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RESUMO

Candidiase vulvovaginal é uma infeccdo da vulva e da vagina causada por fungos
Candida sp, que se habitam na mucosa vaginal e digestiva, podendo tornar-se
patogénica sob determinadas condicbes que alteram o0 ambiente vaginal.Os
probidtico sdo microrganismos vivos que exibem um efeito benéfico na saude do
individuo quando ingeridos em quantidade adequada, podendo inibir o crescimento
de microrganismos patogénicos. Uma microbiota vaginal normal é rica em
lactobacillus onde se produz uma barreira defensiva, dificultando a proliferacdo da
Candida. O presente trabalho objetivou avaliar a eficacia da utilizagdo de
lactobacillus no tratamento de Candida vulvovaginal. Para a realizagéo deste estudo
foi utilizados o teste in vitro para eliminar as duvidas em relacado a acao antifungica
dos probidtico, além de correlacionar com o teste de sensibilidade se os probioticos
eram eficazes na inibicdo da candida tanto quanto a sensibilidade da levedura ao
sabonete intimo, fluconazol e miconazol. As analises foram realizadas através do
método de sensibilidade disco-difusdo com dois tipos de agar diferentes em
duplicata sendo utilizados os mesmo procedimentos para os dois meio. A partir dos
resultados podemos verificar que a espécie da levedura candida é inibida pelos
probidticos Yakult® e o iogurte natural, assim podemos verificar que 0 consumo
destes produtos pode inibir o crescimento de outros microrganismos, sendo que o
sabonete intimo, miconazol, e fluconazol também apresentaram halo de inibicdo
indicando assim que estes produtos também ajudam a combater a candida.

Palavras Chave: Candidiase Vulvovaginal, Probiéticos, Candida.



ABSTRACT

Vulvovaginal candidiasis is an infection of the vulva and vagina caused by fungi
Candida sp, which inhabit the digestive and vaginal mucosa may become pathogenic
under certain conditions that alter the environment vaginal. Os probiotics are live
microorganisms that exhibit a beneficial effect on individual's health when ingested in
adequate amounts, may inhibit the growth of pathogenic microorganisms. A normal
vaginal flora is rich in lactobacillus which produces a defensive barrier hampering the
proliferation of Candida. This study aimed to evaluate the efficacy of lactobacillus in
the treatment of vulvovaginal Candida. For this study the test was used in vitro to
eliminate doubts regarding the antifungal activity of the probiotic action, and to
correlate with the sensitivity test whether probiotics were effective in inhibiting
candida as well as the sensitivity of yeast to intimate wash, fluconazole and
miconazole. The analyzes were performed by the method disk diffusion susceptibility
with two different types of agar in duplicate with the same procedures used for the
two media. The results can be seen that the species Candida yeast is inhibited by
Yakult ® and probiotic yoghurt , so we can see that the consumption of these
products can inhibit the growth of other microorganisms , and the intimate soap,
miconazole , fluconazole , and also showed inhibition zone thus indicating that these
products also help fight candida .

Key words: Vulvovaginal Candidiasis, Probiotics, Candida.
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1. INTRODUCAO

A candidiase é extremamente comum, uma vez que quase todas as mulheres
experimentam esse desagradavel quadro genital pelo menos uma vez em algum

momento de suas vidas.

A candidiase vulvovaginal é uma infeccdo causada pelos fungos candida sp, que
sao leveduras ovais que habitam a mucosa vaginal e digestiva, e crescem quando o

meio se torna favoravel para seu desenvolvimento (NOLETO, 2006).

A candida albicans é a mais frequente entre a candida glabrata, candida tropicalis,
candida parapsilosis e outras. A candida albicans faz parte do nosso organismo, se
proliferam por um disturbio, ou seja, aproveitam de debilidade ou imunodeficiéncia

para se multiplicar e disseminar além dos niveis normais (SILVA et al., 2006).

A micose vulvovaginal foi descrita pela primeira vez por J. S. Wilkinson, em 1949, ao
estabelecer a existéncia de fungos na vagina com a aparigdo de vaginites, sendo
seus sintomas intensa coceira, odor, prurido, corrimento, ardor ao urinar, eritemas, e
desconforto vaginal (BARBEDO; SGARBI, 2010).

Ndo é uma doenca de transmissado exclusivamente sexual, pode ser causada por
varios fatores, como o uso de pilulas anticoncepcionais, de drogas contra ulceras, a
insuficiéncia de secrecdo digestiva, 0 excesso de acucar, entre outros. O uso de
determinados antibiodticos pode diminuir ou mesmo acabar com a flora de
lactobacilos que protege a vagina dos microrganismos nocivos ocasionando a
proliferacdo da candidiase (HOLANDA et al., 2007).

Para o tratamento da candida deve-se manter um controle, matar os fungos que se
espalham pelo corpo e fortalecer o sistema imunoldgico, por isso, 0 mais indicado no
tratamento € o uso dos antifungicos, podendo ser utilizado por via oral como o
fluconazol 150 mg, ou cetoconazol 200 mg, e no tratamento local com nistatina ou

miconazol creme (FERRACIN; OLIVEIRA ,2005)

bY

Os probidticos sao definidos como suplementos alimentares a base de
microrganismos vivos, que se administrados em quantidades suficientes sé&o

benéficos a nossa salde e ao bem estar (BADARO et al., 2008).



14

As bactérias pertencentes aos géneros Lactobacillus sdo as mais utilizadas como
suplementos probiéticos para alimentos, sendo mais comum em produtos lacteos

como leites fermentados, iogurtes, sorvetes e queijos. (SAAD, 2006).

A microbiota vaginal normal é rica em lactobacillus onde se forma o &cido latico, que
propicia acidez adequada do ambiente vaginal, um pH em torno de 4,5, que se
produz uma barreira defensiva, dificultando a proliferacdo da candida. Os
lactobacillus competem com os fungos, bloqueiam o receptor epitélio vaginal, e sdo
capazes de produzir substancias bactericidas que inibam a germinacédo (ALVARES;
SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007).

O objetivo deste trabalho é verificar a eficiéncia de probiético na inibicdo do
crescimento de Candida Albicans, utilizando-se o método de disco difusao.
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2. CANDIDA

Espécies de candida séo classificadas como fungos do tipo levedura que fazem

parte da microbiota normal dos individuos sadios.

Uma vez que esta levedura faz parte da microbiota humana, ela é considerada uma
micose oportunista, podendo, no entanto, desencadear varias doencas em

individuos normais.

Segundo a taxonomia essa espécie localiza-se no reino Fungi, Filo Ascomycota,
Classe Saccharomyce-tes, Ordem Saccharomycetales, Familia
Saccharomycetaceae (BARBEDO; SGARBI, 2010).

O género candida € constituido por 200 espécies diferentes de leveduras,
causadoras de micoses superficiais ou invasivas em seres humanos, que
normalmente vivem no nosso corpo, como orofaringe, cavidade bucal, dobras da
pele, secrecdes bronquicas, vagina, urina e fezes (ALVARES; SVIDZINSKI;
CONSOLARO, 2007).

Véarias espécies de candida fazem parte da microbiota normal como Candida
tropicalis, Candida parapsilosis, Candida krusei, Candida guilliermondii, Candida
glabrata, Candida kefyr, dentre outras (MENDES et al., 2005).

Sendo que a que tem maior frequéncia nos tratos geniturinaria, gastrintestinal, e a
cavidade bucal € a Céandida albicans que é o agente mais comum das vaginites
micéticas, ocorrendo em 80 a 95 % dos casos (ROSA ; RUMEL ,2004).

Suas colbnias tém coloracéo branca a creme, um aspecto que varia desde cremosas
e lisas a rugosas e sulcadas. Algumas espécies apresentam micélio e reproduzem-
se por brotamento blastoconidio, possuindo um pseudomicélio bem desenvolvido
(MENDES et al., 2005).

Ha alguns anos vém se observando que a prevaléncia de vulvovaginite por Candida
sp causada por espécies ndo albicans como Candida glabrata, Candida tropicalis e
Candida krusei , a incidéncia destas espécies vem so aumentando e a razdo para

isso € o uso inadequado de antimicéticos (ROSA ; RUMEL ,2004). Isso se torna um
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fato preocupante, pois Candida glabrata e a Candida krusei sdo mais resistentes aos

antifingicos classicos utilizados na prética clinica (CORREA et al.,2009)

A capacidade dessas leveduras para se reproduzir sdo superficies quentes e
umidas, mudanca de pH, causando frequentemente vaginite, dermatite das fraldas e
candidiase oral (SILVA et al., 2006).
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3. CANDIDIASE VULVOVAGINAL

3.1 DEFINICAO

A candidiase é muito comum, pois quase todas as mulheres ja tiveram esse
desagradavel quadro genital pelo menos uma vez em algum momento de suas

vidas.

Wilkinson em 1949 foi quem descreveu pela primeira vez uma relagdo entre a
existéncia de fungos na vagina e o aparecimento de vaginite, assim 0s
conhecimentos foram se evoluindo (ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007).

Candidiase vulvovaginal é uma infeccdo da vulva e vagina, causada pelo
crescimento anormal de fungos do tipo leveduras, espécies de Candida sp, que séo
encontrados nas mucosas vaginal e digestiva, que pode se tornar patogénicas, sob

determinadas condi¢Ges que alteram o ambiente vaginal (HOLANDA et al., 2007).

A infeccéo por candida albicans é devido ao alto teor de glicogénio do meio vaginal,
sendo que o0 excesso de glicogénio € uma excelente fonte de carbono, para o
crescimento das leveduras (ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007).

Situacbes que causam desequilibrio das defesas do organismo, como estresse,
gripes alergias, entre outras, podem interferir na alteragdo da imunidade, alteragbes
do meio como a diminuicdo do pH podem criar condicbes para que o fungo se
multiplique causando infec¢des (UBALDO,2007).

Alguns microbiologistas supdem que a candida possa ser encontrada na vagina,

fazendo parte da sua flora normal sem ao menos causarem sintomas.

O agente causal é a candida albicans, respondendo 90% dos casos,podendo o
restante ser devido as espécies ndo albicans (glabrata, tropicalis, Krusei, e
parapsilosis) (HOLANDA et al., 2007).

A candidiase oral e a vaginal sdo os tipos mais comuns de infec¢des fungicas

oportunistas.

Apesar dos avancos terapéuticos, a candidiase permanece como um frequente

problema em todo o mundo, afetando todas as camadas sociais.
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3.2 FATORES DE RISCO E RECORRENCIA

Pode-se classificar a candidiase em sintomatica que € mais agressiva e que deve
ser tratada, ou assintomatica onde ela ndo apresenta resposta inata inflamatoria
(FERRACIN; OLIVEIRA, 2005)

A candidiase vulvovaginal pode ser classificada como complicada ou né&o
complicada. As complicadas, ndo respondem a tratamentos aos azoéis de curto

prazo, podendo ser severa ou recorrente (JACYNTHO, 2010).

As ndo complicadas ocorrem em cerca de 90% das pacientes e responde a terapia
antifingica topica ou oral de curto prazo (FERRACIN; OLIVEIRA ,2005)

Cerca de 5% das mulheres que tem candidiase vulvovaginal, desenvolvem a
candidiase vulvovaginal recorrente, ou seja, quando se apresenta quatro ou mais
episédios de candidiase em um ano, podendo aumentar essa incidéncia apos a
primeira menstruacdo (ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007).

A recorréncia pode ocorrer quando essas pacientes apresentam uma série de
fatores predisponentes, ocasionando alteracbes no sistema imunoldgico

favorecendo a proliferagcédo dos fungos.

O uso de antibidticos, contraceptivos orais, a presenca de diabete mellitus,
gestantes, pequenos traumas como o ato sexual, habito de usar roupas muito justas
ou de fibras sintéticas, dieta alimentar muito acida e usuarias cronicas de corticoéides
podem favorecer a infec¢cdo (ROSA ; RUMEL ,2004).

A utilizacao de antibiéticos pode piorar a infec¢ao por candida, podendo suprir a flora

vaginal lactobilar.

Os lactobacillus produzem &cido latico a partir do glicogénio, presente no citoplasma
das células escamosas, propiciando uma acidez adequada ao ambiente vaginal que
€ em torno de 4.5 dificultando que as leveduras sejam proliferadas, constituindo
assim uma barreira defensiva (LINHARES; GIRALDO; BARACAT, 2010).



19

3.3 DIAGNOSTICO CLINICO E LABORATORIAL

As pacientes costumam fazer seu “préprio diagnostico”, sendo que mais da metade
das mesmas erram, confundindo com outras condicdes como dermatites, reacoes
alérgicas, herpes genital primario, vulvites quimicas, etc. Por isso a adicdo do
diagnéstico laboratorial € valiosa (JACYNTHO, 2010).

Para um melhor diagnostico deve ser submetidas a avaliacdo padrdo com medida
do pH vaginal, teste de Whiff, microscopia a fresco e com hidroxido de potassio
(KOH) a 10%, onde facilita a observacdo dos elementos fungicos, clareando o
material a ser examinado por dissolucdo dos grumos de células epiteliais, tornando-
as transparentes, dissolvendo biécitos e hemacias, permitindo assim uma melhor
visualizagdo de hifas e esporos que adquirem aspecto intumescido (
FEUERSCHUETTE et al., 2010).

Abaixo estdo listados os sintomas que uma paciente possa ter diante de uma

candidiase vulvovaginal classica:

e Ardéncia

e Prurido

e Corrimento geralmente grumoso, sem odor.

e Disuria (ardéncia ao urinar)

e Dor local e/ou durante o ato sexual

e Dispareunia de intréito vaginal

e PH abaixo de 4,5
Os sinais caracteristicos sao fissuras vulvares e eritema, corrimento grumoso, com
placas aderidas a parede vaginal, de cor branca, edema vulvar, escoriacdes e

lesdes satélites, por vezes, pustulosas, pelo ato de cocgar (figura 1).
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Figura 1. candidiase com edema de pequenos labios e microerosdes.
Corrimento grumoso branco aderido a parede vaginal.

3.4 PREVENCAO E TRATAMENTO

3.4.1 PREVENCAO

Alguns ginecologistas ja solicitam aos seus pacientes a mudanca de habitos, com o
intuito de prevenir o aparecimento de vulvovaginites causadas por Céandida
(JACYNTHO, 2010).

e Evitar usar roupas muito justas, ou de fibras sintéticas que possam dificultar a

ventilagéo vulvar e vaginal.

Usar somente lingerie de algodao.

e Evitar 0 uso de meia-calca, pois aumenta significativamente o aparecimento
de candidiase.

e Ter uma alimentacdo saudavel com pouca ingestdo de agucar, carboidratos e
consumo frequente de iogurtes aciddfilos.

e Diminuir a ingestdo de alimentos acidos que acidificam o pH vaginal

e Usar camisinha para evitar todos os tipos de vaginites.

e Fazer uma higienizacéo apropriada regularmente da regido vaginal.

N&o utilizar duchas vaginais
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e Durante a gravidez a mulher deve evitar acucar, alcool e alimentos
fermentados, e adicionalmente ingerir iogurte diariamente, e moduladores
imunolégicos (CONSOLARO, 2009).

Ao ser constatada a doencga, a paciente deve-se recorrer ao um tratamento com
antifingicos, uma alimentacdo balanceada, repor a microflora vaginal, com
lactobacilos, evitar ter relacdes sexuais neste periodo, Deve também fazer uma

higienizacdo adequada sem fazer uso de ducha intima (SILVA et al., 2006).

3.4.2 TRATAMENTOS

O tratamento deve ser realizado por s6 uma via, sendo ela oral ou vaginal, no
entanto se ocorrer infeccdo mista, pode-se prescrever o tratamento para cada

agente etiolégico por cada uma das vias.

Geralmente o tratamento é baseado em dois grupos: os azd@is e agentes poliénicos.
Sendo que os poliénicos sdo representados pela nistatina e anfotericina B que séo
antifingicos. Dos agentes antifiingicos azoicos, 0s mais comuns sao cetoconazol e o
miconazol, e os mais recentes séo fluconazol, itraconazol, e posoconazol (SILVA et
al., 2006).

A candidiase ndo complicada pode ser tratada com dose Unica ou com terapia de
curto prazo com azodis ou poliénicos: ou seja, dose Unica de Fluconazol 150mg, ou
12/12h o Itraconazol 200 mg durante um dia, ou cetoconazol 200mg, 12/12h, 5 dias,
ou esquemas mais prolongados usando Nistatina oral. Quanto aos cremes ou 6vulos
vaginais, temos em dose Unica o butoconazol a 2%, creme 5g,0 clotrimazol usando
de trés a sete dias, miconazol, tioconazol dose Unica, isoconazol dose Unica ou sete
dias, fenticonazol, ou até mesmo a Nistatina creme por quatorze dias, sendo que
todos tera uma resposta semelhante (JACYNTHO,2010).

Quando a candidiase é complicada, ndo se deve tratar com esquemas curtos ou
dose Unica, deve-se recorrer um esquema vaginal de sete dias, ou varias doses de

fluconazol 150 mg a cada 72h.

Na gravidez ndo se recomenda o0s azOis orais, é preferivel um tratamento com

cremes vaginais de Nistatina por 14 dias ou clotrimazol 1% por sete dias. Se 0 caso
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for com recorréncia, pode-se utilizar Clotrimazol 500mg a cada uma a duas semanas
para que os sintomas sejam controlados (FERRACIN; OLIVEIRA ,2005).
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4. PROBIOTICOS

4.1 DEFINICAO

O termo probidtico foi introduzido por Lilley e Stillwell, em 1965,0nde descrevia que

0s microrganismos desempenhavam atividades benéficas (OLIVEIRA et al., 2002).

Fuller em 1989 considerava 0s probiéticos como suplementos alimentares que
continham bactérias vivas que produziam efeitos benéficos no hospedeiro,
favorecendo um equilibrio de sua microbiota intestinal. j& Havenaar em 1992

considerava como culturas anicas ou mistas de microrganismos (SANTOS, 2010).

Probiético derivado da lingua grega e significa "pré-vida"; que se define como
organismos vivos, sendo que se administrados em quantidades adequadas podem

proporcionar varios beneficios a saude (BRINGEL, 2011).

No entanto, para que seja eficaz é necessario que sejam resistentes ao suco
gastrico e a bile, para que possam chegar até a microbiota e desempenhar suas
funcdes (VARAVALLO; THOME; TESHIMA, 2008).

Os alimentos funcionais tém como objetivo melhorar, manter e reforcar a saude dos
consumidores via alimentacdo. Os mais utilizados sédo bactérias dos géneros
Lactobacillus que sdo bactérias anaerodbias facultativas e Bifidobacterium bactérias
aerobicas estritas ou anaerdbicas (CARDOSO, 2004).

Sendo que o género Lactobacillus € composto por bacilos gram positivos, regulares
e nao esporulados. Possuindo morfologia celular variando de bacilos longos e finos
até, como bacilos curvados e pequenos (LINHARES; GIRALDO; BARACAT, 2010).

Também pode-se definir como o uso de exclusdo competitiva. A terapia ou
prevencdo com probidticos introduz um tipo de bactéria benéfica com intuito da

diminuicdo de outra espécie de bactéria (BADARO et al., 2008).



24

4.2 ACAO

A definicdo de probidtico foi desenvolvida a partir de 1990. Estudos do final do
século XIX, ja detectavam diferencas entre a microbiota intestinal de pessoas
doentes e o de pessoa saudavel (SANTOS, 2010).

As bactérias probioticas (figura 2) foram estudadas na microbiota intestinal humana
onde se verificou influencias benéficas, mas como efeitos antagdnicos, competicao e
efeitos imunoldgicos, resultando no aumento da resisténcia contra patégenos. Sendo
assim, descobriram que a utilizacdo de culturas probidticas estimula a multiplicacdo
de bactérias benéficas, reforcando os mecanismos naturais de defesa (MARTINEZ,
2008). Uma das é&reas de pesquisa mais importantes do mundo de alimentos

funcionais esta relacionada ao leite e produtos lacteos.

Lacrobacillus spp. Bifidobacterium spp. Others
L. acidophifus B. bifidum Escherichia coli Nissle
L. casei B. breve Saccharomyces boulardii
L. crispatus B. infantis Streptococcus thermophilus®
L. delbrueckii subsp. Bulgaricus® | B. longum Enterococcus faecium
L. fermentum BE. lactis
L. gassen B. adolescentis
L. johnsonii
L. paracasei
L. plantarian
L. reuten
L. rhanmosus

Figura 2 — Exemplos de bactérias probioticas

As bactérias probidticas crescem lentamente no leite, sendo a pratica mais comum
a de adicionar as bactérias do iogurte para que haja um melhor processo de
fermentacdo na fabricacdo de leites fermentados contendo probioticos (OLIVEIRA;
DAMIN ,2003).

Suas principais fungbes sado: nutricional onde faz a sintese de vitaminas do

complexo B, digestoria que é sintese de enzimas digestivas, sobretudo da enzima
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lactase, cardiovascular que tem o papel na normalizacdo do colesterol, metabdlica e
imunomoduladora (SANTOS, 2010). Outras funcdes estéo descritas na tabela 1.

FUNCAO ESPECIE PROBIOTICA

o _ o _ Lactobacillus acidophilus, L.casei,
Equilibrio da microbiota intestinal N , N
Bifidobacterium bifidum

) ) ) L.acidophilus, L.casei, L.plantarum,
Estimulo do sistema imune
L.rhamnosus

Reducéo de enzimas fecais L.acidophilus, L.casei,L.gasseri

. . o L.acidophilus, L.casei, L.gasseri,
Acéo antitumorigénica _ N
B.adolescentis,B.bifidum,B.longum

Prevencéo da diarreia dos viajantes L.acidophilus + B.bifidum

Prevencgao da diarreia
L.rhamnosus
pseudomembranosa

Prevencéo de diferentes tipos de . ) -
g _ L.acidophilus ,L.rhamnosus, B.bifidum
iarreia

Diminuigéo colesterol sérico L.acidophilus

Tabela 1- Funcionalidade de bactérias probidticas

Ao ser consumido, os probidticos devem estar viaveis e manter sua viabilidade apos
contato com acido gastrico e com sais biliares. Assim apds vencerem essa barreira
guimica, devem se aderir a uma superficie intestinal, onde serdo desempenhadas

suas fung¢des, competindo com agentes patogénicos (PEIXOTO; SILVA, 2008).
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4.3 ESPECIES

Cerca de 56 espécies do género Lactobacillus foram descritas até hoje. No entanto
estdo distribuidas por varios nichos ecolégicos, sendo encontradas no trato
gastrointestinal e geniturinario (SANTOS, 2010). Porém esta distribuicdo € afetada
por diversos fatores ambientais como: pH, disponibilidade de oxigénio, nivel de
substrato especifico e presenca de secrecbfes e interacbfes bacteriana
(ISHIKAWA,2011).

Sendo que L. acidophilus e L. casei tém sido amplamente utilizados pelos laticinios

para producéo de leites fermentados e outros derivados lacteos.

4.3.1 LACTOBACILLUS ACIDOPHILLUS

Sao bactérias naturais do trato gastrintestinal, acido-produtoras, que criam um
ambiente desfavoravel para o crescimento de fungos e outras bactérias (PHARMA
PURA, 2009)

e Favorecem uma flora com caracteristica acida;
e Produzem acido latico pela fermentacéo de carboidratos;
e Restabelecem a flora bacteriana do trato gastrintestinal;

e Usadas como acidificante vaginal.

4.3.2 LACTOBACILLUS CASEI

Sdo0 microrganismos anaerdbicos presentes no intestino e na boca dos seres
humanos. Sobrevivem em uma larga faixa de pH e temperatura (PHARMA
PURA,2009)
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Sua aplicacdo em iogurtes tem aumentado progressivamente Lactobacillus casei
Shirota se destaca como o ingrediente ativo do Yakult ®, proporcionado evidéncias a
reducao do risco de algumas doencas
e Acidificam e protegem o intestino;
e Produzem acido latico, que ajuda a manter bactérias desejaveis no
organismo humano;
e Ajudam no crescimento dos L. Acidophillus, produtor da enzima amilase
(enzima digestiva), sendo assim, melhoram a digestéo;
e Reduzem a intolerancia ao leite;

e Presente no Yakult.

Na figura 3 pode-se visualizar o mecanismo de a¢éo do Lactobacillus casei.

Lactobacillus casei
Intestino delgado
o

. Produz Acido Latico

= —— W

{ SN Ty

.

- 3 Inibicdo das bactérias i
Aumento da motilidade ||  mOvicas eeliminaciodas Aumento dos
intestinal | e ! microorganismos
- . P — .
l

l '
Melhora digestao ¢ Inibicio da formacao de Defesa contra infecgoes
absorcao dos nutrientes substancias téxicas
o o

-~

PREVENCAO DE DOENCAS E MELHORA DA SAUDE

Figura 3 - Mecanismo de acdo do probiético: Lactobacillus casei (In: PEIXOTO;
SILVA, 2008)

De acordo com a figura ao se ingerir um probiético este passa por varias etapas até
chegar ao intestino delgado onde os quais formam &cido latico a partir do glicogénio,
presente principalmente no citoplasma das células escamosas. Esse mecanismo
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propicia inibicdo e eliminacdo das bactérias patogénicas inibindo a formacdo de
substéancias toxicas, podendo aumentar a motilidade intestinal proporcionando uma
melhor digestdo e absorcdo dos nutrientes, ou seja, aumentando 0s microrganismos

de defesa.

4.4 BENEFICIOS

Os beneficios (figura 4) a salde que se atribui na ingestdo de culturas probiéticas
sdo: controle e estabilizacdo da microbiota intestinal apés uso de antibioticos,
alivio de

resisténcia gastrintestinal, diminuicdo de organismo patogénico,

constipacao e aumento de minerais e producéo de vitaminas (ISHIKAWA, 2011).

Supressao de Controle da Controle de
Patogenos sindrome do doencas
Endogenos intestino irritavel intestinais
Ex: Antibiotico inflamatorias
associado a Melhora dos
diarréia / T _—¥ | sintomas de
Resposta imunolagica alergia
equilibrada alimentar em
T Normalizagio criancas
da composicdo T
Resm_enm? a +— dﬂ ml_C"Ub'mﬂ Imunomodulagio | = Imunldaf:le
Colonizagio intestinal Inata refor¢ada

l c i

N Diminuigio do
Sup'rcssao de colesterol sérico
patogenos
ex0genos f ) . )
ex: Diarréia do l ]:)_e_sconjuga(;ao e secrecdo de sals
viajante A7 biliares

Fornecimento de SCFA Hidrolise da Lactose
¢ vitaminas (ex: Folato) ao

epitélio do colon

| Efeitos metabolicos |

Baixo nivel de reagdes toxigénicas i
e mutagénicas no intestino

/

Melhora da
intolerdncia a Lactose

Reducio dos
fatores de risco
para o ciancer de
colon

Figura 4 - Beneficios do consumo de probiéticos a saude humana
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4.5 UTILIZACOES DOS PROBIOTICOS

4.5.1 INFECCOES UROGENITAIS

O ambiente &cido da vagina pode ser mantido pelos Lactobacillus como um

mecanismo de defesa.

Situacbes como fases do ciclo menstrual, gestacdo, uso de contraceptivos, uso de
duchas, utilizacdo de antibioticos (SAAD,2006),podem causar desequilibrio das
defesas do organismo, ou seja uma mudanca na microbiota vaginal, podendo
ocasionar a reducdo de Lactobacillus, a reducdo da producdo de peréxido de
hidrogénio, modificacdo de pH vaginal, consequentemente a proliferacdo de outros
microrganismos (figura 5) (MENDES,2009).

Redugio de Laclobacilus

Redugio da produgdo da Hz0»

7N\

Proliferagiio de Modificacio do
bactérias associadas as pH vaginal
vaginoses bacterianas

Figura 5 — Consequéncias da reducéo dos Lactobacillus

Para uma selecdo de probidticos para aplicagbes urogenitais deve considerar a
capacidade de estabelecimento, crescimento, e producdo de componentes anti-
patogénicos, incluindo o perdxido de hidrogénio, acido lactico, e bacteriocinas, no
ambiente vaginal (LINHARES; GIRALDO; BARACAT, 2010).
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5. VERIFICACAO DA COMPETICAO ENTRE MICRORGANISMOS

5.1 METODO DE DISCO DIFUSAO

O teste de sensibilidade aos antimicrobianos é uma das provas mais importantes do
laboratorio de microbiologia clinica, pois avalia a sensibilidade dos microrganismos

contra diferentes agentes antimicrobianos.

Foi descrito em 1966 por Bauer e Kirby, sendo um método de sensibilidade simples

e confiavel.

Baseia-se na difusdo, através do agar de um antimicrobiano impregnado em um
disco de papel-filtro. A difusdo do antimicrobiano leva a formacdo de um halo de
inibicdo do crescimento bacteriano (figura 6), cujo o diametro € inversivelmente

proporcional a concentracao inibitoria minima (ANVISA, 2011).

O halo de inibicdo do crescimento bacteriano ao redor de cada disco é mensurado
em milimetros. Assim séo relacionados a sensibilidade da amostra bacteriana e a
velocidade de difusdo do antimicrobiano no agar. Quando os halos de inibicdo séo
correlacionados aos valores logaritmicos da concentracao inibitéria minima (DIOGO
et al., 2010)

Na pratica, os resultados do teste de disco-difusdo séo interpretados comparando o
valor do halo de inibicdo com os critérios publicados pelo CLSI. Esse método é
qualitativo, ou seja, pode classificar as amostras bacterianas em sensiveis,
resistentes ou intermediarias (ANVISA,2011)

Na maioria das situacdes clinicas, o teste qualitativo é suficiente para orientar a
escolha terapéutica. Suas vantagens é facil execucdo, reprodutibilidade, utilizacéo
de reagentes de baixo custo, facil interpretacéo clinica, flexibilidade quanto a escolha

dos antimicrobianos e a ndo exige equipamentos especiais (SEJAS et al., 2002)
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Figura 6 — Teste de sensibilidade pelo método disco-difuséo (In: ANVISA, 2011)



32

6. APLICACAO NO ENSINO MEDIO

E importante incorporar ao processo educacional vigente nas escolas discussdes
sobre sexualidade nos seus mais diversos enfoques, contribuindo para a discusséo
deste tema com abordagens quimicas, fisicas e bioldgicas que vao além das
realizadas em seminarios especificos sobre AIDS e sexualidade (SAMRSLA; DEL
PINO, 2001).

Atualmente, o niumero de jovens que entram na vida sexual antes do momento

adequado, esta cada vez maior.

E € por essa razdo que a escola deve orientar esses adolescentes sobre 0s riscos
gue estdo expostos numa relacdo sexual precoce: Gravidez indesejada, doencas
sexualmente transmissiveis. A relacdo sexual é apenas uma das formas de
expressdo da sexualidade e a adolescéncia é o momento em que a sua
experimentacdo tem inicio. Sendo assim, € relevante expor o0 conceito de

adolescéncia (RIBAS, 2008).

Objetivo principal € informar e conscientizar os adolescentes da existéncia das
doencas sexualmente transmissiveis e dos perigos de uma relacdo sexual sem

prevencao.

Pode ser aplicada também uma aula sobre fungos sendo ela tedrica juntamente com
a pratica, para que os alunos possam perceber que fungos e bactérias existem em
todos os lugares. Ao encontrar um ambiente capaz de fornecer nutrientes e

condi¢cbes para o desenvolvimento, 0s microrganismos se instalam e aparecem.

Pode-se aplicar uma teoria com as caracteristicas, estruturas, desenvolvimento,

reproducéo e as formas do uso humano dos tipos de organismo.

A aula teria o objetivo de uma maior participacdo dos alunos, despertando dos
mesmos um grande interesse contribuindo assim para uma maior aprendizagem e

desenvolvimento.
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Aula pratica: Cultivando bactérias

Material (para o meio de cultura)

1 pacote de gelatina incolor
1 xicara de caldo de carne

1 copo de 4gua

Dissolver a gelatina incolor na agua, conforme instrucées do pacote. Misturar ao
caldo de carne

Material (para a experiéncia)

Duas placas de petri (ou duas tampas de margarina ou dois potinhos rasos), com o

meio de cultura cobrindo o fundo
Cotonetes

Filme plastico
Etiquetas adesivas

Caneta

Procedimento

Os alunos passam o cotonete no chédo ou entre os dentes, ou ainda entre os dedos
dos pés. Ha ainda outras op¢des, como usar um dedo sujo ou uma nota de 1 real. O
cotonete é esfregado levemente sobre o meio de cultura para contamina-lo. Tampe
as placas de petri ou envolva as tampas de margarina com filme plastico. Marque
nas etiquetas adesivas que tipo de contaminacao foi feita. Depois de trés dias,

observe as alteracdes.



7. MATERIAIS E METODOS

7.1 MATERIAIS

Alca de Drigalski
Autoclave

Balanca Analitica

Bastéo de Vidro

Becker

Disco de papel filtro
Erlenmeyer

Estufa

Pinca

Pipeta graduada de 10 ml

Placas de Petri

7.2 REAGENTES

Agua destilada

BHI - Brain Heart Infusion (Oxoid)
Cepa Candida Albicans
Fluconazol (comprimido)

logurte Natural

Nitrato de Miconazol (pomada)
PCA- Plate Count Agar (Himedia)

Sabonete intimo

34
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Yakult

7.3 METODO

7.3.1 AQUISICAO E REATIVACAO DA CANDIDA

A amostra de Candida Albicans foi cedida pelo departamento de microbiologia do
hospital universitario de Londrina. Para reativacdo da amostra foi colocada em agar
nutriente ficando incubada a 37°C por 24 horas.

7.3.2 PREPARO DOS MEIOS DE CULTURA

As analises foram realizadas com dois tipos de agar BHI e PCA sendo utilizados os

mesmo procedimentos para cada meio.

Pesou-se 9.4g de meio BHI em um Becker de 250 ml, adiciono-se 200 ml de agua
destilada e com o auxilio de um bastdo de vidro homogenizou-se e transferiu-se a
solugdo para um erlenmeyer. Os meios e os discos de papel filtro foram
autoclavados por 15 minutos, apés o resfriamento dos meios foram transferidos para

a placa de petri em duplicata.

7.3.3 INOCULACAO DO MICRORGANISMO

Dentro de 15 minutos apds o ajuste do inoculo, pipetou-se 0,1 ml de cultura candida
albicans e semeou-se uniformemente com auxilio de alga de drigalski estéril em trés
direcbes diferentes. Deixar a placa semeada secar por 5 minutos a temperatura

ambiente, para que o inoculo seja completamente absorvido pelo agar.
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7.3.4 TESTE DE INIBICAO DE CRESCIMENTO DA CANDIDA

7.3.4.1 TESTE COM YAKULT®

Para andlise com probidtico yakult ®, com o auxilio de uma pinca molhou-se o0s
disco de papel filtro no yakult ® e transferiu-se os disco de papel filtro com amostra
para a placa com 4gar BHI e para as placas com agar PCA, cada amostra foram

realizadas em duplicata.

7.3.4.2 TESTE COM IOGURTE NATURAL

Para analise com probiotico iogurte natural, com o auxilio de uma pinga molhou-se
os disco de papel filtro no iogurte natural e transferiu-se pra placa com agar BHI e

para as placas com agar PCA.

7.3.4.3 TESTE COM NITRATO DE MICONAZOL

Além de correlacionar com o teste de sensibilidade, ou seja, de maneira a comparar
se 0s probidtico eram eficazes na inibicdo de crescimento candida também foi

testada a sensibilidade da levedura ao nitrato de miconazol pomada.

Com o auxilio de uma pinca molhou-se os disco de papel filtro na pomada miconazol
e transferiu-se os discos de papel filtro com a amostra para placa com agar BHI e
para as placas com agar PCA.

7.3.4.4 TESTE COM FLUCONAZOL

Analise da sensibilidade da levedura candida albicans ao fluconazol comprimido.
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Abriu-se a capsula usando somente a substancia em po, sendo transferida para um
tubo de ensaio e dissolvida em agua deionizada estéril, com o auxilio de uma pinga
molhou-se os disco de papel filtro na amostra e transferiu-se para a placa com agar

BHI e para as placas com agar PCA.

7.3.4.5 TESTE COM SABONETE INTIMO

Andlise da sensibilidade da levedura candida albicans ao sabonete intimo.Com o
auxilio de uma pinca molhou-se os disco de papel filtro na amostra de sabonete

intimo e transferiu-se para a placa com agar BHI e para as placas com agar PCA.

7.3.5 INCUBACAO E VERIFICACAO DOS RESULTADOS

Apés todas as amostras estarem prontas nas placas transferiu-se para estufa
ficando incubadas em temperatura 37°C por 48 horas. Apos as 48 horas verificou-se
o halo de inibicdo e com auxilio de uma régua foram realizadas as medicdes dos
halos, podendo observar a sensibilidade do microrganismo a substancia

antimicrobiana.

ransferiu-se
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Adicionou-se
200 mLagua |——
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Pesou-se
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8. RESULTADO E DISCUSSAO

O teste de sensibilidade avalia a sensibilidade dos microrganismos contra diferentes
agentes antimicrobianos, baseia-se na difusdo, através do &agar de um
antimicrobiano impregnado em um disco de papel-filtro, levando a formacdo de um
halo de inibic&o do crescimento bacteriano. (ANVISA, 2011)

O teste in vitro teve como objetivo eliminar as duvidas em relacdo a acéo antifungica
dos probidticos. Além de correlacionar com o teste de sensibilidade, ou seja, de
maneira a comparar se 0s probiéticos eram eficazes na inibicdo completa de
crescimento de candida tanto quanto a sensibilidade da levedura ao sabonete
intimo, fluconazol e miconazol. (tabela 1). Também foi possivel observar que com o
meio PCA houve melhor visualizagcdo do halo quando comparado com o meio de
cultura BHI.

Meio BHI Meio PCA
Pomada Nitrato de miconazol 1 mm 4 mm
Sabonete intimo 3 mm 5 mm
Yakult 4 mm 4 mm
Fluconazol 1 mm 4 mm
logurte 3mm Imm

Tabela 1: Resultados do halo de cada uma das amostras
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A partir dos resultados, podemos visualizar a presenca de halo na placa no qual
contém Yakult® (figura 7), sendo assim podemos verificar que a espécie da levedura

candida € inibida pelos probidticos Yakult®.

Figura 7- Amostra Yakult em meio PCA e BHI

Na placa contendo iogurte natural podemos verificar a presenca do halo (figura 8),
assim podemos relatar que a espécie da levedura candida é inibida pelos
probioticos. Ha relatos na literatura que os lactobacillus sdo microrganismos naturais
do trato gastrintestinal, &cido-produtoras, que criam um ambiente desfavoravel para
o crescimento de fungos e outras bactérias (PHARMA PURA, 2009). Assim
podemos verificar que o consumo destes produtos podem inibir o crescimento de

outros microrganismos como candida.

Figura 8 - Amostra logurte Natural meio PCA e BHI
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Nos testes observamos que o sabonete intimo (figura 9) também apresentou halo de
inibicdo, assim como o miconazol pomada (figura 10), indicando assim que estes
produtos ajudam a combater a candida no local, porém ao ser constatada a doenca,
a paciente deve recorrer ao um tratamento com antifingicos, uma alimentacao
balanceada, repor a microflora vaginal, com lactobacillus e fazer uma higienizagao

adequada sem fazer uso de ducha intima (SILVA et al., 2006).

Figura 10 - Amostra miconazol em meio PCA e BHI

No caso do Fluconazol, ndo houve a presenca de halo de inibicdo. Sendo que o
farmaco apresenta pouca solubilidade em &gua, tendo uma facil solubilidade em
metanol, cloroférmio e acido acético (COELHO,2004). Neste caso nao podemos

indicar que este medicamento ndo inibe o crescimento da candida, pois quando



41

fizemos a diluicho do comprimido em agua estéril, ndo houve solubilidade
satisfatoria, o que interferiu nos resultados.

Como o objetivo foi verificar a acdo dos probidticos, ndo repetimos a analise para o
fluconazol.

C ]l S

Figura 11 - Amostra Fluconazol em

il

meio PCA e BHI
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9. CONCLUSAO

Conclui-se entdo que os probidtico testados foram eficazes na reducdo da
prevaléncia de candida albicans. A capacidade dos probiéticos em reduzir a
levedura independe da espécie de candida, assim como pH e condi¢do de higiene.
Portanto, a utilizacdo dos probidticos pode ser indicada como método preventivo

contra infec¢des oportunistas causadas por este microrganismo.

Nos testes in vitro, as amostras de logurte, Yakult, sabonete e pomada
apresentaram halo de crescimento, indicando que todos possuem capacidade de
inibicdo, possuindo assim acao antifungica. O Sabonete apresentou a maior inibicao,
seguido do Yakult, miconazol e iogurte. O fluconazol apresentou baixa inibicdo. Vale
ressaltar que ao ser testado o comprimido de fluconazol apresentou pouca
solubilidade em agua.
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