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RESUMO

A candidiase vaginal é uma doenga causada por fungos do grupo das leveduras e
do género Candida. E um problema que aflige milhdes de mulheres anualmente em
todo o mundo. A maior parte dos casos é resolvida com o uso de antifingicos, mas
estima-se que 5 a 10% das pacientes apresentem infecgdes recorrentes. Por esta
razéo, terapias alternativas tém sido propostas, como o uso de lactobacilos. Neste
trabalho, foi avaliado o potencial probidtico de 15 amostras de Lactobacillus
crispatus e seis amostras de Lactobacillus johnsonii, obtidas do fluido vaginal de
mulheres saudéveis, contra espécies de Candida. As duas espécies utilizadas foram
as mais freqientemente isoladas em estudo prévio da microbiota vaginal de 16
mulheres ginecologicamente saudéveis. Para os estudos in vitro, foram feitos testes
de antagonismo pela técnica de difusdo em agar contra as seguintes linhagens de
leveduras: C. albicans ATCC 18804, C. tropicalis ATCC 750 e C. krusei ATCC
20298. Todos os testes foram feitos em duplicata. Trés amostras de L. crispatus
revelaram atividade antagonista contra maior nimero de linhagens de Candida spp.
e foram selecionadas para testes in vivo subsequentes, que foram realizados com
fémeas de camundongos BALB-c da linhagem NIH, isentos de germes. Os testes in
vivo foram realizados em trés etapas, variando-se a cada vez a amostra de Candida
utilizada. Os animais dos grupos teste (n=7, 6 e 6) e controle (n=7, 6 e 6) foram
respectivamente inoculados intravaginalmente com um coquetel contendo as trés
amostras de L. crispatus e com caldo MRS estéril. Quatro dias apds, 0s
camundongos dos dois grupos receberam indculos subcutédneos com estrogénio,
para garantir a viabilidade das infec¢cdes experimentais por Candida spp. Sete dias
apdés o inéculo com lactobacilos, ambos os grupos foram inoculados com uma das
seguintes linhagens de leveduras: C. albicans ATCC 18804, C. tropicalis ATCC 750
e, ainda, uma amostra de C. albicans isolada de uma paciente com candidiase
vaginal. Para a analise estatistica dos testes in vivo, foi utilizado o teste T de
Student. Ndo foi observada diferenga significativa entre os grupos controle e teste
quando utilizadas C. albicans ATCC 18804 e C. albicans de origem clinica (p<0,05).
Por outro lado, houve diferenga estatistica quando utilizada C. tropicalis ATCC 750.

Neste caso, os lactobacilos ndo apresentaram eficacia na reducdo das infec¢bes



experimentais por Candida tropicalis, mas dificultaram o aumento dos niveis
populacionais de leveduras. Os dados obtidos indicam possivel atividade probiética
dos lactobacilos testados, embora mais testes sejam necessarios para melhor
avaliacdo de suas propriedades antagoOnicas e aplicabilidade no tratamento da

candidiase vaginal.

Palavras-chave: candidiase vaginal, probitticos, Candida, Lactobacillus



ABSTRACT

Vulvovaginal candidiasis is a disease caused by a fungus from the group of yeasts
and the genus Candida that affects millions of women every year worldwide. Most
cases can be solved by antifungals, but it is estimated that 5 to 10% of women
present recurrence. For this reason, alternative therapies have been proposed, such
as the use of probiotic lactobacilli. In this study, the probiotic properties of 15 samples
of Lactobacillus crispatus and six samples of Lactobacillus johnsonii, obtained from
the vaginal fluid of healthy women, have been tested against Candida species. Both
species were the most commonly found in a previous study with 16 healthy patients.
The double-layer technique was used to evaluate in vitro antagonism against
Candida albicans ATCC 18804, C. tropicalis ATCC 750 and C. krusei ATCC 20298.
All tests were performed in duplicate. Three samples of L. crispatus showed
antagonistic activity against a greater number of Candida strains and were selected
for subsequent in vivo studies with NIH germ-free female BALB-c mice. The in vivo
studies were divided into three phases, which differed by the Candida strain used.
The animals of the test (n=7, n=6 and n=6) and control groups (n=7, n=6 and n=6)
were respectively intravaginally inoculated with a pool containing the three samples
of L. crispatus and sterilized MRS broth. Four days after, the mice from both groups
were inoculated subcutaneously with estrogen to ensure the viability of Candida
infections. Seven days after the first inoculums, the animals from both groups were
inoculated by one of the following yeasts strains: C. albicans ATCC 18804, C.
tropicalis ATCC 750 and a strain of Candida albicans isolated from a patient with
vulvovaginal candidiasis. Student T test was used for statistical analysis of in vivo
studies. No difference was observed between control and test groups when C.
albicans ATCC 18804 and C. albicans from the patient with vulvovaginal candidiasis
were used (p < 0,05). On the other hand, a significant difference was found when C.
tropicalis ATCC 750 was used. In this case, the lactobacilli did not show efficacy in
preventing or reducing the Candida infection, but it seemed not to allow the increase
of the yeast population. Obtained data indicate a possible probiotic activity of the
tested lactobacilli, although more tests are needed to better evaluate their

antagonistic properties and applicability in the treatment of vulvovaginal candidiasis.
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INTRODUCAO

As infeccbes do trato urogenital feminino estdo entre as causas mais
frequentes de visitas aos consultérios ginecoldgicos. Anualmente, milhdes de casos
de vaginites séo diagnosticados em todo o mundo (SOBEL & CHAIM, 1996; SINGH
et al.,, 2002), e cerca de 25% destes sdo decorrentes de alteragbes vulvovaginais
resultantes da proliferacdo exagerada de espécies de Candida spp. (SAO PAULO
2008).

A candidiase vaginal (CV) pode ser caracterizada clinicamente por sintomas
que causam grande desconforto para a paciente, como prurido intenso, ardor,
eritema, fissuras na pele, odor malcheiroso, disuria (dor, ardor ou sensacdo de
queimacdo ao urinar), dispareunia (dor durante o ato sexual) e corrimento
esbranquicado, consistente, semelhante a “leite talhado” (ECKERT et al.,, 1998;
NYIRJESY, 2001; COCO & VANDENBOSCHE, 2000).

Embora a imunopatogénese da CV ainda néo esteja bem estabelecida, o uso
de antibacterianos, diabetes mellitus ndo controlada, imunossupresséo por doenga
ou por uso de medicamento, uso de duchas para higienizagdo vaginal e de roupas
apertadas de tecidos que ndo permitam passagem de ar (BINGHAM, 1999;
MACNEIL & CAREY, 2001) séo fatores reconhecidos como predisponentes.

Boa parte das infecgBes € resolvida por antifingicos, mas a recorréncia é
comum. Além disso, as CV decorrentes de espécies ndo-albicans, como C. glabrata,
C. tropicalis e C. krusei, que ocorrem em cerca de 15% dos casos de CV, sdo
comumente refratarias ao tratamento com antimicrobianos e, além disso, o
tratamento € muito demorado e caro (DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN
SERVICES, 2008).

Como uma forma de possibilitar as pacientes a cura de casos recidivantes de
vaginites por espécies de Candida, tratamentos alternativos tém sido propostos,
como a utilizacdo de &cido bdrico e, mais recentemente, a utilizacdo de probidticos
(VAN KESSEL et al. 2003).

A constatacdo de que os lactobacilos sdo os principais componentes da
microbiota vaginal indigena de mulheres em idade reprodutiva, e que sua presenca
esta relacionada a manutencédo da salude da hospedeira, permitiu a concepcdo de

que lactobacilos de origem exdgena poderiam ser utilizados como probioticos no



trato urogenital feminino, para o tratamento de diversos tipos de infecgbes, dentre as
quais a CV (REID et al., 2003b). Embora alguns estudos demonstrem a eficacia de
amostras de Lactobacillus contra espécies de Candida (HILTON et al. 1995; BORIS
et al.,, 1998; OKKERS et al., 1999; MASTROMARINO et al., 2002; REID et al.,
2003a; METTS et al., 2003), nenhuma espécie é considerada, até o momento, um
probiético de efeito comprovado no tratamento de CV (REID, 1999c), o que
evidencia a importancia de mais pesquisas com o intuito de identificar as espécies
que possam, de fato, ser utilizadas como probidticos para esse tipo de vaginite.

Por essa razdo, acreditamos que estudos que correlacionem o
comportamento in vitro e in vivo, com a finalidade de esclarecer o potencial
probidtico de vérias espécies de Lactobacillus contra Candida spp., sejam
importantes para identificar aquelas que realmente poderiam ser utilizadas na

prevencao e tratamento da CV.






