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Arantes PT. Expressão dos fatores de virulência em Candida albicans: confiabilidade 
dos métodos microbiológicos e efeito do tratamento fotodinâmico. [Dissertação de 
Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2015. 
 

RESUMO  

 
Este estudo teve por finalidade: I. estabelecer um protocolo reprodutível utilizando a 

metodologia dos halos de precipitação em meio Ágar para avaliação da produção de 

fosfolipase e proteinase pela espécie Candida albicans (C. albicans); II. analisar a 

expressão dos fatores de virulência de Ca após inativação fotodinâmica (IF) 

mediada pela curcumina (CUR). No primeiro estudo utilizou-se 30 isolados clínicos e 

uma cepa de referência de C. albicans para obtenção de suspensões celulares 

(108ufc/mL) que foram plaqueadas nos meios específicos. Três variáveis 

independentes (nº de replicatas, cor de fundo e instrumento de leitura) originaram 

oito protocolos de leitura. A reprodutibilidade intra e interexaminadores da medida de 

produção de enzima (Pz) foi avaliada por meio do Coeficiente de Correlação 

Intraclasse (CCI). A enzima proteinase apresentou dois protocolos com ―Boa‖ 

reprodutibilidade intraexaminador (CCI ≥ 0,71) para todos os examinadores e o 

protocolo que utilizou leituras em triplicata sobre as fotografias contra luz natural 

atribuiu maior reprodutibilidade interexaminador para os valores de Pz-proteinase. 

Três protocolos com ‗Boa‘ concordância intraexaminador de Pz-fosfolipase foram 

selecionados para a análise interexaminador. Tanto as leituras em paquímetro como 

as realizadas em computador, em triplicata, mostraram reprodutibilidade ‗Muito Boa‘. 

No estudo II, a concentração de CUR a 0,1µM foi utilizada associada a iluminação 

LED para promover dose subletal de IF. O grupo tratamento (C+L+) teve suas 

células fotossensibilizadas com CUR e iluminadas. O grupo controle positivo 

consistiu de amostras que receberam apenas CUR (C+L-), e o controle negativo não 

recebeu nem CUR nem luz (C-L-). A capacidade de adesão foi avaliada por meio 

das unidades formadoras de colônias (ufc/mL) e do método XTT. A formação de 

biofilme foi analisada por meio das ufc/mL, XTT e cristal violeta (CV). A capacidade 

de secretar enzimas degradativas foi avaliada pelo método do halo e pelo método 

colorimétrico. Os resultados de ufc/mL, XTT, CV foram avaliados por meio de 

Análise de Variância Multivariada (MANOVA) a um fator (grupo) e quando foram 

detectados efeitos estatisticamente significativos, utilizou-se a ANOVA para cada 

variável dependente. O efeito dos diferentes tratamentos sobre a produção das 



 

 

enzimas foi verificado por meio da ANOVA a um fator. Quando necessário, o teste 

de Games-Howell foi utilizado (α=0,05). Os resultados mostraram redução na 

capacidade de adesão nos grupos expostos a IF e a CUR isoladamente (p≤0,001). A 

IF subletal não mostrou efeito significativo (p=0,277) na capacidade de formar 

biofilme. A produção de fosfolipase avaliada por meio do método em Agar mostrou 

aumento significativo (p≤0,001) após a IF. Para a enzima proteinase não houve 

diferença estatisticamente significativa (p=0,939) entre grupos tratados e controle. A 

análise proveniente do teste colorimétrico não mostrou efeito dos tratamentos sobre 

a produção das enzimas fosfolipase e proteinase (p=0,935 e 0,141, 

respectivamente). Após a realização dos dois estudos, pôde-se concluir que a IF 

mediada pela CUR não foi capaz de aumentar a expressão de fatores de virulência 

de C. albicans, o que pode ser uma vantagem dessa modalidade terapêutica.  

 

Palavras-chave: Candida albicans. Fotoquimioterapia. Curcumina. Fatores de 

Virulência. Reprodutibilidade dos testes 

 



 

 

Arantes PT. Expression of virulence factors in Candida albicans: reliability of 
microbiological methods and effect of photodynamic treatment [Dissertação de 
Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2015. 
 

ABSTRACT 

 
This study aimed to: I. to establish a reproducible protocol using the agar-Based 

methodology to evaluate the production of the phospholipase and proteinase by the 

species Candida albicans (C. albicans); II. to analyze the expression of virulence 

factors after photodynamic inactivation (PDI) mediated by curcumin (CUR). In the first 

study 30 clinical isolates and a reference strain of the C. albicans were used to obtain 

cell suspensions (108CFU/mL) that were plated in specific media. Three independent 

variables (number of replicates, background color and reading instrument) originated 

eight reading protocols. The intra- and inter-examiner reproducibilityof the enzyme 

production measure (Pz) was assessed using the intraclass correlation coefficient 

(ICC). The enzyme proteinase presented two protocols with "good" intra-rater 

reproducibility (ICC≥0.71) and the readings in triplicate against natural light showed 

the highest inter-examiner reproducibility for Pz-proteinase values. Three protocols 

with 'Good' intra-rater agreement for Pz-phospholipase were selected for inter-

examiner analysis. Caliper and computer readings, performed in triplicate, showed 

'Very Good' reproducibility. In Study II, CUR at 0,1μM was used with LED light to 

promote sublethal dose of the PDI. The treatment group (C+L+) had its cells 

photosensitized with CUR and illuminated. The control group consisted of the 

samples that received only CUR (C+L-), and another which received neither CUR or 

light (C-L-). The adhesion ability was evaluated by means of CFU/mL and the XTT 

method. Biofilm formation was analyzed by means of CFU/mL, XTT and Crystal 

Violet (CV). The ability to secrete degradative enzymes was evaluated by the agar-

based method and a colorimetric method. The results CFU/mL, XTT, CV were 

evaluated using a one-way multivariate analysis of the variance (MANOVA) and 

when statistically significant effects were detected, One-Way ANOVA was used for 

each dependent variable. The effect of the different treatments on the production of 

the enzyme was verified by One-Way ANOVA. When necessary, Games-Howell test 

was used (α=0.05). The results showed a reduction in adhesion capacity in the 

groups exposed to PDI and CUR alone (p≤0,001). The sublethal PDI showed no 

significant effect (p=0.277) in the ability to form biofilms. The production of 



 

 

phospholipase evaluated by the method on agar showed a significant increase 

(p≤0.001) after the PDI. For the proteinase enzyme there was no statistically 

significant difference (p=0.939) between treated and control groups. The analysis 

from the colorimetric test showed no effect of treatments on the production of 

phospholipase and proteinase enzymes (p=0.935 and 0.141, respectively). After 

completion of the two studies, it was concluded that the PDI mediated by CUR was 

not able to increase the expression of the virulence factors of the C. albicans which 

can be an advantage of this therapy. 

 

Keywords: Candida albicans, Photochemotherapy, Curcumin, Virulence factors, 

Reproducibility of tests 
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1 Introdução  

 

1.1 Candidose e Candida albicans 

 

O gênero Candida é constituído por cerca de 200 espécies fúngicas 

heterogêneas e pode estar presente em diversos nichos do corpo humano, inclusive 

a boca1. Dentre as espécies que possuem capacidade de atuar como patógenos 

oportunistas do ser humano115, Candida albicans (C. albicans) é a que apresenta 

maior relevância por ser altamente prevalente103, tanto em condições de 

normalidade como de doença. Essa espécie encontra-se distribuída na natureza de 

forma ampla, conseguindo ocupar diversos habitats, como a corrente sanguínea na 

presença de infecções2, 10. As complicações de infecções causadas por Candida 

spp. em grupos vulneráveis, como pacientes hospitalizados, são de grande 

relevância, e, apesar do desenvolvimento de novas formas de tratamento, a 

resistência às drogas antifúngicas ainda ocorre, aumentando as taxas de 

mortalidade10, 52. 

Na cavidade oral, as espécies de Candida podem aderir-se a mucosas e 

bases de próteses dentais, superfícies nas quais as células se multiplicam, 

organizando-se em uma estrutura complexa de diversas camadas celulares 

envolvidas por uma matriz extracelular, formando biofilmes microbianos17. A 

formação do biofilme e a produção da matriz extracelular dependem da espécie de 

Candida, da cepa e das condições locais como pH, composição nutricional e 

presença de oxigênio90, 111. A atividade metabólica de um biofilme condiz com seu 

grau de patogenicidade, pois indica seu crescimento, reprodução celular, produção 

de substâncias tóxicas e maior tolerância antimicrobiana109. Dessa forma, a adesão 

inicial das células de Candida aos tecidos da mucosa bucal e em superfícies 

dentárias e restauradoras, e sua posterior divisão, proliferação celular e 

subsequente formação de biofilme estão diretamente relacionadas à virulência das 

espécies de Candida e à sua capacidade de causar patologias. Quando presente em 

alta concentração no biofilme dental, C. albicans pode inclusive estar relacionada ao 

processo cariogênico, pois, de acordo com Carvalho et al.14, há evidências de que a 

dentina cariada pode possuir alta concentração de C. albicans devido ao seu 

potencial acidogênico.  



 

Em mucosas e bases protéticas, quando altamente concentradas, as células 

de C. albicans podem desenvolver doenças como a Candidose bucal e a 

orofaríngea, consideradas as infecções fúngicas mais frequentes entre humanos1. 

Na cavidade oral, a candidose se manifesta em pseudomembranosa, eritematosa, 

hiperplásica, candidíase mucocutânea e queilites angulares95. Fatores etiológicos 

locais como redução do fluxo salivar e uso de próteses dentais podem estar 

associados ao desenvolvimento da Candidose ou predispor ao seu desenvolvimento 

através de alterações sistêmicas comprometedoras do sistema imunológico, 

diminuindo os mecanismos de defesa do hospedeiro81. É por esse motivo que essa 

infecção apresenta alta prevalência em pacientes diabéticos, nos que fazem uso de 

medicamentos imunossupressores, antibióticos de amplo espectro, terapias 

antineoplásicas e nos que possuem imunossupressão relacionada à síndrome da 

imunodeficiência adquirida (AIDS)33, 55, 120, 123. Em pacientes HIV positivos, a 

candidose oral é uma infecção comum e recorrente, afetando cerca de 90% desses 

pacientes. Devido à alta prevalência de candidíase, observa-se um aumento na 

administração de agentes antifúngicos, e consequentemente, aumento no número 

de casos de resistência aos medicamentos, e da prevalência das espécies não-

albicans95.  

Atualmente, os tratamentos antifúngicos para candidose bucal e orofaríngea 

se baseiam na administração de medicamentos tópicos e sistêmicos. Os 

medicamentos de uso tópico, como nistatina, miconazol e clorexidina, são 

normalmente aplicados nos primeiros episódios da infecção6, 7, 53; porém, a remissão 

de seus sinais e sintomas clínicos é normalmente observada ainda que de forma 

temporária na maioria dos casos. A medicação sistêmica é usualmente instituída em 

indivíduos com saúde geral comprometida e nos episódios de infecções 

recorrentes81, e entre os medicamentos mais utilizados estão o fluconazol, o 

itraconazol e a anfotericina B7, 53, 81. No entanto, a administração medicamentosa 

sistêmica deve ser criteriosa em razão de possíveis efeitos hepatotóxicos e 

nefrotóxicos108. Além disso, um aspecto importante a ser abordado é a resistência 

que os antifúngicos tópicos ou sistêmicos podem acarretar nas espécies de 

Candida37, 82, 102, 121, 126, 127. Wang et al.126, afirmam, inclusive, que infecções por 

outras espécies, como Candida glabrata e Candida krusei, tornaram-se 

predominantes após introdução de dose profilática primária de fluconazol em 



 

pacientes com leucemia e que fazem quimioterapia, e, subsequentemente, 

observaram também um aumento do aparecimento de Candida parapsilosis e 

Candida tropicalis, provavelmente devido à introdução de equinocandinas na 

terapêutica. Outro fator associado à resistência é a presença dos biofilmes, os quais 

possuem matriz extracelular e a sua complexa estrutura de organização em 

camadas celulares, fatores estes limitantes da penetração das drogas e protetores 

das células da resposta imunológica do hospedeiro25, 91, 111. 

Por ainda ser elevada a ocorrência de infecções fúngicas, e por apresentarem 

deficiências nos tratamentos atualmente disponíveis, muitas pesquisas vêm 

direcionando seus objetivos para o desenvolvimento de estratégias alternativas para 

driblar ou até mesmo equacionar o problema da resistência microbiana e, dessa 

maneira, tratar infecções localizadas como a candidose bucal e orofaríngea128.  

 

1.2 Inativação Fotodinâmica  

 

Umas das estratégias para solucionar o problema da resistência aos agentes 

antifúngicos é o emprego de um fotossensibilizador (FS) associado à luz com 

comprimento de onda específico, denominado Terapia Fotodinâmica (do inglês, 

Photodynamic Therapy-PDT)117. 

Os fotossensibilizadores eram conhecidos como medicamentos aplicados na 

medicina por milhares de anos até antes de 190069. No entanto, a base científica 

para tal uso foi vaga ou inexistente antes dessa data. Foi nos primórdios do século 

XX, através dos estudos para o tratamento da malária, que Oscar Raab relacionou a 

morte de um micro-organismo unicelular, a Paramecia, na presença de ar e do 

corante acridina após exposição solar68, 74. Em 1903, Tappenier e Jodlbauer124 

experimentaram a eosína como agente fotossensibilizador devido à necessidade de 

desenvolver técnicas menos invasivas no tratamento de tumores, fato este de 

grande importância para o tratamento de vários tipos de câncer na atualidade, ainda 

que, apenas em 1924, tenham retomado os estudos com porfirina em tumores 

malígnos84. Porém, somente ao final da década de 60, foi relatado o sucesso do 

tratamento contra tumor em seio por meio de derivados da hematoporfirina56, com 

reconhecimento dessa modalidade de tratamento apenas ao final da década 

seguinte43, 86, 112.  



 

A literatura científica mostra que a PDT foi intensamente investigada como 

alternativa para tratamento de lesões de câncer41. Contudo, ainda na década de 60, 

a Inativação Fotodinâmica (do inglês, Photodynamic Inactivation - PDI)39 ou 

Quimioterapia Fotodinâmica Antimicrobiana125 surgia como uma extensão da PDT 

para eliminar micro-organismos patogênicos e tratar infecções. Inicialmente foi 

descrita a utilização da porfirina como fotossensibilizador com resultado de sucesso; 

no entanto, a PDI ainda representa um recente campo de investigações científicas39, 

66. 

Denominam-se fotossensibilizadores os compostos químicos que podem ter 

origem orgânica ou sintética, com características químicas, físicas, que sejam 

biocompatíveis e possuam um pico máximo de absorção de luz. Um 

fotossensibilizador também necessita ser vantajoso em relação a: baixo custo, 

viabilidade comercial, foto-estabilidade, alta solubilidade em água ou em derivados 

do sangue, alta produção de oxigênio singleto e baixos níveis de efeitos colaterais 

ou baixa citotoxicidade34. 

O processo fotodinâmcio requer, inicialmente, o tratamento da célula-alvo 

com um FS que tenha capacidade de absorver luz, num processo conhecido como 

fotossensibilização. Em seguida, a fonte de luz deve ser acionada, iluminando o 

alvo19, 39, 41, 59, 125. Esse mecanismo deve envolver a absorção de fótons dos feixes de 

luz pelo FS, excitando os elétrons do FS, o que, na presença de oxigênio, promove 

uma reação com moléculas vizinhas por meio da transferência de elétrons ou 

hidrogênio (reação do tipo I) ou pela transferência de energia ao oxigênio (reação do 

tipo II), levando à produção de espécies reativas, tais como H2O2 e 1O2, que 

possuem reatividade não específica com moléculas orgânicas, ocasionando a morte 

das células alvo. Isso significa que qualquer macromolécula celular pode ser um alvo 

em potencial para PDI, e, por isso, essa terapia pode ser vantajosa em relação aos 

tratamentos antifúngicos convencionais19, 39. Até o momento, não foram encontrados 

relatos sobre o desenvolvimento de resistência dos micro-organismos após 

exposição à PDI. 

Inúmeras investigações vêm sendo publicadas com o intuito de avaliar os 

efeitos antimicrobianos da PDI, inclusive na área odontológica30, 37, 67, 96. Um 

promissor fotossensibilizador tem sido estudado para inativar micro-organismos. 

Extraído dos rizomas da planta Curcuma longa L., e conhecida como açafrão-da-



 

índia32, o pigmento natural denominado curcumina (CUR) parece ter efeito anti-

inflamatório e antimicrobiano, mesmo em concentrações baixas e associadas a 

breve exposição à luz, como foi observado em estudos recentes9, 28, 29. Foi registrada 

a redução na atividade metabólica de biofilmes formados de isolados clínicos de C. 

albicans, C. tropicalis e C. glabrata após a exposição à PDI mediada pela CUR, além 

da redução significativa da biomassa de biofilmes, não tendo sido obtida sua 

eliminação total29. A sobrevivência desses fungos pode estar relacionada à 

complexa estrutura em multicamadas dos biofilmes, o que dificulta a penetração do 

FS em camadas mais profundas29. Apesar disso, o efeito antifúngico observado em 

animais foi superior em comparação a outros FSs utilizados até o momento, 

ocasionando reduções superiores a 4 logs no número de unidades formadoras de 

colônia (UFC/mL) de C. albicans31. Assim, pode-se dizer que a PDI mediada pela 

CUR pode se tornar uma alternativa para viabilizar essa técnica para o tratamento 

clínico de infecções fúngicas. Dessa forma, a inativação fotodinâmica de espécies 

de Candida, mediada pela CUR poderia se tornar uma alternativa ou complemento 

aos tratamentos convencionais.  

Diante dos resultados obtidos previamente, pode-se pensar que a 

organização do biofilme dificulta a penetração de FS e luz nas camadas mais 

profundas, e as camadas de células fúngicas mais profundas podem ter sido 

expostas a concentrações de CUR e doses de luz subletais, impedindo assim a 

eliminação completa dos fungos. Ainda, a exposição subletal poderia ocasionar 

alterações levando tanto a uma diminuição na patogenicidade dos micro-organimos 

expostos como elevando sua capacidade de invadir os tecidos63. A literatura pouco 

dispõe, atualmente, de informações sobre um possível efeito da PDI mediada pela 

CUR, sobre a expressão de fatores de virulência de C. albicans, o que poderia ter 

grande relevância clínica pelo fato de esses fatores estarem relacionados à 

capacidade de desenvolver infecção40, 111. 

 

1.3 Análise dos Fatores de Virulência  

 

Os principais fatores de virulência identificados nas espécies de Candida são 

a adesão e a formação de biofilme em tecidos humanos e superfícies protéticas16, 17, 

27, 89, 90 e a produção de enzimas hidrolíticas. Após colonização e invasão, as células 



 

fúngicas são capazes de interagir com as células do hospedeiro, danificar o tecido 

devido à secreção de enzimas hidrolíticas e, consequentemente, causar infecção12, 

57, 71, 83, 111. Estas enzimas relacionadas à virulência de Candida spp. são as 

aspártico-proteinases e fosfolipases12, 57, 111. 

As enzimas aspártico-proteinases são capazes de digerir as proteínas do 

hospedeiro58 e invadir os tecidos através da degradação de imunoglobulinas e 

proteínas da matriz extracelular44, 70, 99, destruindo assim as membranas mucosas 

bucais, ou seja, as principais barreiras de defesa do hospedeiro111. Alguns estudos 

in vitro mostram que além da C. albicans, outras espécies como a C. glabrata, C. 

tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei46, 50, 71, 72, 83, 87, 119, 122 conseguem sintetizar 

proteinases. 

Adicionalmente, além de enzimas proteinases, outra enzima também está 

relacionada à patogenicidade de Candida spp.122, conhecida como fosfolipases. A 

fosfolipase consegue romper a membrana celular, invadindo o interior do citoplasma 

das células do hospedeiro85. Diferentemente do que está relacionado à produção de 

proteinase, parece haver uma divergência entre os estudos com relação à síntese 

de fosfolipase por Candida spp. Alguns autores afirmam que apenas a C. albicans é 

capaz de produzir essa enzima83, 101. No entanto, foi encontrado um gene que 

promove a produção de fosfolipase em outras espécies como C. glabrata, C. 

parapsilosis e C. tropicalis5. Outro aspecto interessante a ser abordado é a possível 

existência de associação entre a capacidade de sintetizar essas enzimas e os 

demais fatores de virulência, como a capacidade de adesão57 e produção de 

biofilme87.  

A análise dos fatores de virulência tem sido realizada por meio de métodos 

empregados em recentes investigações, e seus resultados não tem abordado um 

aspecto de extrema relevância em metodologia científica72, 85, 100, 101, 110, 111. 

Resultados baseados na confiabilidade da medida raramente têm sido revelados. A 

confiabilidade está envolvida na precisão das medidas, ou seja, está relacionada 

com o quão fidedignas, consistentes e precisas são as medidas efetuadas, 

fornecendo, assim, a estabilidade da variável. Para que os dados possuam essas 

características, aspectos acerca da reprodutibilidade intra e inter-examinadores, os 

procedimentos realizados para o cálculo do tamanho amostral, inclusive o 

cegamento para a realização das medidas e das análises estatísticas, possuem 



 

papel de grande importância. E a ausência dessas informações nos estudos acaba 

colocando em dúvida a credibilidade das conclusões, principalmente quando elas 

são baseadas em análises estatísticas inferenciais. De acordo com a Teoria do 

Erro78, 113, toda medida possui um componente referente ao valor real e um 

componente de erro. Estes podem ser aleatórios ou sistemáticos. Desse modo, o 

treinamento dos pesquisadores previamente à execução das medidas, assim como 

a padronização dos procedimentos e a calibração dos equipamentos são 

procedimentos indispensáveis para minimizar a ocorrência de erros13 e agregar 

adequada confiabilidade aos dados obtidos.  Os recentes editoriais publicados pela 

revista Nature94 têm abordado a problemática da ausência desses critérios de 

análise, como a falta de reprodutibilidade nos estudos publicados, bem como a falta 

de calibração dos pesquisadores envolvidos na realização das medidas, se houve 

cálculo do tamanho amostral, e dados sobre o poder dos testes estatísticos 

utilizados para embasar as conclusões dos estudos. 

Para que se analisem os fatores de virulência relacionados à produção de 

enzimas, alguns métodos baseados na medida dos halos de degradação em placas 

de Ágar foram propostos85, 100e têm sido empregados de forma ampla na literatura50, 

57, 71, 72, 83, 87, 110, 111, 119, 122. A forma de aferição pode assumir um aspecto 

fundamental no valor da medida, podendo dificultar, nesse caso, comparações entre 

diferentes resultados publicados de trabalhos que fazem uso desses métodos. 

Existem relatos sobre a medida dos halos ter sido realizada por meio de um 

paquímetro digital50, 57, 71, 72, 83, 87,110, 111, 119, 122, ou com a utilização de softwares122. 

Porém, a maioria dos estudos não possui informações metodológicas a respeito de 

como foram realizadas as aferições dos halos de degradação e se houve algum 

procedimento de padronização para a realização das leituras50, 57, 71, 72, 83, 87. Tendo 

em vista que os erros de medição podem afetar seriamente a análise estatística e a 

interpretação dos dados113, torna-se imprescindível avaliar a magnitude desses 

erros, calculando um coeficiente de confiabilidade. Essa etapa tem sido 

negligenciada em estudos da área de microbiologia aplicada o que pode 

comprometer a qualidade das informações. Portanto, avaliar a precisão das medidas 

efetuadas em laboratório é fundamental para reduzir a introdução de vieses que 

podem influenciar na variabilidade dos resultados e consequentemente no cálculo do 

tamanho da amostra e poder dos testes estatísticos que foram empregados.  



 

2 PROPOSIÇÃO 

 

2.1 Objetivo Geral 

  

Este estudo teve como objetivo avaliar a confiabilidade das medidas efetuadas 

para a análise dos fatores de virulência e, posteriormente, analisar a expressão dos 

fatores de virulência da espécie C. albicans, em amostras submetidas a PDI 

mediada pela CUR.  

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

I. Estabelecer um protocolo reprodutível utilizando-se a metodologia da 

produção de halos de precipitação em meio Ágar específico para análise da 

produção das enzimas degradativas fosfolipase e proteinase; 

 

II. Analisar a expressão dos fatores de virulência (capacidade de adesão, 

capacidade de formação de biofilme e a expressão de enzimas degradativas 

específicas) da espécie C. albicans, em amostras submetidas a PDI mediada 

pela CUR. 
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ABSTRACT 

The aim of this study was to establish a reproducible protocol using the methodology of 

hyaline zones around the colonies on specific agar plates for phospholipase and 

proteinase production. This was an in vitro double-blind experiment, in which the 

dependent variables were the enzymatic activity measurements (Pz) for the production 

of phospholipase (Pz-ph) and the production of secreted aspartyl proteinases (Pz-sap). 

Three independent variables give rise to different measurement protocols. All 

measurements were carried out at two different moments by four examiners (E1, E2, 

E3, and E4). The minimum sample size was 30 Candida albicans clinical isolates. 

Specific agar plates for phospholipase and SAPs production were prepared according 

the literature. The intra and inter-examiner reproducibility for each protocol was 

estimated using the Intraclass Correlation Coefficient (ICC) and its confidence interval 

(CI95%). Based on the results obtained for both phospholipase and SAPs, there appears 

to be no consensus on the protocol chosen for each particular examiner. Measuring the 

colonies in triplicate may be the main factor associated with the increase in 

measurement accuracy and should therefore take precedence over measuring only one 

colony. When only one examiner is responsible for taking measurements, a standard 

protocol should be put in place and the statistical calibration of this researcher should 

be done prior to data collection. However, if two or more researchers are involved in the 

assessment of agar plates, our results suggest that the protocols using software to 

undertake plate reading is preferred. 

 

 

 

 



 

INTRODUCTION 

 Among Candida species that are frequently isolated from the oral cavity in humans, 

Candida albicans is still the most frequently identified 1-4 The superficial infection of the 

oral cavity, associated with the presence of Candida spp., is called oral candidiasis and 

is considered the most common fungal infection in humans.5 Besides fungal 

colonization, there are other etiological factors, both local and systemic, which can 

predispose the development of candidiasis.1,2,4,6,7  

 Moreover, several virulence factors, associated with Candida species, are also 

responsible for promoting the pathogenicity of these microorganisms and, consequently, 

can interfere with the establishment and persistence of the infection4. Some of these 

factors include the ability to adhere to buccal epithelial cells and abiotic surfaces as well 

as biofilm production.8,9 The ability of Candida spp. to synthesize extracellular hydrolytic 

enzymes such as secreted aspartyl proteinases (SAPs) and phospholipases, are also 

considered fundamental virulence factors for these microorganisms. 4,10-13 The SAPs 

can degrade a variety of proteins in the host tissues, favoring fungal adhesion and 

invasion.14 In addition, this enzyme is essential for destroying the first lines of defense 

of the oral mucosa.15 Phospholipase, usually concentrated in the extremities of 

hyphae,16 is also actively implicated in the invasion of the host tissues, since it causes 

the rupture of cell membranes, allowing the fungal cell to penetrate into the cytoplasm.17 

 The measurement of hyaline halos of degradation around yeast colonies on specific 

agar plates18,19 has been used in recent studies to analyze enzymatic activity.12,20 

However, data about the consistency of the measurements, including intra- and inter-

examiner reliability, are rarely mentioned. Additionally, although some studies have 

reported that the halos were measured by direct assessment using a caliper12-21 or on 

digital images;22 this information is usually omitted in most studies.3,10,11,20,23,24 The 



 

measurement method may  directly interfere in the value obtained25, as well as ambient 

and examiner conditions. Thus, the lack of a standardized methodology makes 

comparison between results from different studies difficult.  

 According to the Error Theory, every measurement taken has one component related 

to the actual value and another to the error, which can be either random or systematic 

26. The latter can seriously affect the statistical analysis and interpretation of the data27, 

so it is essential to assess the magnitude of these errors, by calculating a reliability 

coefficient25. Highly prestigious journals have recently discussed measures to increase 

the consistency and quality of information in life-sciences papers and the improvement 

of data reproducibility is one of them.28,29. Training researchers prior to data collection, 

the standardization of protocols, and the calibration of equipment are vital steps to 

improve data reliability. This stage has been neglected in several microbiologic-related 

papers, which may compromise the quality of the data.  Accurately assessing the 

virulence factors is fundamental to reduce bias that would certainly influence the result 

variability and, consequently, the calculation of sample size and the statistical power. 

Thus, this study assessed the intra- and inter-examiner reproducibility of different 

readings protocols using the method based on halos of degradation around the colonies 

on specific agar plates for enzymatic activity of C. albicans. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Study Design 

 This was an in vitro double-blind experiment. The dependent variables include 

enzymatic activity measurements (Pz) for the production of phospholipase (Pz-ph) and 

the production of SAPs (Pz-sap). In order to analyze Pz-ph, two independent variables 

were considered: i. type of instrument (Digital Caliper – DC, and Computer Program -



 

CP); ii. number of colony replicates (Single colony for each isolate - 1C, and Triplicate 

colonies for each isolate -3C). Only a black background was used behind the plates. For 

Pz-sap, the same variables were considered but the background color was changed 

(Natural light background –NL, and White background -W). Thus, the independent 

variables give rise to four different protocols for Pz-ph (DC/1C; DC/3C; CP/1C; CP/3C) 

and eight protocols for PZ-sap (DC/W/1C; DC/W/3C; DC/NL/1C; DC/NL/3C; CP/W/1C; 

CP/W/3C; CP/NL/1C; CP/NL/3C).  

 All measurements were performed by four examiners (E1, E2, E3, and E4) at two 

different moments, with a one-day interval between them. The sample size of 30 C. 

albicans clinical isolates was defined according to the recommendations of Bland  30 

(=0.05; β=0.20; ≥0.51), and a possible loss of unit samples of 10%.  

 

Clinical isolates of C. albicans 

This study evaluated 30 clinical isolates of C. albicans obtained from the yeast 

culture collection of the Laboratory of Applied Microbiology– UNESP – São Paulo State 

University, Araraquara, SP, Brazil. These isolates were previously obtained from 

dentures surfaces of non-diabetics edentulous patients with oral candidiasis.13 A 

reference strain (C. albicans ATCC 90028) was also used. All isolates were maintained 

in yeast-peptone-glucose medium (YEPD: 1% yeast extract, 2% Bacto peptone, 2% D-

glucose, and 2% agar) and frozen at -70°C until use. 

 

Culture conditions and standardization 

The microorganisms were subcultured on Sabouraud dextrose agar (SDA; 

Acumedia Manufactures Inc., Baltimore, MD, USA) plates supplemented with 

chloramphenicol (0.05 g/l) and incubated at 37ºC for 48 h. To prepare the yeast inocula, 



 

two loopfuls of the agar cultures were transferred to 5mL of RPMI 1640 (Roswell Park 

Memorial Institute; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) medium and incubated at 37ºC 

overnight in an orbital shaker (75 rpm). Cells of the resultant cultures were harvested 

and washed twice with phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.2) at 4,000 g for five 

minutes. Washed microorganisms were resuspended in PBS and 

spectrophotometrically standardized at an optical density of 520 nm (Biospectro, 

Equipar Ltd, Curitiba, PR, Brazil) to a final concentration of 108 CFU/ml (Colony forming 

units per ml).20 

 

Enzymatic activity 

Phospholipase production testing was performed according to the methodology 

of Price et al.18 with a few modifications. A base medium was prepared following using 

10 g of peptone, 30 g of glucose, 57.3 g of sodium chloride, 0.55 g of calcium chloride, 

and 20 g of agar in 1 l of distilled water12. The solution was autoclaved and, after 

cooling down to 50°C, the base medium was mixed with 80 ml of an egg yolk emulsion 

with potassium tellurite 0.15% (Laborclin Produtos para Laboratórios Ltda, Pinhais, PR, 

Brazil). Then, 5-µl aliquots of each cell suspension at 108 CFU/ml were inoculated on 

the egg yolk medium and plates were incubated at 37ºC for seven days.20 

SAPs production testing was performed according to the methodology of 

Rüchel19 with a few modifications. The test medium consisted of agar plates containing 

bovine serum albumin (BSA). The agar medium was prepared using 20 g of dextrose, 1 

g of potassium phosphate, 0.5 g of magnesium sulfate, and 15 g of agar in 1 l of distilled 

water. This solution was autoclaved and cooled down to 50°C. The BSA medium was 

prepared using 2 g of albumin, 0.2 g of riboflavin, 0.4 g of nicotinic acid, and 0.4 g of 

thiamine hydrochloride in 1 l of distilled water. This solution was sterilized by filtration in 



 

a 0.22 µm membrane and mixed with the agar medium. Five-microliter aliquots of each 

cell suspension at 108 CFU/ml were then inoculated on the plates, which were incubated 

at 37ºC for 5 d. The proteolysis activity in the plates was visualized 24–48 h after 

staining with amido black solution (amido black 0.5%, glacial acetic acid 49.5%, and 

distilled water 50%).23  

Pz was measured as the ratio of the diameter of the colony to the total diameter 

of the colony plus the hyaline zone. Readings using the digital caliper (Mitutoyo 

Corporation, Tokyo, Japan) were taken directly on the Petri dishes, after placing the 

plates on predefined background. Digital images were obtained using a digital camera 

(Canon PC1049, Canon Inc, Japan) placed at 30 cm from plates. The Adobe Photoshop 

Measurement Tool (Adobe Systems Incorporated, San Jose, CA, USA) was used to 

perform readings on digital images, after set the measurement scale (cm). Four blind 

examiners (two with an advanced level of experience in microbiology and two 

beginners) performed all readings twice, with a 24-h interval between them.  

 

Data analysis 

A descriptive analysis of the data was carried out and the difference (d) between 

the Pz values obtained on the first and second reading were calculated, followed by the 

mean of differences for each examiner ( d) and for each protocol. The intra and inter-

examiner reproducibility of the measurements for each protocol was estimated using the 

Intraclass Correlation Coefficient (ICC; ) and its confidence interval (CI95%), 

considering the absolute agreement and two-way analysis of variance (ANOVA) model, 

for single and average measurements (when Pz was calculated after counting one 

colony and triplicate, respectively).31 According to the  value obtained, the degree of 

correlation between measurements was classified according to Fermanian.32 



 

RESULTS AND DISCUSSION 

3.1 SAPs 

 For almost all conditions tested, intra-examiner data showed that the difference 

calculated for Pz-sap values between the two measurements were numerically smaller 

when three colonies per sample were analyzed (data not shown). The criteria proposed 

by Fermanian 32 suggest that ICC values ≥ 0.71 can be considered as ‗Good 

reproducibility‘. Figure 1 shows that the majority of protocols with this level of reliability 

was performed with triplicate readings, especially for E1, E2, and E4. On the other 

hand, when the measurements were taken using a computer (CP), the CI95% suggested 

that counting a single colony or triplicate may not interfere with the intra-examiner 

reproducibility. However, such findings should be interpreted carefully since the CI95% 

for the measurement protocols on a single colony were extremely imprecise, which may 

have caused the overlapping in the CI95% limits. To our knowledge, no study has 

compared the consistency of Pz readings according to the measurement protocol. 

Some authors also have used colonies in triplicate to analyze the production of SAPs in 

their samples, 12,21,24,33-41 but this decision seems to be done arbitrarily since that no 

mention of the reason was found. On the other hand, some studies were carried out 

using a single aliquot for SAP11 assessment or no information regarding the number of 

replicates was given in the methodology, 42 which is of particular concern in cases 

where no statistical calibrations of the researchers were taken before measurements. 

Overall, readings performed on digital images seemed to increased intra-examiner 

reproducibility while the type of background resulted in similar consistency. Our 

literature review identified only one study 22 that mentioned using a computer and three 

12, 21, 43 that mentioned using a caliper, whereas several articles 3,10,11,24,33-39,40-42,44-56 did 

not mention the method used.  



 

 The two protocols (DC/W/3C and CP/NL/3C) for which the intra-examiner 

reproducibility was classified as, at least, good (ICC ≥ 0.71) for all examiners were 

selected for the inter-examiner analysis. Using a white background when taking 

measurements with a caliper resulted in an ICC=0.894 and using a natural light 

background on a computer resulted in an ICC=0.899, both classified as good 

reproducibility, with the lower CI95% limits also included in this classification (0.753–

0.953 and 0.754–0.956, respectively). This analysis was repeated without including the 

E4 data, since the results of this examiner presented the lowest intra-examiner 

reliability. By removing E4, it was possible to estimate the reproducibility of four 

protocols, those whose measurements were carried out in triplicate colonies. The 

results are presented in Table 1. Although the four protocols resulted in ICC values 

classified as good, only the protocol CP/NL/3C presented the lower limit of the CI95%  

exceeding 0.71. Thus, the protocol used to measure Pz-sap values that presented the 

highest reliability was the protocol that used digital photographs and took 

measurements on a computer, on a natural light background, and with measurements 

being carried out in triplicate colonies. This result once again reinforces the importance 

of measuring the enzymatic activity of SAPs in triplicate. It also reveals the importance 

of assessing the statistical calibration between the different researchers when taking the 

same measurement, since only one of the eight protocols assessed showed data with 

sufficient reliability when four different examiners were involved in performing the 

analyses.  

3.2 Phospholipase 

 The ICC values showed that the protocols tested by all examiners obtained an intra-

examiner reproducibility classified as good, with the only exception of DC/1C for E3 

measurements, where the lower IC95% limit was less than 0.71 (Figure 2). It seems that 



 

accurate measurements were more easily obtained in the analysis of phospholipase, 

which may be explained by the characteristics of the colony and halos formed. The 

methodology used promoted the formation of large colonies and halos with well-defined 

borders, which did not occur in the SAPs analysis (Figure 3). Moreover, the use of egg 

yolk with potassium tellurite allowed the formation of dark colonies contrasting with the 

yellow color of the surrounding halos, which possibly improved the visualization of the 

halos of degradation and the accuracy of measurements. For this reason, it seems that 

carrying out measurements in triplicate for phospholipase is not essential to obtain 

adequate intra-examiner reproducibility. In the literature, few studies stated to have 

measured only one colony.11,57 On the other hand, there were more studies carried out 

in triplicate, 4,12,20,21,33-38,40,55,58,59 but there was no information about the calibration of the 

researchers, which makes it difficult to discuss the accuracy of the measurements taken 

in each case.  

 Data also suggested that the use of digital images did not increase intra-examiner 

reliability in an evident manner, but the estimated ICC values showed that the protocol 

that maximized the intra-examiner reproducibility for all examiners was the CP/3C. 

Thus, taking measurements using a computer in triplicate seems to be the best 

protocol, which allows accurate data from different examiners.  

 According to the intra-examiner reproducibility results, three protocols were selected 

to carry out the inter-examiner analysis (Table 2). When the Pz-ph values were obtained 

by averaging the triplicates, the inter-examiner reproducibility of the measurements 

taken using both a caliper and a computer were classified as very good. The protocol 

CP/1C showed an ICC significantly lower than that of protocol CP/3C and its IC95% limits 

crossed with those of DC/3C protocol on the significance threshold. Therefore, it can be 

considered that two Pz-ph protocols showed a greater reliability with regard to 



 

measurements taken by different examiners, both by taking measurements in triplicate 

for each sample. This suggests that, although the measurements taken in triplicate were 

not significant with regard to the intra-examiner reliability, when measurements in the 

same study were taken simultaneously by different researchers, the assessment of 

more colonies helped increase the accuracy.  

 Many investigations used the agar-based methodology to assess enzymatic profile of 

yeast, but the examiner calibration before the readings are rarely mentioned.  So, it was 

very difficult to make comparisons of our results and even to discuss our findings based 

on the literature. In general, it was accepted that differences between repeated 

measurements of the same sample may result from the instrument/method itself and the 

circumstances in which the measurements are performed, such as luminosity and the 

calibration of the examiner/equipment. 25 Based on the results obtained for both 

phospholipase and SAPs, there appears to be no consensus on the protocol chosen for 

each particular examiner. Measuring the colonies in triplicate may be the main factor 

associated with the increase in measurement accuracy and should therefore take 

precedence over measuring only one colony. When only one examiner was responsible 

for taking measurements, a standard protocol should be put in place and the statistical 

calibration of this researcher should be done prior to data collection. However, if two or 

more researchers are involved in the assessment of agar plates, our results suggest 

that the protocols using digital images to undertake plate reading is preferred.  

 It is important to point out that the methodology for SAPs involve staining with amido 

black to help visualize the halo, but despite this, the halo limits were still not easily 

identifiable, which probably resulted in differences between repeated readings of the 

same sample. This measurement issue for SAPs may explain the fact that some 

authors opted to use the agar plate method only to determine phospholipase and use 



 

alternative methods such as colorimetric and fluorimetry to further investigate SAPs 

activity 23,59,60-62. It is important to highlight the importance of standardization and 

verification of examiner calibration prior to taking the measurements to ensure that the 

results are reliable. Although there are more sensitive and modern tests to investigate 

enzyme activity 52,55,56,63, the halo method is scientifically accepted,18, 19 frequently used, 

323,24,33-36,42,44-47,58,59,60,61 and its advantages lie in its low-cost and ease-of-use, so it is 

worthwhile to conduct studies that help obtain reliable measurements from it. 
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Figure 1: Values obtained for the intraclass correlation coefficient (ICC) and respective 

confidence interval (CI95%) for the analysis of the intra-examiner reproducibility of Pz-

sap values for each measurement protocol and for each examiner (E1, E2, E3, and E4). 

The dotted line indicates the value of 0.71, which was the criterion adopted as the 

minimum ICC value to be considered as ‗good reproducibility‘ (according to Fermanian, 

1984).29 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Figure 2: Values obtained for the intraclass correlation coefficient (ICC) and respective 

confidence interval (IC95%) for the analysis of the intra-examiner reproducibility of Pz-ph 

values for each measurement protocol and for each examiner (E1, E2, E3, and E4) The 

dotted line indicates the value of 0.71, which was the criterion adopted as the minimum 

ICC value to be considered as ‗good reproducibility‘ (according to Fermanian, 1984).29 

 

 

 

 

 

 

 
 



 

 

 

Figure3: Images of the samples assessed for the production of phospholipase (A) and 

SAPs (B) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
Table 1: Values obtained for the intraclass correlation coefficient (ICC) for the 

analysis of inter-examiner reproducibility (E1  E2  E3) for four different protocols to 

measure the production of protease (Pz-sap) and their respective confidence interval 

(CI95%) 

Protocol ICC CI95% 

DC/W/3C 0.870 0.603–0.949 

DC/NL/3C 0.786 0.560–0.899 

CP/W/3C 0.776 0.217–0.920 

CP/NL/3C 0.924 0.825–0.966 

DC: digital caliper; CP: computer program; W: white background; NL: natural light background; 3C: Pz 

values by measuring three colonies of the same sample.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Table 2: Values obtained for the intraclass correlation coefficient (ICC) for the analysis 

of the inter-examiner reproducibility (E1  E2  E3  E4) for three different protocols to 

measure the production of phospholipase (Pz-ph) and its respective confidence interval 

(CI95%) 

Protocol ICC CI95% 

DC/3C 0.951 0.913 - 0.975 

CP/1C 0.853 0.761 - 0.920 

CP/3C 0.975 0.954 - 0.987 

* DC: digital caliper; CP: computer; 1C: Pz-ph values obtained on one colony per sample; 3C: Pz-ph 

values obtained by counting three colonies from the same sample.  
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ABSTRACT 

 

Candida albicans use virulence factors such as the capacity for adhesion, biofilm 

formation and secretion of hydrolytic enzymes to cause oral and oropharyngeal 

candidiasis, among other diseases. Photodynamic inactivation (PDI) has been shown 

to be a promising alternative treatment for Candida infections, but the effects of 

sublethal applications on fungal cells are not fully understood. The aim of this study 

was to evaluate the expression of virulence factors in Candida albicans after 

photodynamic inactivation, using curcumin as a photosensitizer. The CFU/mL and 

XTT tests were used to analyze adhesion and biofilm formation, and the latter was 

also evaluated with crystal violet dye staining. Enzymatic activity was evaluated by 

calculating the ratio of colony diameter to halo diameter (Pz) and by the colorimetric 

method. Adhesion and biofilm formation data were analyzed using a single-factor 

MANOVA, followed by a single-factor ANOVA whenever necessary. Enzymatic 

production was analyzed using a single-factor ANOVA. When used, multiple 

comparisons were conducted using the Games-Howell test and all analyses 

considered α=0.05. Compared to control cells, cells exposed to PDI and CUR had 

lower adhesion, while there were no significant differences between groups for 

biofilm formation. PDI did not significantly affect protease or phospholipase activity 

according to the colorimetric test. Therefore, curcumin-mediated PDI did not increase 

the expression of virulence factors in Candida albicans. 

 

Keywords: Photodynamic inactivation, Candida albicans, curcumin, Virulence 

Factors. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

INTRODUCTION 

 

Although the first reports on photodynamic therapy (PDT)1 emerged from 

studies on microbial inactivation,2 this therapy was initially developed as an 

alternative treatment for cancer 3. Only more recently researchers have investigated 

its potential for non-oncological diseases. In infection, PDT exerts antimicrobial 

effects, which are also known as photodynamic inactivation (PDI)4 or photodynamic 

antimicrobial chemotherapy (PACT)5.  

Photodynamic inactivation occurs through a physicochemical reaction that 

requires a photosensitizing (PS) agent and a light source with wavelength 

corresponding to the absorption band of the PS, as well as oxygen.2-6 Thus, the 

sensitized target cell is exposed to the PS (pre-illumination time, PIT) in a process 

known as photosensitization, and then immediately exposed to the light source.3-5 

This mechanism causes the absorption of light photons through the PS, placing its 

electrons in a state of excitation. In the presence of oxygen, the excited PS can then 

react with neighboring molecules by either transferring electrons or hydrogen (type I 

reaction) or by transferring energy to oxygen (type II reaction). Both produce reactive 

species such as H2O2 and 1O2,6  lysing the cell. The above reactive species have no 

specific reactivity with organic molecules, meaning that any cellular macromolecule is 

a potential target for PDI.6  

Microorganisms of the genus Candida spp have been particularly interesting in 

dentistry, as they are opportunistic pathogens that cause diseases in the oral cavity; 

of these, Candida albicans is most prevalent in infections7. Candida cells are able to 

adhere to soft tissues such as mucosa as well as to hard surfaces such as dental 

prostheses, and can multiply and organize themselves into complex layers 

surrounded by an extracellular matrix, thus forming microbial biofilms and causing 

infections.8, 9 The ability to produce biofilm and extracellular matrix depends on the 

species of Candida, as well as on the strain, pH, nutrient composition and presence 

of oxygen, and it is precisely through biofilm metabolism (e.g., cell growth and 

reproduction)10, 11, production of toxic substances and increased antimicrobial 

tolerance, that one can infer pathogenicity12. The phases preceding biofilm formation 

(i.e., cell adhesion, division and proliferation) are associated with virulence and the 

ability to cause infections.10,13  



 

Another virulence factor aof C. albicans is the capacity to produce specific 

degradative enzymes such as aspartic protease and phospholipase.11,14Protease 

enzymes can digest host proteins15 and invade the tissues through the degradation of 

immunoglobulins and extracellular matrix proteins.16-17 Phospholipase can also break 

the cell membrane and invade the tissue, coming in direct contact with the cell 

cytoplasm.18 The production of these enzymes may also be associated with adhesion  

and biofilm production capacity.19 

Candida infections such as oral and oropharyngeal candidiasis may initially be 

treated with topical medications20. However, such medications are inefficient in 

immunocompromised patients.19  And while recurrence is often treated with systemic 

drugs,21 these can cause nephrotoxic and hepatotoxic effects in severely 

immunocompromised patients.22 Furthermore, such patients may develop resistance 

to conventional medications.11 

Therefore, a promising alternative treatment for candidal infections is 

photodynamic inactivation.23 In fact, photodynamic inactivation has been studied as 

an alternative to combat fungal infections such as oral and oropharyngeal 

candidiasis. However, the formation of biofilm by the microorganisms can prevent the 

PS and light from coming in contact with the deepest cellular layers, resulting in the 

partial survival of fungal cells following photodynamic exposure. When this happens, 

the microorganisms may be exposed to a sublethal dose, and the effects of this on 

the virulence factors are as yet unknown, especially in the case of curcumin-

mediated PDI.  

Popularly known as turmeric, curcumin is extracted from the root of the 

Curcuma longa L. plant and has been shown to be an effective photosensitizing 

agent. 24 Recent studies show that low concentrations of this pigment, together with 

short amounts of light exposure, are enough for fungal photoinactivation.23, 25 

However, the highly complex cellular organization appears to interfere with 

curcumin‘s penetration into the deeper layers of the biofilm and into the surface 

layers of the mucosa. This likely impairs the inactivation of all fungal cells, which 

possibly leads to a sublethal exposure to PDI.23 In order for PDI to be safely 

prescribed to patients, it is critical to understand whether sublethal exposure may 

interfere in the expression of Candida virulence factors.26 Few studies have 

investigated alterations in microorganism pathogenicity after PDI. Such studies are 



 

critical because the ability to develop disease11 is associated with virulence factors  

that may destroy the protective barriers and membranes of the oral mucosa.11 

If the application of sublethal PDI in Candida cells can reduce the expression 

of virulence factors or even leave them unaltered, this new therapeutic modality could 

be safely and effectively used with patients. The goal of this study was to analyze the 

capacity for adhesion, biofilm formation and production of hydrolytic enzymes in C. 

albicans after exposure to curcumin-mediated PDI. To the best of our knowledge, this 

is the first study to investigate the effect of CUR-mediated PDI on those virulence 

factors in C. albicans. 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Study Design 

 

The dependent variables were colony-forming units per milliliter (CFU/mL), cell 

metabolism (XTT), total biomass staining with crystal violet (CV), and phospholipase 

(Ph) and secreted aspartic proteinase (SAP) production, while the independent 

variable was treatment method. The sample size used (n = 30) was defined after a 

pilot study. 

 

Microorganism and culture conditions 

 

In this study, we used a C. albicans reference strain (ATCC 90028) obtained 

from Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA) which was kept frozen at -

80°C until ready to use.  

The microorganism was reactivated in Sabouraud dextrose agar with 

chloramphenicol (SDA; Himedia, Mumbai, India) at 37°C for 48 hours. A loopful was 

then placed in RPMI 1640 medium (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) for 13 hours 

in an orbital incubator at 75rpm and 37°C. Cultures were centrifuged at 4000rpm for 

5 minutes and the supernatant was discarded. Pelleted cells were washed twice with 

sterile saline and resuspended (also in sterile saline) after the last centrifugation. The 

cell concentration standardization was performed using a turbidimeter (MicroScan 



 

Turbidity Meter - Siemens) to obtain approximately 106 CFU/mL in the cell 

suspensions.25 

 

Virulence factors 

 

The sublethal protocol involving the application of 0.1μM of curcumin (Sigma 

Chemical Co., St. Louis, MO, USA) was selected based on previous results.23 

Illumination was performed with a prototype developed by the Institute of Physics of 

São Carlos - USP, that consists of LEDs with a predominantly 455nm wavelength. 

This equipment enabled the illumination of an entire plate well with power of 

22mW/cm2 and a light dose of 5.28J/cm2 (4 minutes). 

Aliquots of 650μL of the standardized C. albicans cell suspension together 

with 520μL of saline were transferred into the wells of a 24-well plate. The cells 

exposed to PDI (C+L+) received 65 μL of the previously prepared curcumin solution 

as well as 65μL of DMSO (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). The time of 

incubation in the dark (TPI) was 5 minutes.25 After this period, the plate was exposed 

to LED light for 4 minutes.23 65 µL of curcumin plus 65 µL of DMSO solution were 

added to the positive control (C+L-) samples, which means they were 

photosensitized but not illuminated. The negative control, on the other hand, was not 

photosensitized, and did not receive illumination (C-L-) but was treated with 130μL of 

DMSO solution and left at room temperature for the same time as the TPI and 

illumination of the C+L+ samples (9 minutes). 

After treatment, the samples were centrifuged (4000 rpm/5 min), washed twice 

with sterile PBS to remove CUR residues, and resuspended in 1300μL of PBS. Then, 

100 µL aliquots were distributed into 96-well plates in duplicate for the analysis of 

virulence factors. To evaluate the adhesion capacity, some samples were used to 

measure the CFU/mL by plating in agar medium and the other to analyze cellular 

metabolism by XTT assay. These plates were incubated on an orbital shaker for 

1h30min at 37°C and 75rpm. This incubation period caused cells to adhere to the 

bottom of the wells.25 After the adhesion period, the wells were washed twice 

thoroughly with 150μL of sterile PBS to remove the non-adhered cells, buffer the 

medium and remove metabolites. 



 

To measure the CFU/mL, cells were removed from the 96-well plate using a 

sterile swab during 30 seconds of handling, and then serial dilutions were conducted 

(10-1 a 10-4), as well as plating in SDA medium. After incubating the plates at 37°C for 

48 hours in an oven, a trained researcher imaged the plates and counted the 

colonies using the Adobe Photoshop software (CCI = 0.99) and calculated the 

number of CFU/mL. 

The cellular metabolic activity was assessed by the XTT assay, which is based 

on the ability of mitochondrial dehydrogenase enzymes of metabolically active 

microorganisms to convert tetrazolium salt XTT into a water-soluble product 

(formazan).28 The XTT solution prepared in all experiments consisted of 158μL of 

PBS with 200mM of glucose, 40μL of XTT solution (1mg/mL) and 2μL of menadione. 

For the assay, 200μL of XTT solution were added to each well, and the plates were 

incubated at 37°C for 3 hours. Next, 100µL of the product were transferred into the 

well of a 96-well plate. The reaction was read with a spectrophotometer (Automated 

Microplate Reader TP (Thermo Plate)) with 492nm filter25, 29 that was calibrated to 

perform the reading (CCI = 0.78). 

In addition to the distribution of the aliquots into plates for the CFU/mL and 

XTT analyses, as previously described, the analysis of biofilm formation capacity 

involved the use of one additional plate to assess the amount of biomass using the 

crystal violet method.30 Thus, 100μL aliquots from each sample were transferred to 

the wells of a 96-well plate and after the adhesion period, they were washed twice 

with 150μL of sterile PBS. To form biofilms, 150μL of RPMI culture medium were 

added into the wells and the plates were kept for 48 hours in an orbital shaker (37°C; 

75rpm). After the incubation period, biofilms were washed twice with 200μL of sterile 

PBS and subjected to CFU/mL quantification tests, an analysis of cell metabolic 

activity by XTT assay and total biomass quantification with crystal violet (CV) 

staining. 

CV staining was used to determine the total biomass of the adhered cells and 

the formed biofilm.25, 30 To achieve this, the previously washed biofilms were fixed 

with 200μL of methanol for 15 minutes. After being removed, the plates were kept at 

37°C for approximately 20 minutes for drying and 200μL of 1% crystal violet dye was 

added for 5 minutes. Each plate well was washed three times with PBS, and then 

33% acetic acid was added to remove the dye. A 100µL aliquot of the resulting 



 

product was transferred by a trained researcher to the well of a reader plate (ELISA, 

Thermoplate) to analyze the absorbance with a spectrophotometer at 570nm filter 

(CCI = 0.92). 

The production of the specific degradative enzymes SAP and Ph was 

evaluated by two different methods: halo formation in agar medium and the 

colorimetric method. The halo formation in agar method was conducted according to 

the methodologies described by Rüchel et al.,17 and Price et al.,18 respectively, with 

certain protocol modifications determined after running a previous study. For both 

methods, after exposure of the samples to the PDI, the cells were washed twice to 

remove residual curcumin and were resuspended in PBS, and 5μL aliquots of the 

samples were inoculated at three equidistant agar plate points.31 The phospholipase 

plates were incubated at 37°C for 7 days, and the protease plates were incubated for 

5 days (37°C), stained with amido black staining solution and developed to measure 

the enzymatic activity. The enzymatic activity (Pz-ph) and (Pz-sap) was verified in 

relation to the production of an opaque zone of precipitation around the colonies and 

was determined by the ratio of the diameter of the colony to the diameter of the 

colony plus the precipitation halo. The plates were photographed using natural light 

as the background for the protease samples and black background for the 

phospholipase samples, and the measurements were made on a computer by a 

trained researcher (CCI≥0.92).  

For the colorimetric method, 300 μL of the cells previously resuspended in PBS 

were transferred  to a falcon tube containing 5 ml of Yeast Nitrogen Base (YNB) 

medium and this solution was incubated for 20 h in orbital shaking. Next, the 

solutions were centrifuged at 4000rpm for 5 minutes at 21°C, and the supernatant 

was transferred into other sterile falcon tubes. We added 5 ml of PBS to the tubes 

containing the cells for resuspension. This was followed by serial dilution and plating 

for CFU/mL analysis. The supernatant was used to conduct the tests of protease and 

phospholipase production. For protease production, a 900 μL aliquot of the 

supernatant was transferred to Eppendorf tubes for each treatment group. Next, 

100μL of azocasein substrate were added, and the solution was homogenized and 

left in the oven at 35°C for 60 minutes. Then, 500 μL of trichloroacetic acid were 

added to stop the degradation reaction of the proteinase and were left at room 

temperature for 10 minutes. The Eppendorf tubes were centrifuged and 1 mL of that 

https://www.sunrisescience.com/pages/ystmedia_sc_ynb.html


 

solution was transferred to new tubes. Then, 1 mL of sodium hydroxide (NaOH) 

solution was added, for a total of 2 mL that were left in the oven at 35°C for another 

15 minutes. The spectrophotometer reading was performed at 440 nm a filter. For 

phospholipase production, the remaining supernatant was adjusted to a pH of 7.5 

and 1.0 mL was transferred to a tube. Then, 1.0 mL solution of the 

phosphatidylcholine reagent was added and the solution was homogenized and left 

in the oven at 35°C for 60 minutes. The spectrophotometer reading was conducted at 

630nm a filter. 

 

 

Data Analysis 

The effect of "Treatment Group" on 'adhesion capacity - AC' and 'biofilm-

forming capacity - BFC' was assessed with a single-factor Multivariate Analysis of 

Variance (MANOVA). Normality was verified with the Shapiro-Wilk test, as well as 

skewness and kurtosis. The homogeneity of variances and covariances was 

assessed in each group using Box‘s M test (AC: M = 49.4; F = 7.967; p≤0.001 / BFC: 

M = 52.411; F = 4.149; p≤0.001) and since homogeneity was not confirmed, we used 

Pillai‘s trace to calculate the F statistic. Whenever the MANOVA detected statistically 

significant effects, we conducted an ANOVA for each dependent variable. The effect 

of the different treatments on the production of SAP and Ph was assessed by means 

of two single-factor analyses of variance (ANOVA). Normality was verified by the 

Shapiro-Wilk test and the homogeneity of variances was assessed with the Levene 

test. Given heteroscedasticity, we chose to use Welch‘s correction to calculate F. 

When necessary, we used the Games-Howell post-hoc test. Significance was set at 

0.05.  Statistical analyses were done using IBM SPSS Statistics 21 (IBM Corp., 

2012). 

 

RESULTS  

 The ―Treatment Group‖ variable had a medium-sized but highly significant 

effect on adhesion capacity (Pillai‘s trace = 0.314; F = 8,096; p≤0.001; ɳ2p = 0.157; 

power (π) = 0.998). The univariate ANOVA revealed a significant effect between 

groups only for log10 (CFU / ml) (log10CFU / ml: F = 19,823; p≤0.001; ɳ2p = 0.313; 

Power (π) = 1.000; XTT: F = 0.033; p = 0.967; ɳ2p = 0.001; Power (π) = 0.055). 



 

According to the multiple comparisons analysis, the number of adhered cells was 

reduced in the groups independently exposed to PDI and CUR (Figure 1). This 

reduction was approximately 1.0log10 and 0.7log10 for groups C+L+ and C+L-, 

respectively, compared with the control group C-L-. On the other hand, the different 

treatment groups showed no significant effect on biofilm-forming capacity (Figure 2) 

(Traço de Pillai=0,084; F=1,263; p=0,277; ɳ2
p=0,042; Potência (π)=0,488). 

 In the analysis of enzyme production capacity using the halo methodology, the 

only significant effect between groups was observed for phospholipase 

(Phospholipase: F = 15,988; p≤0.001; ɳ2p = 0.271; power (π) = 0.999 / Protease: F = 

0.063; p = 0939; ɳ2p = 0.001; power (π) = 0.059), which was significantly increased 

following the application of PDI (Table 1). On the other hand, the colorimetric method 

showed no effect of treatment on the production of either enzyme (Phospholipase F = 

0.067; p≤0.935; ɳ2p = 0.002; Power (π) = 0.059 / Protease: F = 2.009, p = 0.141; 

ɳ2p = 0.050; Power (π) = 0.403) (Table 1).  

 

DISCUSSION 

 

In this study, we analyzed the capacity for adhesion, biofilm formation and 

production of hydrolytic enzymes in C. albicans after exposure to curcumin-mediated 

PDI.32 

The log10(CFU/mL) values revealed a small reduction in the adhesion of C. 

albicans cells following exposure to PDI. Similar results have been reported using 

erythrosine33  and toluidine blue34   to reduce the adhesion of C. albicans to 

buccoepithelial cells following PDI. The initial adherence of fungal cells to any type of 

surface seems to contribute to the development of oral infections caused by 

Candida.33 The adhesion to the host‘s epithelial cells is the initial stage of infection, 

which appears to be promoted by certain components of fungal cell membranes, 

such as mannose, Cd3 receptors, mano-proteins and saccharins.35, 36 There are also 

well-known cases of adhesion to abiotic surfaces such as dental prostheses.13 

In the present study, we observed that the use of CUR without light also 

reduced the adhesion of C. albicans cells. This is agreement with Song et al. 

(2012),37 who reported a reduction in Streptococcus mutans adhesion after exposure 

to CUR. It has been reported that some compounds derived from Curcuma longa 



 

may have the ability to inhibit the adhesion of bacteria, fungi and algae to different 

substrates.38-40 This effect seems to be due to the inhibition of certain adhesins 

present on microorganism membranes,38 as well as the expression of membrane 

proteins responsible for the adhesion of some bacteria to different surfaces.37 Since 

the adhesion of C. albicans also appears to be mediated by fungal cell wall 

components and, given that the membrane has been identified as the main cellular 

structure affected by photodynamic action,41 we suggest that the decrease in 

adhesion is related both to the type of cell damage promoted by PDI as well as to the 

effect of CUR. 

Similar results were also reported by Kato et al.,42 who applied a sublethal dose 

of PDI using methylene blue (MB) as the PS combined with GaAIAs laser diode, and 

by Munin et al.,43 who also used MB as the PS. Both studies observed a reduction in 

cell viability after treatment application, which likely results from the damage to cell 

membranes that occurs when using MB, and the photodynamic effect promotes the 

increased permeability of the membrane,41 which allows the PS to come close to the 

DNA and interact with singlet oxygen due to MB‘s chemical affinity with DNA guanine 

bases. This reaction may promote genetic mutations in C. albicans cells, inhibiting 

their growth.42 Giroldo et al.,41 suggest that photodynamic chemotherapy using MB 

can reduce C. albicans growth, which may be associated with the increased 

membrane permeability; the penetration of MB can damage the plasma membrane 

and cytoplasm. This suggests that CUR may have had a phototoxic effect at the 

membrane level, which would explain the reduction in cell adhesion we observed in 

both the C+L+ and C+L- groups compared to the control group. 

It is interesting to note that in the current study, the reduction in cell adhesion 

was only evidenced by the CFU/mL values, while the XTT assay indicated 

statistically similar rates of metabolism among the different groups. The XTT assay44 

is a colorimetric method based on the conversion of a salt in the presence of cellular 

metabolic activity. The fact that its formazan product is water-soluble makes it easy to 

measure cell viability, compared to the traditional colony-count method. For that 

reason, this test has been used to study the development of fungal biofilm and its 

resistance to drugs or alternative therapies without changing biofilm structure.44  

However, this test does not directly assess viability, as is the case with colony 

counts. The latter method indicated a difference of only 1log10 in the CFU/mL 



 

between the C+L+/C+L- and C-L- groups, while the colorimetric method would 

probably not have captured such a small difference45 in the metabolic rate of the 

adhered cells. For this reason, the XTT assay should be used to evaluate biofilms in 

which the number of cells is higher than that of a single layer of adhered cells.46 

Despite the observed decrease in the number of adhered cells, the results 

presented here show no significant reduction in biofilm-forming capacity. This 

behavior was revealed by all analytical methods used (CFU/mL, XTT and CV). It has 

been suggested that sublethal exposures to the photodynamic effect may reduce the 

growth rate of C. albicans, but this effect appears to be temporary, since the fungal 

cells reached the exponential growth phase after just a few hours.42 In the present 

study, the biofilm was grown in a favorable environment for a period of 48 hours, 

which probably allowed cells to multiply and form biofilm similar to that observed in 

the control group. Nevertheless, this result was positive on the use of curcumin-

mediated PDI, since exposure to sublethal doses was not able to increase this 

virulence factor. 

We also assessed the capacity to produce specific degradative enzymes. The 

results obtained with the agar plate method did not reveal any differences in SAP 

expression between treatment groups, but phospholipase production was 

significantly higher in the group exposed to PDI. This is in contrast to that reported by 

Martins et al. (2011)26, who used methylene blue in the tongues of C. albicans-

infected mice to assess the production of protease and phospholipase following PDI. 

Those authors found that there was a decrease in the activity of protease. Studies by 

Kömerik et al.,47 on the other hand, described a significant reduction in protease 

production following the application of PDI by red light and toluidine blue PS on gram 

negative bacteria, as measured by azocasein hydrolysis. 

We also studied enzyme production using colorimetric methods that are known 

to be more sensitive for detecting small amounts of enzyme.48 These tests showed 

no change in SAP or phospholipase expression following PDI. Since the 

phospholipase analyses yielded contradictory results, we believe more studies are 

needed, possibly with fluorimetric methods or gene expression analyses in order to 

reach a more reliable conclusion. A recent report by Freire et al.,49 analyzed the role 

of PDI in the expression of genes related to virulence (SAP5, LIP9, and PLB2). They 



 

observed a non-significant reduction in the expression of hydrolytic enzymes after 

PDI mediated by methylene blue.  

We conclude that photodynamic inactivation mediated by curcumin does not 

increase the expression of virulence factors in Candida albicans. This, associated 

with a PDI-mediated reduction in the adhesion capacity of Candida cells, represents 

a critical advantage of this therapeutic method and will possibly help the 

establishment of future clinical protocols. 
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1. Appendices 

 

 

Figure 1. Adhesion capacity of C. albicans according to the treatment group. A: Average 

and standard deviation of log10 (CFU/mL); different lowercase letters indicate significant 

statistical differences according to Games-Howell post-hoc test (p<0.001). B:  Average 

and standard deviation of cell metabolism (XTT); Differences were non-significant 

according to ANOVA (p = 0.967). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
Figure 2. Biofilm formation capacity of C. albicans according to the treatment group. A: 

Average and standard deviation of log10 (CFU/mL); B: Average and standard deviation of cell 

metabolism (XTT); C: Average and standard deviation of biofilm biomass (CV). Differences 

were non-significant according to MANOVA (p=0,277). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Table 1. Mean values and standard deviations for protease and phospholipase 

production using the agar-based and colorimetric tests. 

 
* Statistically significant difference between the mean of group C+L+ and those of C-L- and C 

+L- (Games-Howell, p <0.001). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Agar-Based tests Pz-Sap 0.749 (0.042) 0.743 (0.067) 0.744 (0.071)
Pz-Ph 0.413 (0.018)* 0.582 (0.173) 0.618 (0.186)

 Colorimetric tests Sap 7.728 (0.559) 7.848 (0.465) 7.553 (0.611)
Phospholipase 6.948 (0.364) 6.920 (0.373) 6.902 (0.623)

Enzymatic activity C+L+ C-L- C+L-



 

4 DISCUSSÃO 

 

Vários são os fatores de virulência associados à capacidade das espécies de 

Candida de desenvolver infecções16, 17, 89, 90. A habilidade de aderir e posteriormente 

formar biofilmes sobre superfícies mucosas ou reabilitadoras é um desses fatores, 

os quais estão diretamente relacionados à expressão de enzimas degradativas 

específicas, como proteinase e fosfolipase, ambas consideradas fatores de 

virulência fundamentais desses micro-organismos12, 42, 57, 71, 83, 87, 104, 105. O presente 

estudo teve como objetivo principal analisar o efeito que a aplicação subletal de 

inativação fotodinâmica, mediada pela curcumina, poderia promover sobre a 

expressão de alguns fatores de virulência em C. albicans. No momento da 

elaboração do projeto de pesquisa e definição dos protocolos experimentais, foi 

observado que os métodos utilizados para analisar a capacidade de secretar 

enzimas hidrolíticas com base na medição dos halos de precipitação em placas de 

ágar85, 99 vêm sendo amplamente utilizados nos estudos72, 104, 105, 110, 111, 119. No 

entanto, há ausência ou omissão de dados sobre a confiabilidade dessas medidas, 

como a reprodutibilidade intra e interexaminador57, 71, 72, 83, 87, 110, o que coloca em 

dúvida a precisão do valor obtido78,122. Além disso, a inexistência de uma 

metodologia padronizada impossibilita comparações entre os diferentes estudos. De 

acordo com a teoria do erro, cada medida efetuada tem um componente de valor 

real e outro para o erro, podendo ser aleatórios ou sistemáticos. Para minimizar o 

erro sistemático, a calibração de pesquisadores e equipamentos previamente a 

coleta dos dados, além da padronização dos processos, são passos vitais94. 

Assim, para que a produção de enzimas fosse avaliada de forma reprodutível, 

foi necessário padronizar a maneira de efetuar as medidas. Em estudo prévio, foi 

possível perceber que alguns fatores poderiam ter influência das medidas obtidas. O 

tipo de fundo de leitura poderia influenciar na visualização tanto do halo como da 

colônia, como também a forma de mensurar seus diâmetros de acordo com o 

equipamento (paquímetro digital ou software). Além disso, outros aspectos foram 

levantados, como o número de replicatas de uma mesma amostra e a adequação de 

diferentes examinadores a um mesmo protocolo. Essa foi a motivação para a 

realização do estudo descrito no Capítulo I dessa dissertação de mestrado, cujo 

objetivo foi avaliar a metodologia empregada para aferição dos halos de degradação 



 

de proteinase e fosfolipase formados por C. albicans com relação à reprodutibilidade 

das medidas efetuadas intra e interexaminadores e aos diferentes protocolos de 

execução. 

 De forma geral, os resultados da avaliação intraexaminador de proteinase 

indicaram melhor concordância quando a triplicata foi utilizada. No entanto, quando 

as leituras foram realizadas no computador (CP), o cruzamento dos IC95% sugeriu 

que a leitura de uma única colônia ou triplicata não interferiu na reprodutibilidade 

intraexaminador. Além disso, o tipo de fundo e a forma de leitura resultaram em 

reprodutibilidade intraexaminador semelhante e, portanto, ao que parece, não 

interferiu na precisão das medidas de proteinase para cada examinador. Com 

relação à reprodutibilidade interexaminador, considerou-se que o protocolo para a 

leitura dos valores de Pz-sap que atribuiu maior confiabilidade dos dados foi aquele 

que utilizou as fotografias digitalizadas para leitura em computador em fundo contra 

luz natural e por meio da realização de leituras em triplicata para cada amostra. 

Esse resultado veio reforçar a importância da triplicata na leitura da atividade 

enzimática de proteinase. Além disso, também mostrou a importância de se 

investigar a calibração estatística entre diferentes pesquisadores para realização de 

uma mesma medida, uma vez que, de oito protocolos avaliados, apenas um deles 

apresentou dados com adequada confiabilidade quando diferentes examinadores 

estiveram envolvidos na realização das análises.  

 Apesar de não se encontrar estudos que tenham comparado a precisão das 

medidas de Pz em função do protocolo de leitura, alguns autores11, 22, 23, 46, 49, 50, 54, 61, 

62, 72, 73, 104, 106, 107, 119, 130 relatam a utilização de colônias em triplicata para a leitura de 

suas amostras na análise de produção de proteinase. Por outro lado, também foi 

encontrado um estudo realizado com única alíquota para proteinase87, e em muitos 

estudos este dado foi omitido na metodologia50, 57, 71, 72, 83, 87, o que é preocupante 

especialmente nos casos em que a calibração estatística dos pesquisadores que 

fizeram as medidas não é mencionada. Além disso, verificou-se que não é comum a 

metodologia dos artigos deixar explícito qual a forma de leitura utilizada. O 

levantamento bibliográfico identificou apenas um trabalho relatando a utilização do 

computador 122 e 3 que citaram o uso do paquímetro, 105,119 enquanto cerca de 28 

artigos11, 22, 24, 46, 47, 49, 50, 60-65, 71-73, 76, 80, 83, 87, 92, 93, 96, 104, 106, 109, 117, 128, 129 não relataram 

o método. 



 

 Na avaliação da reprodutibilidade intraexaminador para fosfolipase, as 

estimativas pontuais do CCI mostraram que o protocolo que maximizou a 

reprodutibilidade foi o que utilizou leituras no computador em triplicata, mas, ao 

considerar os IC95%, verificou-se que a melhora da confiabilidade quando da 

utilização de triplicatas foi menos evidente em comparação com as leituras de 

proteinase. Os demais protocolos mostraram ter a capacidade de influenciar na 

reprodutibilidade das medidas, mas de formas distintas para os diferentes 

examinadores. Já a análise da reprodutibilidade interexaminador indicou que tanto a 

leitura com paquímetro digital como a medida nas fotografias atribuíram maior 

confiabilidade às medidas quando realizadas em triplicata para cada amostra. Esse 

resultado mostra que, embora a leitura de triplicatas não tenha mostrado importância 

na confiabilidade intraexaminador, quando as medidas de um mesmo estudo forem 

efetuadas por diferentes pesquisadores, a avaliação de mais colônias de uma 

mesma amostra auxilia na precisão. Na literatura foi possível encontrar poucos 

trabalhos relatando a leitura de apenas uma colônia76, 87 Por outro lado, observamos 

um número maior de estudos realizados em triplicatas11, 22, 23, 46, 49, 54, 61, 62, 72, 105-107, 

119, 130, e que nenhuma informação sobre a calibração dos pesquisadores é relatada, 

o que impossibilita uma discussão sobre a precisão das medidas efetuadas em cada 

caso.  

 Com base nos resultados obtidos tanto para fosfolipase quanto para 

proteinase, sugere-se que não houve unanimidade na escolha de um protocolo para 

cada examinador. A leitura de colônias em triplicata parece ser o principal fator 

associado ao aumento na precisão das medidas e, portanto, deve ser preferido em 

relação à leitura de apenas uma colônia. Quando apenas um examinador for 

responsável pela realização das medidas, deve-se padronizar um protocolo e avaliar 

a calibração estatística desse pesquisador previamente à coleta dos dados. No 

entanto, se dois ou mais pesquisadores estiverem envolvidos na leitura das placas, 

os resultados deste estudo sugerem que os protocolos com a utilização de software 

para leituras das placas sejam preferidos.  

Com base nos resultados obtidos nesse primeiro estudo, foi possível definir o 

protocolo de medidas dos métodos para avaliação da expressão das enzimas e, 

então, o segundo estudo pôde ser iniciado, tendo como objetivo analisar a 

capacidade de adesão, formação de biofilme e de expressão de enzimas hidrolíticas 



 

da espécie C. albicans em amostras submetidas a PDI mediada pela curcumina.  De 

acordo com os resultados, foi observada pequena redução na capacidade de 

adesão das células de C. albicans após exposição a PDI, resultado esse apontado 

pelos valores de log10(UFC/mL). Acredita-se que este estudo seja o primeiro a 

investigar o efeito da PDI mediada pela CUR sobre a capacidade de adesão de C. 

albicans. Resultados semelhantes também foram relatados utilizando-se eritrosina 20 

e azul de toluidina113 para reduzir a capacidade de adesão de C. albicans às células 

buco-epiteliais após PDI. A adesão às células epiteliais do hospedeiro é a etapa 

inicial da infecção, que parece ser promovida por certos componentes da parede 

celular dos fungos98, como manose, receptores Cd3, mano proteínas e sacarinas1, 8, 

18, 26, 45. Por outro lado, a adesão fúngica a superfícies abióticas tem sido 

amplamente aceita como o principal fator etiológico da candidose associada ao uso 

de próteses dentais1. 

No presente estudo, foi observado que a utilização da CUR sem luz também 

reduziu a capacidade de adesão das células de C. albicans. Esse resultado está de 

acordo com os reportados por Song et al., em 2012116, os quais mostraram redução 

na capacidade de adesão de Streptococcus mutans após exposição à 0,1µM de 

CUR. Já vem sendo relatado que alguns compostos derivados da Curcuma longa 

podem possuir capacidade de inibir adesão de bactérias, fungos e algas a diferentes 

substratos4, 75, 79. Esse efeito parece estar relacionado com a inibição de certas 

adesinas presentes na membrana dos micro-organismos71, bem como a expressão 

de proteínas de membrana responsáveis pela adesão de algumas bactérias a 

diferentes superfícies77, 116.  Como a adesão de C. albicans também parece ser 

mediada por componentes da parede e membrana celular dos fungos e, tendo que 

vista que a membrana tem sido apontada como a principal estrutura celular atingida 

pela ação fotodinâmica36, pode ser sugerido que a diminuição na capacidade de 

adesão esteja relacionada tanto com o tipo de dano celular promovido pela PDI 

como pela própria ação isolada da CUR.  

Diferentemente do resultado de capacidade de adesão, os resultados da 

capacidade de formação de biofilme não mostraram redução significativa. Esse 

comportamento foi sugerido por todos os métodos de análise empregados (UFC/mL, 

XTT e CV). Já foi mencionado que exposições subletais do efeito fotodinâmico 

podem reduzir a taxa de crescimento de C. albicans, mas esse efeito parece ser 



 

apenas temporário, já que as células fúngicas acabaram atingindo a fase 

exponencial de crescimento após algumas horas48. Nesse estudo, o biofilme foi 

cultivado em ambiente propício ao seu desenvolvimento por um período de 48 

horas, o que provavelmente conferiu condições para que as células se 

multiplicassem e formassem biofilme semelhante ao observado no grupo controle. 

Ainda assim, esse resultado pode ser considerado vantajoso à aplicação da PDI 

mediada pela curcumina, uma vez que a exposição a doses subletais não foi capaz 

de aumentar esse fator de virulência. Em contrapartida, um estudo realizado sem 

efeito subletal com biofilmes de C. albicans e C. dublinienses, analisados através de 

UFC/mL após tratamento fotodinâmico mediado pela eritrosina, detectou diminuição 

estatisticamente significativa na quantidade de biofilme21.    

Os resultados obtidos por meio do método baseado nas placas de Ágar para 

verificação da produção de enzimas mostraram não haver diferença na expressão 

das SAPs entre os grupos de tratamento, enquanto a produção de fosfolipase foi 

significativamente maior no grupo exposto a PDI. Resultado contrário foi relatado por 

Martins et al.63, que avaliaram, através da medida de Pz, a produção de enzimas 

proteinase e fosfolipase após aplicação de PDI mediada por FS azul de metileno em 

línguas de ratos infectados por C. albicans. Os autores verificaram que houve 

diminuição da atividade enzimática de ambas as enzimas, embora a diminuição 

significativa tenha sido observada apenas para a produção de proteinase comparada 

à fosfolipase63. Nos estudos de Kömerik et al.51, foi descrita a atividade de enzimas, 

após aplicação de PDI por luz vermelha e FS azul de toluidina, sobre bactérias gram 

negativas, quando foi obtida a redução significativa de enzimas proteases 

quantificada por hidrólise de azocaseína. Embora este estudo não tenha sido 

realizado com doses subletais, seus resultados são importantes sob o ponto de vista 

do efeito da inativação fotodinâmica sobre fatores de virulência agindo sobre outros 

micro-organismos. 

Devido à dificuldade na obtenção da formação de halos pelo método da placa 

para a enzima proteinase, após PDI, foi utilizado também o método colorimétrico, 

reconhecidamente mais sensível para detecção de baixa quantidade de enzimas3, 15, 

54, 57, 88, 104. É importante ressaltar que, na metodologia em Agar para proteinase, foi 

realizada a coloração com negro amido para facilitar a visualização do halo, e que, 

mesmo assim, as bordas não são facilmente identificadas, o que provavelmente 



 

resulta em maiores diferenças entre leituras repetidas na mesma amostra. Essa 

dificuldade de leitura das placas de proteinase possivelmente explica o fato de 

alguns autores optarem pela utilização do método das placas de Agar somente para 

avaliação da fosfolipase e utilizarem metodologias alternativas, como as 

colorimétricas e fluorimétricas, para investigação de proteinase. No entanto, também 

são encontrados estudos que utilizaram teste colorimétrico para fosfolipase.  

Os resultados dos métodos colorimétricos não apontaram alteração na 

expressão de SAPs e fosfolipase após PDI. Assim, pode-se sugerir que a PDI 

mediada pela curcumina não tenha influência negativa na expressão da enzima 

SAPs. Como comportamentos contraditórios foram encontrados durante a análise da 

fosfolipase, acredita-se que seja necessária a condução de mais estudos, 

possivelmente com metodologias fluorimétricas ou análises de expressão genética, 

para uma conclusão definitiva. Em recente estudo, Freire et al.35, avaliou a ação da 

PDI na expressão de três genes de C. albicans relacionados à virulência ( SAP5, 

LIP9 e PLB2). Foi observada redução não significativa na expressão de enzimas 

hidrolíticas. 



 

5 CONCLUSÃO 

 

Segundo as condições experimentais deste estudo e estimando suas 

limitações, presume-se que: 

 

1. Na análise de produção da enzima degradativa proteinase, dois protocolos 

(DC/W/3C e CP/NL/3C) apresentaram reprodutibilidade intraexaminador 

classificada no mínimo como ‗Boa‘ para todos os examinadores . Ambos os 

protocolos também mostraram ‗Boa‘ reprodutibilidade interexaminador ao 

considerar os quatro examinadores.  

 
2. Para a enzima fosfolipase, três protocolos (DC/3C, CP/1C, CP/3C) mostraram 

‗Boa‘ concordância intraexaminador para todos os examinadores sugerindo, 

portanto, que a leitura em triplicata não é imprescindível para obtenção de 

reprodutibilidade intraexaminador adequada. 

 
3. A reprodutibilidade interexaminador das medidas de fosfolipase foi 

classificada como ‗Muito Boa tanto para as leituras efetuadas com paquímetro 

digital como as realizadas em computador, quando em triplicata. 

 
4. O número de células de Candida albicans aderidas em superfície abiótica foi 

reduzido após ação fotodinâmica subletal e após aplicação de curcumina, 

porém, o metabolismo celular não sofreu alteração significativa.  

 
5. A utilização de curcumina ou PDI não promoveu alteração significativa no 

número de células viáveis, no metabolismo celular e na quantidade de 

biomassa do biofilme. 

 

6. Não houve diferença estatisticamente significativa na secreção de enzima 

proteinase, tanto segundo valores de Pz-SAP quanto segundo método 

colorimétrico. 

 
7. Não houve diferença significativa na secreção da enzima fosfolipase de 

acordo com o teste colorimétrico; porém, de acordo com o teste de Pz, a PDI 

aumentou a produção da enzima fosfolipase. 
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