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Soares AB. Análise comparativa dos métodos de quantificação das formas 

morfológicas de Candida albicans em culturas planctônicas e biofilmes [dissertação 

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

RESUMO 

Candida albicans é o principal fungo patógeno que acomete os seres humanos e que 

apresenta a capacidade de se desenvolver em diferentes morfologias (leveduras, 

pseudo-hifas e hifas), característica essa denominada de polimorfismo. Esse 

polimorfismo compromete os métodos de quantificação que requerem precisão e 

acurácia, como as pesquisas que envolvem fungos filamentosos. O objetivo deste 

estudo foi comparar os métodos de quantificação de C. albicans por unidades 

formadoras de colônias (UFC/mL) e por atividade metabólica (Ensaio XTT) com a 

contagem de células viáveis e de núcleos celulares em Microscópio Confocal. Cepa 

padrão SC5314 e isolado clínico de C. albicans foram utilizados. Culturas planctônicas 

padronizadas de cada cepa de C. albicans foram desenvolvidas nas formas de 

levedura e de filamentos e submetidas a três métodos de quantificação: UFC/mL e 

contagem celular. Para contagem celular, o Microscópio Confocal foi utilizado com a 

suspensão fúngica tratada com diferentes marcadores fluorescentes para evidenciar 

células viáveis, células não viáveis e os núcleos celulares. Biofilmes também foram 

cultivados em orifícios de placas de 48 poços por 48 horas e foram submetidos aos 

mesmos testes mencionados para as culturas planctônicas, além do ensaio de XTT. 

Os dados foram submetidos a uma análise de concordância (Coeficiente de 

Correlação Intraclasse e Bland-Altman) e de correlação de Spearman (α = 5%) entre 

os métodos (UFC/mL, contagem celular e XTT). Os resultados demonstraram que não 

houve concordância (ρ ≤ 0,428) entre o método de UFC/mL e contagem de células 

para as morfologias de leveduras e filamentos da cepa padrão SC5314 e do isolado 
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clínico de C. albicans, apesar dos métodos terem apresentado alta (rS ≥ 0,884) e 

significativa (p < 0,001) correlação. Também foi vericado um viés de proporção (p < 

0,001) entre esses métodos. Biofilmes de ambas as cepas também apresentaram 

ausência de concordância (ρ ≤ 0,566) e correlação forte (rS ≥ 0,852) e significativa (p 

≤ 0,001) entre os métodos de UFC/mL e células/mL, além de viés de proporção (p < 

0,001). Na análise do XTT foi possível visualizar ausência de concordância (p < 

0,001), apesar de uma forte e significativa correlação entre os métodos de 

quantificações (UFC/mL e células/mL). Para todas as morfologias e condições de 

cultivo, a quantificação por UFC/mL foi menor do que a quantificação por células/mL, 

sendo então o primeiro um método que subestima a quantificação celular of C. 

albicans.  

Palavras – chave: Candida albicans. Biofilmes. Contagem de células. Contagem de 
colônia microbiana. Reação em cadeia da polimerase.  
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Soares AB. Comparative analysis of the quantification methods of the morphological 
forms of Candida albicans in planktonic cultures and biofilms [dissertação 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 

quantification 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 (α = 5%) between the methods (CFU/mL, cell count and 

XTT). The results demonstrated no agreement (ρ ≤ 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 (ρ ≤ 0,566) and high 

(rS ≥ 0,852) and significant correlation (p < 0.001) between the CFU/mL and cells/mL 
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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 INTRODUÇÃO 

Candida albicans é um fungo patógeno oportunista que pode colonizar de 

forma comensal muitas áreas do corpo humano, como mucosas oral e genital, na qual 

sua proliferação é controlada pelo sistema imune do próprio hospedeiro1. Entretanto, 

sob condições específicas, como diabetes, medicamentos para câncer, 

antibioticoterapia, xerostomia, uso de próteses dentárias e, principalmente, supressão 

imunológica, C. albicans pode tornar-se patogênico, causando infecções superficiais 

(candidíase oral e vaginal) até infecções sistêmicas e generalizadas (candidemia) 2-7. 

A característica oportunista de C. albicans em fazer a transição de comensal 

para sua forma virulenta está 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 

patogênese e para sua capacidade de formação de biofilme (comunidade microbianas 

aderidas a uma superfície e envoltas de matriz polimérica produzida pelas próprias 

células microbianas)8-10. Levedura consiste em um brotamento unicelular com formato 

redondo e bem definido. Já a forma filamentar de pseudo-hifas são morfologicamente 

distinguíveis das hifas, pois pseudo-hifas têm constricções nos locais de septação e 

são mais largas do que hifas. Já as hifas são alongadas e com as paredes  

completamente paralelas e sem constricções no local da septação11 (Figura 1). As 

morfologias também se diferenciam quanto a quantidade de núcleos; enquanto a 

levedura é uma estrutura uninucleada, hifas e pseudo-hifas são multinucleadas11. 

O polimorfismo pode ser desencadeado por uma variedade de estímulos, como 

temperatura corporal (37 oC), presença de soro, baixo nível de nitrogênio, presença 

de glicose, disponibilidade de aminoácidos, pH neutro e condições de microaerofilia, 

como CO2 a 5% 12,13.  
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Figura 1 – Representação esquemática de (A) levedura em brotamento, (B) hifa 

verdadeira e (C) pseudo-hifa. 

Fonte: Elaboração do autor. 

Diversos métodos têm sido utilizados para se quantificar micro-organismos. O 

método de quantificação por unidades formadoras de colônias (UFC/mL), ou cultivo 

em ágar, apesar de ser um método amplamente utilizado, é considerado lento e 

laborioso14, pois o crescimento de colônias necessita de dias para seu 

desenvolvimento, além de requerer a homogeneização das células fúngicas 

previamente ao seu plaqueamento.  

A técnica de Reação em Cadeia da Polimerase quantitativa (qPCR) também 

tem sido utilizada para identificação e quantificação de espécies, principalmente de 

micro-organismos não cultiváveis. A qPCR se baseia na replicação do DNA 

cromossomal extraído da célula, o qual é detectado, amplificado e quantificado por 

sinais de fluorescência de maneira específica, eficiente e fidedigna15. Um fator 

importante para a determinação de viabilidade por qPCR diz respeito à amplificação 

somente de células viáveis. Como todo o DNA presente na amostra pode ser ligado 

especificamente ao primer (sequência de oligonucleotídeos utilizada para se ligar ao 

DNA genômico), a qPCR não diferencia o DNA de células vivas, mortas e o DNA 

extracelular (eDNA) da matriz do biofilme. O DNA de células mortas se mantém 

A

C 

B
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estável por períodos prolongados16, o que acarreta em uma quantificação sobre-

estimada da amostra avaliada. 

Apesar de existir uma ampla disponibilidade de métodos para quantificação 

microbiana, a quantificação de fungos filamentosos ainda não é precisa. As diferenças 

morfológicas que o fungo apresenta comprometem a reprodutibilidade da 

quantificação por UFC/mL17, uma vez que uma única levedura produz um UFC/mL, 

assim como uma única pseudo-hifa com diversos compartimentos e ramos. Já quando 

esses compartimentos e ramos de uma única pseudo-hifa são separados, eles 

produzem um número maior de UFC/mL. Assim, o valor de UFC/mL para uma cultura 

de C. albicans com as diversas morfologias do micro-organismo não corresponde ao 

número exato de células, subestimando esse valor.  

Além disso, a determinação da viabilidade por qPCR também não corresponde 

ao exato número de células, uma vez que uma única hifa irá produzir um valor 

correspondente à quantidade de núcleos que essa hifa apresenta, superestimando o 

número de células. Entretanto, não foi encontrado nenhum estudo prévio que 

demonstre que a morfologia fúngica pode comprometer a precisão desses métodos 

de quantificação.  

A estimação precisa da quantidade de células fúngicas, independente das 

diferenças morfológicas celulares encontradas, é importante no acompanhamento do 

tratamento em casos de infecção, para avaliar a eficácia antifúngica de métodos 

terapêuticos e também em pesquisa, sem que haja sub ou superestimação de valores. 

Uma quantificação precisa é relevante para se evitar vieses na quantificação e 

introdução de um componente de erro na medida. 



88 

7 CONCLUSÃO 

Os resultados deste estudo demonstraram, que tanto o crescimento planctônico 

na forma de leveduras e de filamentos como o cultivo de biofilmes subestimam os 

valores de UFC/mL em relação ao de células/mL para cepa padrão e isolado clínico 

de C. albicans, apesar desses métodos de quantificação demonstrarem forte e 

significativa correlação. 
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