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Resumo

OBJETIVO: Avdliar a influéncia de Lactobacillus thamnosus na expresséo dos fafores de viruléncia de Candida
albicans in vitro. METODOS: Uma suspenséo de L. rhamnosus foi inicialmente culivada em égar MRS. No dia
seguinte, foi adicionado égar Sabouraud dexirose sobre o crescimento dos lactobacilos e C. albicans foi cultivada,
por 24, 48 e 72 horas. As cepas de Candida foram entdo isoladas para investigagdo da capacidade de formagao
de bicfilme, por meio do cultivo em placas de 96 pogos e leitura das densidades dpticas e contfagem de unidades
formadoras de colénia por mL (UFC/ml). Também se investigou a capacidade de formagdo de tubo germinativo,
apds incubagdo em soro de cavalo e contagem em 200 células. Os resultados foram comparados aos observados
nas cepas de Candida cultivadas na auséncia de L. rhamnosus, utilizando o feste tde Student para andlise estatistica.
RESULTADOS: Observouse uma reducéo significativa no crescimento de C. albicans na presenca de lactobacilos
apds 24, 48 ou 72 horas. Também foi observada redugdo significativa na formagdo de tubo germinativo apds a
inferagdo por 48 ou 72 horas. Quanto & formagdo de biofilme, néo foi observada diferenca significante enfre as
cepas de Candida cultivadas na presenca ou na auséncia de lactobacilos. CONCLUSAO: Os resultados sugerem
que L. rhamnosus é capaz de influenciar significativamente o crescimento e a expressdo de fatores de viruléncia de
C. albicans in vitro, podendo interferir na patogenicidade desses micro-organismos.

Abstract

PURPOSE: To investigate the influence of lactobacillus rhamnosus in the expression of virulence factors of Candida
albicans in vitro. METHODS: A suspension of L. thamnosus was initially grown in MRS agar. The other day, Sabouraud
dextrose agar was added on the growth of lactobacilli and C. albicans was seeded for 24, 48 and 72 hours. Candida
strains were then isolated for investigation of the ability of biofilm formation, by means of cultivation into 96 wells plaque,
and reading the optical densities and counting colony forming units per mL. Also the ability of germ tube formation was
investigated, after incubation in horse serum and counting of 200 cells. The results were compared to Candida strains
grown in the absence of L. rhamnosus, using Student’s f test for statistical analysis. RESULTS: there was a significant
reduction in the growth of C. albicans in the presence of lactobacilli after 24, 48 or 72 hours. Significant reduction
was also observed in germ tube formation affer interaction for 48 or 72 hours. For biofilm formation, no statisfically
significant difference was observed between the Candida sfrains grown in the presence or absence of lactobacilli.
CONCLUSION: The results suggest that L. rhamnosus is able to influence significantly the growth and expression of
virulence factors of C. albicans in vitro, and may interfere with pathogenicity of these micro-organisms.
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Introducao

A candidfase ou candidose vulvovaginal atinge, pelo
menos uma vez, aproximadamente 75% das mulheres se-
xualmente ativas, sendo que, destas, metade desenvolverd
um segundo episédio e 5% terdo vulvovaginite recorrente
(mais de 4 episédios por ano)'*. Observa-se uma associacio
entre a presenga de lactobacilos na vagina e a redu¢do do
desenvolvimento de candidfase vulvovaginal. Uma avaliacdo
de como os probidticos lactobacilos afetavam a resposta
epitelial defensiva sugere que os lactobacilos suprimem a
expressdo de genes inflamatérios induzidos por Candida
albicans, modulando a resposta imunoldgica do hospedeiro’.

Foram identificados probiéticos com propriedades
adesivas e resistentes ao metronidazol e sua utilizagdo tem
sido considerada em produtos voltados ao tratamento e a
prevengdo da vaginose bacteriana®, jd que eles exercem um
efeito biostdtico sobre o crescimento das leveduras’. Os pro-
bidticos L. rhanmmnosus e L. reuteri foram capazes de suprimir
o crescimento de C. albicans e até mesmo demonstraram um
efeito fungicida. Foram eficazes em niveis baixos de pH, seme-
lhantes aos encontrados em um ambiente vaginal sauddvel®.

Certas cepas de lactobacilos, além de inibirem o
crescimento de Candida, parecem dificultar sua aderéncia
as células epiteliais®. A aderéncia da Candida albicans aos
tecidos e as superficies é favorecida pela formacio de tubos
germinativos'’, pequenos prolongamentos filamentosos
que provém (em forma de levedura) da célula, que podem
ser observados ao se inocular C. @/bicans em soro de seres
humanos ou outros animais'!. Além disso, a aderéncia da
Candida pode ser favorecida pela capacidade de formar
biofilme, definido como uma comunidade microbiana
estruturada, “embebida” em uma matriz, que se forma
sobre superficies sélidas e que proporciona maior resis-
téncia aos micro-organismos'?.

Uma vez que os probidticos parecem interferir no
desenvolvimento de doengas causadas por Candida e a
compreensdo dos mecanismos envolvidos nesse processo
possibilitaria uma melhor utilizacdo terapéutica desses
produtos, o presente estudo avaliou, in vitro, se L. rhamnosus
é capaz de alterar a viruléncia de C. albicans, por meio da
investigacdo da capacidade de formacido de tubo germi-
nativo e biofilme.

Métodos

Producao de suspensao de
Candida albicans e de Lactobacillus rhamnosus

A partir da semeadura de cepa padrio de Candida
albicans (ATCC18804) em placa de d4gar Sabouraud
dextrose, a 37°C por 24 horas e em aerobiose, foram
adicionadas aliquotas do crescimento em 5 mL de solugdo

salina tamponada (PBS), esterilizada, até que se obtivesse
uma suspensio contendo 10° células/mL, padronizada em
espectrofotdmetro a 530 nm.

A partir da semeadura de cepa padrdo de Lactobacillus
rhamnosus (ATCC1465) em dgar Man-Rogosa-Shape e
cultivo a 37°C por 48 horas, foram adicionadas aliquotas
do crescimento em 5 mL de solugdo salina tamponada
(PBS), esterilizada, até que se obtivesse uma suspensio
contendo 107 células/mL, padronizada em espectrofotd-
metro a 530 nm.

A suspensdo de Lactobacillus foi semeada na superficie
de placas de Petri contendo 15 mL de d4gar MRS. As pla-
cas foram incubadas a 37°C em estufa de CO, durante
24 horas. No dia seguinte, foram adicionados 15 mL de
dgar Sabouraud dextrose sobre meio MRS com crescimento
de Lactobacillus. Ap6s o endurecimento do meio, 0,1 mL
da suspensido de Candida foi semeado e as placas foram
novamente incubadas a 37°C durante 24, 48 e 72 horas
em aerobiose e em microaerofilia. Apés cada um desses
periodos, aliquotas das colonias de Candida foram isoladas
para investigagdo dos fatores de viruléncia. Também foi
realizado crescimento controle de Candida (na auséncia
de lactobacilos), com utiliza¢do de soro fisiolégico no
lugar da suspensdo de Lactobacillus. Foram realizados trés
ensaios independentes para cada condigdo.

Andlise da formacao de tubo germinativo de biofilme
Foi adicionada uma aliquota de cada suspensdo da
levedura obtida a partir das culturas controle, e de 24,
48 e 72 horas de incubacio na presenga de lactobacilos,
em tubo de ensaio contendo 0,5 mL de soro de cavalo.
Os tubos permaneceram em banho-maria a 37°C por
2,5 horas. A formagdo do tubo germinativo foi obser-
vada em microscopia de luz e quantificada por meio da
contagem de tubos germinativos formados para cada
200 células de Candida.

Para a formacdo do biofilme, foram utilizadas placas
de microtitula¢do de 96 pocos. As diferentes suspensdes de
Candida (obtidas a partir das culturas controle e de 24,
48 e 72 horas de incubagdo na presenca de lactobacilos)
foram pipetadas, no volume de 100 pL, nos pogos das
placas, e 100 pL de meio enriquecido (BHI), concentrado
duas vezes, foram adicionados. Para cada suspensio, foram
utilizados dez pogos diferentes. As placas foram incubadas
em agita¢do a 37°C por 90 minutos para a fase inicial de
adesdo. Decorrido esse periodo, os volumes dos pogos
foram removidos e 200 pL de PBS foram acrescentados
para a remogao das células ndo aderidas. O volume foi
novamente removido, 200 pL de meio foram acrescidos e
as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas em agitagdo.

Ap6s esse perfodo, os volumes dos pogos foram removidos
e 200 pL de PBS foram acrescentados para a remogao das
células ndo aderidas. O volume foi novamente removido e




200 pL de PBS foram acrescidos. As densidades Gpticas dos
pocos foram verificadas em leitor de microplacas a 530 nm.
Posteriormente, com o auxilio de palitos esterilizados, o
fundo de cada orificio foi raspado, com movimentos em
viarias dire¢des, por 30 segundos. Depois disso, os volu-
mes dos pogos foram transferidos para tubos de ensaio,
foi acrescentado 1,8 mL de PBS estéril em cada tubo e
as suspensdes foram homogeneizadas por 5 minutos para
desprendimento dos biofilmes. Essas solugdes foram con-
sideradas como fator de diluigdo 10, a partir das quais
foram feitas dilui¢des seriadas. Aliquotas de 0,1 mL de
cada diluigdo foram semeadas em placas de dgar Sabouraud
dextrose e incubadas a 37°C por 48 horas. Dado o periodo de
incubagdo, foram determinadas as unidades formadoras de
colénia por mL (UFC/mL) de cada orificio.

Os resultados obtidos foram analisados utilizando o
teste # de Student, usando o programa Graph Pad Prisma
versdo 3.0 (Graph Pad Software Inc.).

Resultados

Ap6s 24, 48 ou 72 horas de incubagdo, observou-se
uma redugdo significativa do crescimento de C. albicans na
presenca de lactobacilos, quando comparado ao crescimento
na auséncia desses micro-organismos, tanto em aerobiose
quanto em microaerofilia. Esses resultados dificultaram
inimeras vezes a recupera¢do de Candida para os ensaios
posteriores de investigacdo dos fatores de viruléncia.

Formacao de tubo germinativo e biofilme

Ap6s 24 horas de crescimento na presenca de L. rhamnosus,
observou-se um aumento de 9,1% na formagido de tubos
germinativos por C. albicans, comparando-se as leveduras
cultivadas na auséncia de lactobacilos. Jd apés 48 horas de
crescimento na presenca de L. rhmanosus observou-se que
as células de Candida apresentavam-se morfologicamente
menores e ndo formavam tubos germinativos (redugdo de
100%). Apés 72 horas, as células de Candida ainda apre-
sentavam uma morfologia menor; entretanto, em alguns
ensaios, foi possivel a observa¢io de tubos germinativos
em algumas células, embora em niimero estatisticamente
menor (redu¢do de 75,4%) (Tabela 1).

Ap6s 24, 48 ou 72 horas de incubagio, foi analisada
a formacdo de biofilme por C. albicans. Apés a leitura
das densidades épticas ou as contagens de UFC/mL dos
biofilmes formados, observou-se que ndo houve diferenca
significante entre as cepas de Candida isoladas a partir
do cultivo na presenga ou na auséncia de L. rbamnosus,
em qualquer um dos periodos de incubacio estudados.
Os resultados das contagens das UFC/mL dos biofilmes
formados variaram da seguinte forma: observou-se au-
mento de 1,3% nas contagens de Candida isoladas dos
biofilmes provenientes das culturas de 24 horas na presenca

Tabela 1. Média do nimero de tubos germinativos observados em 200 células de Candida
albicans e média do numero de unidades formadoras de colénia de Candida albicans apés
incubacdio de 24, 48 e 72 horas, em aerobiose e microaerofilia, na presenca ou na auséncia
de Lactobacillus rhamnosus

Tubos germinativos UFC/mL
24h  48h 72h 24 h 48 h 72h
Com Lactobacillus 97,5 0 97 1225q0°  745d0°  57,0x10°
Controle 893 690 395 1213100 92,3x10°  54,6x10°

UFC: unidades formadoras de colénia. Controle: Candida na auséncia de L.
rhamnosus, com lactobacillus: Candida na presenga de L. thamnosus

de L. rhamnosus; diminuicdo de 19,3% nos biofilmes das
culturas de 48 horas; aumento de 4,4% nas de 72 horas,
comparando-se as contagens de leveduras do grupo con-
trole (na auséncia de lactobacilos) (Tabela 1).

Discussao

Estudos prévios tém demonstrado que o consumo
de alimentos probidticos pode reduzir a quantidade de
Candida na microbiota normal dos seres humanos, po-
dendo auxiliar no controle da candidfase'*!'*. Mostrou-se
também que o tratamento com fluconazol associado ao
Lactobacillus rhamnosus e ao Lactobacillus reuteri, via oral,
diminuiu, em quatro semanas, os sintomas relacionados
a vulvovaginite por Candida albicans, além de diminuir
o crescimento da levedura em cultura®.

O presente trabalho avaliou os efeitos de L. #hamnosus
sobre a expressio de fatores de viruléncia de Candida albicans,
especialmente importantes na adesdo destas leveduras aos
tecidos e as superficies. Em relagdo a formagdo de tubo
germinativo por Candida, observamos redugio significativa
na sua formagdo apés a intera¢do por 48 ou 72 horas com
L. rhamnosus. Uma vez que a formagao de tubo germinativo
favorece a adesdo e a invasio de Candida nos tecidos do
hospedeiro, os resultados sugerem que a convivéncia com
lactobacilos poderia evitar esses fenémenos, contribuindo
para a diminui¢do da patogenicidade do micro-organismo
e para o controle do desenvolvimento da candidiase. Os di-
ferentes resultados observados apés diferentes periodos de
cocultura demonstram a importincia do tempo de interagdo
com os lactobacilos para que os mesmos possam exercer essa
influéncia sobre Candida. O periodo de 48 horas promoveu
a interferéncia mais efetiva. Outros trabalhos que tenham
investigado esse efeito de L. rhamnosus sobre Candida ndo
foram encontrados na literatura. Aqueles que investigaram
a interferéncia dos micro-organismos probidticos na adesdo
de leveduras utilizaram espécies e métodos diferentes'>"’.

No presente trabalho ndo foi observada diferenca
significativa quanto a capacidade de formar biofilme pelas
células de Candida estudadas. Redugio na formacio de
biofilme por C. a/bicans na presenga de micro-organismos
com propriedades probidticas foi demonstrada por ou-
tros autores, entretanto utilizando cepas e metodologias
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diferentes''®'”. Nesses estudos os autores adicionavam as
cepas ou os produtos microbianos diretamente nas placas
para formacdo de biofilme, sendo que no presente trabalho
a interagdo era prévia e, posteriormente, as leveduras eram
cultivadas separadamente. Assim, a auséncia do contato
com Lactobacillus nas etapas posteriores a interagdao pode
ter permitido a recuperacio da capacidade de formar o
biofilme pelas células de Candida. Ainda, a utiliza¢do de
cepas probidticas diferentes pode ter produzido os resul-
tados distintos, e até mesmo contrarios.

Embora a influéncia de L. rhamnosus sobre o cres-
cimento de Candida ndo tenha sido o objetivo deste
trabalho, esse efeito foi significativo e evidente, e em
grande parte da pesquisa o tempo de intera¢do foi fun-
damental. Nossos resultados sugerem que L. rhamnosus
seria capaz de produzir substincias com atividade
antifdngica ou de modificar o ambiente, prejudicando
o crescimento das leveduras. O fato de ndo ter havido
interagdo direta entre os micro-organismos estudados
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sugere que a influéncia tenha ocorrido pela difusio de
seus metabdlitos.
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condi¢des relativamente estdveis e especificas de cresci-
mento. Diferente das condi¢des 7z vivo, nas quais existe a
participacdo de vdrias outras espécies, interagindo direta-
mente e/ou indiretamente, além das células eucaridticas
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Assim, estudos clinicos devem ser também realizados
para confirmagdo dos reais efeitos de lactobacilos sobre
a viruléncia de C. a/bicans e a ocorréncia de candidfase.
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