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RESUMO

Candidiase uma das doencas mais comuns entre as mulheres, é causada pelo fungo do género
Candida. O uso indiscriminado de antifungicos e antibidticos tem levado a um aumento de
casos e de resisténcia por parte dos micro-organismos invasores, um medicamento alternativo,
mais, simples, menos, oneroso e eficaz permitiria uma maior adeséo ao tratamento. Diante da
frequiente ocorréncia de candidiase vaginal por Candida sp, em especial C. albicans, e da falta
de novos farmacos, 0 uso de terapias preventivas ou alternativas pode ser uma escolha
satisfatoria, e entre essas, a utilizacdo de produtos probioticos. Probioticos sdo considerados
alimentos funcionais, que podem ser dietéticos ou suplementos alimentares, com funcdo de
atuar de forma benéfica na salde humana. Estudos tem sugerido que os probioticos atuam
favorecendo o reforgo da barreira protetora de mucosa, modulando a resposta imunoldgica e
por antagonismo de agentes patogénicos, pela producdo de antimicrobianos ou através da
concorréncia pelos sitios de ligacdo. Os micro-organismos mais utilizados como probioticos
sdo os lactobacilos, produtores de acido lactico. O objetivo desse trabalho foi avaliar a real
inibicdo do probidtico sobre leveduras do género Candida, o experimento demonstrou
resultados positivos, que mesmo sutis, comprovam atividade inibitoria no crescimento da
levedura, in vitro, e podemos considerar que um possivel mecanismo de acdo do probiético
seja por competicdo de nutrientes ou secrecdo de produtos inibidores da proliferacdo do
fungo, uma vez que ndo se observou alteracdo no pH do meio, tanto no grupo controle como
no grupo tratado com o probiotico. Outros estudos sdo necessarios para se determinar quais
sdo essas substancias, mas de qualquer modo, a utilizacdo de alimento probidtico parece
favorecer também uma melhor prote¢do da mucosa vaginal contra essas leveduras.

Palavras chave: Candida, lactobacilo, probiético, infeccdo, vaginal.



ABSTRACT

Candidiasis of the most common diseases among women, is caused by fungus of the genus
Candida. The indiscriminate use of antibiotics and antifungals has led to an increase in cases
and resistance by the invading microorganisms, an alternative medicine, more simple, less
costly and would allow for more effective compliance. Given the frequent occurrence of
vaginal candidiasis with Candida sp, especially C. albicans, and the lack of new drugs, the
use of preventive therapies or alternatives can be a satisfactory alternative, and among these,
the use of probiotic products. Probiotics are considered functional foods, which may be
dietary or food supplements, according to acting in a manner beneficial to human health.
Studies have suggested that probiotics act favoring the enhancement of mucosal protective
barrier, modulating the immune response and antagonism of pathogens by producing
antibiotics or by competition for binding sites. The most common microorganisms used as
probiotics are lactobacilli producing lactic acid. The aim of this study was to evaluate the
actual inhibition of probiotic on Candida species, the experiment showed positive results,
even subtle, show inhibitory activity on growth of yeast, in vitro, and we can consider that a
possible mechanism of action of probiotics is competition for nutrients or secretion of
inhibitors of proliferation of the fungus, since there was no change in pH, both in the control
group as in the group treated with probiotics. Further studies are needed to determine what
substances, but in any case, the use of probiotic food also seems to favor a better protection of
the vaginal mucosa against these yeasts.

Keywords: Candida, Lactobacillus, probiotic, infection, vaginal
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1 INTRODUCAO

Candidiase vaginal é uma doenca cada vez mais frequente entre as mulheres, mesmo
sendo téo presente no cotidiano feminino € ainda causa de muitas davidas. Diversas pesquisas
mostram constante elevacdo na incidéncia dessa doenga, mas os tratamentos utilizados séo
restritos e nem sempre satisfatorios.

O género Candida foi criado para substituir o termo monilia durante o 9° Congresso
Internacional de Botanica, realizado no Canadd em 1959. O género Candida pertence a
familia Cryptococcaceae, e é constituido de aproximadamente 200 espécies diferentes, dessas,
41 estdo associadas a doenca em humanos, sendo as mais comuns, C. albicans, C.
tropicalis, C. stellatoidea, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C. pseudotropicalis, C.
guilliermondii (LACAZ et al., 1998; ALVARES et al., 2007, TRABULSI, 2005).

Candida sp sdo leveduras classificadas como fungo gram positivo, saprofita ou de vida
parasitaria, possuem célula globosa, ovoide, cilindricas ou alongadas e algumas vezes
irregulares, com formacdo de pseudo-hifas e blastoporos que se formam a partir de
pseudomicélios (LACAZ et al., 1980).

Essas leveduras podem ser isoladas em diferentes locais no ser humano, tais como
orofaringe, cavidade bucal, dobras de pele, secre¢des bronquicas, vagina, urina e fezes, e em
condi¢cdes de normalidade fisioldgica colonizam o corpo humano sem causarem maiores
sintomas (DAVIS et al., 1979; LEVINSON et al.,, 1998; ALVARES et al., 2007). A
contaminagdo humana pode ocorrer no momento do nascimento, pelo parto vaginal,
constituindo um dos Gnicos meios de transmissao que se da de pessoa a pessoa (DAVIS et al.,
1979), por outro lado ha indicios de que a presenca de leveduras do género Candida no solo e
na agua é devida a contaminacéo por dejetos humanos e de animais (TRABULSI, 2005).

Muito embora possam estar presente na biota normal da pele e do trato digestorio,
podem causar doenga em pacientes imunocompetentes e imunodeprimidos, com
comportamento de micose oportunista. Micoses oportunistas sdo infeccGes causadas por
fungos de baixa viruléncia, que convivem de forma pacifica com o hospedeiro, que ao
encontrar condicdes favoraveis, como alteragdes no sistema imunoldgico desenvolvem seu
poder patogénico invadindo os tecidos (TRABULSI, 2005; ALVARES et al., 2007).

O diagnostico provisoério de Candida sp € feito atraves da demonstracdo microscopica
de abundantes hifas e células leveduriformes no raspado das lesBes, que serda confirmado

através da cultura do micro-organismo (DAVIS et al., 1979). Ha presenca de hifas septadas,
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com espacgos entre 0s septos; os blastoconideos aparecem proximos aos septos e sdo
arredondados ou ovalados (TRABULSI, 2005).

Estes micro-organismos podem fazer parte da biota vaginal, e sdo encontrados sem
estarem relacionados a vaginites fungicas em 10% das mulheres na pré-menopausa, 5 a 10%
nas mulheres na menopausa e ate 30 % nas gestantes (BOATTO et al., 2006), entretanto €
causa muito comum de doenca vaginal, atingindo cerca de 95% das mulheres com pelo menos
um episodio durante a vida adulta (LANCHA et al., 2003). Outro estudo realizado por Rosa &
Rumel (2004) demonstrou que 55,7% das mulheres terdo ao longo de suas vidas pelo menos
um episddio de vulvovaginite por Candida sp. A mucosa da vagina pode ser invadida durante
a gravidez e no diabetes, estando também presente em casos de pessoas que fazem uso
prolongado de antibidtico de largo espectro. Ainda ndo se sabe se a presenca de C. albicans é
devido a diminuicdo da flora bacteriana normal do organismo, diminui¢do da competicdo por
nutriente ou ate pela producéo de substancias inibidoras (DAVIS et al., 1979).

Vaérias cepas de Candida sp ja foram identificadas, porém o agente etiol6gico mais
comum de vaginites micéticas é a Candida albicans, que ocorre em 80 a 95% dos casos
(ROSA et al., 2004), estudos mais antigos relataram que a freqliéncia de Candidiase vaginal
por C. albicans estava em torno de 50% (LACAZ, 1980). Galle e Gianinni (2004), relataram
que as infeccbes por espécies de C. ndo-albicans nas Ultimas décadas tem aumentando, e esse
aumento € devido ao uso inadequado de antimicéticos. Ferrazza et al. (2005), salientaram que
a preocupacao maior em torno do aumento da fregiiéncia de espécies de C. ndo-albicans €
devido ao fato de que essas espécies possuem uma tendéncia a serem mais resistentes aos
antifungicos, e normalmente associadas com infec¢des hospitalares.

Os principais agentes causadores de afeccBes vaginais sdo as vaginites por C. albicans
e por Trichomonas vaginalis, além da vaginose por Gardnerella vaginalis (LEVINSON et al,
1998). Nos casos de vulvovaginites por C. albicans pode haver presenca de prurido e
leucorréia que sdo favorecidos pelo pH elevado, diabetes ou uso de antibiéticos (LEVINSON
etal., 1998). A infeccdo por Candida sp prolifera em ambiente acido de pH 3,9 a 5,0 e quando
a quantidade de glicogénio estd aumentada (LACAZ et al., 1980; MIMS et al., 2005).
Vaginoses séo caracterizadas pela substituicdo da biota vaginal, frequentemente ocupada por
lactobacilos, por uma flora estritamente anaerobia ou, opcionalmente, bactérias que séo
encontradas normalmente na vagina (ADAD et al., 2001).

TRABULSI (2005), ressalta que na candidiase oral e da mucosa vaginal, as lesdes se
caracterizam pelo aparecimento de placas brancas, isoladas ou confluentes, aderentes a

mucosa, de aspecto membranoso, as vezes rodeado por halo eritematoso. Segundo Lacaz et al.



15

(1980), na fase aguda ocorrem ardor e prurido vulvar, corrimento espesso, branco, cremoso,
inodoro e que pode variar na intensidade com aspecto de leite coalhado, e quando seco e
presente nas vestes possui aspecto farinaceo, dispaneuria e disuria surgem devido a passagem
da urina na area afetada, pode apresentar também edema na vagina, discreto eritema e
algumas vezes pequenas vesiculas. Na fase cronica prevalece corrimento, prurido e disuria.
InfeccOes de glande podem aparecer no homem, balanite por C. albicans.

Candidiase vaginal por cepas de C. albicans e C. ndo-albicans nao sdo clinicamente
distinguiveis, possuem sintomas semelhantes, e em diversos casos podem ser assintomaticas.
Candida sp pode ser isolada em até 30% das mulheres, chamadas entdo de portadoras sés ou
portadoras ndo sintomaticas (SIMOES, 2005).

Apesar da freqiéncia clinica da candidiase vaginal, os medicamentos existentes,
embora eficientes quando o paciente é imunocompetente, ja se mostram ineficazes em muitos
casos. A medicina popular sugere diversos tratamentos, ainda ndo comprovados
cientificamente, mas freqiientemente utilizados por mulheres que apresentam 0s sintomas. A
maior dificuldade parece estar em associar 0s sintomas a doenca, € na auséncia de auxilio
médico e diagndstico, dificultando ainda mais o tratamento. O estudo de medicamentos mais
simples, menos onerosos e eficazes permitiria uma maior adeséo ao tratamento. Diante da
condic&o e da falta de novas opcdes terapéuticas, o uso de terapias preventivas ou alternativas
é imprescindivel e entre essas esta a utilizacdo de produtos probiéticos. Diversos estudos
realizados in vivo e in vitro tem demonstrado que esses sdo capazes de modular
beneficamente a microbiota vaginal.

Probidticos sdo considerados alimentos funcionais, que podem ser dietéticos ou
suplementos alimentares com funcdo de ativar o sistema imunoldgico da mucosa intestinal
através do reforco de barreiras prevenindo contra a colonizacdo por patdgenos, que em alguns
casos produzem substancias nocivas ao micro-organismo invasor (CHEN et al., 2005). A
FAO/WHO (Working Group on Drafting Guidelines for the Evaluation of probiotics in Food)
caracteriza os probioticos como sendo micro-organismos vivos que quando administrados em
doses adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro. O termo probidtico foi utilizado
pela primeira vez por LILLY et al., em 1965, e foi criado para contrastar com o0 termo
antibiotico (CHEN et al., 2005).

Sé&o descritos por CHEN et al. (2005), como organismos e substancias secretadas por
eles, que contribuem para o equilibrio microbiano das mucosas, constituem preparacdes que
contenham organismos viaveis, em numero suficiente para alterar a microflora existente, por

deslocamento ou colonizagéo, e assim exercer efeitos benéficos a saude.
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HAVENAAR et al. (1992), restringiram a classificacdo de probidticos a micro-
organismos viaveis que promovam a saude humana e de animais, incrementando a microbiota
nativa do aparelho digestivo, trato respiratério superior, ou trato urogenital. Ja
SCHREZENMEIR & DE VRESE (2001), afirmaram que esses micro-organismos alteram a
microbiota das mucosas por implantacdo ou colonizagdo de um sistema hospedeiro. Sua
capacidade de tratar doencas é descrita a milhares de anos em escrituras biblicas, e alguns
cientistas antigos os prescreviam como medicamentos para doencas metabdlicas, no entanto o
advento dos probioticos ocorreu no final dos anos 1800 e a partir de 1900 devido a
observacdes cientificas realizadas na época (TAMINE, 2002).

Dentre os probidticos mais utilizados, destacam-se os lactobacilos (COEURET et al.,
2004). Lactobacilos sdo conhecidos pela producéo de acido lactico, que é importante para a
producdo de diversos produtos, e sdo considerados 0s primeiros hospedeiros do sistema gastro
intestinal, além de serem dominantes no intestino delgado (MARCO et al., 2006). Os leites
fermentados tem origem provavel no Oriente Médio e nos Balcas, devido a grande habilidade
culinaria dos habitantes dessa regido, essa cultura se desenvolveu muito ao longo dos séculos
(TAMINE, 2002).

As principais caracteristicas necessarias a um micro-organismo para ser considerado
um probid6tico é além de sua capacidade benéfica ao organismo ser também indcuo, manter se
viavel por longo tempo, tolerar baixo pH, ndo transportar genes transmissores de resisténcia a
antibidticos e possuir propriedades anti-mutagénicas e anticarcinogénicas, resistir a
bacteriofagos e ao oxigénio (HAVENAAR et al., 1992; MARCO et al., 2006).

A maioria dos produtos probiéticos disponiveis possuem mais de 10"° UFC/g, e as
cepas mais utilizadas sdo as de Lactobacillus farciminis, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus
fermentum e Lactobacillus plantarum. Estes micro-organismos sdo encontrados normalmente
nas formas liofilizados, spray dried ou micro encapsulados incorporados em leites
fermentados (COEURET et al., 2004; TAMINE, 2002).

Ainda ndo sdo esclarecidos os mecanismos pelos quais 0s probidticos atuam de forma
benéfica na salide humana, mas estudos sugerem também que favoreca reforgo da barreira de
mucosa, modulacdo da resposta imune e antagonismo de agentes patogénicos, pela producéo
de antimicrobianos ou através de concorréncia nos sitios de ligagdo (MARCO et al., 2006).
Alguns estudos tem demonstrado também que o uso de probidticos por maes lactantes

produzem citocinas que estimulam a funcéo imune na mucosa do bebé (CHEN et al., 2005).
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Os probidticos podem auxiliar nas repostas imunolégicas do tipo inespecificas, bem
como estimular o hospedeiro a produzir respostas especificas contra alérgenos que possam ser
prejudiciais. Estudos recentes demonstram que o consumo de iogurte com probidticos
reforcam a atividade fagocitaria, a producdo de citocinas, ativacdo de linfocito T e B e
ativacdo de células Natural Killer. Esse efeito é devido & capacidade do probidtico de
estimular os subconjuntos de células T-helper (Thl e Th2), propiciando uma resposta mais
eficaz e equilibrada, alem de favorecer o aumento das concentragcdes de IFN-y, TNF-a e IL-
12, (HORI et al., 2001; CHEN et al., 2005; PERDIGON & ALVAREZ, 1992).

KATO et al. (1988), demonstraram que a administracdo de Lactobacillus casei
favorece respostas antitumorais atraves da ativacdo de células T e de macrdfagos, além de
favorecer a atividade fagocitaria inespecifica dos macrdfagos alveolares, produzindo uma
acao sistémica através de mediadores estimuladores do sistema imune (CROSS, 2002).

Uma hip6tese do mecanismo de acdo dos probioticos baseia-se na interagdo com
células dendriticas induzindo sua maturacdo e estimulando a producdo de citocinas, o que
auxiliaria na ativacdo de Células T helper 1 (Th1), Th2 e Th3, e essas intera¢fes sdo mediadas
por Lactobacillus através de reconhecimento de receptores especificos nas Células
Dendriticas SIGN (DC-specific intercellular adhesion molecule 3-grabbing non-integrin).
Somente algumas cepas de Lactobacillus seriam capazes de interagir com as Células
Dendriticas SIGN estimulando também a produgdo de Interleucina 10 (IL 10) (MARCO et al.,
2006).

Fica de certo modo estabelecido que 0s micro-organismos probidticos possuem
atividades terapéuticas e que sdo mais utilizados na forma de leites fermentados, mais praticos
de se consumir, o que culmina com uma melhora na qualidade de vida e na satde dos seres
humanos (TAMINE, 2002). A utilizacdo de lactobacilos em cépsulas € rotineira na clinica
ginecolodgica nos casos de Candidiase vaginal de repeticdo, porém relativamente onerosa.
Assim, alguns clinicos tem indicado o uso da bebida Léactea tipo Yakult® como terapia
alternativa, mas ainda nao existem publica¢des cientificas que comprovem sua eficacia. Sendo
assim, a proposta deste estudo € verificar a atividade do Lactobacillus casei cepa Shirota em
experimento in vitro, sobre a cepa de Candida albicans ATCC (American Type Culture

Collection) 10231, contribuindo para uma maior elucidacdo de sua atividade benéfica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Analisar atividade inibitoria do alimento probidtico da marca Yakult® sobre leveduras
da cepa de Candida albicans, ATCC (American Type Culture Collection) 10231, in vitro.
2.2 Objetivos especificos

e Auvaliar o efeito do probidtico sobre o crescimento in vitro de leveduras da

espécie C. albicans nos tempos de 24, 48 e 72 horas.

e Verificar a atividade inibitdria do probidtico sobre a formacao de pseudo-hifas.

¢ Possibilitar uma alternativa de controle das vaginites de repeti¢do, causadas por

leveduras do género Candida.
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3 MATERIAL E METODO

CEPA UTILIZADA: Foi utilizada cepa de C. albicans (ATCC 10231) mantida em &gar
Sabourad-dextrose a 30°C pelo Laboratorio de Biologia da Universidade do Sagrado Coracéo
— USC, Bauru (SP). A amostra teve repique préevio a realizacdo do experimento, assegurando

células viaveis.

PROBIOTICO: Foram utilizados os alimentos probidticos da marca Yakult®, tradicional e
tipo 40, de acordo com a data de fabricacdo e dentro da data de validade. A bebida Lactea
probidtica foi preparada utilizando-se 2 mL do produto, que foi colocado em tubo Eppendorf
estéril e centrifugado a 10000 rpm por cinco minutos. Os micro-organismos isolados no
sedimento foram diluidos a 1 e 5 %, em soro fisiologico estéril no momento do uso.

Parte do sedimento dos produtos lacteos tradicional e tipo 40 foram semeados em agar
sangue e incubados a 37° C por 48 horas, para verificar a viabilidade do micro-organismo
probidtico.

SUSPENSAO DE LEVEDURA: Foi preparado uma suspensdo com a levedura Candida
albicans, ATCC 10231, segundo a escala de 0,5 Mc Farland (1,5 x 10® UFC/mL) em soro
fisiologico estéril.

EXPERIMENTO: No momento de uso, 100uL da suspensdo de levedura foi adicionada a 2
ml de meio RPMI e acrescido da diluicdo do lactobacilo previamente preparado, como segue
abaixo:

- tubo 1 - controle positivo (2 mL meio RPMI e 100uL da suspensdo de levedura);

- tubo 2 - 2 mL meio RPMI e 100uL da suspensdo de levedura, foi adicionado 200uL da
diluicdo 1% do produto probiotico Yakult® Tradicional,

- tubo 3 - 2 mL meio RPMI e 100uL da suspensdo de levedura, foi adicionado 200uL da
diluicdo 5% do produto probiotico Yakult® Tradicional,

- tubo 4 - 2 ml meio RPMI e 100uL da suspensdo de levedura, foi adicionado 200uL da
diluicdo 1% do produto probiotico Yakult® 40;

- tubo 5 - 2 ml meio RPMI e 100uL da suspensdo de levedura, foi adicionado 200uL da
diluicdo 5% do produto probidtico Yakult® 40;

Todas as analises foram realizadas em triplicata.
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Os tubos foram incubados em estufa a 37° C. Posteriormente submetidos a contagem
do numero de leveduras em camara de Neubauer, apos 24, 48 e 72 horas da incubacéo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este estudo tem como principal objetivo tentar elucidar qual seria a atividade do
Yakult® sobre o crescimento da levedura, ou mesmo alteracdo de pH local. Os resultados
observados do efeito inibitorio de crescimento da levedura, pelos probidticos tradicional e tipo
40, nos diferentes tempos, estéo apresentados na tabela 1.

Tabela 1 - Relagdo de nimero de levedura do género Candida albicans, sob atividade inibitéria do probidtico

Yakult®, tradicional e tipo 40, nos diferentes tempos.

Ne leveduras

Periodo (horas)
Controle (+)  Tradicional 1% Tradicional 5%  Tipo40 -1% Tipo40 -5%

24 300x10° 370x10° 402x10° 347x10° 289x10°
48 379x10° 251x10° 362x10° 291x10° 241x10°
22 389x10° 252x10° 368x10° 300x10° 324x10°

Percebe-se claramente o efeito inibitorio sobre o crescimento da levedura, tanto pelo
Yakult® Tradicional como pelo Yakult® 40, quando comparado ao ensaio controle. A reducéo
do namero de leveduras foi superior a 30% no tubo tratado com Yakult® tradicional a 1% |,
superior a 8% quando tratado com tradicional a 5% e superior a 13% quando tratado com o
tipo 40 a 1% apds 72 horas de incubacdo. Ao tratar a levedura com Yakult® tipo 40 a 5%
observou-se reducdo de crescimento inicialmente, mas crescimento discreto da levedura em
72 horas. Podemos considerar que a interacdo benéfica entre o lactobacilo e a levedura é dose
dependente, e que um excesso de probidtico possa ndo ser o ideal. Mesmo assim apenas esse
dado é muito pouco para maiores conclusdes.

A utilizacdo de alimento lacteo tipo probidtico tem sido cada vez mais estimulada e
discutida nos meios cientificos (COPPOLA et al., 2003; LOURENS et al., 2001; MORAIS et
al., 2006; COURET et al., 2004). Mesmo com a descricdo de sua utilizacdo desde as épocas
antigas, somente nesses tempos seus efeitos biolégicos comecaram a ser questionados.
Mesmo com o crescimento de estudos nessa area, existem poucos registros da aplicacdo in
vivo desse tipo de produto nutracéutico.

O alimento tipo Yakult® foi escolhido por ser o mais antigo e mais utilizado, e o que
facilita sua compra e consumo é o programa de venda domiciliar oferecido pela empresa. Esse

tipo de produto tem sido utilizado como terapia alternativa de controle da candidiase vaginal
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recorrente, de modo empirico, inclusive com aplicacéo local das varias formas existentes do
produto.

De modo geral, ao se considerar todo o experimento, a inibicdo ndo é de certa forma
em grande namero, mas significativa. Percebeu-se também uma reducéo e estabilizacdo da
formacdo de pseudo-hifas que sdo caracteristicas da instalacdo da Vaginite por Candida, essa
reducdo mostra a real atividade da terapia alternativa. Como esse experimento foi realizado no
tempo de apenas 72 horas, talvez in vivo, em um tempo maior, essa inibicdo possa realmente
determinar uma reducdo na doenca provocada pela levedura. A falta de bibliografia de para
comparacao de resultados dificulta maiores analises.

Como o probiédtico Lactobacillus casei cepa Shirota ndo é um bacilo residente na
mucosa vaginal sua aderéncia fica prejudicada e, portanto sua atividade se torna restrita. O
guestionamento seria qual o mecanismo de acdo do produto sobre a levedura ma mucosa. A
primeira idéia seria a variacdo de pH, uma vez que a fermentacdo do produto acarretaria
acidez na mucosa culminando com a diminuicdo da atividade da levedura, isso resultaria na
melhora de sintomas clinicos. De acordo com o experimento realizado, ndo houve alteracdo
significativa no pH nos periodos de 24, 48 e 72 horas, permanecendo um pH estavel em torno

de 9,0, como mostra a Tabela 2

Tabela 2 - Relagdo de variagdo do pH em meio contendo levedura do género Candida albicans, sob a¢do do

probiético Yakult®, tradicional e tipo 40, nos periodos de 24, 48 e 72 horas.

pH
Periodo
Controle + Tradicional 1% Tradicional 5% Tipo40 1% Tipo40 5%
24 horas 9,0 8,5 8,0 9,0 8,5
48 horas 9,0 9,0 9,0 9,0 9,0
72 horas 9,0 9,0 9,0 9,0 9,0

A pequena oscilacdo no pH se deve ao fato de que as bactérias probidticas sdo
produtoras lentas de acido (MARSHALL et al., 1997), essa caracteristica afeta diretamente o
resultado final do experimento, pois a fermentacdo do probidtico deixaria o pH baixo e,
portanto inibiria o crescimento e proliferacdo do fungo que se desenvolve mais facilmente em
pH de 3,9 a 5,0 (LACAZ et al., 1980; MIMS et al., 2005), mas por outro lado diversas

publicacdes demonstraram que é baixa a sobrevivéncia e viabilidade de bactérias probioticas
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em pH baixos (DAVE et al., 1997; GILLILAND et al., 1977, HULL et al.,1984;
KAILASAPATHY et al.,1997; SCHIOPPA, et al., 1981; SHAH, 2000; SHAH et al., 1995).

O meio de cultivo RPMI é constituido basicamente de diversos antibidticos, proteinas,
e acucares, vermelho de fenol como indicador de pH e é considerado satisfatorio para ensaios
com fungos (NCCLS, 2005).

Mesmo ndo tendo modificacdo no pH, o fato é que houve diminuicdo no numero de
leveduras ao se comparar 0s grupos tratados com o grupo controle. Como o numero de
publicacdes tratando do tema ¢ restrito, fica dificil ponderar sobre as causas dessa diminuicao,
mesmo assim, podemos sugerir, uma competitividade entre 0s micro-organismos por
nutrientes ou mesmo a liberacdo de substancia pelo probidtico que possa inibir o
desenvolvimento da levedura.

A viabilidade do produto lacteo pode ser comprovada pelo crescimento de coldnias em
agar sangue, apos 48 horas de incubacdo (figura 1). O crescimento do lactobacilo confirma a
presenca do micro-organismo no produto, mas ndo percebemos diferencas significativas ao se

comparar os experimentos realizados com o produto tradicional e o tipo 40.

- ’

Figura 1 — Crescimento de colbnias a partir de indculo obtido do sedimento do produto lacteo Yakult®

Tradicional (A), e do tipo 40 (B), em &gar sangue, crescimento de bactérias probidticas.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O alimento probidtico Yakult®, tanto a variedade tradicional como o tipo 40
apresentou atividade de inibicdo de crescimento sobre leveduras Candida albicans em

experimento in vitro.

A reducéo de crescimento de leveduras ndo foi em decorréncia de modificacdo do pH
do meio. Talvez o lactobacilo do alimento lacteo possa inibir o crescimento da
levedura por competitividade de nutrientes ou por secretar no meio algum fator
inibitério para a levedura, mas o fato é que outros testes precisam ser realizados para

verificar a real causa dessa inibicao.

Observou-se discreta reducdo no tamanho de pseudo-hifas ao se comparar os tubos
tratados com o controle. A formacdo de pseudo-hifas é fator de patogenicidade da
levedura. O experimento, in vitro foi realizado num tempo de apenas 72 horas, e
mesmo assim esse efeito foi observado. Fica dificil quantificar essa reducdo, mas
talvez no uso in vivo, por um periodo prolongado e com constante reutilizacdo do

probidtico esse efeito seja mais significativo.

Foi possivel constatar viabilidade da bactéria probidtica no produto lacteo, mas em
ndmero muito pequeno, 0 que poderia restringir sua atividade inibitoria sobre a
levedura ou outro micro-organismo in vivo. Podemos considerar que a atividade
benéfica do alimento probiotico se deva a sua utilizacdo por periodo prolongado, de
modo que o lactobacilo possa gradualmente colonizar a mucosa e por competitividade

inibir a instalacdo de pat6genos.
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