDA BRANDAD| Aceito
15:30:04 |SOARES

Cromograma CRONOGRAMA pdf OFN04/2020 |AMANDA BRANDAD| Aceito
15:21:06 |SOARES

Parecer Anlerior PB_PARECER_COMSUBSTANCIADD | O0BN92019 |Ewerton Garcia de Acwita

CEP_3532850.pdf 08:52:23  [Dliveira Mima

Projeto Detalhado /| |PROJETO_Reconsiderado.pdf 04092019 |Eweron Garcia de Acaito

Brochura 12:00:28 | Oliveira Mima

 Investigador _

Declaracdo de termodecompromzso. pdf 02/08/2019 |Ewenon Garcia de Acaito

Pesguisadores 09:35:32 | Oliveira Mima

Orcamanto orcamentodepesquisa_pdf 02/08/2019 |Ewernon Garcia de Acaito
08:33:45 | Oliveira Mima

Declaracao do declaracaoresponsabilidadepatrocinador] 0208/2019 |Ewerton Garcia de Acaito

Patrocinador _pei 09:32:20 | Oliveira Mima

Declaracao de declaracaomanuseiomatenalbiologico.pd] 0208/2019 |Ewerton Garcia de Acaito

Manuseio Material  |f 09:30:26 | Oliveira Mirma

Bialdgico

Blorepositdrio /

Bilobanco _

Declaracao de DeclaracaoJoaoAriol. pdf 31072019 |Ewernon Garcia de Acaito

Institulcio e 10:28:28 | Olivelra Mima

Infraestrutura _

Declaracao de DeclaracaoMarlise. pdf 31072019 |Ewenon Garcia de Acaito

Instituicio & 10:28:10 | Dliveira Mima

 Infraestruturg _

TCLE ! Termos de | Solicitacacdedispensa_ pdf 310772019 |Ewerlon Garcla de Aceite
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Assentimento / Solicitacaodedispensa.pdf 09:15:10 |Oliveira Mima Aceito
Justificativa de
L Auséngia — ,
Folha de Rosto PlataformaBrasil.pdf 31/07/2019 |Ewerton Garcia de Aceito
09:13:53 | Oliveira Mima

Situago do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

ARARAQUARA, 29 de Abril de 2020
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(Coordenador(a))
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