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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.



SUMARIO

1 INTRODUGAO . ......o oottt 17
2 REVISAO DE LITERATURA . ...ttt 20
2.1 Candida albICaNS ........uuiiiiiiiiii 20
2.2 BiOfIIME FUNQICO ...ttt e e e e e 28
2.3 Métodos QUANTItALIVOS.......cceii it 31
I = 270 =10 1] (07X @ TSR 38
4 MATERIAIS E METODOS.......coitiitecteieeete e sttt en e eteane e 39
Y = LT = TP 39
4.1.1 MateriaiS d€ CONSUMO.....uuuuuuuueneiiaaeeaaeeeeaeeeeeeeeeeenesnnnnnaaaaaaaaeaaeeeeaeeeeeenns 39
A.0.2 INSTIUMENTAIS....iiieeieeiiiiiiieeis e e e e e e e e e e e e e e et s e e e e e e e e e e eaeeeeeeeeee aaaeas 42
4.1.3 EQUIPAMENTOS...cci i i et s e e e e e e e e e e e e e e e e e aae e 42
AV = (o Yo [0 1 PR PP 45
4.2.1 Cultivo de culturas planctonicas de Candida albicans.............ccc........ 45

4.2.2 Marcacao fluorescente para quantificacdo de células e

T o] 1= 01 P PPPEPPPPRRT 47

4.2.3 Quantificacdo de colénias (UFC/ML)........cooovriiimiiiiiiiiecee e 49

4.2.4 Formacao de biofilme......ccccooiiiiiii i 50
4.2.5 Atividade metabdlica do biofilme.........ccccoo oo 51
4.2.6 Calibracdo do Operador.......coooiiiiiiiiiiiiiiiiee e 51
4.2.7 Adequacao de metodologia.........couveveiuiiiiiiiiiiie e 53
4.2.8 ANAIISE ESTAlISTICA. . uuuuriiiiiiiiiiiee e e 61
5 RESULTADOS ..ottt e e e e e e e e e e e eanns 62
5.1 Teste de CalibraGao........coooiiiiiiiiiiiiiie e 62
5.2 Cepa Padr@o SCB3LA.......o et 63
5.2.1 Culturas planCtOniCas..........uuuiiiiiiii i 63
5.2.2 BiOfilM .o e e e 68

5.3 1s01ad0 CliNICO 3030B........cceeiiiiiiiiiiiiiaie s e e e e e e e e e et et e s s e e e e e e eeeeeeeeeeeesnennnn 75
5.3.1 Culturas PlanCtONICAS. ... .uuuuieieiiiiiieeee et e e e e 75
5.3 2 BIOfiM . 79
B DISCUSSAOD. ...ttt ettt sttt ettt es e eeseennes 85

T CONCLUSAOD ..ottt e e et e e e et e e e e e et e e e e e e e e e aniaaeas 88



REFERENCIAS. ...t ettt et e e e et e e et e e e e e e e e e e, 89

APENDICES

ANEXO A ...



17

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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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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