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Morphological analysis of Candida albicans biofilms produced at different
pH and temperature conditions analyzed by optic and atomic force
microscopy

Abstract. Microbial biofilm formation plays an important role in the cycle of life and
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subsistence of many microorganisms. Candlida albicans colonizes the surface of catheters,
prosthetic and epithelium forming biofilms that are extremely resistant to antifungal drugs. In
the present study, a strain of C. albicans was grown under different pH and temperature
conditions in order to analyze the morphology of biofilms formed by optical microscopy
(OM) and quantitatively by atomic force microscopy (AFM). Optical and atomic force
micrographs showed the formation of biofilms in all conditions tested. Main morphological
parameters of C. albicans biofilms (height, highlight and valleys) were determined by MFA,
showing heterogeneity in perimeter, area and volume values reached.
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Resumen. La formacion de biopeliculas microbianas juega un papel importante en el ciclo

de vida y subsistencia de muchos microorganismos. Candida albicans coloniza la superficie

/

de catéteres, protesis y epitelio formando biopeliculas que son extremadamente resistentes a
drogas antifiingicas. En el presente estudio, una cepa de C. albicans fue cultivada bajo
diferentes condiciones de pH y temperatura con la finalidad de analizar la morfologfa de
biopeliculas formadas mediante microscopia 6ptica (MO) y cuantitativamente por
microscopia de fuerza atémica (MFA). Las micrograffas épticas y de fuerza atémica
demostraron la formacion de biopeliculas en todas las condiciones probadas. Los parametros
morfolégicos principales (altura, relieve y valles) de las biopeliculas de C. albicans fueron
determinados por MFA, mostrando heterogeneidad en los valores de perimetro, area y
volumen alcanzados.
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Introduccién los pacientes se han contaminado con cepas de Candida a

través de catéteres produciendo fungemia con alta mortalidad

Candida albicans (C.P. Robin) Berkhout es el agente causal ~ (Bandenhorts ef al., 1991; Anaissie et al., 1993; Arisoy et al.,
mas comun en infecciones intrahospitalarias ya que e140%de  1993; Hawser y Douglas, 1994). La habilidad de C. albicans
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mucosas y de la superficie intestinal que puede servir como
fuente para infecciones invasivas (Reagan ef al., 1990; Riggle
et al., 1999; Donland, 2002; Shin et al., 2002; Donland y
Costerton, 2002; Khun et al., 2002; Douglas, 2003). También
se ha observado que C. albicans forma biopeliculas sobre las
superficies inertes de catéteres y protesis dentales (Arisoy et
al.,1993).

El andlisis de biopeliculas de C. albicans por
microscopia de fluorescencia muestra que estan formadas por
una capa basal de blastosporas, hifas y pseudohifas ordenadas
en una estructura de doble capa, dentro de una matriz
extracelular constituida fundamentalmente de polisacaridos y
proteinas resistentes a un amplio espectro de antifingicos que
incluye anfotericina B y fluconazol (Hawser y Douglas, 1995;
Baillie y Douglas, 1998; 2000; Donland, 2000; Khun et al.,
2002b; Lupetti et al., 2002; Alem et al., 2006a). En contraste,
las biopeliculas de Candida parapsilosis (Ashford) Langeron
& Talice tienen un volumen menor que las biopeliculas de C.
albicans y estan formadas exclusivamente por blastosporas.
Por otra parte, las cepas invasivas de C. albicans producen
biopeliculas con un volumen significativamente mayor que
las cepas de C. parapsilosis, C. glabrata (H.-W. Anderson)
S.A. Mey. & Yarrow y C. tropicalis (Castell.) Berkhout, en
ensayos determinados por peso seco (Khun ef al., 2002a).
Esta forma de vida de los microorganismos adheridos a
superficies se conoce desde hace mucho tiempo, pero no ha
sido hasta hace poco cuando se ha visto su gran impacto
médico e industrial.

Por otra parte, se conoce que en C. albicans se
producen dos moléculas de comunicacién intercelular o
quorum sensing: farnesol y tirosol. Estas estructuras aceleran
y bloquean la transicion morfoldgica de levadura a hifa y
actlian significativamente durante las fases temprana,
intermedia y de crecimiento del organismo (Baillie y
Douglas, 1999; Hornby et al.,2001; Alem et al., 2006b).

La microscopia de fuerza atomica (MFA) es una

herramienta que se ha empleado en esta década para el estudio

de la morfologia superficial de diversos materiales, como
bidxido de silicio (Si0,), cristales fotonicos como el 6palo y
materiales que presentan transicion de fase metal-
semiconductor como el VO, (Silva Andrade et al.,2004). Con
la ayuda de este equipo, se han visualizado las bacterias a alta
resolucion, investigando las fuerzas de interaccion entre
objetos a escala de nandémetros, como la superficie de
Escherichia coliy otras bacterias como Bacillus coagulans'y
B. sphaericus, lo que ha permitido obtener mayor
informacién de los lipopolisacaridos caracteristicos de las
membranas de bacterias Gram-negativas que son
ensamblados en cadenas de 600-3500 moléculas (Kotra ez al.,
2000).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la
capacidad de formacién de biopeliculas C. albicans bajo
diferentes condiciones de crecimiento, especificamente pH y
temperatura, y determinar las caracteristicas morfologicas de
las estructuras formadas utilizando microscopia optica y de

fuerza atomica.

Materiales y métodos

Candida albicans (ATCC 10261) fue proporcionada por el
Laboratorio de Microbiologia Oral de la Facultad de
Estomatologia de la Benemérita Universidad Auténoma de
Puebla. La eleccion de C. albicans para realizar este estudio
se baso en su relevancia clinica como patdgeno oportunista de
humanos. La cepa de C. albicans se descongeld y
posteriormente fue resembrada en placas de medio dextrosa
Saboraud (Laboratorios Difco, Detroit, MI, USA),
incubandose a 37 °C durante 24 h. De este cultivo se realizo
un subcultivo en medio liquido dextrosa Saboraud, que fue
incubado a 37 °C durante = 12 h. El crecimiento celular se
ajusté auna DO ,,,, 0.8 obteniendo una suspension de 1x10°

cel/mL (Baillie y Douglas, 2000).

Las condiciones para estudiar las fases del desarrollo
de las biopeliculas de C. albicans y sus cambios morfoldgicos
fueron las siguientes: 1) Cinética de crecimiento a las 4, 8, 12
y 24 h, aun pH de 5.6 y una temperatura de incubacion de 37
°C, 2) temperaturas de 25, 37 y 44 °C, manteniendo un pH a
5.6 durante 24 h, y 3) pH de 4.4 y 5.4 manteniendo la
temperaturaa 37 °C durante 24 h.

Para evaluar la cinética de formacion de las
biopeliculas se colocaron 100 pL de medio RPMI 1640 en los
8 pozos de las placas de vidrio Lab-Tek II y 25 ul de la
suspension de 1x10° cel/mL. Las placas se incubaron a 37
°C/2 h. Posteriormente se realizaron tres lavados con un
tampon de fosfatos salinos (PBS) 0.15 M y pH 7.2, con la
finalidad de remover las levaduras no adheridas a la superficie
de las placas y eliminar las células planctonicas. Se adiciond
nuevamente 100 pL. de medio RPMI 1640 en cada pozo y las
muestras se incubaron a 37°C a los diferentes tiempos
considerados (4, 8, 12 y 24 h), realizdndose en cada tiempo de
incubacion tres lavados con la solucion tampoén de PBS. Cada
prueba se evaluo por duplicado y las preparaciones se fijaron
con PBS pH 7.2 y formalina al 4%, manteniendo los
portaobjetos a temperatura ambiente (Baillie y Douglas,
2000).

Las biopeliculas fijadas se analizaron en el
microscopio optico (MO) y de fuerza atomica. El mismo
procedimiento descrito anteriormente fue empleado para las
diferentes condiciones de temperatura (25, 37 y 44 °C) y pH
(4.4 a 5.4) estudiadas. Se utiliz6 como control negativo a C.
albicans a una densidad celular de 1x10° cel/mL y medio
RPMI 1640 diluido al 10%.

Para la observaciéon en el MO, las biopeliculas
fijadas se tifieron con Giemsa 1:20, aplicando 250 pl de
colorante en cada pozo durante 1 h. Posteriormente se
realizaron 3 lavados con agua destilada y entonces las
muestras se secaron, desmontando las celdas y colocandolas
en un cubreobjetos para su observaciéon en un microscopio

optico Nikon Japan 310454 con focus lock 3-CCD.

Las micrografias de MFA se obtuvieron en un
microscopio de fuerza atdémica modelo Q-Scope™ 850, con
camara anti vibraciones. Todas las imdgenes se visualizaron
en el modo de contacto del microscopio, usando un cantilever
de nitruro de silicio con un radio de 10 nm, un indice de
barrido de 2 Hz y una escala de barrido entre 5 y 10 pm. Los
datos acerca de la interaccion del cantilever con la superficie
fueron transmitidos a la computadora mediante una interfase
electronica para generar imagenes de superficie de las
biopeliculas en tercera dimension. Los ejes X y Y de las
imagenes se refieren a la escala de barrido y el eje Z
corresponde a la altura de las biopeliculas. El software del
microscopio proporcion6 los datos de altura, area, perimetro y
volumen de canales y valles. Los canales corresponden a
estructuras continuas profundas observadas como zonas
obscuras o poros, mientras que los valles se observan como
depresiones de la superficie de las biopeliculas.

Los valores obtenidos fueron analizados
estadisticamente mediante una ANOVA y la prueba t de
student, con la finalidad de determinar las diferencias entre las
variables experimentadas (horas durante la cinética,
temperaturas y pHs), asi como para determinar las diferencias
entre las areas, volumenes y perimetro de las estructuras

formadas.

Resultados

El control negativo en 1x10° cel/mL en medio RPMI 1640 al
10% observado por MO mostr6 la adherencia de algunas
células sobre la superficie de las placas a las 4 h, pero sin
llegar a formar una biopelicula madura en ninguno de los
tiempos estudiados (datos no mostrados), mientras que la
cepa de C. albicans en 1x10° cel/mLy en medio RPMI 1640,
observado por MO y MFA, presentd la formacion de
biopeliculas en todas las condiciones estudiadas( Figuras 1-

3).
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Las observaciones realizadas en MO mostraron
diferentes etapas de formacion de las biopeliculas de C.
albicans, asi como sumorfologia celular. En la fase inicial, 4 y
8 h de crecimiento, las células de C. albicans se pegaron y
formaron microcolonias pequeiias o racimos, observandose
un crecimiento menor en extension sobre la superficie de
cada pozo de las placas y presencia de hifas (Figuras 1A-1D);
mientras que la fase de desarrollo intermedia, 12 h, se
caracterizd por la produccion de material polimérico
extracelular (Figuras 1E-1F). Durante la fase de maduracion,
ocurrida a las 24 h de incubacion, el soporte fue cubierto casi
en su totalidad con regiones densas de células levaduriformes,
observandose un crecimiento mayor en extension (Figuras

1G-1H). Las comunidades de C. albicans fueron encerradas

por material polimérico extracelular, presentando en todos los
casos una caracteristica morfologia levaduriforme, con un
incremento de la densidad celular dependiente de la fase de
desarrollo de la biopelicula, siendo visualmente significativo
a las 24 h durante la fase de maduracion. La presencia de
filamentos fue observada en la cinética a las 4 y 8 h de
crecimiento. También se observaron filamentos durante la
fase madura de 24 h, bajo las condiciones de crecimiento de
44 °Cy pH 5.6 (Figuras 2E-2F) y a37°C y pH 4.4 (Figuras
3A-3D). El andlisis de las micrografias con MO y tincion de
Giemsa mostraron la topografia caracteristica de las
biopeliculas de C. albicans en la cinética de crecimiento, asi

como en las diferentes condiciones de temperatura y pH

estudiadas.

Figura 1. Cinética de crecimiento de las biopeliculas de C. albicans.
A-B: adherenciaalas 4 h; C-D: formacion de microcoloniasalas 8
h; E- F: crecimiento y proliferacion celular a las 12 h; G-H:
estructura madura a las 24 h. Material polimérico
extracelular=MPE, canales=C y valles=V.

Figura 2. Formacion de las biopeliculas de C. albicans a diferentes
temperaturas. A-B: 25°C; C-D: 37°C; E-F: 44°C. En todos los casos
se observan estructuras en etapa madura, con presencia de
levaduras con morfologia celular caracteristica. Material
polimérico extracelular=MPE, canales=C y valles=V.

MPE

Figura 3. Formacion de biopeliculas de C. albicans a diferentes
pHs. A-D: 4.4; E-F: 5.4. Se observan los canales=C, valles=V y
material polimérico extracelula=MPE.

Las imagenes obtenidas por MFA mostraron
topografias de superficie tanto en la cinética de formacion de
las biopeliculas como en las etapas de maduracion, bajo las
diferentes condiciones de temperatura y pH evaluadas. En
todos los casos, se observd una morfologia de canales y
valles, con area, perimetro y volumen de estas estructuras.
Estos datos sugieren heterogeneidad en la superficie de las
biopeliculas de C. albicans (Figuras 1A, 1C, 1Ey 1G; 2A,2C
y 2E; 3A, 3Cy 3E). La formacién de biopeliculas maduras a
las 24 h de crecimiento se observo en las condiciones de pH
5.6 y temperaturas de 25,37y 44 °C (Figuras 2A, 2C y 2E), asi
comoa37°CypHsde4.4y5.4(Figuras3A,3Cy3E).

La prueba t student aplicada a los resultados de
formacion de biopeliculas de C. albicans en las diferentes
condiciones estudiadas determind diferencias significativas

(p < 0.001) en la altura entre las 4 y 12 h (2.3+0.57 pum,

0.39£0.085 um), entre las 8 y 12 h (0.89+0.26 pm,
0.39+£0.085 um) y entre las 8 y 24 h (0.89+0.26 pm,
2+0.81um). No hubo diferencia significativa entre las4 y 24 h
(2.3£0.57 um, 2+0.8 1 um). Cuando se compararon las alturas
promedio en el caso de variacion de temperatura se
encontraron diferencias significativas entre los 25°C y 37°C
(0.54+0.23 pm, 2+0.81um) y entre los 37°C y 44°C (2+0.81
pm, 0.39+0.15 pm). También se observo diferencia
significativa entre los pH 4.4 y 5.4 (0.68+0.25 um, 2+0.81
pm) (p < 0.001), siendo la ultima condiciéon en donde se
cuantifico lamayor altura.

Los datos del area, volumen, perimetro de canales y
valles de la cinética de biopeliculas a las 4, 8, 12 y 24 h se
obtuvieron mediante el software WSMX 4.0 (Figura 4). En
los canales, la mayor area se encontr6 a las 4 y 8 h (0.65, 0.67
pm?), disminuyendo a las 12 y 24 h (0.59, 0.6 um?), mientras
que los perimetros variaron entre 3.05 (4 h), 3.03 (8 h) y 3 um
(24 h), con un ligero incremento a las 12 h (3.08 pm). Los
valores del volumen de los canales iniciaron con 0.04 um? a
las 4y 8 h, disminuyendo a 0.037 y 0.036 um® alas 12y 24 h,
respectivamente, lo que puede relacionarse con la
maduracién de la biopelicula, que alcanzé una morfologia
amorfa a las 24 h. El andlisis de los valles mostré un valor de
areamayoralas4y8h (0.15y 0.13 um?), disminuyendo a las
12 y 24 hs (0.10, 0.11pm?); mientras que los perimetros y
volumenes fueron similares en los cuatro tiempos estudiados
(1pm y 0 um?®) (Figura 5). Posteriormente con el programa
Instat se realizo la prueba de ANOVA comparando los valores
del area, volumen y perimetro correspondientes a los canales
y valles en los diferentes tiempos de la cinética (4, 8, 12 y 24 h)
no encontrandose diferencias significativas en todos casos (p
>0.05).

Cuando se realizaron las variaciones de temperatura
de 25,37y44°CapH 5.6, los valores de los perimetros (4.11,
3.9y4 um)yareas (3.23, 3.33y3.11 pm?) de canales fueron
similares, mientras que los volumenes disminuyeron (0.006,

0.007, 0 pm?®). En el caso de los valles, el area fue
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Figura 4. Comparacién de areas, volumenes y perimetros de
canales y valles desarrollados durante la cinética de crecimiento de
las biopeliculas de C. albicans.
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Figura 5. Comparacion de las areas, volumenes y perimetros de los
canales y valles de las biopeliculas de C. albicans formadas a
diferentes temperaturasy pH.

disminuyendo ligeramente al incrementarse la temperatura
(0.43, 0.44y0.40 um?), y viceversa para los perimetros (6.6,
6.8y 6.9 um), mientras que los volimenes fueron similares en
las tres condiciones (0.10,0.12y 0.13 um?) (Figura 5).

Las areas de los canales a pH de 4.4 y 5.4 fueron de
1.43 y 1.47 um?, con perimetros de 10.75 y 10.8 pm y un

volumen de 0.005 pm?, para ambas condiciones. En cuanto a

los valles, las areas correspondieron a 1.2 y 0.99 pm?
manteniendo perimetros similares en ambos pHs (20.5 y 20.1
pm). De igual manera, los volimenes medidos fueron

similares, con 0.23 y 0.25 pm?, respectivamente (Figura 5).

Discusiony conclusiones

Las superficies a las cuales se adhiere C. albicans son
principalmente membranas mucosas, piel, o sustratos
abidticos usados en implantes médicos, similares a la
superficie de placas Lab-Tek II empleadas en este estudio. C.
albicans es un hongo dimorfico que tiene la habilidad de
adaptarse a diferentes condiciones ambientales, ya que el
microorganismo se adhiere y desarrolla polimeros
extracelulares que lo proveen de una matriz estructural que
facilita su sobrevivencia. Esta capacidad del microorganismo
de formar las biopeliculas a diferentes pHs y temperaturas,
facilita la transferencia y proliferacion rapida del hongo en
muchos sitios in vivo e in vitro (Murillo et al., 2005) (Biasoli
et al., 1999). En este estudio se utiliz6 medio RPMI 1640
como base para el crecimiento de C. albicans conunpH de 5.6
y a 37°C, estas condiciones permitieron la formacion de
biopeliculas y el desarrollo de filamentos en las 4 y 8 h, asi
como apH 4.4y 37°C, con 24 h de crecimiento. En un estudio
realizado por Kabli ez al. (2006) se mostro que C. albicans no
formo biopeliculas en medio RMPI 1640 en pH de 4.4 hasta
7.4 a una temperatura de 34°C, aunque si se favorecio el
crecimiento de las formas filamentosas. Dichos autores
sugirieron que los pHs cercanos a la neutralidad fueron un
factor determinante que no permiti6 la formacion de las
biopeliculas de C. albicans, sin embargo en nuestro caso los
pHsde4.4,5.4y 5.6 permitieron la adherencia y formacion de
biopeliculas maduras a las 24 h de incubacion a 37°C. Otros
estudios han demostrado que el pH optimo para el

crecimiento de C. albicans se encuentra en el intervalo de 4.5

a5.6 (Ombrellaetal.,2008).

En cuanto a las temperaturas evaluadas, a 44 °C se
logré observar la etapa madura en la formacién de
biopeliculas de C albicans. Esta caracteristica podria estar
relacionada con la presencia de una molécula de elevado peso
molecular llamada farnesol, la cual se induce a 44° C y fue
reportada por Hornby ef al. (2001). Sin embargo, la busqueda
de estamoléculano se realizd en el presente trabajo.

Referente al analisis de las biopeliculas mediante
microscopia oOptica (MO), el método fue muy limitado
porque la amplificacion de 1,000X no permitid6 una
observacion detallada de las estructuras superficiales, sin
embargo este tipo de microscopia ayudd a comprobar que las
biopeliculas de C. albicans se formaron en las diversas
condiciones de pH y temperatura, ademds de observar
estructuras levaduriformes y en algunos casos hifas como las
encontradas a las 4 y 8 horas en la cinética de crecimiento
(37°C,pH5.6),asicomoa44°CypHsde4.4y5.6.

El empleo de soportes de vidrio (Lab-Tek II) para el
desarrollo de las biopeliculas de C. albicans y su posterior
observacion en el MFA, fue sugerido en un trabajo previo
(Murillo et al., 2005). En dicho reporte, al usar MFA en el
estudio de la fase temprana de formacion de biopeliculas de C.
albicans, se observo la adherencia de las células al soporte de
vidrio, la presencia de hifas y la formacion de microcolonias,
reportando también la presencia de canales de agua menores a
10 um de diametro con un valor promedio aproximado a 1
pm. Parte de los resultados de Murillo ef al. (2005) y
colaboradores concuerdan con el presente trabajo, sin
embargo, en esta investigacion se logro visualizar cada etapa
de la formacion de las biopeliculas hasta su estado maduro, lo
que proporciond mayor informacion en cuanto a dimensiones
de area, perimetro y volumen de los canales y valles. Ademas,
las imagenes obtenidas por MFA permitieron observar las
estructuras a 40,000X de amplificacion y medir los
parametros celulares en las diversas etapas de la biopelicula,

puesto que en las micrografias, la superficie de la biopelicula

pudo analizarse en una imagen tridimensional.

La superficie celular de las biopeliculas formadas en
valores de pH de 4.4 a 5.4 no mostro diferencias significativas
en las dimensiones de canales y valles. Los canales se
observaron en las imdgenes como poros o cavidades
continuas que comunican a las diferentes partes de la
biopelicula y las dimensiones de los valles indicaron la altura
minima o una tonalidad mas oscura, incluso la presencia de
hifas pudo observarse como una estructura cilindrica de un
color blanco a gris claro y el material polimérico extracelular
se observd como una superficie de apariencia difusa. Es
indiscutible que el microscopio de fuerza atémica posee
ventajas muy importantes como lo es el poder de resolucion a
escala de nanémetros o subnandmetros; ademas, las imagenes
pueden ser rotadas y analizadas con relativa facilidad,
aunque la obtencion de cada micrografias es muy laboriosa y
requiere tiempo considerable (Silva Andrade et al., 2004). La
MFA también ha sido reportada en estudios de pared celular y
formaciéon de biopeliculas en C. parapsilosis, logrando
analizar su adherencia sobre superficies bioldgicas o inertes
(Méndezet al.,2006).

El estudio de la formacién de biopeliculas se ha
realizado en otras especies de Candida mediante ensayos
pioneros realizados por Hawser y Douglas en 1994, quienes
utilizando colorimetria demostraron que varias especies de
Candida pueden formar biopeliculas, aunque C. albicans es la
que las forma en mayor proporcion. Los resultados del
presente estudio demostraron la capacidad de C. albicans de
desarrollar biopeliculas bajo un intervalo amplio de pHs y
temperatura. Asimismo, la utilizacion de la MFA permitié un
analisis mas detallado de las caracteristicas superficiales de
las biopeliculas formadas por C. albicans en las diferentes
condiciones ambientales evaluadas, lo que constituyé un

estudio innovador en la biologia de las biopeliculas.
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