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INTRODUCAO

A Candida albicans é um fungo dimdrfico que é conhecido pela sua forma
leveduriforme no estado saprofitico, ou seja, que obtém seus nutrientes a partir da
matéria organica, e que esta associado com a colonizagédo assintomatica; ou em formas
filamentosas observadas em situacfes de processos patologicos sob algumas condicdes
de crescimento subotimas, nesse fungo pode acontecer formacdo de clamiddsporos
(esporos arredondados que possuem uma espessa parede celular) (BAREDO, SGARBI,
2010).

O tratamento convencional se da com o uso de antifungicos poliénicos, com
anfotericina B e farmacos das classes dos azois e baseiam-se no uso oral ou topicos, e
sdo aplicados uma ou duas vezes ao dia Os antifungicos usados no tratamento da
candidiase tém apresentando uma baixa eficacia, apesar do aumento no numero de
antimicoticos comercialmente disponiveis e encontra-se em desvantagem quando
comparadas as drogas antibacterianas (COSTA et al. , 2004).

Por isso, 0 uso de bactérias acido laticas, que por sua vez produzem metabolitos
com potencial de inibir o desenvolvimento de agentes microbianos surge como uma
promissora terapia alternativa para o tratamento da candidiase (MATSUBARA, 2016).
Este grupo de bactérias € largamente encontrado na natureza, de facil isolamento e a
grande maioria das espécies ndao é patogénica. Assim, surgem como uma importante
alternativa no controle de agentes patogénicos seja de origem bacteriana ou fungica.
Tamanini (2008) relata que acéo inibitoria desse micro-organismo se da pela exclusdo
competitiva e/ou através da producdo de uma gama de substancias, resultantes do seu
metabolismo, com potencial antimicrobiano, interferindo na sua capacidade de
sobrevivéncia (bactericida) e/ou multiplicacdo (bacteriostatica) de agentes microbianos.

Em estudos realizados por Martinez (2016) que fez uso de bactérias laticas como
um método para inibicdo da candidiase onde avaliaram a atividade antifungica da L.
reuteri, L. rhamnosus contra C. albicans, onde foi perceptivel observar que as duas
bactérias laticas usadas no experimento foram capazes de inibir a multiplicacdo de C.
albicans no tempo T=24h. Portanto, pode-se inferir que as bactérias laticas possuem
atividade antimicotica, e por serem amplamente utilizadas na fermentagdo de alimentos,
é possivel que ndo oferecam riscos de efeitos colaterais em seres humanos.

Dessa maneira, este trabalho contribui com a pesquisa no controle da candidiase,
sinalizando a melhor conduta metodoldgica nesse tipo de investigacdo, através da
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proposta de comparar trés técnicas in vitro de inibicdo bacteriana, com o intuito de
avaliar qual destas técnicas se torna mais adequada para realizar pesquisa laboratorial no
controle de crescimento da Candida spp. Sendo o método de antagonismo pela cultura
mista (ou co-cultivo) atraves de testes laboratoriais, e 0s métodos de difusdo em disco e
do spot-on the lawn sendo fruto de estudo bibliogréfico para comparar os resultados
obtidos pelos trés métodos.

MATERIAL E METODOS OU METODOLOGIA (ou equivalente)

Os micro-organismos de referéncia utilizados foram 30 isolados de BAL
provenientes da bacterioteca do Laboratério de Microbiologia Aplicada e Saude
Publica-LAMASP/UEFS sendo identificados na Universidade Federal de Minas Gerais
— UFMG (método proteomico do Mald Toff), e as linhagens de C. albicans CCMB 286
foram proveniente do Banco de colecdo de cultura de micro-organismos da Bahia
(CCMBJ/UEFS), situado no municipio de Feira de Santana. A C. albicans CCMB 286
liofilizada foi reativada em meio BHI (Brain Hear Infusion - DIFCO), por 48 h a 35 £
2°C (ANVISA, 2013). Apos ativacdo foi armazenada em geladeira a temperatura de
6°C + 2°C até 0o momento de preparo e padronizagdo para os testes.

Os isolados de bactérias &cidos laticos foram ativados em caldo MRS (DE
MAN: ROGOSA: SCHARP, 1960), e incubados por 48h a 35 °C para a realizacdo do
ensaio de antagonismo. Para tal foi realizada um screening de inibicdo microbiana,
confrontando trinta cepas de bactérias laticas contra ao micro-organismo C. albicans
CCMB 286, utilizando no método de cultura mista (ou co-cultivo)

O método de cultura mista consiste no principio de acdo inibitoria de substancias
antimicrobianas produzidas por um micro-organismo visando impedir a proliferacéo de
outro micro-organismo, formando um co-cultivo (SILVA, 2005). Neste caso, 0sS
compostos antimicrobianos sdo 0s metabdlitos produzidos pelas bactérias lacticas
durante o processo da fermentacdo. As bactérias laticas foram ativadas em tubos
contendo 10 mL de caldo MRS com incubacdo a 35°C por 48h. Apds este periodo foi
adicionado a cultura da C. albicans CCMB 286. Os tubos com a mistura dos dois micro-
organismos foram mantidos no refrigerador a 6,0 °C por 24h. Posteriormente foi mistura
e semeada em placas de Petri contendo 20 mL de meio de cultura BHI e incubada a 35 +
2°C por 48h. Apos este periodo foi observado se houve ou ndo crescimento do micro-
organismo na placa. O controle negativo (auséncia de efeito fungicida) foi realizado
com agua destilada estéril (1ImL), e o controle positivo (presenca de efeito fungicida) foi
com medicamento comercial Gino-Canesten® (clotrimazol) na proporgdo de 1 mL.

Foi realizada pesquisa, nas bases de dados Scielo e Lilacs, de artigos
relacionando antibiograma e candidiase e os métodos laboratoriais, entre 2000 e 2020.
Utilizou-se o0 cruzamento das palavras-chave “bactérias laticas”, “candidiase” e
“antibiograma” com “melhor método metodoldégico”, em portugués, e “Lactic acid
bacteria”, “candidiasis”, “antibiogram” e “best methodological method”, em inglés.
Ressaltando que o método de cultura mista/co-cultivo foi realizada em testes em
laboratdrios e as demais técnicas que deveriam ser ralizados in vitro, em fungdo do
isolamento social em decorréncia da pandemia da COVID-19, foram resultados de uma
pesquisa bibliografica. Para tal, foram selecionados 32 artigos que estudaram a
associacao entre as bactérias laticas e a candidiase, incluindo a conduta metodoldgica.



Oito referéncias ndo se enquadraram no critério de inclusdo, mas foram utilizadas para a
descricdo de conceitos. Em seguida, procedeu-se a andlise dos 24 artigos, agrupando-o0s
em funcdo das seguintes tematicas: Estudo bibliografico sobre o método de
antagonismos por difusdo em disco e Estudo bibliografico sobre o método SPOT-ON-
THE-LAWN no teste de antagonismo.

RESULTADOS E/OU DISCUSSAO (ou Analise e discussdo dos resultados)

Os trinta isolados de Bactérias Acidas Laticas testadas no presente trabalho foram
confirmados pelos testes preliminares de bactérias laticas (morfologia de cocos ou
bacilos, Gram-positivos e catalase negativo). Estas bactérias foram identificadas pelo
método protedbmico Maldi Tof. Na tabela 1 consta a relagdo destas bactérias. A
morfologia de algumas ndo coincidem com a identificacdo das bactérias, pois algumas
estdo como Lactobacillus, que deveriam apresentar a morfologia de bacilos, mas estdo
como cocos e outras estdo identificadas como Enterococcus e deveriam apresentar a
morfologia de cocos, porém estdo como bacilos. Vale ressaltar, que as BALs do género
Enterococcus ndo produzem acidez suficiente para deixar a cultura com pH menor do
que 4,0, o que esta contradizendo com a identificacdo no Maldi Tof.

A inoculacdo dos isolados da linhagem de C. albicans CCMB 286 ocorreu com sucesso
utilizando o meio BHI (Brain Hear Infusion - DIFCO), por 48 h a 35 + 2°C como
esperado, pois, segundo a ANVISA (2004), recomenda-se para isolamento ou
subcultivo de candida o BHI. Apo6s o crescimento a 35°C, foram observadas as
caracteristicas macroscopicas e microscopicas.

O isolado de C. albicans CCMB 286, em nivel de aspectos macroscopicos apresentou
colénia cor de creme, lisas e brilhantes (MARSHALL, 1995; JAWETZ et al., 1998;
LACAZ et al., 1998). Em relacdo aos aspectos microscopicos, por sua vez, apresentou
hifas verdadeiras e clamiddsporos tipicos, bem como afirma Ferreira e Avila (2001).

Tabela 01. Resultado do Método de Cultura Mista proposto por Silva (2005)

Atividade antifangica

Bactérias Laticas Morfologia (coloracéo de Gram) pH Cultura mista
Lactobacillus paracasei* Cocos+ 51

Lactobacillus plantarum Bacilos+ 35

Lactobacillus plantarum Bacilos+ 35

Lactobacillus plantarum Bacilos+ 3,6

Enterococcus durans* Bacilos+ SIS +
Lactobacillus plantarum Bacilos+ 33 +
Enterococcus faecium* Bacilos+ 3% +
Enterococcus faecalis* Bacilos+ 35

Pediococcus acidilactici Cocos+ 38

Lactobacillus plantarum Bacilos+ 34 +
Lactobacillus plantarum Bacilos+ 33 +
Lactobacillus paracasei Bacilos+ 35 +
Lactobacillus plantarum Bacilos+ 33 +
Enterococcus faecium* Bacilos+ 35 +

Enterococcus faecium* Bacilos+ 3,6 +




Lactobacillus plantarum Bacilos+ 3.3 +

Lactobacillus plantarum Bacilos+ 35 +
Lactobacillus plantarum Bacilos+ 3,6

Lactobacillus plantarum Bacilos+ 34 +
Lactobacillus plantarum Bacilos+ 35 +
Pediococcus acidilactici Cocos+ 3,6 +
Lactobacillus plantarum Bacilos+ 35 +
Enterococcus faecium* Bacilos+ 35 +
Lactobacillus plantarum Bacilos+ 34 +
Lactobacillus plantarum Bacilos+ 33 +
Enterococcus faecium* Bacilos+ 3.8

Enterococcus faecium* Cocos+ 5,2

Lactobacillus plantarum Bacilos+ 33 +
Enterococcus faecalis* Bacilos+ 35 +
Lactobacillus paracasei Bacilos+ 35 +

* A morfologia ndo condiz com a identificacdo da espécie pelo MALDI TOF.
** Crescimento reduzido 30-100; 21-x

Quanto aos ensaios de antagonismo, referente a acdo das bactérias laticas (BAL) sobre
essa linhagem de C. albicans CCMB 286, pode-se observar na Tabela 1, que dentre as
30 linhagens de BAL testadas, 21 (70%) obtiveram inibicdo total e 09 (30%) inibigéo
parcial. O que demonstra que as BAL podem representar bons agentes bioldgicos no
controle da C. albicans CCMB 286 usado no teste que causam candidiase. O tratamento
controle, sem adicdo da cultura, mas com a adicdo do fungicida Clotrimazol néo
apresentou uma boa proliferacdo no meio (Figura3). O Clotrimazol € um medicamento
utilizado contra micoses superficiais e as que atingem a vagina, e é pertencente ao grupo
dos farmacos de acdo anti-infecciosos e antifungicos. O Clotrimazol demonstrou boa
acdo, in vitro, contra infeccGes vaginais e dérmicas, sendo considerado um ativo potente
contra Candida spp. (FURTADO, 1997).

Os mecanismos antagbnicos observados podem ser resultantes de diferentes acdes,
como a producdo de substancias pelas bactérias que interferem no metabolismo e
desenvolvimento de outro micro-organismo (PASINI, 2009). Outro fator que contribui
para diminuicdo da quantidade de um dos micro-organismos localmente é a disputa por
recursos alimentares (ALVES, 2007) e temos, também, a disputa por espago para
crescerem, onde um dos micro-organismos tende a colonizar mais rapidamente que o
outro (SHARMA et al.,2009). Observando o pH das bactérias laticas, que foram
utilizadas nos ensaios € possivel observar a variacao entre 3,3 a 5,12, prevalecendo o pH
mais baixo, jd o controle com o antimicotico apresentou variacdo nos valores de pH
entre 55 e 6,4, que é préximo ao ponto 6timo de crescimento de candida spp..
Ressaltando que pH entre 3 e 7 sdo importantes para a sobrevivéncia e infec¢do de
espécies de Candida no hospedeiro (SCHALLER, 2006; MAYER et al.,, 2013).
Considerando tais fatos, essa levedura é um exemplo de adaptacdo em estados
fisiologicos extremos, podendo estar presente em diversos sitios do hospedeiro
(CALDERONE & FONZI, 2001).

Estudo bibliogréafico sobre o método de antagonismos por difusédo em disco.



Uma grande variedade de métodos pode ser empregada para medir a atividade in vitro
de micro-organismos contra 0s agentes antimicrobianos. Uma variedade de métodos é
encontrada para esse efeito e como ndo sdo todos baseados no mesmo principio, 0s
resultados obtidos serdo também profundamente influenciados, ndo sé pelo método
escolhido, mas também pelos micro-organismos utilizados para realizar o teste, e pelo
grau de solubilidade de cada teste (VANDEN BERGHE & et al, 1991). Os principais
métodos microbioldgicos de deteccdo de atividade antimicrobiana encontrados na
literatura tanto para deteccdo da atividade de bactérias como fungos podem ser
classificados em trés tipos: ensaios bioautogréaficos, de difusao e de diluicdo (RIOS & et
al, 1988).

O método de disco-difusdo é uma das abordagens, sendo considerado um dos testes com
maior indice de uso na literatura. E adequado para testar a maioria dos patdgenos
bacterianos, incluindo as bactérias laticas, mais comuns, é versatil em relacdo a gama de
agentes antimicrobianos que podem ser testados e ndo requer equipamento especial
(BrCAST-EUCAST, 2017).

Os ensaios de disco-difusdo sdo métodos quantitativos, nos quais o efeito pode ser
graduado. Fundamentam-se na difusdo da substancia a ser ensaiada, em um meio de
cultura sélido e inoculado com o micro-organismo. A partir da difusdo ocorre o
aparecimento de um halo, no qual ndo ha crescimento do micro-organismo, denominado
halo de inibi¢do. Diferentes tipos de reservatorios podem ser empregados incluindo
discos de papel, cilindros de porcelana ou de aco inoxidavel e pocgos feitos no meio de
cultura (VANDEN BERGHE & VLIETINCK, 1991). A substancia a ser testado é
colocada em contato com o meio de cultura inoculado, e a maneira como se processa
esse contato define os diferentes métodos de difusdo, dentre eles, método do disco
difusdo, método dos cilindros e método de pocos (RIOS & et al,1988).

Em estudos realizados por Diogo (2010), no qual buscava avaliar a eficacia in vitro da
terbinafina pelo método de difusdo em disco contra fungos filamentosos e leveduras
causadoras de micoses, foi concluido que existia uma alta eficacia da terbinafina em
técnica de difusdo em disco, foi possivel inferir que existe uma diferenca significativa
entre os halos de inibicdo observados na metodologia de poco e do disco para a maioria
das bactérias testadas em relacdo aos extratos aquosos e etanolicos dejamboléo.
No entanto, ndo foi verificada a inibicdo da levedura C. albicans por nenhuma técnica
de difusdo em disco. Ainda em trabalhos de Loguercio etal. (2005), ao avaliar a
atividade antimicrobiana do extrato etandlico de S.cumini sobre cepas bacterianas de
referéncia (P. aeruginosa, S. aureus, C. albicans e K. pneumonia), pelo método de
disco-difusdao em concentracdes entre 50 e 300 mg.mL-1, também observaram halo de
inibicdo. Mamedio (2017) relatou em sua pesquisa na utilizacdo da técnica de difuséo
em disco que as bactérias laticas usadas em tal pesquisa que o efeito de inibi¢do contra
F. guttiforme néo foi tdo expressivo quando comparado ao controle, com o fungicida
Derosal®, foi obtido como resultado halos de tamanhos variados nos mostrando que a
atividade inibitéria ndo foi tdo eficaz. Corroboram com estudos de Bona (2014) que, na
metodologia de poco, houve melhor difuséo dos antimicrobianos, o que possibilitou a
medicédo de halos maiores do que no teste de disco. Bem como pode ser influenciado no
que descreve Lewis e Montville (1991) que os sobrenadantes de células liofilizadas de



BAL apresentaram boa atividade inibitoria quando avaliada pelo método de difusdo de
poco. Isso provavelmente pode ser explicado pelo fato de a metodologia do pogo
propiciar mais facilidade de contato entre os antimicrobianos e 0s micro-organismos
testados (Alves et al., 2008). Diante do exposto, € importante ressaltar que a técnica de
difusdo em disco é uma técnica preconizada pelo National Committee for Clinical
Laboratory Standards— NCCLS e esta normatizada como parametro de analise
antimicrobiana na Farmacopéia Brasileira, mas que deve ser levado em consideracédo
suas particularidades como, por exemplo, o uso do disco imerso no caldo com BAL
deixa residuo adjacente ao disco, influenciando na medicéo dos halos e na concentragédo
do proprio disco.

Estudo bibliografico sobre o método SPOT-ON-THE-LAWN no teste de
antagonismo

O método spot-on-the-lawn foi descrito por Lewus e Montville, (1991), e a partir dai
tem sofrido modificacGes para melhor atender os que fazem uso do mesmo. No presente
trabalho seria realizado de acordo com Rodrigo, (2005), que se baseia na semeadura de
aliquotas de 5 pL das culturas puras de isolados do género Lactobacillus, na superficie
do agar MRS, sendo as placas incubadas, ndo invertidas, a 37°C por 48 horas. Apos 0
periodo de incubacdo, as placas sdo retiradas, e, na posicdo invertida, em cada tampa,
colocada algoddo embebido com 0,5 ml de cloroférmio para inativar a colénia. Depois
de 30 minutos sera retirado o algoddo com cloroférmio e as placas serdo levadas para a
estufa a 37°C por 1 hora para evaporagdo do restante do cloroférmio.

Uma outra forma que se assemelha bastante com o método spot-on-the-lawn modificado
por Rodrigo (2005) é o método de sobreposicdo de agar duplo, pelo qual a cultura de
bactérias laticas produtora de bacteriocina (agente antibacteriano) é semeada na placa
contendo agar MRS e uma outra camada de meio BDA contendo cultura de Candida
spp. é semeada sobre a camada semeada pela bactéria latica (FURTADO, 2010)
Atividade antifingica de isolados de Bactérias Laticas contra Candida spp. pelo método
de sobreposicdo de agar duplo se apresenta uma Otima técnica descrita no trabalho
realizado por Bulgasem (2016), no qual o crescimento de todas as Candida spp. foram
inibidos por todos os quatro isolados de bactérias laticas de diferentes amostras de mel
usados em seu trabalho, através do método de cobertura de agar duplo, especialmente o
crescimento de C. glabrata ATCC2001, onde essa levedura foi fortemente inibida por
P. pentosaceus e L. curvatus isolados do mel Al-Maray, Iémen e Al-Hanon, Libia
respectivamente. Enquanto o crescimento de C. albicans ATCC14053 e C. tropicalis
ATCC750 foi moderadamente inibido por todos os isolados de BAL com zona inibidora
(6 ~ 10 mm).

Neste estudo desenvolvido por Bulgasem et al. (2016), a BAL foi detectado em 10 das
15 amostras de mel com atividade antifungica variavel contra Candida spp. Quatro das
BAL que apresentaram boas atividades antifingicas contra Candida spp. foram
identificados como L. plantarum HS, P.  acidilactici, L.  curvatus e P.
pentosaceus. Atanassova et al. (2003), relataram que L. paracasei subsp. paracasei
apresentou atividade antifangica contra C. albicans, C. pseudointermediae C.
blankii . Da mesma forma, Jin et al. (2007) também observaram que cepas
de Pendiococcus sp. apresentou forte atividade antifingica contra C.



albicans ATCC10231 e C. parapsilosis ATCC22019, mas moderada atividade contra C.
tropicalis ATCC13803 e C. kefir ATCC46764. Ogunshe et al. (2011), utilizando a
técnica de sobreposicdo de camadas, relataram que L. acidophiluse L.
plantarumvaginal teve atividade antifungica contra cepas de Candida spp. Ainda no
estudo desenvolvido por Bulgasem (2016) o L. plantarum isolada do mel do Seder, a
Libia mostrou atividade antifangica contra Candida spp. especialmente C. albicans. Da
mesma forma, Adeniyi e Iveren (2011) relataram que o isolado de L.
plantarum proveniente de vegetais frescos de salada teve maior atividade antifingica
contra C. albicans ATCC90029 com zona de inibi¢do (25 mm). Assim, pode observar o
método de sobreposicdo de &gar duplo, que segue 0 mesmo principio do método spot-
on-the-lawn é um importante método de avaliagdo contra Candida spp.

O método de “spot-on-the-lawn” ¢é considerado um importante método de avaliagdo
contra Candida spp. Porém, segundo Lewis e Montville (1991), o método apresenta um
grande namero de resultados falsos-negativos e sdo considerados mais trabalhosos

CONSIDERACOES FINAIS (ou Concluso)

Avaliando o método de cultura mista (co-cultivo) para deteccdo do antagonismo das
bactérias laticas sobre a C. albicans CCMB 286 pode-se inferir que estas bactérias
exercem efeito inibitdrio sobre as leveduras testadas, e se aplicasse a técnica de difusao
em disco, talvez ndo seria muito eficiente, pois o0 uso do disco imerso no caldo com
bactérias laticas deixa residuo no disco, influenciando na difusdo do principio ativo da
inibicdo no meio, 0 mesmo podendo acontecer com o método de “spot-on-the-lawn” .
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