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RESUMO

A microbiota vaginal normal é composta predominantemente por Lactobacillus spp., que
produzem através de varios mecanismos uma barreira defensiva, que dificulta a
proliferacdo e invasdo de espécies de Candida, leveduras comensais dessa microbiota que
podem se tornar patogénicas sob determinadas condigdes que alteram o ambiente vaginal.
Em sua fase patogénica Candida causa a candidiase vulvovaginal, uma infec¢do da
mucosa genital, causada por fungos deste género, que compromete principalmente vulva
e vagina. Essa vaginite é considerada a segunda maior causa de infec¢éo sintomética no
trato genital feminino em todo o mundo, sendo considerada pela sua recorréncia um
problema de salde publica, que afeta a qualidade de vida das mulheres. O &cido latico é
um &cido orgéanico produzido como metabdlito pelos Lactobacillus spp., e é também
considerado o principal fator antimicrobiano produzido por esses micro-organismos. O
presente trabalho teve como objetivo investigar a atividade inibitoria de Lactobacillus
casei sobre cepas de Candida spp. isoladas de casos de candidiase vulvovaginal, em
modelo in vitro. Apds a identificacdo das espécies de Candida, por métodos fenotipicos
e a confirmacdo por MALDI TOF, foram testadas as seguintes espécies: Candida
albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida krusei, Candida parapsilosis,
Candida norvegensis e Candida auris. Apos a identificacdo e sele¢do dos isolados
clinicos de Candida spp, foi testada a atividade do Lactobacillus casei sobre estas cepas
em cocultivo. Os resultados demonstraram excelente atividade microbicida de L. casei
sobre todas as espécies fungicas testadas, com inibicdo mais efetiva sobre as cepas de C.
tropicalis e C. parapsilosis, e menos efetiva em C. glabrata e C. norvegensis, embora
tenha sido observada atividade microbicida superior a 58% em todas as cepas testadas,
incluindo a cepa emergente e multirresistente Candida auris. Apds 24h de incubacéo, a
dosagem de &cido latico revelou valores significativos de producdo de éacido latico,
superiores a 6,51 mg/mL para todos os cocultivos testados, valores proximos aos
produzidos na microbiota normal saudavel, que apresenta uma producéo de cerca de 10
mg/mL ou 1 % de &cido latico, sugerindo que o efeito microbicida de Lactobacillus casei
pode estar associado a producéo de &cido latico em cocultivo. O efeito microbicida do
acido latico foi confirmado pelos testes de microdilui¢éo, que mostraram valores de MIC
de 2,5 mg/mL para a maioria das cepas testadas. Este estudo abre um caminho para novas
perspectivas de tratamento, ou seja, como um probidtico de origem alimentar
comprovadamente pode apresentar efeito microbicida sobre espécies de Candida.

Palavras-Chaves: candidiase, Candida spp, Lactobacillus casei, acido latico,
probidticos
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ABSTRACT

The normal vaginal microbiota is predominantly composed of Lactobacillus, which
produce through several mechanisms a defensive barrier that hinders the proliferation and
invasion of Candida species, commensal yeasts of this microbiota that can become
pathogenic under certain conditions that alter the vaginal environment. In its pathogenic
phase Candida causes vulvovaginal candidiasis, an infection of the genital mucosa,
caused by fungi of this genus, which mainly engulfs the vulva and vagina. This vaginitis
is considered to be the second largest cause of symptomatic infection in the female genital
tract worldwide, being considered a public health problem that affects the quality of life
of women. Lactic acid is an organic acid produced as a metabolite by Lactobacillus spp.,
and is also considered the main antimicrobial factor produced by these microorganisms.
The present work aimed to investigate the inhibitory activity of Lactobacillus casei on
Candida spp. isolated from cases of vulvovaginal candidiasis, in an in vitro model. After
identification of the Candida species by phenotypic methods and confirmation by
MALDI TOF, the following species were tested: Candida albicans, Candida glabrata,
Candida tropicalis, Candida krusei, Candida parapsilosis, Candida norvegensis and
Candida auris. After the identification and selection of the clinical isolates of Candida
spp., the activity of Lactobacillus casei. on these co-cultivated strains was tested.The
results showed excellent microbicidal activity of L. casei on all fungal species tested, with
more effective inhibition on C. tropicalis and C. parapsilosis strains, and less effective
on C. glabrata and C. norvegensis, although activity was observed microbicide of more
than 58% in all strains tested, including the emergent and multiresistant strain Candida
auris. After 24h of incubation, the lactic acid dosage showed significant values of lactic
acid production, higher than 6.51 mg / mL for all the cocultures tested, values close to
those produced in healthy normal microbiota, with a production of about 10 mg / mL or
1% lactic acid, suggesting that the microbicidal effect of Lactobacillus casei may be
associated with the production of lactic acid in cocultivation. The microbicidal effect of
lactic acid was confirmed by microdilution tests, which showed MIC values of 2.5 mg/mL
for most of the strains tested. This study opens a path to new treatment perspectives, that
is, how a proven food-borne probiotic can present a microbicidal effect on Candida
species.

Key-words: candidiasis, Candida spp, Lactobacillus casei, lactic acid, probiotics
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1.INTRODUCAO

1.1. Candidiase Vulvovaginal (CVV) ou vulvovaginite por Candida spp.

A candidiase vulvovaginal (CVV) € uma infec¢do da mucosa genital causada por
leveduras do género Candida, que compromete principalmente vulva e vagina. A doenca
ocorre endogenamente devido a fatores predisponentes que favorecem a multiplicagéo da
levedura presente na microbiota vaginal das mulheres em idade fértil (ANDRIOLI, 2009;
BRANDOLT et al., 2017).

Embora seja uma infeccdo multifatorial, com numerosos fatores de risco
identificados, 0os mecanismos patogénicos ainda ndo sdo completamente elucidados
(GONGALVES et al., 2016). Entre os fatores de risco que contribuem para a colonizagéo
e o desenvolvimento da CVV, podemos destacar: fatores genéticos (polimorfismo no
grupo sanguineo), idade, atividade sexual, patologias como Diabetes mellitus, e causas
idiopéticas (GONCALVES et al., 2016), além de uso de contraceptivos orais a base de
estrgenos, terapia de reposi¢do hormonal, uso de antibidticos (SOBEL, 1997) e gravidez
(ALVARES et al., 2007).

Com base na presenca de fatores de risco, estudo recente de Sobel (2016) reforca
que a recorréncia de vaginites causadas por Candida pode ser atribuida ao aumento da
colonizagdo vaginal por essa levedura, e classifica os fatores que favorecem essa
colonizacéo de forma agrupada em: associados ao hospedeiro (HIV, Diabetes mellitus
descompensada, uso de antibidticos, uso de esteroides, terapia de reposicdo hormonal,
dieta e presenca de atopia vaginal), genéticos (polimorfismo, fatores familiares e
associado a raga), comportamentais (uso de contraceptivo oral, uso de esponja
contraceptiva, uso de Dispositivo Intrauterino — DIU, prética de sexo oral e a frequéncia
da atividade sexual), dermatose vulvar, vaginoses bacterianas, infeccdes por espécies ndo
albicans, e causas idiopéaticas (SOBEL, 2016).

Além dos fatores de risco citados e da existéncia enddgena de espécies de Candida
presentes na microbiota vaginal normal, hd que se considerar outras fontes de infeccéo
como: Candida adquirida do intestino, através de contato sexual, ou de uma recaida
resultante de um tratamento anterior que ndo conseguiu erradicar completamente a
levedura (SOBEL, 2016; KANG et al., 2017).

As infecgbes por Candida séo geralmente assintomaticas, mas apos a colonizacéo

podem tornarem-se sintomaticas, o que envolve fatores do hospedeiro, tais como:
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susceptibilidade a infec¢do, desenvolvimento da resposta inflamatéria e dishiose da
microbiota vaginal (BRANDOLT et al., 2017; BOCHER et al, 2018). Uma vez
estabelecida, a vaginite por Candida geralmente apresenta sintomas bem caracterizados
como: prurido, ardor, dor, eritema e edema da vulva e da mucosa vaginal, e secre¢do
vaginal espessa, que por vezes pode ficar aderida a superficie da mucosa (SOBEL,1997;
PETERS et al.; 2014), além de leucorreia e da presenga de placas esbranquigadas na
mucosa vaginal (ANDRIOLI, 2009). Sintomas este que, pelo desconforto provocado,
causam um grande impacto sobre a qualidade de vida das mulheres que apresentam a
infeccdo (KANG et al., 2017).

A CVV é considerada a segunda causa mais comum de infeccdo genital nas
mulheres em idade reprodutiva, sendo que a primeira causa mais comum de infecgéo
genital é causada por Gardnerella vaginalis, A CVV represente um problema de
importancia global em salde, que afeta todos os estratos sociais, sua exata prevaléncia é
desconhecida (WHO,2013; RODRIGUEZ-CERQUEIRA et al., 2019). Alguns
pesquisadores apontam que os estudos ndo sdo representativos da populagéo em geral e
apresentam erros diagndstico (BRANDOLT et al., 2017), o que dificulta dados de uma
prevaléncia exata (SOBEL, 2016).

De maneira geral, os estudos disponiveis na literatura apontam uma prevaléncia
de 70-75 % de CVV em mulheres em idade fértil, que apresentam ao menos um episodio
ao longo da vida; destas, cerca de 40-50 % apresentam recorréncia de CVV - a chamada
CVVR (SOBEL, 1997; BRANDOLT et al., 2017). A recorréncia representa de 5-8 %
(que representa aproximadamente 150 milhGes de mulheres em todo o mundo) das
infeccdes, e é definida como a ocorréncia de pelo menos 3-4 episodios de candidiase em
um ano com o aparecimento dos sintomas da infeccdo, o que torna a CVVR um
importante problema de saude publica (BLOSTEIN et al., 2017; SOBEL, 2016).

O principal agente etiolégico da CVV é Candida albicans, isolada em cerca de
70-90 % dos casos. Entre as espécies ndo albicans destaca-se Candida glabrata (DIAS et
al., 2011; BEIKERT et al., 2011), embora em alguns estudos também sejam referidas
além de C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei e C. tropicalis, que sdo relatadas como

espécies emergentes nas duas Ultimas décadas como agentes de CVV (GONGCALVES et
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al., 2016; BRANDOLT et al., 2017; NAKAMURA-VASCONCELOS et al., 2017).

1.2. Microbiota vaginal

A microbiota vaginal (MBV) tem um papel importante na prevencdo da
colonizacdo por organismos patogénicos, incluindo agentes infecciosos do trato urinario
e doencas sexualmente transmissiveis, e atua na manutencdo da salde reprodutiva e
ginecoldgica da mulher (MARTIN, 2012).

A alteracdo da microbiota vaginal é afetada por fatores internos e externos,
incluindo mudangas hormonais (estrogénio), menstruagdo, microbiota intestinal (pela
proximidade do reto), uso de produtos de higiene intima, interacdo sexual e uso de
contraceptivos (REID, 2018). Dentre estes fatores, os hormonais representam uma forte
influéncia na MBV, fazendo com que ocorram diferengas nessa microbiota em mulheres
em pré-menopausa, perimenopausa e pds-menopausa (BROTMAN et al, 2014).

Por essa razéo, merece especial atencéo a influéncia do hormonio estrogénio, que
contribui para a maturagdo do epitélio vaginal através da deposicdo de glicogénio. O
glicogénio é entdo metabolizado pela comunidade bacteriana enddgena presente nesta
microbiota, para produzir acidos organicos, principalmente acido latico, que protege o
trato genital (MARTIN, 2012).

Estudos mostram que a maior dificuldade no estudo da microbiota vaginal é a
técnica empregada, pois 90 % das espécies microbianas principais que compdem a MBV,
nao sdo cultivaveis em laboratério (AMANN, LUDWIG & SCHLEIFER, 1995), e essa
identificacdo s6 pode ser realizada empregando técnicas moleculares.

A classificagdo mais aceita da composi¢do da microbiota vaginal, agrupa os
micro-organismos principais encontrados em cinco categorias referidas como Community
State Types (CST), que estdo distribuidas em: CST | (dominada por Lactobacillus
crispatus), CST Il (por Lactobacillus gasseri), CST Il (por Lactobacillus iners), CST
IV-A (possui proporcdes menores de Lactobacillus spp. e altas proporgdes de micro-
organismos anaerdbios, pertencente ao género Anaerococcus, Peptoniphilus, Prevotella
e Steptococcus; e espécies que podem estar associadas a infec¢des como Gardnerella
vaginalis ou Mobiluncus spp.), CST IV-B (reduzida quantidade de Lactobacillus spp. e
proporcdes elevadas de Atopobium vaginae, Megasphaera sp., Clostridiales, entre outras

espécies que causam vaginose bacteriana) (RAVEL et al, 2011; GAJER et al., 2012;
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BROTMAN et al.,, 2014; MITRA et al., 2016.).

Embora existam alguns outros micro-organismos presentes na microbiota vaginal
como, por exemplo, bactérias anaerdbias, os micro-organismos predominantes sdo 0s
Lactobacillus spp., pelo menos em cerca de 70 % das mulheres. Dentre estes micro-
organismos podemos destacar Lactobacillus crispatus, L. gasseri, L. iners e L. jensenii,
que aparecem com maior predominio, entretanto por vezes surgem também L. salivarius
e L. vaginalis. Além destes, ainda podemos destacar os Lactobacillus provenientes do
trato gastrointestinal como o Lactobacillus rhamnosus, L. casei e L. plantarum, uma vez
que o intestino funciona como reservatério desses micro-organismos, que acabam por
acessar o trato genital inferior através da regido perianal adjacente (CASTRO et al., 2015;
GONGCALVES et al, 2016).

A reducdo do nimero de Lactobacillus spp. que compdem a microbiota vaginal
normal favorece o crescimento das bactérias anaerobias, levando a uma condi¢cdo de
disbiose vaginal. Esse supercrescimento bacteriano é decorrente da redugédo na produc¢éo
de é&cido latico pela auséncia dos Lactobacillus, e esse quadro de disbiose favorece a
infeccdo por outros patdgenos com aumento do risco de infecgdo por HIV, HPV,
richomonas vaginalis (MITRA et al, 2016), Gardnerella vaginalis (PETROVA et al.,
2015), e outras vaginoses bacterianas (ANDERSON et al., 2004)

1.3. Lactobacillus

Os Lactobacillus spp. sédo os principais biomarcadores da microbiota vaginal
normal e saudavel (PETROVA et al, 2016), sdo também conhecidos como bacilos de
Ddderlein, em homenagem a Albert Ddderlein, o pesquisador que os descobriu (DAVID,
2006).

O exercicio desta atividade protetiva e promotora de salide dos Lactobacillus spp.
estd descrita como associada a mecanismos distintos: competicdo por nutrientes,
producdo de substancias que possuem acgdo microbicida ou inibitéria sobre patdgenos
bacterianos e virais, formagdo de microcol6nias que aderem aos receptores celulares
epiteliais e formam uma barreira fisica impedindo a adesdo de patdgenos e estimulacéo
de mecanismos de defesa do hospedeiro contra patdgenos (PETROVA et al., 2016;
LEBEER et al., 2010).

Entre as substancias as quais se atribuem propriedades microbicidas produzidas

por Lactobacillus estdo 4&cidos organicos - latico e acético, bacteriocinas,
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biossurfactantes, hidrocarbonetos, peroxido de hidrogénio e moléculas de coagregacéo
(SGIBNEV e KREMLEVA, 2015; KOVACHEYV, 2018; FUOCHI et al., 2018).

As espécies de Lactobacillus produzem 4&cido latico a partir do glicogénio
presente principalmente nas células escamosas do tipo intermediérias do epitélio vaginal,
cuja producdo é estimulada pelos hormdnios sexuais femininos (MARTIN et al., 2012).
O éacido latico é considerado o principal fator antimicrobiano produzido por esses micro-
organismos (O'HANLON et al., 2011; GONG et al., 2014; TACHEDJIAN et al., 2017),
embora esse composto também apresente atividade antivirais e imunomodulatorias
(TACHEDJIAN et al., 2017).

A microbiota vaginal composta por Lactobacillus constitui uma barreira defensiva
importante a CVV. Apesar de Lactobacillus e C. albicans poderem ser detectados
concomitantemente na vagina de mulheres assintomaticas, acredita-se que CVV pode ser
desencadeada quando a microbiota de Lactobacillus é depletada, permitindo o
crescimento dos fungos (MITRA etal., 2016).

Propriedades anti-Candida tém sido atribuidas a cepas de Lactobacillus em alguns
estudos. Wagner et al. (2012) demonstraram que Lactobacillus probidticos podem
suprimir a expressao de genes inflamatorios induzidos por C. albicans, modulando a
resposta imunoldgica do hospedeiro.

Alguns Lactobacillus podem dificultar a aderéncia de Candida. A aderéncia de
C. albicans ao hospedeiro é favorecida tanto pela formagdo dos tubos germinativos -
pequenos prolongamentos filamentosos que provém da célula leveduriforme e precedem
a formagcdo das hifas - (JORGE, 2012) como pela formacéo de biofilmes (CAVALCANTI
et al.,, 2013). Lactobacillus, a depender da espécie, sdo capazes de interferir
negativamente na formacéo de tubos germinativos, na formacédo de hifas e na formagéo
de biofilmes por C. albicans (LEAO etal., 2015; MATSUBARA et al., 2016).

Dessa forma, os multiplos mecanismos de agao de Lactobacillus spp sugerem que
0 uso de cepas probitticas de Lactobacillus spp, com vistas ao seu estabelecimento na
microbiota vaginal, pode ser uma medida util contra a CVV e favoravel a reposicéo de

uma microbiota vaginal saudavel.

1.4. Diagndstico laboratorial

O diagnostico laboratorial das leveduras que causam CVV ¢é tradicionalmente

baseado em microscopia direta, considerada a principal ferramenta no diagnéstico das
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infeccBes fungicas (WILLINGER e HAASE, 2013), e geralmente é realizada com KOH
a 10-20 %, que degrada 0s componentes proteicos presentes nas amostras bioldgicas
suspeitas, deixando a parede celular dos fungos intacta, o que permite sua visualizagéo
(LEASE e ALEXANDER, 2011; SOBEL, 2016). Esse teste simples e de baixo custo-
eneficio, apresenta baixa sensibilidade, que varia de 40-70 %, pois o resultado é
dependente de um microscopista experiente (SOBEL, 2016)

A visibilidade de fungos dentro de amostras clinicas pode ser aumentada ainda
mais pela adigéo de Calcofluor white, um fluoréforo que se liga & quitina presente nas
paredes das células fungicas, ou empregando dois outros corantes, lactofenol e/ou azul de
algodao, que quando combinados marcam a parede celular externa do fungo (LEASE e
ALEXANDER, 2011).

Embora estes testes iniciais sejam simples, quando positivos confirmam
imediatamente a presenca de leveduras, e essa informagé&o inicial pode ajudar na terapia,
ainda que de forma empirica nessa fase inicial (LEASE e ALEXANDER, 2011).

Na impossibilidade de realizacdo da microscopia direta, ou no seguimento do
diagndstico laboratorial, recomenda-se a realizagdo da cultura para fungos (SOBEL,
2016), que foi considerada o padréo ouro na identificacdo de fungos, embora apresente
também baixa sensibilidade (LEASE e ALEXANDER, 2011).

A cultura de fungos dependerd de meios de cultivo para a realizacdo de um
isolamento primério dos fungos, e podera no caso das leveduras do género Candida,
empregar meios cromogeénicos, que permitem uma rapida identificacdo presuntiva das
espécies, diferenciando as C.albicans, das ndo albicans (LEASE & ALEXANDER,
2011). Comercialmente disponiveis existem o Chromoagar Candida® e o Candida ID
Agar®, que permitem a facil diferenciacdo das espécies de Candida (WILLINGER et al.,
2011).

Quando o emprego de meios cromogénicos ndo permitem a identificagdo das
espécies, para a identificacdo das leveduras € necessério a realizacdo de subcultivos da
cultura isolada para a realizacdo de testes bioquimicos (LEASE e ALEXANDER, 2011)
de assimilagdo de compostos como por exemplo, aciicares e aminoécidos, dentre outros,
que podem simplesmente serem denominados substratos.

Estes testes bioquimicos podem ser adquiridos comercialmente para realizacdo
manual ap6s incubacdo da amostra fangica isolada, ou podem empregar métodos semi-
automatizados. Dentre estes métodos semi-automatizados podemaos citar os trés principais

equipamentos comerciais disponiveis: Phoenix (Becton Dickinson), MicroScan
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(Siemens), e Vitek 2 (bioMérieux), que empregam painéis de identificacdo rapida para
leveduras com varios substratos (WINSTANLEY e COURVALIN, 2011).

Mais recentemente, com o advento da era molecular, métodos que empregam
DNA para identificacdo de fungos sdo cada vez mais empregados, sendo capazes de
fornecer resultados precisos e em um tempo menor que o da cultura, embora ainda
apresentem um valor mais elevado no custo final do exame (SOBEL, 2016).

Outra alternativa que vem surgindo mais recentemente é o MALDI TOF, hoje
considerada uma ferramenta réapida e confiavel para identificacdo precisa de leveduras,
pois os espectros gerados na identificacdo sdo considerados assinaturas Unicas de cada
micro-organismo, sendo considerada entdo a metodologia ideal para ser empregada na
identificacdo de espécies flngicas como as leveduras, pois apresentam mais de 90 % de
especificidade na identificacdo de espécies (MARKLEIN et al., 2009; CROXATTO et
al., 2012; ALIZADEH et al., 2017).

Essas novas estratégias de identificacdo de fungos, embora representem um maior
custo na identificagdo, apresentam uma especificidade elevada na identificagdo correta
das espécies fungica que causam infec¢do, além de um tempo de resposta mais rapido, o
que pode gerar um melhor custo-beneficio ao paciente. No caso da CVV em especial, isso
pode representar um diagndstico correto, e mais que isso, um tratamento adequado para
uma intervencdo de tratamento mais efetivo. Quando estudos de MBYV s&o realizados em
simultineo a identificagdo das leveduras das espécies de Candida, que causam
candidiase, ha ainda a possibilidade de correcéo dessa microbiota vaginal, promovendo

um tratamento ainda mais amplo e com maior chance de cura.

1.5. Tratamento e novas perspectivas

Sdo conhecidas quatro classes de antifungicos que completam o arsenal
terapéutico disponivel: (1) poliénicos (ex: anfotericina B e nistatina, que atuam na
membrana celular, ligam-se ao ergosterol e promovem a formagé&o de poros na membrana
celular), (2) azolicos (ex.: fluconazol, itraconazol, voriconazol, que atuam bloqueando a
sintese de ergosterol, o principal esterol presente na membrana celular, levando a
alteragdes na conformagéo da membrana), (3) equinocandinas (ex.: caspofungina, atuam
na parede celular fangica bloqueando a sintese de B-(1,3)-D-glicana, um importante
componente da parede celular fungica, levando a alteracdes estruturais e lise celular), (4)

analogos de pirimidina (ex.: 5-fluorocitosina, que atua no nucleo, inibindo a sintese dos
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acidos nucleicos e proteinas) (GHANNOUM e RICE, 1999; PERLIN, 2011; MAUBON
et al., 2014; SANGUINETTI et al., 2015)

Na pratica clinica, o tratamento das candidiases € normalmente empirico e feito
com uso de azolicos, sendo o fluconazol medicamento de escolha para tratamento de C.
albicans nas ultimas décadas. Além da resisténcia intrinseca de C. glabrata e C. krusei,
os padrdes de sensibilidade de C. albicans ao fluconazol foram alterados recentemente:
as cepas sdo consideradas sensiveis atualmente apenas na vigéncia de um MIC <2 pg/mL,
enquanto referéncias anteriormente utilizavam um valor de MIC < 8 pg/mL (SOBEL e
SOBEL, 2018), que continua a ser liberado em resultados laboratoriais de rotina em testes
de sensibilidade a antimicrobianos como MIC sensivel, reduzindo as chances de
efetividade do tratamento ao paciente.

A crescente resisténcia de Candida spp aos azdis e outras classes de
medicamentos, aliada a alta toxicidade de alguns compostos, tém levado a busca tanto
por novos medicamentos como por terapias alternativas. Exemplos de novos
medicamentos de potencial interesse s&o aminopiperidinas e isoquisolinas. Hata et al.
(2010) demonstraram que novos compostos da classe das aminopiperidinas possuem
atividade contra cepas de C. albicans, C. glabrata e C. krusei resistentes ao fluconazol.
Compostos derivados de isoquinolina também mostraram atividade contra C. glabrata
resistente a azol, além de auséncia de toxicidade contra células humanas in vitro
(KRAUSS et al., 2014).

O crescimento dos trabalhos envolvendo uso de nanoparticulas nas ultimas
décadas torna seu uso contra candidiase uma estratégia interessante. Nanoparticulas
contendo 6xido de zinco (ZnONPs) - composto amplamente empregado como
microbicida, com eficacia e seguranca - tém despontado como agentes promissores,
sozinhas ou em combinacdo a fungicidas. Barad et al. (2017) mostraram que ZnONPs
revestidas com quitosana-4cido oleico séo efetivas na inibicdo do crescimento e da
formacé&o de biofilmes de C. albicans. Das et al. (2016) mostraram que ZnONPs sdo ativas
contra C. krusei e que sua agdo antifingica provavelmente esté relacionada a estresse
oxidativo e producéo de espécies reativas de oxigénio.

Além de compostos sintéticos, um grande nimero de estudos envolvendo
produtos naturais, derivados de plantas, com efeitos anti-Candida, especialmente C.
albicans, tém sido conduzidos nas Ultimas décadas. Os estudos utilizam diferentes plantas
medicinais e diferentes fracdes, como extratos aquosos e 0Oleos essenciais. Diversos

mecanismos de acdo ja foram identificados, e alguns produtos mostraram-se eficazes
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tanto em estudos in vitro como in vivo, representando alternativas promissoras para o
tratamento das candidiases (ZIDA et al, 2017).

Uma abordagem para o tratamento de candidiases vaginais que vem ganhando
forga nos dltimos anos é o uso de probioticos, em particular quando administrados via
vaginal. Entre as varias formas farmacéuticas disponiveis, os évulos vaginais parecem ser
a mais bem aceita, pela facilidade de aplicacdo e reducdo de efeitos adversos
(CAMILLETTI et al., 2018). Pelas suas propriedades microbicidas contra diversos
patdgenos urogenitais, algumas cepas de Lactobacillus tém sido selecionadas para uso
nesses Ovulos. Essas cepas mostram ainda caracteristicas tidas como ideais para uso
vaginal, como capacidade de adesdo as células epiteliais e de formagdo de biofilmes
(CAMILLETTI et al., 2018).

A entrega de Lactobacillus para repovoamento vaginal também pode ser realizada
por via oral. O tempo para esta intervencdo afetar o trato vaginal é obviamente mais longo
que a instilacdo vaginal direta, e dependerd da viabilidade das cepas quando elas
atravessam o estdbmago e o intestino (MORELLI et al., 2004). No entanto, uma vantagem
adicional da suplementacdo oral é que ela poderia reduzir a transferéncia de leveduras e
bactérias patogénicas do reto para a vagina (REID et al., 2003), reduzindo assim o risco

de infecgéo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Investigar a atividade inibitdria de Lactobacillus casei sobre cepas de Candida

spp. isoladas de casos de candidiase vulvovaginal, em modelo in vitro.

2.2. Objetivos especificos

-ldentificar espécies de Candida, por métodos fenotipicos, sendo eles: prova do
tubo germinativo e meio cromogénico.

-Confirmar a identificagdo por espectrometria de massa Matrix Assisted Laser
Desorption lonization Time-of-flight (MALDI TOF).

-Avaliar a atividade de Lactobacillus casei sobre os isolados clinicos de Candida
spp. em Cocultivo.

-Realizar a dosagem do &cido latico e determinar a concentragdo inibitoria

minima do &cido latico empregando o método de microdiluicéo.
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3. METODOLOGIA

3.1. Origem dos isolados fungicos e aspectos éticos

Nesta pesquisa foram testados isolados clinicos provenientes de pacientes com
suspeita clinica de candidiase vulvovaginal atendidas no ambulatério de ginecologia do
Hospital Universitario de Brasilia (HUB) pela médica ginecologista Livia Custddio
Pereira; a pesquisa para o isolamento de espécies fungicas foi aprovada pelo CEP-FM
através do parecer consubstanciado nimero 1.572.449 e a identificacéo foi realizada no
Ndcleo de Parasitologia e Micologia da Geréncia de Biologia Médica do Laboratorio
Central de Saude Publica do Distrito Federal (NPM-GBM-LACEN-DF),

Apoés a identificacdo das espécies fungicas, foram selecionados 6 isolados
clinicos, preservando-se as informagBes restritas & pesquisa anterior. Cinco destes
isolados foram selecionados por corresponderem as principais espécies de Candida
isoladas: Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida krusei,
Candida parapsilosis, Candida norvegensis; e por apresentarem perfil de resisténcia a
algum(uns) dos antifungicos testados na pesquisa (fluorocitosina, fluconazol,
voriconazol, anfotericina-B, caspofungina e micafungina). Além das espécies acima
citadas, foi incluida uma cepa de Candida auris, espécie emergente que apresenta perfil
de resisténcia as principais classes de antifingicos existentes atualmente (poliénicos,
az0is e equinocandinas), e foi gentilmente cedida pelo Nucleo de Parasitologia e
Micologia do LACEN-DF.

3.2. Isolamento e conservacao dos isolados fangicos

A obtencdo dos isolados fungicos foi realizada a partir de cultivos a 35 °C (£ 2
°C) no periodo de 24 horas, em tubos de agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol
(HiMedia, Mumbai, india).

Todas as amostras isoladas foram conservadas em solucéo aquosa de glicerol a 10

% e congeladas em microtubos de centrifugagdo de 2,0 mL a temperatura de 20°C
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negativos, para recuperagéo e processamento posterior.

3.3. Identificagdo fenotipica das espécies de Candida

Para a realizagdo da identificacdo fenotipica foram realizadas a prova do tubo

germinativo (PTG) e a identificac&o presuntiva em meio cromogénico.

3.3.1. Prova do Tubo Germinativo (PTG)

A prova do tubo germinativo foi realizada para diferenciar Candida albicans
(PTG positivo) das espécies de Candida nao albicans (PTG negativo). Foram utilizadas
quatro colbnias puras e frescas, subcultivadas em &gar Sabouraud dextrose com
cloranfenicol (HiMedia, Mumbai, india) por 24 horas a 35 °C (+ 2 °C), as quais foram
inoculadas em 0,5 mL de soro humano em tubos de ensaios de 5 mL e incubados a
temperatura de 35 °C (= 2 °C) por 3 horas. Os resultados foram observados por meio de
microscopio Optico (400X), utilizando preparacbes com laminas e laminulas. Foi
considerado resultado positivo os isolados que apresentaram projecOes alongadas,
denominadas “Tubos Germinativos”. Uma cepa de referéncia American Type Culture
Colletion (ATCC) de Candida albicans (ATCC 90028) foi empregada como controle

positivo.

3.3.2. Identificacdo em Meio Cromogénico

O meio cromogénico é indicado para identificacdo presuntiva de Candida albicans,
Candida tropicalis e Candida krusei. Estas espécies de Candida séo diferenciadas a partir
da produgdo de colbnias de cores diferentes devido & reacdo com os substratos
cromogénicos presentes no meio. Os diferentes meios cromégenos de cultivo, sdo
fundamentados na cor desenvolvida pelas coldnias através de indicadores de pH e
fermentacdo de compostos especificos ou substratos cromdgenos, tém sido utilizados para
diferenciar Candida albicans e outras leveduras de interesse clinico. Candida albicans
produz coldnias de coloragdo verde clara a verde médio, Candida tropicalis apresenta
coldnias azuis esverdeadas a metalizadas, com ou sem halo violeta e Candida krusei
apresenta colonias de cor de rosa claro a vermelho claro com rebordo eshbranquicado.

Outras coloragBes sdo atribuidas as espécies de leveduras do género Candida como:
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Candida parapsilosis, Candida guilliermondii, Candida famata, Candida glabrata, entre
outras (ODDS E BERNAERTS, 1994). Entretanto, 0 meio cromogénico néo foi utilizado
neste estudo para identificar estas espécies.

A partir de subcultivos em agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol (HiMedia,
Mumbai, india) por 24 horas 35°C (* 2°C) foram obtidas col6nias puras e frescas, que
foram inoculadas no meio cromogénico com alga e em seguida incubadas por 24 a 48
horas. A leitura das placas foi realizada por meio visual, onde foi observada a presenca
de colbnias de coloragdo especifica para cada espécie de Candida. Como controle positivo
foram utilizadas cepas de referéncia de Candida albicans ATCC 90028, Candida
tropicalis ATCC 28707 e Candida krusei ATCC 34135.

3.4. ldentificacdo por Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-of-flight
(MALDI TOF)

O emprego da técnica de espectrometria de massa (MALDI TOF), que € um
método quimiotaxondmico de identificagdo fenotipica de fungos, permitiu a identificacéo
confirmatoria das espécies de Candida spp.

O principio metodolégico da técnica utiliza células leveduriformes inteiras, que
possuem biomarcadores moleculares, como peptideos ou proteinas ribossémicas que séo
detectados nos espectros gerados apds a leitura no equipamento. Esses espectros de
proteinas sdo caracteristicos de cada espécie fungica e funcionam como a impressao
digital (Fingerprinting) de cada espécie microbiana, que sdo posteriormente comparados
a espectros depositados em bancos de dados que permitem a identificagdo por
comparabilidade (NEPPELENBROEK et al., 2014; MCCARTY e PAPPAS, 2015).

Para a realizacdo do MALDI TOF, foram realizados subcultivos em &gar
Sabouraud com cloranfenicol (HiMedia, Mumbai, india) a 35 °C (+ 2 °C) durante 24
horas. Quantidade minima das coldnias de Candida spp. integras, foram aplicadas no
splot do slide alvo (Biomérieux, Marcy I’Etoile, Franga) e apds secagem desse slide a
temperatura ambiente, foi adicionado 0,5 pL de acido formico 25 % (v/v) (Biomérieux,
Marcy I’Etoile, Franca).

O material aplicado sobre o slide, permaneceu mantido & temperatura ambiente
novamente para secagem, e sobre a camada formada entre a colonia de Candida spp e 0
acido formico aplicou-se 1 pL de solugdo de matriz 3,1 % (4cido alfa-ciano-4-

hidroxicindmico - CHCA, Biomérieux, Marcy I’Etoile, Franca). Apos secagem da matriz,
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novamente a temperatura ambiente, os slides foram transferidos para a estacéo de leitura
do Sistema Vitek MS® (Biomérieux, Marcy I’Etoile, Franca), onde as identificacdes
microbianas foram realizadas através da obtencéo de espectros.

Os espectros foram analisados utilizando a base de conhecimento Vitek MS®
(Biomérieux, Marcy I’Etoile, Franca) Versdo 3.0. Foram realizadas comparagdes dos
picos formados com os padrdes caracteristicos da espécie, género ou familia do micro-
organismo, resultando na identificacdo deste. Os resultados foram considerados validos
quando os percentuais de probabilidade de identificacéo foram iguais ou superiores a 99,9
% (KIM et al., 2014).

3.5. Isolamento de Lactobacillus

A cepa de Lactobacillus casei utilizada foi isolada de bebida fermentada
comercial (YAKULT® - Lote H1336), e sua identidade foi confirmada empregando a
metodologia de MALDI TOF.

3.6. Preparo dos meios de cultura YM e MRS empregados para cocultivo

3.6.1. Meio de cultura YM

Para o preparo de 1L do meio YM, inicialmente formulado por Wickerham
(WICKERHAM, 1951), foram utilizados: glicose 1 %, extrato de malte 0,3 %, peptona
0,5 % e extrato de levedura 0,3 %. Para o preparo do meio solido foi adicionado 2 % de
agar bacterioldgico. A esterilizacéo foi realizada a 121°C por 15 minutos em autoclave, e
0 pH do meio liquido foi medido e ajustado para obtencdo de um pH final de 6,8 em
pHmetro (GEHAKA PG2000, Séo Paulo, Brasil).

3.6.2. Meio de cultura MRS

O meio de cultura Man, Rogosa e Sharpe (MRS) como é conhecido, foi
inicialmente formulado por estes autores em 1960 (DE MAN, ROGOSA E SHARPE,
1960). Para o preparo de 1 L do meio liquido ou caldo MRS foram utilizados: peptona 1
%, extrato de carne 1%, extrato de levedura 0,5 %, dextrose 2 %, acetato de sédio 0,5 %,

polisorbato 80 0,1 %, fosfato de potéssio 0,2 %, citrato de aménio 0,2 %, sulfato de
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magnésio 0,01 % e sulfato de manganés 0,005 %. Para o preparo do meio solido foi
adicionado 1,5 % &gar bacteriologico. A esterilizacdo foi realizada a 121°C por 15
minutos em autoclave. Apds o preparo, 0 meio liquido teve seu pH medido e ajustado,
para obtencdo de pH final 6,8 em pHmetro (GEHAKA PG2000, S&o Paulo, Brasil).

Figura 1 — Cultivo de Candida albicans e Lactobacillus casei

A — Meio YM, B — Meio MRS

3.7. Método empregado para o cocultivo

3.7.1. Isolados microbianos empregados no cocultivo

Para a técnica de cocultivo de micro-organismos, foram utilizados isolados de
Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida krusei, Candida

parapsilosis, Candida norvegensis e Candida auris, e a cepa de Lactobacillus casei.

3.7.2. Atividade de Lactobacillus casei sobre os isolados clinicos de Candida spp em

cocultivo

A partir de culturas puras e frescas de Candida spp., obtidas de subcultivos em
agar Sabouraud com cloranfenicol (HiMedia, Mumbai, india) a 35 °C ( 2 °C) durante 24
horas, e culturas puras e frescas de L. casei, subcultivadas em agar sangue, por 24 horas
a 35°C (z 2°C) foi realizada a técnica de cocultivo de acordo com Kang et al. (2017), com
modificagdes descritas a seguir.

No preparo do indculo foram dissolvidas colonias de Candida spp e L. casei,

individualmente em tubos de ensaio com 3,0 mL de solucédo salina estéril 0,85 %, até
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obter uma suspenséo equivalente a 0,5 da escala de McFarland (~1 x 10° CFU/mL) no
turbidimetro DensiCHEK-plus (Vitek®, Biomérieux, Marcy I’Etoile, Franca) (CLSI,
2004).

Em seguida, os indculos das espécies microbianas foram adicionados em caldo
misto, com volume final de 3 mL, contendo 1,5 mL do caldo YM e 1,5 mL do caldo MRS.
O volume utilizado de cada inéculo foi de 500 pL, ou seja, 500 pL do indculo do
Lactobacillus casei e 500 pL de cada espécie de Candida, perfazendo um volume total
de 4 mL do cocultivo. Os tubos com o cocultivo foram incubados & temperatura de 37 °
C durante o periodo de 24 horas. Como controle positivo para as espécies de Candida foi
utilizado 1,5 mL de caldo YM e 500 uL do inéculo, e como controle positivo para o
Lactobacillus casei foi utilizado 1,5 mL de caldo MRS e 500 pL do in6culo. Todos os
controles foram incubados na mesma condigéo dos testes.

Apos o periodo de incubagdo no meio misto, foi retirada uma aliquota de 10 pL
para fazer uma dilui¢éo de 1:100, e a partir dessa dilui¢éo foi realizada uma nova dilui¢éo
de 1:20 (CLSI, 2004). Da dilui¢éo final (1:20) foram inoculados 10 pL em placas de Petri
contendo meios YM e MRS solidos, que foram incubados a 37°C por 24 horas. A
determinagdo da atividade microbicida dos Lactobacillus casei sobre as espécies de
Candida foi avaliada pela contagem de Unidades Formadoras de Coldnias por mL
(CFU/mL). A quantificagdo (CFU) foi realizada em meio YM para melhor visualizagéo
de Candida ssp e em meio MRS para Lactobacillus casei. Todos as amostras e controles

foram testados em triplicata técnica e em duplicata bioldgica.
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Figura 2 — Cocultivo de Candida tropicalis e Lactobacillus casei

A — Cocultivo Candida tropicalis e Lactobacillus casei em meio MRS, B - Lactobacillus casei em meio
MRS (controle positivo), C — Cocultivo Candida tropicalis x Lactobacillus casei em meio YM; D -
Candida tropicalis em meio YM (controle positivo)

3.7.3.Avaliacéo do pH

A medicao de pH dos cocultivos foi realizada antes e apds periodo de incubacéo.
A medicdo foi feita com fitas pH-Fix 0-14 (Macherey-Nagel), nas quais foram
depositados 10 pL sobre a superficie e para leitura foi utilizado padréo de indicagdo de

mudanca de coloracdo, do proprio fabricante.

3.7.4. Dosagem do Acido Latico

A dosagem do &cido lactico foi realizada com o caldo misto do cocultivo (MRS +
YM + Candida spp. + Lactobacillus casei), ap6s incubacdo por 24 horas. Antes da
dosagem foi realizada uma etapa de filtragdo empregando filtro com de 0,2 pm para
eliminacdo de residuos celulares de Candida e L. casei, que poderiam interferir na
dosagem do acido latico. A dosagem foi realizada do equipamento Cobas 6000 (Roche
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Diagndstics), empregando um método colorimétrico. A quantidade do &cido lactico foi
obtida em mg/dL, e foram empregados como controles os cultivos isolados de Candida
ssp e Lactobacillus casei, além do controle do kit. O valor de referéncia do &cido latico
sérico padronizado pelo kit comercial é de 4,5 a 19,8 mg/dL.

O método empregado para a determinacgéo do &cido latico, utiliza como principio
uma reacdo enzimatica para converter o L-lactato em piruvato através da enzima lactato
oxidase (LDD), e essa reacdo gera peroxido de hidrogénio. Esse peroxido de hidrogénio
presente é entdo utilizado na reacdo enzimatica subsequente que, na presenga de um
doador de prdotons e de 4-amino-2,3-dimetil-1-fenil-3-pirazol-5-1 (ampirona), é
convertido pela enzima peroxidase (POD) em L-lactato e 4gua. Apds esta reacdo o L-
lactato é convertido em um cromdgeno, que pode ser medido espectrofotometricamente
em 700/660 nm no espectrofotdmetro digital 325-1000NM Modelo GT7220.

3.8. Concentracéo Inibitéria Minima (MIC - Minimal Inhibitory Concentration) do
Acido Laético

3.8.1. Método de microdiluicio

A partir de indculo fungico em solugdo salina 0,85 %, com concentragdo
equivalente a 0,5 da escala de McFarland (1 x 10° CFU/mL) (CLSI, 2004), o ensaio de
microdiluicdo foi realizado em placa com 96 pocos estéril. Para isso, foi realizada uma
diluico seriada (1/2, 1/4 e 1/8) de uma solucdo de acido latico a 2 %, para obter
respectivamente as concentragdes de 10, 5 e 2,5 mg/mL ou 1, 0,5 ou 0,25 %. A cada poco
da placa de microdiluicdo foram adicionados 100 pL de indculo de Candida ssp, com
volume final de 200 pL/poco.

A microplaca foi incubada a 35 °C (x2 °C) por 24 horas. Apds esse periodo de
incubacdo, 10 pL do conteudo de cada pogo foi semeado em placas de YM e em seguida
as placas foram incubadas & 37°C (+ 2°C) por 24 horas para determinar a concentracao
inibitéria minima do acido latico. Como controle de crescimento (controle positivo), foi
utilizado o indculo de cada espécie de Candida spp. e para o controle negativo a solugéo
de &cido latico. Todas as amostras e controles foram testados em triplicata técnica e em

duplicata biolégica.
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4. RESULTADQOS

4.1. Avaliagédo da atividade microbicida de uma cepa de Lactobacillus casei sobre

espécies de Candida ap6s semeio em agar YM

Para andlise da atividade microbicida da cepa de Lactobacillus casei sobre os
isolados clinicos de Candida spp. ap6s o método de cocultivo, empregamos a
quantificacdo de células leveduriformes viaveis em meio &gar Y M, que possibilita melhor
visualizacdo de crescimento das leveduras em Unidades Formadoras de Colonias por mL
(CFU/mL - Colony Forming Unit).

No presente estudo, a contagem de CFU/mL de cada espécie de Candida spp.
revelou que a cepa de L. casei utilizada apresenta forte atividade microbicida sobre todas
as espécies fangicas testadas, inibindo o crescimento destas ap6s 24h do cocultivo.

Estes dados podem ser constatados quando avaliamos na figura 3 a redugdo da
quantidade de CFU/mL de todas as espécies testadas de Candida, que apresentaram 0s
seguintes resultados: C. albicans, foi reduzida de 249,6 para 27,6 CFU/mL (9x), C.
glabrata, foi reduzida de 447,3 para 149,3 CFU/mL (3x), C. tropicalis, foi reduzida de
99,3 para 4,0 CFU/mL (24x), C. norvegensis, de 138,6 para 38,6 CFU/mL (3,5x), C.
kruzei, de 126,6 para 20,6 CFU/mL - 6x), C. parapsilosis, de 23,6 para 1,3 CFU/mL
(18x) e C. auris foi reduzida de 23,6 para 4,6 CFU/mL ( 5x).

De forma preliminar, podemos sugerir que a inibigdo parece ser mais efetiva sobre
C. tropicalis (24x) e C. parapsilosis (18x), e menos efetiva para C. glabrata (3x) e C.
norvegensis (3,5x) (Figura 3).

Figura 3 — Avaliacdo da atividade microbicida de cepa de Lactobacillus casei sobre espécies de
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Candida ap6s cocultivo em meio YM agar (CFU/mL)
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Candida sp. + L. casei YM

*Candida spp. representa cada espécie de Candida estudada (controle positivo). Analise estatistica
realizada com Teste t-student mdltiplo definiu p < 0,05 com estatisticamente significante apds as
comparagOes entre controle positivo e cocultivo. Os valores de p encontrados nas comparagdes forama - p
0,00001, b - p <0,00009, ¢ - p <0,007, d - p<0,0000003, e - p<0,0009, f- p<0,0000004;g- p <
0,00005.

Para avaliacdo da atividade microbicida da cepa de Lactobacillus casei sobre
Candida spp., foi transformado os dados iniciais em percentagem. Os dados de
crescimento em CFU/mL de cada espécie de Candida isoladamente foram denominados
controle positivo (CP), e do cocultivo Candida spp. + Lactobacillus casei (CFU/mL),
denominados amostras a serem avaliadas.

A atividade microbicida (%) foi calculada de forma especifica para cada espécie
de Candida, considerando o CP como 100 % de crescimento, e o cocultivo como sendo
a inibicdo percentual efetivamente realizada, que quando reduzida de 100, foi
representada em porcentagem.

A atividade microbicida de L.casei sobre as espécies de Candida em termos
percentuais foram: C. albicans 88,9 %, C. glabrata 66,6 %, C. tropicalis 96,0 %, C.
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norvegensis 72,2 %, C. krusei 83,7 %, C. parapsilosis 94,5 % e C. auris 81,8 % (Tabelal).
observamos um maior percentual microbicida para C. tropicalis e C. parapsilosis, e
menor percentual para C. glabrata e C. norvegensis (tabela 1).

Na analise do percentual da atividade microbicida de cada espécie de Candida
como um todo, é preciso reforcar que, embora tenha havido diferentes espectros de
inibicdo, em todos os cocultivos essa atividade microbicida foi superior a 66,6 %,
demonstrando capacidade promissora de inibicdo de crescimento das espécies de
Candida, incluindo a espécie emergente e multirresistente C. auris, cuja atividade
microbicida foi de 81,8 %.

Tabela 1 - Avaliagdo percentual da atividade microbicida de cepa de Lactobacillus casei apds
cocultivo com Candida spp. em meio YM

CP Cocultivo Atividade
Candida Candida spp. + L. microbicida (%)
spp.(CFU) casei(CFU)
Candida albicans 249,6 27,6 88,9
Candida glabrata 447,3 149,3 66,6
Candida tropicalis 99,3 4,0 96,0
Candida norvegensis 138,6 38,6 72,2
Candida krusei 126,6 20,6 83,7
Candida parapsilosis 23,6 1,3 94,5
Candida auris 23,6 4,3 81,8

CP (controle positivo de cada espécie de Candida)

4.2. Avaliagéo da atividade microbicida de cepa de Lactobacillus casei sobre

espécies de Candida apo6s semeio em dgar MRS

Paralelamente, como etapa do estudo, foi utilizado o meio agar MRS para o
semeio ap0s o cocultivo, esta escolha foi baseada no fato de que o meio MRS é empregado
para o cultivo de Lactobacillus spp. e auxilia o crescimento exuberante deste micro-
organismo, - embora também favoreca o crescimento das leveduras -, permitindo a
contagem e a melhor visualizagdo principalmente dos Lactobacillus spp. e ratificando os
dados obtidos anteriormente.

Estes dados s@o avaliados na figura 4, que confirma e refor¢a a reducdo da
quantidade de CFU/mL de todas as espécies testadas de Candida, conforme descrito a
sequir: C. albicans, foi reduzida de 249,6 para 24,3 CFU/mL (10x), C. glabrata, de
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447,3 para 187,3 CFU/mL (2,4x), C. tropicalis, de 99,3 para 4,3 CFU/mL (23x), C.
norvegensis, foi reduzida de 138,6 para 52,6 CFU/mL (2,6x), C. kruzei, de 126,6 para
20 CFU/mL (6,3x), C. parapsilosis, de 23,6 para 1,3 CFU/mL (18x) e C. auris, de 23,6
foi reduzida para 8,0 CFU/mL ( 3x).

De forma preliminar, podemos sugerir que a inibigcdo da cepa de L. casei parece
ter sido mais efetiva novamente sobre C. tropicalis (23x) e C. parapsilosis (18 x), e menos
efetiva para C. glabrata (2,4 x) e C. norvegensis (2,6x) (Figura 4).

Comparando os resultados do semeio nos meios agar YM e MRS, ndo foram
observadas alteragdes significativas nos resultados, confirmando a atividade antifingica

do Lactobacillus casei frente a todas as espécies de Candida.

Figura 4 - Atividade microbicida de cepa de Lactobacillus casei sobre espécies de Candida em
meio MRS &gar (CFU/mL)
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Candida sp. + L. casei MRS
*Candida spp. representa cada espécie de Candida estudada (controle positivo). Analise estatistica
realizada com com Teste t-student maltiplo definiu p < 0,05 com estatisticamente significante ap6s as
comparagOes entre controle positivo e cocultivo. Os valores de p encontrados nas comparacgdes forama - p
<0,00001, b - p<0,00001, ¢ - p< 0,007, d-p<0,0000003, ¢ - p<0,0009, - p<0,0000004; g- p <
0,00005.
Foi realizada a avaliacdo em porcentagem da atividade microbicida da cepa de L.

casei apos o cocultivo com Candida spp. utilizando controle positivo Lactobacillus casei



48

e do cocultivo Candida spp.+ Lactobacillus casei em CFU/mL.

A atividade microbicida da cepa de L. casei sobre as espécies de Candida em
termos percentuais foram: C. albicans, 90,3 %, C. glabrata, 58,1 %, C. tropicalis, 95,7
%, C. norvegensis, 62,0 %, C. Krusei, 83,7 %, C. parapsilosis, 94,5 % e C. auris, 66,1 %
(tabela 2). Os resultados apresentam maior percentual microbicida para C. tropicalis e C.
parapsilosis, e menor percentual para C. glabrata e C. norvegensis. Observando
osresultados dos percentuais da atividade microbicida de cada espécie de Candida em

todos os cocultivos, esse percentual foi superior a 50 %.(tabela 2).

Tabela 2 - Avaliacdo percentual da atividade microbicida de Lactobacillus casei apds cocultivo
com Candida spp. em meio MRS

CP Cocultivo Atividade
Candida spp.(CFU) Candida spp. + L. microbicida (%)
casei(CFU)
Candida albicans 249,6 24,3 90,3
Candida glabrata 447,3 187,3 58,1
Candida tropicalis 99,3 4,3 95,7
Candida norvegensis 138,6 52,6 62,0
Candida krusei 126,6 20,6 83,7
Candida parapsilosis 23,6 1,3 94,5
Candida auris 23,6 8,0 66,1

CP (controle positivo de cada espécie de Candida)

4.3. Avaliagdo do pH

O pH do meio de cocultivo foi avaliado antes e ap06s as 24 h de incubagdo, em
todas as culturas de Lactobacillus casei e Candida spp. houve alteracdo de pH com
aumento da acidez. Incialmente quando os micro-organismos foram colocados em
contato um com o outro o pH aferido foi de 6,0, apds 24h de cocultivo esse pH passou a
ser 5,0 em todos os cocultivos avaliados, 0 que demonstra claramente a presenca de um
fator &cido produzido durante o periodo de cultivo, e que pode ser atribuido a produc¢éo

de &cido latico pelo Lactobacillus casei.

4.4. Avaliacdo da producéo de &cido lactico apds o cocultivo

De acordo com os resultados apresentados na tabela 3, nos cultivos isolados das
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espécies de Candida observa-se pouca producdo de acido latico, mas no cocultivo das
espécies de Candida com a cepa de L. casei empregada no estudo verifica-se valores
significativos do &cido latico, sugerindo que o efeito microbiano do L. casei pode estar
associado a producdo de acido latico.

Como controle negativo de cultivo empregamos os meios YM e MRS isolado e
conjuntamente, com a finalidade de demonstrar que a producéao do acido latico ndo sofre
interferéncia de nenhum componente do meio de cultivo empregado, e como controle
positivo usamos a cepa de Lactobacillus casei isoladamente cultivada nos meios YM e
MRS.

Tabela 3 - Avaliacio da producéo de Acido latico apos cocultivo de cepa de Lactobacillus casei
com espécies de Candida

Acido Latico YM Cocultivo 24h
Candida spp. Candida spp. + L. casei

mg/dL mg/dL mg/mL
Meio YM (CN) 0 0 0
Meio MRS (CN) 0 0 0
Meio YM + MRS (CN) 0 0 0
Lactobacillus casei (CP) - 1034,0* 10,34
Candida albicans 2,0 707,3 7,07
Candida glabrata 19 651,7 6,51
Candida tropicalis 2,1 758,3 7,58
Candida norvegensis 2,5 822,1 8,22
Candida krusei 19 780,7 7,80
Candida parapsilosis 2,3 814,3 8,14
Candida auris 2,1 824,2 8,24

CN (controle negativo), CP(controle positivo), *Lactobacillus casei cultivado em YM e MRS

4.5. Avaliagio da concentragio de Acido latico que apresenta atividade microbicida

Para confirmarmos a capacidade microbicida do &cido latico sobre espécies de
Candida, empregamos acido latico PA em trés concentragdes distintas 10, 5 e 2,5 mg/mL
com base na producdo bioldgica dos Lactobacillus presentes na microbiota saudavel
normal, cuja concentracdo € de aproximadamente 1%, que corresponde a
aproximadamente 10 mg/mL (O'HANLON et al., 2013).

A tabela 4 mostra a Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) de &acido latico frente
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as espécies de Candida spp. A concentracdo de 2,5 mg/mL apresentou efeito
antimicrobiano contra a maioria das espécies de Candida, a Unica excecédo foi a espécie
Candida parapsilosis, cuja concentragdo inibitoria minima foi 5 mg/dL. Com estes
resultados podemos afirmar que acido latico possui atividade antimicrobiana sobre as

cepas de Candida estudadas, inclusive a cepa multirresistente de Candida auris.

Tabela 4 — MIC do acido latico para as espécies de Candida estudadas

Acido Léatico (mg/dL) Concentracfes empregadas
10 mg/mL 5 mg/mL 2,5 mg/mL
(1 %) (0,5 %) (0,25 %)

Meio MRS (CN) - - -
Lactobacillus casei (CP) + + +
Candida albicans + + +
Candida glabrata + + +
Candida tropicalis + + +
Candida novegenis + + +
Candida krusei + + +
Candida parapsilosis + + -
Candida auris + + +

(+) Com atividade, (-) Sem atividade
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5. DISCUSSAO

A microbiota vaginal é colonizada por diversas espécies microbianas incluindo
espécies dos géneros Lactobacillus e Candida. Normalmente, 0os micro-organismos
convivem em equilibrio, mas na vigéncia de um desequilibrio hormonal, citopatoldgico
ou imune, que causa a chamada disbiose, € comum ocorrer proliferacdo desordenada de
espécies de Candida, causando as vulvovaginites (ANDRIOLI, 2009; BRANDOLT et
al., 2017).

A CVV é um dos diagndsticos mais frequentes em ginecologia, sendo a segunda
infeccdo genital mais comum (RODRIGUEZ-CERQUEIRA et al., 2019). Um dos
principais problemas associados a essas infec¢bes € a falha da terapia antifingica,
resultando episddios de CVV recorrente (SOBEL, 2016).

Muitas linhagens de Candida spp apresentam resisténcia aos azois, que sdo 0s
principais antifingicos utilizados na prética clinica (GONCALVES et al., 2016),
complicando o tratamento das candidiases e voltando o interesse na busca de terapias
alternativas que visem a melhoria do paciente, com menos efeitos colaterais e mais
efichcia. Uma das estratégias mais promissoras € o uso de probioticos, em especial de
Lactobacillus spp (KIM e PARK, 2017).

Neste estudo foi analisada a atividade microbicida de Lactobacillus casei sobre
sete isolados clinicos de Candida spp, cada um de uma espécie diferente, representando
as principais espécies envolvidas na etiologia de CVV (GONCALVES et al., 2016), além
do patdgeno emergente C. auris. Apds o cocultivo, a quantificacdo de UFC de células
leveduriformes mostrou que L. casei apresenta signifcativa atividade inibitoria sobre
todas as cepas testadas, reduzindo seu crescimento ap6s 24 horas. A inibigdo por L. casei
observada aqui foi bastante efetiva - 88,9 % - sobre C. albicans, que é ainda a espécie
mais prevalente nas CVV (SOBEL, 2016). Para a cepa de C. tropicalis foi de 96% (em
meio YM). A inibi¢do do crescimento promovida por L. casei sugere que essas bactérias
sd0 capazes de produzir substancias com atividade antifungica, capazes de afetar as cepas
testadas.

Diversos mecanismos microbicidas e inibitorios sobre agentes patogénicos tém
sido atribuidos a espécies de Lactobacillus, principalmente a partir de estudos in vitro.
Segundo De Seta et al., (2014), Lactobacillus spp sdo capazes de inibir a adeséo, o
crescimento e a proliferagdo de outros micro-organismos estranhos ao meio vaginal por

mecanismos que incluem a secrecdo de &cidos organicos (como acido latico) e a
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competicdo por nutrientes e por receptores no momento da adesdo ao epitélio. O efeito
inibitério sobre patdgenos também ja foi atribuido a outras substancias como
bacteriocinas (FUOCHI et al., 2018) e peroxido de hidrogénio (SGIBNEV e
KREMLEVA, 2015).

Acredita-se que entre todos 0s mecanismos existentes, a manutencdo do meio
acido pelos Lactobacillus seja um dos principais fatores de protecdo do trato urogenital
feminino (MIRMONSEEF et al., 2014). No presente estudo, foi verificada a reducéo de
pH (de 6,0 para 5,0 ap6s 24 horas) em todos os cocultivos de Candida/Lactobacillus
analisados.

Alguns estudos tém mostrado que isdbmeros do éacido latico apresentam niveis
baixos em pacientes com dishiose, e concentragcdes maiores em mulheres cuja microbiota
é dominada por Lactobacillus, resultando em maior acidez vaginal nestas Ultimas
(PETROVA et al., 2015). O &cido latico € produzido durante o metabolismo fermentativo
de carboidratos, especialmente a partir do glicogénio, abundante no meio vaginal.
Embora outras substancias tenham sido implicadas na acdo microbicida de Lactobacillus
(KOVACHEYV, 2018), estudos recentes indicam que o acido latico é o principal fator
microbicida produzido por Lactobacillus (TACHEDJIAN et al., 2017).

Para investigar o envolvimento de &cido latico na acidificagdo do meio, a
concentracgdo dessa substancia foi dosada a partir dos meios onde foi realizado o cocultivo
(MRS + YM + Candida spp.+ Lactobacillus casei), empregando a metodologia de
enzimunoensaio. Os valores significativamente elevados dessa substancia na presenca de
L. casei confirmam seu envolvimento na queda de pH verificada nos cocultivos. Segundo
Tachedijan et al., (2017), o &cido latico é o principal acidificante no trato reprodutivo
feminino quando a microbiota é dominada por Lactobacillus, com as células epiteliais
contribuindo com apenas 15% do &cido latico presente, sendo Lactobacillus os principais
produtores.

Embora a concentragdo de outros &cidos organicos ndo tenha sido mensurada
neste trabalho, a abundante produgéo de acido latico por L. casei levou a investigar sua
participagdo na inibi¢éo do crescimento das cepas de Candida. O ensaio de microdilui¢do
mostrou que o &cido latico foi capaz de inibir totalmente o crescimento da maioria das
cepas de Candida testadas, com excecdo de uma cepa de C. parapsilosis na concentracao
minima testada, de 2,5 mg/mL. Na concentracdo de 5 mg/mL ndo foi verificado
crescimento de células de Candida sp, confirmando a acdo antiflngica do &cido latico.

Segundo Mira et al. (2010), &cidos organicos sdo capazes de se dissociar diretamente no
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citosol microbiano, que é quase neutro, devido as suas propriedades lipofilicas, tornando-
0s muito eficientes como antimicrobianos (MIRA et al., 2010).

A concentragdo minima aqui estudada, de 2,5 mg/mL é menor do que a
concentracao fisioldgica estimada por O"Hanlon et al., (2013), sugerindo que o &cido
latico vaginal tem acdo microbicida suficiente para controlar o crescimento de micro-
organismos patogénicos como Candida. Apoiam essa visdo diversos estudos mostrando
a acdo microbicida do &cido latico produzido por Lactobacillus sobre patogenos
urogenitais, como Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoea, Escherichia coli e
Gardnerella vaginalis (TACHEDJIAN et al., 2017). Entretanto, ha uma dificuldade
inerente em transpor os resultados obtidos em outros modelos e em estudos in vitro para
0 que acontece in Vvivo.

Apesar do papel bem conhecido de Lactobacillus no equilibrio microbioldgico do
ambiente vaginal, e apesar do uso empirico de cepas dessas bactérias como probidticos,
pouco tem sido estudado sobre a acdo dessas bactérias e do acido latico sobre linhagens
de Candida spp causadoras de CVV. No presente estudo, foram utilizadas cepas isoladas
de casos clinicos de CVV, com resisténcia a azdis e outros antifingicos, fato comum em
casos de CVV recorrentes. Além disso, a cepa de L. casei utilizada foi isolada de leite
fermentado comercial, sendo provavelmente uma das cepas probidticas mais difundidas
no mundo. Assim, embora sendo um estudo in vitro, as cepas utilizadas sdo mais
representativas da realidade que cepas padrdo (ATCC).

Atualmente formulacGes probidticas para uso vaginal estdo sendo desenvolvidas
(CAMILLETTI et al., 2017). No entanto, essas normalmente visam o tratamento e ndo a
prevencio de CVV. E conhecido que a fonte primaria da microbiota vaginal é o intestino
(DANIELSSON et al., 2011). Dessa forma, a ingestdo de probidticos pode favorecer a
colonizacdo vaginal com cepas produtoras de &cido latico, ajudando a prevenir as CVV.

A sobrevivéncia e dispersdo para a vagina de cepas probioticas de Lactobacillus
obtidas por via oral ja foi demonstrada em alguns trabalhos. Segundo Leéo et al., (2015),
a ingestdo de L. rhamnosus pode prevenir o desenvolvimento da candidiase em
camundongos imunossuprimidos. Vladareanu et al., (2018) apresentaram resultados
mostrando que L. plantarum P17630 sobrevive no trato gastrointestinal e pode atingir a
vagina, mantendo sua agdo probidtica.

Outros estudos mostraram que a administracdo de probidticos juntamente com 0s
antifingicos diminui tanto os sintomas como a presenca de leveduras detectadas por

cultura, enquanto a presenca de Lactobacillus spp € significantemente aumentada (DE
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SETAc etal., 2014; KOVACHEV e VATCHEVA-DOBREVSKA, 2015). Segundo Davar
etal., (2016) a administracdo conjunta de probidticos com antiflingicos foi eficaz para a
prevencdo das recidivas de candidiase vulvovaginal.

E consenso que uma microbiota vaginal dominada por espécies de Lactobacillus
é um dos principais determinantes da satde urogenital feminina (PETROVA et al., 2015;
TACHEDJIAN et al., 2017; KOVACHEYV, 2018; FUOCHI et al., 2018). O presente
trabalho apresenta evidéncias de que L. casei derivado de leite fermentado tem agéo
microbicida sobre cepas causadoras de CVV. O fato de que essas cepas podem ser fonte
de colonizagdo vaginal sugere que o consumo de leites fermentados pode ser util na

prevencao e/ou tratamento das CVV.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho apresenta o efeito microbicida de Lactobacillus casei isolado de
produto lacteo comercial, disponivel para consumo humano, que teve sua identidade
laboratorial enquanto cepa bioldgica comprovada empregando a metodologia de MALDI
TOF. Este micro-organismo produziu seu efeito microbicida sobre espécies de Candida
isoladas de infec¢Bes vulvovaginais, em mulheres que apresentam a infecgdo no momento
da coleta do material bioldgico. Isso representa de forma alinhada, mesmo em resultados
obtidos in vitro, novas perspectivas de tratamento, ou seja, como um probiotico de origem
alimentar comprovadamente pode apresentar efeito microbicida sobre espécies de
Candida, que s&o capazes de causar vaginite como a candidiase, que representa a segunda
maior causa de infeccdo sintomatica em mulheres em todo o mundo, sendo considerada
pela sua recorréncia um problema de saude publica, por afetar a qualidade de vida das
mulheres afetadas. Esses resultados, embora preliminares, sugerem que alternativas de
tratamento, bem como o uso de terapias combinadas como as de intervencdo alimentar,
precisam estar cada vez mais alinhadas com o tratamento farmacoldgico disponivel, que
cada vez € menos efetivo, mais toxico e seleciona resisténcia microbiana entre as espécies

de Candida isoladas destas infecgdes.
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