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RESUMO

Objetivo: Este artigo tem como objetivo avaliar a atividade antifingica in vitro
dos Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus que estao presentes
no iogurte sobre o crescimento da Candida albicans. Método: Foi realizado o
repique da Candida albicans, fornecido em um tubo, na placa de petri contendo
o 4gar sabouraud dextrose para formacdo de col6nias e aumento da populagao
de Candida albicans. As amostras foram diluidas em soro fisiolégico e semeada
na placa de petri e incubou-se por duas horas. Ap6s as duas horas, realizou-se a
semeadura do iogurte, contendo os Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus
thermophilus, sobre a placa de petri contendo a Candida albicans e incubou-se
na estufa a 37° C por 48 horas. Resultado: Apés o periodo de incubagao,
verificamos que houve a inibi¢do do crescimento da Candida albicans,
reduzindo a quantidade de colonias das placas onde foi semeado o iogurte.
Conclusdo: Os Lactobacillus presentes no iogurte foram eficazes na atividade
antifingica contra a Candida albicans in vitro. Atualmente, poucos estudos
foram realizados in vitro, sendo necessério realizar novos experimentos
isolando os Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus presentes no
iogurte, para maior certeza da eficicia da atividade antiftngica de cada
Lactobacillus.

Descritores: Candida albicans; Lactobacillus bulgaricus; Streptococcus
thermophilus; logurte.

ABSTRACT

Objective: this paper aims to assess the antifungal activity in vitro of
Lactobacillus bulgaricus and Streptococcus thermophilus that exist in yogurts
on the Candida albicans growing. Method: we ringed the Candida albicans,
that was provided in a tube and in a Petri’s plate, containing agar Sabouraud
dextrose to compose the colonies and increase the Candida albicans population.
Samples were diluted in physiological solution and seeded in the Petri’s plate,
being incubated for two hours. After this time, we put the yogurt- containing
the Lactobacillus bulgaricus and the Streptococcus thermophilus on the Petri’s
plate. It was incubated in the heating chamber under 370C for 48 hours.
Results: After the incubation period, we verified that Candida albicans growing
was inhibited, reducing the number of colonies in plates where the yogurt was
seeded in. Conclusion: the Lactobacillus existent in the yogurt has an effective
antifungal activity in vitro. Nowadays, few investigations were conducted in
vitro, being necessary another studies to ensure the antifungal activity
effectiveness of Lactobacillus present in yogurts.

Descriptors: Candida albicans; Lactobacillus bulgaricus; Streptococcus
thermophilus; Yogurt.
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Introducao

Atualmente, as infecgdes causadas por fungos constituem um importante
e ascendente problema de satide publica devido ao ntimero de pacientes
imunocomprometidos e a incidéncia que tem aumentado gradualmente nas
altimas décadas. Consequentemente, a morbidade e mortalidade provocadas
por estas patologias tém apresentado taxas elevadas nos altimos anos'-?, sendo
que a levedura da Candida albicans ja é a segunda mais frequentemente isolada
no Brasil® e a mais frequente isolada em humanos.!

A Candida albicans é uma levedura patogénica ao homem, observada pela
primeira vez em 1839 pelo cirurgido alemado Bernhard Rudolf Konrad von
Langenbeck, sendo considerada erroneamente a causadora do tifo uma vez que
foi observada em aftas bucais de um paciente que possuia a doenga. Em 1842,
esse microrganismo foi classificado pelo médico David Gruby no género
Sporotrichum e definiu a candidiase oral. Esse microrganismo foi estudado
detalhadamente por Berg em 1846, estabelecendo definitivamente a sua relacdo
com a candidiase oral. Anos mais tarde, em 1853, esse microrganismo foi
denominado por Chales Robin de Oidium albicans e redenominado por Zopf de
Monilia Albicans em 1890. E somente em 1923 essa espécie foi transferida para o
género Candida e, posteriormente, foi criada a espécie Candida albicans por
Berkhout. Ao longo da histéria, foram atribuidas a esta levedura mais de 111
denominagodes.14

O género da Candida é o principal grupo de leveduras que causam
infecgdes oportunistas®. Este género é composto por certa de 150 a 200
espécies!58, que normalmente vivem em nichos corporais, como orofaringe,
cavidade bucal, trato gastrointestinal, sistema urogenital, mucosa do trato
respiratério, dobras da pele, secrecbes bronquicas e vagina>®. Do total de
infeccdes oportunistas, 90% sdo causadas pelas espécies Candida albicans (que
corresponde a 50% do valor total, sendo a espécie mais prevalente), Candida
globrata, Candida parapsilosis e Candida tropicalis.?

A Candida spp. é classificada taxonomicamente no reino Fungi, divisdo
Eumycota, subdivisdo  Deuteromycotina, classe  Blastomycetes, familia
Cryptococcacea.r Ela é um fungo dimérfico, que tem a capacidade de se
apresentar em diferentes morfologias, nas formas leveduriforme (associado a
colonizagdo assintomatica), pseudo-hifa ou hifa verdadeira (associada aos
processos patogénicos).? ¢ 9

As leveduras da Candida albicans se tornam patogénicas em pacientes
com imunodeficiéncia. Nessas circunstancias, elas podem causar doenca em
varios orgaos e tecidos, causando infeccdo superficial e sistémical-> 5. Existem
varias causas que podem levar ao desenvolvimento, tais como farmacos
imunossupressores, tempo prolongado de permanéncia no hospital,
hemodidlise, insuficiéncia renal, diabetes, antibi6ticos de largo espectro, cancro,
quimioterapia, bem como cirurgias e transplantes de 6rgaos ou medula 6ssea.?

A Candida albicans possui basicamente trés tipos de manifesta¢des: muco
cutinea, cutdnea e sistémica. A candidiase muco cutdnea acomete a cavidade
oral e o canal vaginal, sendo que esta é a forma mais comum nos seres
humanos. A candidiase cutanea pode acometer as areas imidas do corpo, como
os espagdes interdigitais, regides das mamas, debaixo das unhas, pregas das
virilhas e axilas, consistem em manifestagdes superficiais3?. A infeccdo
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sistémica ou invasiva, conhecida como candidemia, sdo infecgdes profundas
que acometem a corrente sanguinea ou 6rgaos que se disseminam na corrente
sanguinea!, sendo que a mortalidade, apesar dos tratamentos disponiveis,
atualmente é elevada ocorrendo em 15 a 25% no caso de adultos e cerca de 10 a
15% em criancas.?

A candidiase vulvovaginal (CVV) é uma doenca caracterizada pela
infeccdo da vulva e da vagina, causada por leveduriformes do género Candida,
que medem aproximadamente de 2 a 6pm*78. A Candida ssp. também pode
compor a flora normal da vagina e do trato gastrointestinal, onde, em condicoes
normais do sistema imunolégico, ndo causa nenhum mal, somente quando
comega a se proliferar demasiadamente causando a candidiase®8. A candidiase
vulvovaginal acomete, pelo menos uma vez na vida, cerca de 75% das
mulheres, tendo diferentes fatores de risco para o desenvolvimento desta forma
de doenca como: utilizacdo de hormonios, tratamento com antibidticos, uso de
contraceptivos locais e diabetes.>10

A candidiase oral é a infecao oportunista mais comum nesta cavidade, a
qual pode se apresentar de formas diferentes, como candidiase aguda
pseudomembranosa, candidiase atréfica cronica, queilite angular, leucoplasia e
candidiase muco cutanea cronica.?

O tratamento terapéutico efetivo para o tratamento da Candida é
composto por quatro grupos de drogas que sdo os poliénicos, triazolicos,
equinocandinas e fluocitosina.” O tratamento da Candida oral e vaginal, que visa
melhorar a sintomatologia, é realizado através de medicamentos antifingicos”
811, incluindo aqueles para tratamento da candidiase oral e vulvovaginal, tais
como: nistatina, clotrimazol, anfotericina, fluconazol, cetoconazol, butoconazol,
clotrimazol, miconazol, nistatina, tioconazol, entre outros.”

Para os casos sistémicos graves, como a meningite, o tratamento consiste
na prescricdo de Anfotericina-B. Ela é receitada pelo médico e administrada em
nivel hospitalar, pois exige uso da via intravenosa e possui altos niveis de
nefrotoxicidade’. Nesse sentido, novos estudos apontam o medicamento
Ambisome (Anfotericina B lipossomal), que contém o mesmo principio ativo,
possui uma composicdo especial que causa rea¢des adversas menos graves e
com menor frequéncia. Todavia, o uso indiscriminado dos medicamentos com
doses inadequadas e o crescente uso desses medicamentos na profilaxia de
infeccdes fungicas tém aumentado a resisténcia clinica da Candida albicans aos
antifingicos.*

Uma vez que, os probidticos apresentam vérios efeitos benéficos no
equilibrio da flora intestinal, fortalecendo o sistema imunolégico, sendo que os
mesmos sdo coadjuvantes no tratamento da candidiase vaginal e de repeticdo!2.
Visto que, inicialmente foi definido como compostos ou extratos de tecidos
capazes de estimular o crescimento microbiano. Em 1974, Parker definiu
probidtico como relativo a organismos e substdncias que contribuiam para o
equilibrio microbiano intestinal, porém, “substdncia poderia incluir
suplementos tais como antibidticos, que tem uma funcdo oposta, por este
motivo, abandonaram essa definicdo. Por volta da década de 90, uma definicao
mais especifica foi apresentada, na qual definia os probidticos como
microrganismos vidveis, o que inclui bactérias lacticas e leveduras na forma de
células liofilizadas ou de produto fermentado que trazem um efeito benéfico
sobre a saide do hospedeiro apés a ingestdo, devido as melhorias das
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propriedades da microflora nativa.?

Além disso, conforme a resolucdo RDC n° 2, de 7 de janeiro de 2002,
probidticos sdo microrganismos vivos capazes de melhorar o equilibrio
microbiano intestinal produzindo efeitos benéficos a satide do individuo. Dessa
forma, o iogurte é um alimento funcional por ser uma fonte de calcio, mas
pesquisas recentes tém estudado os efeitos probidticos presentes nos produtos
lacteos fermentados’4, produzido por coagulacdo e acidificagdo do pH do leite,
ou leite reconstituido, podendo ser adicionado, ou ndo, de outros produtos
lacteos, através da fermentacdo lactea mediante o mecanismo de acao
protossimbidticos do Lactobacillus delbruckii subsp bulgaricus e Streptococcus
thermophilus.13

Devido a essas definicbes e a necessidade de desenvolvimento de
tratamentos alternativos e/ou complementares que reduzam a taxa de
resisténcia da Candida albicans as drogas disponiveis no mercado, o objetivo
desse estudo foi avaliar a atividade antifangica in vitro dos Lactobacillus
bulgaricus e Streptococcus thermophilus presentes no iogurte sobre a Candida
albicans.

Método

Trata-se de um estudo experimental, realizado no laboratério de uma
faculdade privada do estado de Goids no periodo de 27 de abril de 2019 a 02 de
maio de 2019.

Para realizacdo do experimento foi utilizado uma cepa de Candida
albicans e uma amostra de iogurte natural, contendo Lactobacillus bulgaricus e
Streptococcus thermophilus, sem aglcar e conservantes da marca Nestlé®, Lote
9097132322, data de fabricacao 07.04.2019 22:26, data de validade 22.05.2019.

O experimento foi realizado utilizando o meio de cultura agar sabouraud
dextrose - um meio para isolamento de leveduras e fungos, preparado de
acordo com o método de formulacdo da Farmacopeia Europeia e da
Farmacopeia U.S (Teste microbiano de produtos nado estéreis: Teste para
microrganismos especificos).

Ap6s a obtengdo da amostra, foi necessario realizar o repique da Candida
albicans, fornecido em um tubo, na placa de petri contendo o &gar sabouraud
dextrose para formacdo de coldnias e aumento da populacdo de Candida
albicans. Para realizar o repique, utilizou- se uma alca de platina para selecao da
Candida albicans e semeou-se na placa utilizando a técnica de semeadura de
esgotamento em estrias multiplas. Incubou-se a placa de petri em estufa a 37 °C
e aguardou-se 36 horas para crescimento da Candida albicans.

Para realizar a inoculacdao da amostra, foi utilizada a escala de Mc
Farland. Essa é uma escala nefelométrica usada com um padrao de turvagao,
mais frequentemente utilizado nos laboratérios de microbiologia, para
determinar a intensidade da multiplicagio em meios de cultivo. Esta
multiplicacdo se manifesta nos meios por um aumento das particulas (fungos)
que se opdem a livre passagem da luz, provocando turvacdo ou opacidade no
meio. Assim, quanto maior o namero de fungos, maior serd a opacidade do
meio de cultura.t®

Ap6s o crescimento da Candida albicans na placa de petri, utilizando a
escala de Mc Farland, foi selecionada uma coldnia de Candida albicans com uma
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alca de platina e diluimos em cerca de 10 ml de soro fisiol6gico. Utilizando um
swab, semeou-se a amostra da Candida albicans, diluida em soro fisiolégico
anteriormente, em uma nova placa de petri contendo o Agar Sabouraund
Dextrose. A técnica utilizada foi a semeadura por varredura. Apds isso, a
Candida semeada foi incubada na estufa a 37° C por duas horas para realizar a
secagem do diluente da Candida albicans. Ap6s realizar a secagem da Candida
albicans, retirou-se a placa de petri da estufa. Realizou-se, entdo a semeadura,
pela mesma técnica, do iogurte sobre a placa de petri contendo a Candida
albicans. Por fim, incubou-se o composto na estufa a 37° C por 48 horas.

Resultados

Na Figura 1(a,b e c), observam-se respectivamente os resultados da
analise das placas de petri contendo Candida albicans e iogurte; das Placas de
petri contendo apenas Candida albicans (amostra controle); e da comparacao das
placas contendo apenas a Candida albicans com as placas onde foi semeada a
Candida albicans e o iogurte.

Figura la: Placas de petri contendo Candida Figura 1b: Placa de petri contendo apenas

albicans e iogurte. Candida albicans (amostra controle).

Figura 1c: Comparagdo das placas contendo
apenas a Candida albicans com as placas onde foi
semeada a Candida albicans e o iogurte.
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Ap6s o periodo de 48 horas na estufa, comparando com a amostra
controle (somente Candida albicans semeada) (Figura 1b), verifica-se que houve a
inibicdo do crescimento da Candida albicans (Figura 1c), reduzindo a quantidade
de colonias das placas onde foi semeado o iogurte (Figura 1a).

Discussao

Algumas experiéncias realizadas in vitro mostram que algumas cepas de
lactobacillus podem inibir o crescimento da Candida albicans, porém o resultado
dessas experiéncias ndo se aplicam necessariamente aos seres humanos, pois os
mecanismos fisiol6gicos e patofisioldgicos dos Lactobacillus e da Candida albicans
em seres humanos sdo muito complexos e ndo podem ser imitados com
exatidao no laboratério.l” Atualmente, ha varios estudos que comprovam a
atividade antifangica in vivo, porém esses resultados nao sdao aplicados
necessariamente ao objeto de pesquisa deste artigo in vitro. A ingestdo diaria de
iogurte contendo o Lactobacillus acidophilus reduziu, tanto a coloniza¢do, quanto
a infeccdo por Candida, porém o mecanismo de acdo do Lactobacillus pode ser
multifatorial’®. Outro estudo concluiu que o consumo de iogurte associado ao
mel de abelha em pacientes com candidiase vulvovaginal durante a gravidez
levou a um nivel relativamente alto de cura clinica. Essa cura foi ainda maior
que aquela produzida com o uso de terapia antifingica, podendo ser o iogurte
associado ao mel de abelha utilizada como uma terapia complementar ou
alternativa quando agentes antifingicos forem ineficazes ou contraindicados.”

Além disso, alguns estudos realizados comprovaram a eficacia dos
probiodticos in vitro sobre alguns patégenos. Em pesquisa realizada com alguns
probidticos verificou-se que a maioria dos probidticos isolados nos
experimentos demonstraram efeito antifingico contra a Candida albicans, in
vitro, isolados da cavidade oral, trato gastrointestinal e do trato geniturinario de
humanos.?

Todavia, nos estudos encontrados, somente um dos Lactobacillus
investigados neste artigo foi avaliado, qual seja: Streptococcus thermophilus.
Nesse estudo, realizado com o Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus
thermophilus presentes no iogurte, realizado no laboratério de uma faculdade
privada do estado de Goids/Brasil, foi identificado que os Lactobacillus
apresentaram efeito antifangico, in vitro, contra a Candida albicans.

De acordo com a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigiladncia Sanitaria), os
microrganismos Streptococcus salivarius (subspécie thermophillus) e Lactobacillus
delbrueckii (subespécie bulgaricus) foram retirados da lista de probidticos
reconhecidas pelo o6rgado. Isso ocorreu porque, além de serem espécies
necessdrias para producao do iogurte, de acordo com a ANVISA, os mesmos
nao possuem efeitos probiéticos cientificamente comprovados.!?

Conclusao

Os Lactobacillus presentes no iogurte foram eficazes na atividade
antifangica contra a Candida albicans in vitro. Atualmente, poucos estudos foram
realizados in vitro, sendo necessario realizar novos experimentos isolando os
Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus presentes no iogurte, para
maior certeza da eficicia da atividade antifingica de cada Lactobacillus.
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