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RESUMO

A microbiota vaginal saudavel é caracterizada pelo predominio de Lactobacillus
spp., € a sua deplecao esta associada a maior susceptibilidade a infeccdes e
colonizagéo por bactérias patogénicas. Dentre os Lactobacillus que predominam o
ambiente vaginal, Lactobacillus crispatus e Lactobacillus gasseri ttm papel protetor
amplamente comprovado para esse ambiente. Lactobacillus spp. mantém um pH
vaginal entre 3,5 e 4,5 pela fermentacéo da glicose a acido latico, protegendo a vagina
da coloniza¢ao por patdgenos. A principal disbiose vaginal é a vaginose bacteriana,
gue acomete cerca de um terco da populagcdo em idade reprodutiva. O tratamento
convencional da vaginose bacteriana esta relacionado a altas taxas de recorréncia do
guadro. Desta forma, o desenvolvimento de terapias alternativas aos antimicrobianos,
como os prebidticos, tem sido explorado. A padronizacao dos métodos de cultura para
Lactobacillus spp. € de grande importancia para a testagem de candidatos prebioticos
e reprodutibilidade dos ensaios inter-centro. Portanto, este estudo objetivou comparar
os métodos de cultura e quantificacdo de L. crispatus e L. gasseri. Cepas de referéncia
de L. crispatus (ATCC 33820) e L. gasseri (ATCC 33323) foram cultivadas em meios
de cultura MRS e LAPTg. Apos cultura em LAPTg, as cepas foram novamente
cultivadas em LAPTg e em LAPT (depletado de glicose) e obtidas suas curvas de
crescimento nos momentos O h, 8 h, 12 h e 24 h. As medidas para obten¢ao destas
curvas foram: Unidades Formadoras de Colbnia (UFC), densidades opticas a 540 nm
(ODsa40) € do pH do meio. Finalmente, foram testados meios LAPTg com pH a 6,5 e
uma versao acida a 5,5 para o plagueamento das culturas com a finalidade de verificar
se ha efeito do pH do meio na contagem de UFC. A comparagao do numero de UFC
entre MRS e LAPTg foi realizada utilizando o teste-t, enquanto as comparagdes das
curvas de crescimento bacteriano nas diferentes condi¢cdes utilizaram analise de
variancia (ANOVA) em nivel de significancia de 5%. Os resultados deste estudo
demonstraram que as curvas de crescimento para as cepas foram obtidas com
sucesso utilizando as medidas de ODs40 € de pH. Entretanto o numero de UFC/mL
nao diferiu entre os meios LAPT e LAPTg para L. crispatus (p=0,55), enquanto para
L. gasseri foi observado menor numero de UFC/mL em LAPTg em comparac¢ao ao
meio sem glicose (LAPT) (p=0,30). Com o0 ndo-sucesso da contagem de UFC/mL para
quantificacdo de Lactobacillus com o método utilizado, foi realizada nova contagem
de UFC utilizando o meio de cultura LAPTg acidificado. Os resultados mostraram que
a contagem de UFC em meio LAPTg e LAPTg acidificado n&o diferiu estatisticamente
para L crispatus (p=0,385) e L. gasseri (p=0,607). Com base nos resultados, foi
possivel concluir que a contagem de UFC ndo se adequa como método de
quantificacdo para Lactobacillus de importancia vaginal utilizando os meios de cultura
e condicoes do estudo, devendo ser substituida pelas medidas de ODs40 ou pH. Ainda,
deve-se considerar que métodos moleculares tém sido amplamente utilizados para a
quantificacdo bacteriana e poderdo ser empregados na testagem de candidatos a
prebidticos, a depender de futuras padronizagdes.

Palavras-chave: microbiota vaginal; disbiose; Lactobacillus spp.



ABSTRACT

The healthy vaginal microbiota is characterized by the dominance of
Lactobacillus spp. The depletion of this microbial community is associated with an
increased susceptibility to infections and the colonization of the vaginal environment
by pathogenic bacteria. Among the Lactobacillus species that are predominant in the
vaginal environment, Lactobcillus crispatus and Lactobacillus gasseri have been
demonstrated to play a crucial role in maintaining a healthy vaginal ecosystem.
Lactobacillus spp. maintain a vaginal pH between 3.5 and 4.5 by fermenting glucose
to lactic acid, thereby preventing the colonization of the vaginal environment by
pathogens. The most prevalent vaginal dysbiosis is bacterial vaginosis, which affects
approximately one-third of the population of reproductive age. The conventional
treatment for bacterial vaginosis has high recurrence rates. Considering this, the
development of alternative therapies to antimicrobials, such as prebiotics, has been a
subject of investigation. The standardization of culture methods for Lacfobacillus is of
great importance for the testing of prebiotic candidates and the reproducibility of
intercenter trials. Accordingly, the objective of this study was to compare culture
methods and quantification techniques employed to L. crispatus and L. gasseri
isolation. The standard strains of L. crispatus (ATCC 33820) and L. gasseri (ATCC
33323) were cultivated in MRS and LAPTg culture media. Following the successful
cultivation of the strains in LAPTg, the strains were again grown in LAPTg and in LAPT
(depleted of glucose), and their growth curves were obtained at 0 h, 8 h, 12 h, and 24
h. The measurements used to obtain the growth curve were as follows: Colony-
Forming Units (CFU), optical densities at 540 nm (ODsa40), and the pH of the medium.
Finally, the effects of pH on the CFU count were investigated by plating the cultures in
LAPTg media with a pH of 6.5 and an acidic version at 5.5. The comparison of the
number of CFUs between MRS and LAPTg was conducted using the t-test, while the
comparisons of the bacterial growth curves in the different conditions were analyzed
using analysis of variance (ANOVA) at a 5% significance level. The results
demonstrated that there was no statistically significant difference in CFU counts
between LAPTg and acidified LAPTg media for L. crispatus (p=0.385) and L. gasseri
(p=0.607). Considering these findings, it is possible to conclude that the CFU count is
an inadequate method for quantifying the Lacfobacillus species of vaginal importance
when utilizing the culture media and conditions employed in this study. It is therefore
recommended this method to be replaced by ODss or pH measurements.
Furthermore, it should be acknowledged that molecular methods have been
extensively utilized for bacterial quantification and could be employed to assess
prebiotic candidates, contingent on future standardization.

Keywords: vaginal microbiota; dysbiosis; Lactobacillus spp.
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1 INTRODUCAO

A vagina é um ambiente microecologico dinamico, onde o equilibrio € mantido
por uma microbiota dominada por espécies de lactobacilos (RAVEL; BROTMAN,
2016). Em mulheres em idade reprodutiva, a presenca deste género € reconhecida
como sendo essencial para um ambiente vaginal saudavel (RAVEL; BROTMAN,
2016). Mais de 250 espéecies bacterianas ja foram identificadas como colonizadores
vaginais (FREDRICKS; FIEDLER; MARRAZZO, 2005; CHEN et al., 2020), sendo que
na vagina saudavel Lactobacillus crispatus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus iners
e Lactobacillus jensenii sao as espéecies predominantes (RAVEL et al., 2011; ALONZO
MARTINEZ et al., 2021).

A importancia de Lactobacillus spp. é evidenciada pelo fato de que a deplecao
destes microrganismos € associada ao desenvolvimento de disbioses e infecgbdes por
bactérias patogénicas enddgenas ou exogenas (RAVEL et al., 2011). Desta forma,
podem-se desenvolver desordens ginecoldgicas que afetam a saude fisica e mental
das mulheres, com impacto sobre sua vida cotidiana (SATINSKY et al., 2012). Entre
as condi¢oes desenvolvidas pelo desequilibrio do ambiente vaginal estdo vaginose
bacteriana (VB), candidiase vulvovaginal (CVV), vaginose citolitica, vaginite por
Trichomonas vaginalis, infec¢des do trato urinario e outras doengas infecciosas do
trato geniturinario feminino (KOVACHEYV, 2014; PETROVA et al., 2015).

O microbioma vaginal humano mantém uma baixa diversidade em condi¢des
de pH baixo, dependendo também da disponibilidade de acucares do hospedeiro
como fontes de carbono (OLIVER ef al., 2020). L. crispatus e L. gasseri sé&o
associados com a manutencdo de um microbioma vaginal 6timo pela produgado de
compostos bactericidas e bacteriostaticos, como acido latico (BOSKEY et al., 2001,
BOSKEY et al., 1999) e peroxido de hidrogénio (H202) (MARTIN; SUAREZ, 2010),
que mantém um pH acido. O pH vaginal mais elevado devido a uma menor
concentragéo de lactato ja foi relacionado a pacientes com VB, Chlamydia trachomatis
e CVV quando comparadas a mulheres saudaveis (CECCARANI ef al., 2019). L. iners
ja foi associado a promoc¢ao da saude vaginal, mas seu genoma também codifica a
capacidade de promover a perturbacédo da microbiota pelo aumento do pH vaginal e
producdo de fatores de viruléncia espécie-especificos (PETROVA et al., 2017,
VERSTRAELEN et al., 2009). Esta mudancga no pH vaginal e, consequentemente, das
espécies colonizadoras deste ambiente, também pode levar a problemas
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ginecologicos graves como perda gestacional, prato prematuro € menores taxas de
concepgao se nao tratadas (AMABEBE; ANUMBA, 2018).

Tanto L. crispatus quanto L. gasseri tém seu papel protetor na microbiota
vaginal amplamente comprovado. Microbiotas com predominio de L. gasseri
raramente sofrem transicao para um estado em que outras bactérias predominam,
demonstrando que L. gasseri pode conferir resisténcia a mudang¢as na microbiota
(GAJER et al., 2012). A proteina APF-2 (Fatores Promotores de Agregacao) de L.
gasseri foi identificada como um fator de inibicdo da aderéncia de T. vaginalis
(PHUKAN; BROOKS; SIMOES-BARBOSA, 2018). Também, estudos in vitro ja
demonstraram que cepas de L. gasseri produzem substéncias antimicrobicidas contra
Streptococcus agalactiae, o que tem relevancia clinica dada a associacéo de S.
agalactiae com vaginite e outras infecgdes invasivas em adultos, além de sua relacéo
com infec¢des neonatais (DE GREGORIO et al., 2014). L. crispatus tem forte efeito
inibitério sobre C. trachomatis, principalmente pela acao de secrecdo de metabalitos
(NARDINI et al., 2016). Ma et al. (2023) observaram que uma maior diversidade do
microbioma com gradual deplecéo de Lactobacillus spp, especialmente L. crispatus,
esta relacionada a uma maior gravidade de doengas cervicais. Ademais, ao
interagirem com coldnias de Neisseria gonorrhoeae, L. crispatus e L. gasseri levaram
ao aumento da adesao dos lactobacilos as coldnias de N. gonorrhoeae, diminuindo
sua adeséo as células epiteliais vaginais (VIELFORT et al., 2008).

Dentre as varias infeccbes que afetam as mulheres em idade reprodutiva
mundialmente, a VB € a mais comum e a principal causadora de corrimento vaginal
(PEEBLES et al., 2019). A VB é caracterizada por uma deplecao das espécies
protetoras de Lactobacillus spp. € um aumento na composi¢cdo polimicrobiana de
bactérias anaerdbias facultativas e estritas, como Gardnerella vaginalis, Prevotella
bivia, Fannyhassea vaginae, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis,
Mobiluncus spp. e outras espécies bacterianas associada a VB (Bacterial Vaginosis-
Associated Bacteria - BVAB) (PIROTTA; FETHERS; BRADSHAW, 2009; CENTERS
FOR DISEASES CONTROL AND PREVENTION (CDC), 2015). Sendo a disbiose
vaginal mais prevalente, 23-29% das mulheres do mundo s&o afetadas pela VB
(PEEBLES et al., 2019).

Atualmente, o tratamento da VB se baseia na administracdo de antibidticos
como metronidazol, clindamicina e tinidazol (NEAL et al., 2020). Entretanto, A VB
recorrente (VBR) é uma desvantagem quando se opta pelo tratamento convencional.
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A VBR ¢ definida pela ocorréncia de 2 ou 3 episddios de VB por ano (COOK et al.,
1992). Em geral, o tratamento da VB é eficaz, e tem uma taxa de cura de 80 a 90%
no primeiro més; contudo, uma taxa de recorréncia de 35% nos 3 primeiros meses
também é reportada (BRADSHAW et al., 2006). Em um periodo de 6 a 12 meses apos
finalizar o tratamento da VB com antimicrobianos, 50% a 80% das mulheres sofrerao
com a recorréncia do quadro (FAUGHT; REYES, 2019). Visto isso, evidencia-se a
necessidade de desenvolver estudos com enfoque em tratamentos alternativos
seguros, como probioticos e prebioticos para aliviar o sofrimento fisico e psicoldgico
das pacientes.

Apesar do predominio do Lactobacillus spp. na microbiota estar relacionado a
manutencgao da saude do ambiente vaginal, mulheres saudaveis de diferentes grupos
étnicos tém diferentes espécies caracteristicamente dominantes em seu microbioma
vaginal (RAVEL ef al., 2011). Nao obstante, muitas mulheres saudaveis e sem
sintomas de VB podem ter a microbiota vaginal dominada por microrganismos que
s&o associados a VB (MASFARI, DUERDEN; KINGHORN, 1986), o que sugere que
a taxonomia por si sO € insuficiente para predizer os desfechos, e que a atividade
microbiana, incluindo a produg¢ao metabdlica, pode oferecer uma visao mais assertiva

da funcido do microbioma.

1.1 JUSTIFICATIVA

A microbiota vaginal € caracterizada por uma baixa diversidade de espécies
microbianas e predominio de Lactobacillus spp. Mudancas na composi¢cao do
ambiente vaginal podem acarretar infecgdo por bactérias patogénicas e o
desenvolvimento de disbioses, como a vaginose bacteriana. Além disso, o tratamento
das disbioses, por vezes, pode nao ser eficaz, podendo até mesmo predispor a
recorréncia do quadro. Desta forma, torna-se relevante desenvolver terapias
alternativas que favoregam a recuperacdo e manutencdo da microbiota vaginal
saudavel, entre elas, os prebidticos. L. crispatus e L. gasseri tém seu potencial
protetor na microbiota vaginal bem estabelecido, sendo relevante o desenvolvimento
de estudos de prebidticos que fornegam a nutricdo necessaria a estas bactérias. Para
tornar possivel a aplicagao de Lactobacillus spp. em prebidticos e em outras analises

com enfoque na microbiota vaginal, € essencial compreender as condi¢des
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necessarias ao crescimento deste género e avaliar métodos de quantificagdo das
especies.

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral

e Avaliar condicoes de crescimento e métodos de quantificacao de Lactobacillus
spp.

1.2.2 Objetivos especificos

e Analisar a adequabilidade do meio LAPTg para a cultura de Lactobacillus spp.;

e Comparar as curvas de crescimento de L. crispatus e L. gasseri em LAPTg e
LAPT (depletado de glicose) utilizando método de contagem de Unidades
Formadoras de Colbnia (UFC), medida da densidade 6ptica a 540 nm (DOs40)
e afericdo do pH;

e Verificar se a diferenca de pH da cultura de Lactobacillus spp. € o pH do meio
de cultura para plagueamento influencia na contagem de UFC.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 CARACTERIZACAO DA MICROBIOTA VAGINAL

O microbioma humano inclui microrganismos, seus genomas e o ambiente
quimico ao seu redor. O termo microbiota ¢é utlizado para se referir aos
microrganismos de forma isolada (MITRA ef al., 2024). Os tipos de microrganismos
presentes dependem das condi¢cdes ambientais e do individuo e, consequentemente,
variam entre os sitios anatdomicos (RAVEL ef al., 2011). Além disso, 0os organismos
também variam entre individuos e ao longo do tempo (COSTELLO et al., 2009). O
desenvolvimento de técnicas de sequenciamento resultou em uma rapida evolugao de
pesquisas envolvendo o microbioma humano e o seu papel na saude e nas doencas.
Essas técnicas também trouxeram um novo olhar sobre a patofisiologia de doencas
que afetam os seres humanos (MITRA et al., 2024).

Além de ser passagem para o esperma, a menstruacdo e o feto, a vagina
humana e sua microbiota podem influenciar a concepg¢éo, gravidez, a forma e
momento do parto e o risco de adquirir infecgdes sexualmente transmissiveis (ISTs)
(AMABEBE; ANUMBA, 2018). Enquanto avangos nas técnicas de sequenciamento do
DNA tém demonstrado que uma alta diversidade da microbiota intestinal esta
geralmente relacionada a uma menor susceptibilidade a doencgas, o contrario tem se
demonstrado verdadeiro ao se avaliar a microbiota vaginal (RAVEL et al., 2011,
SANTIAGO et al., 2012). Quando ha aumento da diversidade da microbiota local,
eleva-se também o risco de VB e de outras disbioses bacterianas vaginais (PETROVA
et al., 2015).

A colonizagéo da vagina com os Bacillus de Doderlein, hoje conhecidos como
Lactobacillus spp., foi primeiro descrita pelo obstetra alemao Albert Doderlein, em
1892. Anteriormente, estas bactérias anaerdbias haviam sido descobertas no leite
coalhado por Scheele em 1780 e, em seguida, em humanos por Folwarczny em 1858
(DONDERS, 2007). Doderlein também descreveu as propriedades bactericidas deste
género relacionadas a produg¢ao de acido latico (BOSKEY et al., 2001). Em 1921,
Schroeder confirmou os achados de Doderlein e desenvolveu trés graus para
classificar a composicédo da microbiota vaginal, sendo eles: i) microbiota vaginal
saudavel (grau l); ii) Lactobacillus spp. parcialmente substituidos por outras bactérias
(grau Il) eiii) Lactobacillus spp. completamente substituidos por outras bactérias (grau
lIl) (DONDERS et al., 2009). Apos a realizacdo de cultura e microscopia, Thomas
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(1928) identificou os Bacillus de Doderlein como Lactobacillus acidophilus. Baseando-
se nestas descobertas, Thomas e Schroeder sugeriram que o corrimento vaginal é
associado a deficiéncia de lactobacilos.

A predominancia de alguns Lactobacillus spp. como L. crispatus, L. gasseri e
L. jensenii € uma marca da saude vaginal (RAVEL; BROTMAN, 2016). Neste estado
otimo da microbiota, os microrganismos colonizadores tém o potencial de protecéo
contra a colonizagao e infeccdo por bactérias patogénicas pela producéo de acido
latico e bioprodutos antimicrobianos, além do baixo nivel de ativagao do sistema imune
(GRAVER; WADE, 2011). A perturbacéao da predominancia de Lactobacillus spp. pode
aumentar o risco de aquisi¢ao de ISTs e de infecgbes do trato genital superior pela
ascensao de bactérias patogénicas e outras bactérias anaerdbias para este ambiente
(BRUNHAM et al., 2015).

Além da classificacéo de Schroeder, outros esfor¢os foram feitos para agrupar
ou classificar os padrboes da microbiota vaginal de acordo com as espécies
predominantes, assim como de ligar estes padrdes ou tipos de comunidades ao status
de saude vaginal. Verhelst ef al. (2005) sugeriram a existéncia de diferentes categorias
baseando-se em coloragdo de Gram, sequenciamento do rRNA 16S e cultura. De
acordo com as classes estabelecidas, nos graus la e lab L. crispatus € o Lactobacillus
spp. dominante seguido por L. jensenii; no grau |b, L. iners e L. gasseri predominam.
O grau Il representa um estado intermediario entre os graus | e lll, contando com L.
iners, L. gasseri, L. crispatus, Fannyhassea vaginae, G. vaginalis, Actinomyces neuii
e Peptoniphilus spp. O grau lll tem predominio de BVABs (G. vaginalis, Aerococcus
christensenii, F. vaginae, Bacteroides ureolyticus, Dialister sp., Mobiluncus curtisii, P.
bivia, e Varibaculum cambriense) e presenca de L. iners. Explorando técnicas de
sequenciamento, Hummelen et al. (2010) indicaram diferentes perfis de
predominancia de bactérias relacionados a uma microbiota saudavel e a VB, estes
achados foram confirmados por Ravel et al. (2011).

Para avaliar a composicdo da microbiota vaginal, Ravel ef al. (2011)
sequenciaram o gene do rRNA 16S de mulheres em idade reprodutiva. Com isso,
foram descritas 5 comunidades bacterianas, as “CSTs” (do inglés, Community State
Types), nomeadas |, Il, Ill, IV e V. O que caracteriza cada CST € a espécie de
Lactobacillus spp. predominante, onde: L. crispatus (CST I), L. gasseri (CST Il), L.
iners (CST Ill) e L. jensenii (CST V). Por outro lado, na CST IV ha uma deplecao de
Lactobacillus spp. € uma composicao polimicrobiana que conta com anaerdbios
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facultativos e estritos como G. vaginalis, Prevotella spp., F. vaginae, entre outros
(RAVEL et al., 2011). Dessa forma, tem-se atribuido a CST IV a condi¢cao de “VB
molecular’ (MUZNY et al., 2020). Detalhando a prevaléncia de cada CST em
diferentes grupos populacionais, Ravel ef al. (2011) encontraram as CSTs |, Il, IlI, IV
e Vem 26,2%, 6,3%, 34,1%, 27% e 5,3% das mulheres, respectivamente. No Brasil,
estudo da prevaléncia das CSTs indicou a CST Ill como a mais prevalente (36,5%),
seguida pela CST IV (27,4%) (MARCONI et al., 2020).

Ainda, a CST Ill é considerada uma microbiota intermediaria ou de transicao;
contando com o predominio de L. iners, ja foi sugerido que esta microbiota pode néo
ser 6tima a saude reprodutiva feminina (BROTMAN ef al., 2014). Ja foi demonstrado
gue a CST Il esta associada a mudancas para uma microbiota CST IV e vice-versa
(BROTMAN et al., 2014), sugerindo que L. iners pode oferecer uma protecéo subotima
contra a colonizag¢ao vaginal por outros organismos, entre eles, Candida sp. (NOVAK
et al., 2020). A deteccado de L. iners tanto em mulheres saudaveis quanto nas com VB,
assim como as diferencas das caracteristicas gendmicas e fenotipicas em
comparagao a outras espécies de lactobacilos (MACKLAIM et al., 2010), traz o
guestionamento do seu papel ativo no estabelecimento da disbiose assim como na

recuperacao de um quadro de disbiose (PETROVA et al., 2017).

2.2 LACTOBACILLUS SPP.

O género Lactobacillus pertence ao filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem I
Lactobacillales e familia Lactobacillaceae (IBRAHIM, 2016), e conta com mais de 200
espécies e subespécies (ZOTTA, T.; PARENTE, E.; RICCIARDI, A, 2017). Este
género é composto por microrganismos altamente heterogéneos e € o maior entre o
grupo de bactérias produtoras de acido latico (LAB - /actic acid bacteria) (IBRAHIM,
2016). Eles sao anaerdbios facultativos, gram-positivos, catalase negativos, nao-
moveis, ndo-esporulados e com morfologia de bacilo, tendo também um conteudo de
G+C de 33-55% mol (AXELSSON, 1993). Lactobacillus spp. tém variadas aplicagdes
na industria, incluindo o uso em probidticos e para a produc¢ao de acido latico (MEJIA-
GOMEZ; BALCAZAR, 2020). O &cido latico pode ser utilizado com foco em industrias
de alimentos, farmacéutica e quimica (MEJIA-GOMEZ; BALCAZAR, 2020).

A microbiota com predominio de L. crispatus (CST 1) esta associada a um
ambiente vaginal saudavel, enquanto a maior populac¢ao de L. iners (CST Ill) € mais
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propensa a disbioses vaginais (VERSTRAELEN ef al., 2009). Varios estudos
demonstraram que o efeito protetor de L. crispatus contra ISTs, VB e CVV é
intrinsecamente associado a sua capacidade de produzir acido latico e bacteriocinas
que mantém a saude vaginal (BRESHEARS et al., 2015; FUOCHI et al., 2019). Em
contrapartida, a falta de sintese de aminoacidos essenciais de L. iners faz com que
esta espécie consuma aminoacidos exogenos derivados do hospedeiro (FRANCE et
al., 2016).

Algumas cepas de lactobacilos vaginais liberam H2O2, que atua protegendo a
mucosa contra mudancgas ocasionadas por bactérias oportunistas. H>O2 é um agente
oxidante potente que consome bactérias catalase-negativas e que € apontado como
agente protetor contra a invasdo de patégenos (ANTONIO et al., 1999). Cerca de 80%
das cepas de Lactobacillus spp. de origem vaginal geram H2O2, e foi demonstrado que
95% de L. crispatus e 94% de L. jensenii produzem esta molécula (ARAOUTCHEVA
et al., 2001; ASLIM; KILIC, 2006; MATU et al., 2010).

L. crispatus tem sido associado a prote¢éo contra varios agentes de infec¢oes
vaginais, incluindo VB e CVV. Ao controlar a fungao das células epiteliais, L. crispatus
protege a barreira epitelial contra a inflamacéo e o dano (ANTON et al., 2018). Niu et
al (2017) demonstraram que esta espécie aumenta in vitro a resposta imunologica de
células VK2/EGE7, modula a liberagao de citocinas e quimiocinas e diminui a viruléncia
de C. albicans. Mulheres com a microbiota vaginal colonizada por Candida costumam
ter a microbiota com o predominio de microrganismos diferentes de L. crispatus
(OLIVER et al., 2020). Outra espécie comumente encontrada na microbiota vaginal
saudavel € L. jensenii, esta espécie libera H20-, ajudando a manter o ambiente vaginal
equilibrado e atuando na defesa contra patdgenos. L. jensenii pode ser suscetivel a
mudancas ambientais, alteracao de pH e producao de H20O», variando entre individuos
(PETROVA et al., 2015). L. gasseri tem conhecida produc¢do de acido latico e papel
de manutenc¢ao da acidez vaginal (PAGAR et al., 2024).

A colonizagao da microbiota vaginal por lactobacilos relaciona-se a distintos
padroes inflamatorios que contribuem para a distincédo das CSTs. A presenca de L.
iners nas CSTs |l e IV foi associada maiores taxas basais de fatores pré-inflamatorios
como fator de inibicdo da migracéo de macrofagos (MIF), interleucina-1a, interleucina
18 e o fator de necrose tumoral a (TNF-a), que s&o responsaveis pela ativagéo de
resposta inflamatorias na vagina (DE SETA et al., 2019). Inicialmente, a espécie foi
descrita por Falsen ef al. (1999) como bacilos gram-positivos; contudo, L. iners nem
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sempre se apresenta claramente como gram-positivo (YOSHIMURA; OGAWA,;
SAITO, 2020), e em alguns casos tem forma de cocobacilo. Esta variagdo faz com
que ele ndo seja devidamente identificado na coloragdo de Gram em todas as
ocasides em que se faz presente (DE BACKER et al., 2007). Esta ambiguidade
morfologica e de coloragdo deve ser considerada, visto que algumas analises
diagnosticas da microbiota vaginal dependem destas caracteristicas. O escore de
Nugent, por exemplo, € baseado no método de Gram e na identificagdo dos
lactobacilos como presumidamente bacilos gram-positivos (NUGENT; KROHN;
HILLIER, 1991).

2.3 pH E GLICOGENIO

Devido a capacidade de Lactobacillus spp. de produzir acido latico, a
colonizagédo da mucosa vaginal com estes microrganismos ajuda a manter um pH
baixo, que pode chegar a 3,5 (RAVEL et al., 2011; O'HANLON et al., 2013). Aléem do
pH baixo, Lactobacillus spp. protegem a vagina e promovem a saude vaginal pela
producdo de outros fatores como H20O», bacteriocinas e biossurfactantes, além de
adesinas que permitem que estas bactérias eliminem outras por competicao
(AMABEBE; ANUMBA, 2018; PETROVA ef al., 2015). Lactobacillus spp. possuem
mecanismos de defesa contra a queda do pH intracelular, envolvendo a fluidez da
membrana, adaptagdo metabdlica (metabolismo de aminoacidos livres) e expressao
de proteinas induzidas pelo estresse (WU; HUANG; ZHOU, 2014).

O glicogénio € uma molécula que consiste em cadeias a e 3 com cerca de 13
residuos de glicose cada. Essas cadeias sao ligadas em fileiras consistindo em cerca
de 53.000 residuos de glicose para formar uma molécula de glicogénio (DENG ef al.,
2016). O estrogénio € um fator do hospedeiro essencial a manutengdo do microbioma
vaginal. Ele promove o0 espessamento do epitélio vaginal e a geragao de glicogénio
intracelular (HICKEY et al., 2012). Com a puberdade, o aumento dos niveis de
estrogénio promove a maturacédo, proliferacéo e deposito de glicogénio nas células
epiteliais cervicais e vaginais (Figura 1) (ANDERSON; MARATHE; PUDNEY, 2014;
FARAGE; MAIBACH, 2005). A medida que os niveis de estrogénio aumentam, o pH
do trato genital feminino é acidificado e a microbiota vaginal se torna mais estavel e
mais propensa ao predominio de Lactobacillus spp. (KAUR et al., 2020; FARAGE;
MAIBACH, 2005; FARAGE; MILLER; SOBEL, 2010) (Figura 1). O glicogénio é
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convertido em glicose, que entdo € metabolizada em condi¢des anaerdbicas para
produzir energia, um processo que eventualmente produz acido latico (AMABEBE;
ANUMBA, 2018). A metabolizagdo do glicogénio extracelular assim como a
fermentagao da glicose produz acido latico, o que diminui o pH do ambiente vaginal e
previne a superpopulacéo de BVABs (O'HANLON et al., 2013) (Figura 2).

FIGURA 1- COMPOSICAO DO MICROBIOMA VAGIANAL NA INFANCIA, PRE-PUBERDADE,
PUBERDADE E MENOPAUSA
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FONTE: Modificada de PAGAR et al. (2024)
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FIGURA 2 — SINTESE DE ACIDO LATICO A PARTIR DA QUEBRA DO GLICOGENIO
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2.4 METABOLISMO DAS BACTERIAS PRODUTORAS DE ACIDO LATICO

O grupo das bactérias LAB inclui organismos ambientais, membros da
microbiota de plantas, comensais humanos e animais e organismos patogénicos
oportunistas ou obrigatérios (HOLZAPFEL; WOOD, 2014). Atualmente, bactérias
produtoras de acido latico (LAB) sdo definidas como bactérias ndo-esporuladas,
anaerobias, mas aerotolerantes e gram-positivas que fermentam uma variedade de
acucares ao produto final acido latico (HOLZAPFEL; WOOD, 2014).
Filogeneticamente, apenas bactérias da ordem Lactobacillales sao LAB, apesar de
organismos de outros géneros terem caracteristicas fisioldgicas semelhantes
(HOLZAPFEL; WOOD, 2014). As LAB s&o classificadas em trés grupos:
homofermentadoras obrigatorias, heterofermentadoras obrigatorias e
heterofermentadoras facultativos (GANZLE, 2015). De forma geral, o ATP é gerado
pela oxidacdo do acucar a piruvato. O piruvato entdo precisa ser reduzido para
remover os elétrons e ser balanceado; a reducgéo do piruvato gera acido latico (SAUER
et al., 2017).

Nas LAB fermentadoras de glicose pela via de Emden-Meyerhoff-Parnas
(EMP), o piruvato é o principal ponto de ramificagdo do metabolismo e a frutose é
exclusivamente utilizada como fonte de carbono (AXELSSON, 1993). Ao diferenciar
Lactobacillus spp. entre heterofermentativos obrigatérios e facultativos, os
facultativos, em condigbes em que ha limitagao da disposi¢céo de glicose, fermentam
hexoses a acido latico, acido acético, etanol e acido formico, além de também
degradarem pentoses (IBRAHIM, 2016). Os heterofermentativos obrigatorios
fermentam hexoses a acido latico, CO2, acido acético e/ou etanol pela via 6-
fosfogluconato (IBRAHIM, 2016). Lactobacilos homofermentativos produzem
exclusivamente acido latico como o produto final do metabolismo de hexose pela via
EMP (MEJIA-GOMEZ, BALCAZAR, 2020). Tanto L. crispatus quanto L. gasseri sdo
homofermentativos (CHANG et al., 2001; ZUNAR et al., 2020).
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2.5 CONDIGCOES DE CRESCIMENTO E MEIOS DE CULTURA PARA
LACTOBACILLUS SPP.

Os lactobacilos sao caracterizados pelas altas exigéncias nutricionais, devido
a sua baixa habilidade de sintetizar aminoacidos e vitaminas do complexo B (WANG
et al., 2019). Sendo assim, estas espécies necessitam ser cultivadas em meios
enriquecidos, que incluam carboidratos fermentaveis, fontes de aminoacidos e acidos
nucleicos, vitaminas do complexo B e outros minerais (PALLIN et al., 2016). Para a
cultura de LAB em laboratorio, extrato de levedura ou de carne sdo comumente
utilizados como fonte de nitrogénio, porém, estes compostos elevam os custos do
MRS (HAYEK et al., 2019), meio mais utilizado para a cultura de Lacfobacillus spp. O
crescimento deste género também pode ser influenciado por fatores como
temperatura, pH, concentracdo de oxigénio ou atividade de agua (SLIZEWSKA;
CHLEBICZ-WOJCIK, 2020). Considera-se 30 a 40 °C e 5,5 a 6,2 como temperaturas
e pH o6timos para o crescimento de Lactobacillus spp., mas algumas espécies podem
crescer entre 2 a 53 °C e em pH entre 4,5 e 6,5 (SLIZEWSKA; CHLEBICZ-WOJCIK,
2020). Alem dos fatores mencionados, a composicdo do meio de cultura e as
condic¢oes de crescimento podem influenciar a cinética do crescimento e a durac¢ao da
fase lag de Lactobacillus spp. (BERTRAND, 2019).

Até 1960, os meios de cultura mais utilizados para Lactobacillus spp. eram 0s
meios de Briggs (1953) e de Cox; Briggs (1954), entretanto, varias cepas deste género
nao apresentavam crescimento adequado nestes meios (DE MAN; ROGOSA;
SHARPE, 1960). Estes meios também possuiam suco de tomate em sua composicao,
elemento de preparo variavel e inconveniente. Desta forma, De Man; Rogosa e Sharpe
(1960) buscaram por um novo meio de cultura para Lactobacillus spp. que permitisse
0 crescimento de uma gama maior de espécies e que nao levasse suco de tomate em
sua formulacdo. Desta forma, chegou-se a composic¢ao (por litro): peptona, 10 g; Lab-
Lemco, 10 g; extrato de levedura, 5 g; glicose, 20 g; mono-oleato de polioxietileno
sorbitano (Tween 80), 1 ml; fosfato dipotassico (K2HPOas), 2 g; acetato de sodio
trildratado (CH3COONa.3H:20), 5 g; citrato de triamonio
(HOC(CO2NH4)(CH2CO2NH4)2), 2 g; sulfato de magnésio heptahidratado
(MgS04.7H20), 200 mg; sulfato de manganés tetrahidratado (MnS04.4H20), 50 mg.
Recomendou-se o preparo em pH 6,2 a 6,5 e a esterilizagdo por 15 min a 120 °C (DE
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MAN; ROGOSA; SHARPE, 1960). Hoje, o MRS é comumente utilizado para a cultura
de Lactobacillus spp.

Outro meio de cultura aplicavel a Lactobacillus spp. € o LAPTg. Em 1983,
Pavlova et al. (1983) utilizaram este meio para comparar alteragdes da ultraestrutura
de Lactobacillus spp. cultivados em MRS e em LAPTg; o crescimento em agar de
ambos os meios gerou o0 mesmo numero de UFC. Na ocasiao, a composigao utilizada
foi: peptona 1,5%, triptona 1%, extrato de levedura 1%, glicose 1% e Tween 80 0,1%;
preparo em pH final 6,2 (PAVLOVA ef al., 1983). Em relagéo a outros estudos que
envolveram Lactobacillus spp. e o uso de LAPTg, também ja foi analisada a producéao
de perdxido de hidrogénio (TOMAS et al., 2003) e testes de susceptibilidade a
antimicrobianos (OCANA; SILVA; NADER-MACIAS, 2006), por exemplo. Nos estudos
de Tomas ef al. (2003) e de Ocainia; Silva e Nader-Macias (2006), o uso de LAPTg foi
comparavel ao de MRS.

Um elemento de destaque da composi¢cdo do LAPTg € a peptona proteose
n°3, que fornece varios beneficios nutricionais as bactérias anaerdbias fastidiosas,
como nitrogénio, carbono, aminoacidos e outros fatores essenciais ao crescimento
(ROSCA; CASTRO; CERCA, 2020). Apesar da composi¢cdo semelhante, ainda nao
existem trabalhos que comparem diferentes medidas de crescimento (contagem de

UFC, DO e pH) de Lactobacillus spp. entre estes meios.

2.6 VAGINOSE BACTERIANA, CANDIDIASE VULVOVAGINAL E VAGINITE
AEROBICA

A VB ¢ identificada como uma disbiose vaginal polimicrobiana grave, em que
ha uma diminuicdo ou desaparecimento dos considerados Lactobacillus spp.
“saudaveis” e um crescimento excessivo de varias espécies anaerodbias estritas ou
facultativas (FREDRICKS; FIEDLER; MARRAZZO, 2005; MUZNY et al., 2018). Nesta
condigao clinica ha presenca de corrimento vaginal e odor desagradavel de peixe; a
queixa mais comum entre as pacientes é a coceira na regido perianal (KHEDKAR,;
PAJAI, 2022). No Brasil, a prevaléncia da VB ¢é de cerca 27% (MARCONI et al., 2020).
Também sendo comum entre gestantes, a prevaléncia varia de 12% a 49% neste
grupo (PEEBLES et al.,, 2019). Entretanto, em popula¢gdes em alto risco para a
aquisicao de ISTs esta taxa pode chegar a 70% (SCHWEBKE; DESMOND, 2005). Em

estudo baseado apenas no diagnostico clinico, a prevaléncia da VB foi de 4% entre
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mulheres em idade universitaria, enquanto 61% das frequentadoras de uma clinica de
ISTs apresentaram esta disbiose (MEAD, 1993).

Detalhando a patogénese da VB, Muzny et al. (2019) trouxeram um modelo
conceitual do desenvolvimento desta disbiose. Quando ocorre a exposicao sexual a
cepas virulentas de G. vaginalis, Lactobacillus spp. presentes na mucosa vaginal
saudavel sdo substituidas por outras bactérias anaerdbias, como P. bivia e F. vaginae.
O biofilme polimicrobiano formado, que origina as “clue cells” (SWIDSINKSKI, et al.,
2005) é capaz de resistir a H2O2 e acido latico secretados por Lactobacillus spp.,
tornando-o dificil de ser “quebrado”. Realizando a protedlise, G. vaginalis produz
aminoacidos que favorecem o crescimento de P. bivia, que passa a produzir amonia
e estimular a propagacgao de G. vaginalis; desta forma, ha um sinergismo entre as
espécies (MUZNY et al., 2019) (Figura 3).

FIGURA 3 - MODELO DO DESENVOLVIMENTO DO BIOFILME POLIMICROBIANO NA
VAGINOSE BACTERIANA
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FONTE: Modificada de SOUSA; PEREIRA; CERCA (2023)

Assim, como G. vaginalis, P. bivia também ¢é produtora de sialidase
(ROBINSON et al., 2019). Esta enzima é capaz de degradar a camada de muco
presente sobre as células epiteliais, aumentando a susceptibilidade a adesao de
outras bactérias. Entre as bactérias anaerdbias estritas que passam a se aderir a este
epitélio, esta F. vaginae. Apesar de mulheres com G. vaginalis e F. vaginae
apresentarem maiores taxas de recorréncia de VB, nem todas as mulheres com VB
recorrente apresentam F. vaginae (BRADSHAW et al., 2006).

Apesar da vaginite aerobia (VA) e a VB possuirem caracteristicas semelhantes,
como a deplegao de Lactobacillus spp., 0 aumento do conteudo vaginal (com odor de
peixe na VB e, em casos severos de VA, de podridao) e aumento do pH (mais
acentuado na VA) (DONDERS et al., 2017), a VA difere em alguns aspectos. Na VA
ha aumento de cocos gram-positivos, como Sireptococcus agalactiae e gram-
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negativos, especialmente E. coli (DONDERS et al., 2002; KUEBRICH et al., 2004). Do
ponto de vista clinico, além da basificacédo do pH e do odor fétido associado, na VA
ha presenca de leucocitos toxicos e células parabasais, secre¢do amarelada,
vermelhidao, coceira, queimacgao e dispareunia (DONDERS et al., 2002; KUEBRICH
et al., 2004; DONDERS et al., 2007). Um dos antibiéticos mais importantes utilizados
no tratamento da VA € a fluoroquinolona ciprofloxacina, capaz de manter estavel a
microbiota “boa” em relagao a patogénica (TEMPERA et al., 2006; TEMPERA et al.,
2009; TEMPERA; FURNERI, 2010).

A CVV é uma infec¢ao causada por cepas do género Candida. Mais de 20%
das mulheres saudaveis, assintomaticas e n&o-gestantes durante uma visita
ginecologica mostraram o trato vaginal colonizado por Candida ssp., e C. albicans foi
a espécies isolada com maior frequéncia (cerca de 68,3%) (BAUTERS et al., 2002),
seguida por C. glabrata (ACHKNAR; FRIES, 2010). O aumento da incidéncia da
candidiase ¢ atribuido a fatores como o uso excessivo de antibidticos e contraceptivos
orais, assim como a tratamentos terapéuticos inadequados (SOBEL, 1985).

E bem estabelecido que apds dias ou semanas do tratamento com
antimicrobianos de um episodio sintomatico de VB é comum o desenvolvimento da
CVV, sendo ambas as infec¢gdes vaginais mais comuns (SOBEL; VAMPATI, 2024). A
explicagdo aceita é de que os agentes antibacterianos impactam na microbiota ja
alterada pela VB e removem bactérias residuais que funcionam como “barreiras’,
facilitando a proliferacdo de leveduras no ambiente vaginal e levando a CVV
sintomatica (SOBEL; VEMPATI, 2024). Em estudo com mulheres argentinas com CVV
recorrente, uma associacdo com a VB foi encontrada em 35% dos casos e uma
microbiota vaginal intermediaria caracterizava outras 33% das mulheres
(ARECHAVALA et al, 2021). Porém, o desenvolvimento da CVV de forma
subsequente ao tratamento da VB € complexo, e se relaciona as mudanc¢as no
microbioma, incluindo uma alta colonizacado por Candida spp. anterior ao tratamento
com antibioticos e uma perda de Lactobacillus spp. (SOBEL; VEMPATI, 2024).

Desta forma, a patogénese de VB, VA e CVV esta relacionadaa a deplecéo de
Lactobacillus spp. componentes da vagina (FUOCHI ef al., 2019). A reducgéo destes
microrganismos interfere na saude vaginal pela redugédo da producao de elementos
protetores por eles sintetizados, tornando a microbiota vaginal mais suscetivel ao
estabelecimento de infec¢des (FUOCHI ef al., 2019).
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2.7 DESAFIOS PARA O TRATAMENTO DAS INFECCOES VAGINAIS

Para o tratamento das infecgbes vaginais bacterianas, o Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) recomenda agentes antimicrobianos como
metronidazol, tinidazol, secnidazol e clindamicina, que atuam sobre a sintese de DNA
bacteriano (REITER; SPADT, 2019; VERSTRAELEN; SWIDSINSKI, 2019; CDC,
2021). Entretanto, o metronidazol, primeira droga de escolha, tem diversos efeitos
colaterais associados, como problemas gastrointestinais, nausea e vomito (PAGAR et
al., 2024). Nao obstante, biofilmes bacterianos, presentes em varias infecgdes
vaginais, podem sobreviver ao tratamento com estas drogas (HAY, 2017; JUNG et al.,
2017). Estes biofilmes s&o tolerantes a terapia antimicrobiana e as defesas do
hospedeiro devido a sua multicelularidade intrinseca. Os microrganismos presentes
no biofilme atuam de maneira sinergética para proteger o biofilme da acéao
antimicrobiana (SOTO, 2013; STEWART; COSTERTON, 2001).

A penetracdo dos antimicrobianos € impedida pela producido de substancias
poliméricas extracelulares (ESPs) pelas bactérias formadoras do biofilme (ORTEGA-
PENA; HERNANDEZ-ZAMORA, 2018). Outros mecanismos de resisténcia desta
estrutura envolvem uma penetracao insuficiente das células imunes dentro da matriz
do biofilme, alteracdes fenotipicas das células do biofilme (semelhante a formacéao de
esporos), a criagao de bombas de efluxo que removem solutos, como os antibioticos,
para fora das células, assim como as “células persistentes’, que sao fracoes
microscopicas de bactérias que podem tolerar dosagens destas drogas muito maiores
do que a concentragdo inibitéria minima (MATHE; VAN DIJCK, 2013; MUZNY;
SCHWEBKE. 2015). Estes mecanismos e outros em conjunto sao responsaveis pela
falha na terapia antimicrobiana. De forma importante, os agentes antimicrobianos
também exercem efeitos adversos na saude da microbiota vaginal resultando em
disbiose, o que é associado as altas taxas de recorréncia das infecgbes vaginais
(CASTRO; CERCA, 2015).

2.8 PROBIOTICOS, PREBIOTICOS

Em situagdes em que ocorrem mudangas na microbiota ocasionada pelas
disbioses vaginais e pelo tratamento subsequente, o uso de probioticos,

microrganismos vivos que, quando administrados em quantidade adequada,
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promovem beneficios a saude do hospedeiro (WHO, 2001), como suplementos ou
ainda na forma vaginal, tem sido explorado como uma terapia substituta. Varios
trabalhos ja demonstraram que os probidticos estimulam a recuperagao da microbiota
nativa do hospedeiro apds a terapia antimicrobiana (JOHHNSTON et al., 2006). L.
rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 foram os primeiros probidticos aplicados a saude
vaginal (CHAN et al., 1984; REID et al., 1987). Lactobacillus e Bifidobacterium,
géneros frequentemente empregados em forma de probiodticos, apresentam
componentes de superficie que interagem com o0 muco, como o acido lipoteicdico
(LTA), proteinas associadas a camada superficial (SLAPs) e proteinas ligadoras de
mucina (Mubs) que permitem uma ligagdo preferencial destas bactérias ao muco,
induzindo a formacgéo de biofilme (LEBEER et al., 2010). Os fatores e mecanismos de
adesdo e agregacdo foram estudados para varias espécies de LAB (VELEZ et al.,
2007; SENGUPTA et al., 2013), e as proteinas de superficie, como as SLAPs e SLAP-
like, conhecidas como fatores promotores de agregacédo (APF), sdo envolvidas na
adesdo e agregacao das LAB (HYNONEN; PALVA, 2013). SLAPs ja foram reportadas
em L. crispatus, e APF sao conhecidas como proteinas secretadas que causam a
autoagregacdo de L. gasseri e de outras espécies (BORIS; SUAREZ, BARBES, 1997).
Ao avaliar a associagao da agregacao de L. brevis com a diminuigdo do pH pela
fermentacdo da glicose, Saito et al. (2019) encontraram que a agregacido desta
espécie acontece pelo descolamento parcial de SLAP causada pela queda do pH em
decorréncia da fermentacao; este fendmeno foi tido como uma resposta de
autoagregacao em resposta a mudangas no ambiente. A formacado de um biofilme
complexo por estas bactérias probioticas cria um ambiente hostil aos patdégenos,
restringindo sua entrada e adesé&o as células epiteliais (PAGAR ef al., 2024).
Probioticos com Lactobacillus spp. podem ser benéficos no manejo da VB ao
prevenir a VB recorrente pela recoloniza¢ao da microbiota vaginal (ABBE; MITCHELL,
2023). O mecanismo de ag¢ao dos probidticos orais, os mais utilizados, permanece
desconhecido, mas €& proposto que eles sejam capazes de enriquecer a microbiota
vaginal pelo trato gastrointestinal (ABBE; MITCHELL, 2023). Um ensaio clinico
randomizado demonstrou que pessoas com VB utilizando probidticos orais tiveram
uma maior recoloniza¢ao da microbiota vaginal por Lactobacillus spp. apos 6 semanas
do que as que estavam no grupo placebo (61% vs. 27%) (VUJIC et al., 2013).
Entretanto, o que se sugere € que os probidticos orais trariam beneficios quando
combinados aos antibioticos (SENOK et al., 2009). Ao se comparar os efeitos do
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tratamento com antibidticos em relagédo ao tratamento com probidticos vaginais, o
grupo tratado com probioticos teve uma maior taxa de cura em 30 dias do que o grupo
tratado com antibioticos (96% vs. 70%), e o primeiro grupo também apresentou menor
taxa de recorréncia da VB (LING et al., 2012).

Prebioticos fornecem nutricdo as bactérias benéficas da microbiota vaginal,
especialmente, a Lactobacillus spp. (ROUSSEAU ef al., 2005), também tendo papel
de preservar a saude do ambiente vaginal ao promover o crescimento destas
bactérias. Prebidticos sao fibras insoluveis que incluem oligossacarideos, -glucanos,
frutooligossacarideos (FOS), galactooligossacarideos (GOS) e inulina (PANJIAR et
al., 2017; RODRIGUEZ-PASTEN et al., 2022B; YADAV et al., 2019). Eles também
podem reforcar o sistema imune no trato vaginal ao estimular componentes imunes,
incluindo citocinas e peptideos antimicrobianos que ajudam a prevenir infecgdes e que
mantém a saude vaginal (GIORDANI et al., 2023).

Prebioticos sao fermentaveis pelos lactobacilos e produzem acidos graxos de
cadeia curta como o acido latico, criando um ambiente acido que inibe patégenos
(PARVEZ et al., 2006). Considerando o pH vaginal acido, os prebioticos de uso topico
devem ser resistentes a condigdes acidas e manter a sua integridade e propriedades
mesmo em ambiente acido (DAVANI-DAVARI et al., 2019). Para avaliar as
caracteristicas prebioticas de oligossacarideos variados, incluindo dois FOS e dois
glicooligossacarideos, foram avaliadas cepas de L. crispatus, L. jensenii e
Lactobacillus vaginalis. O estudo avaliou o potencial dos oligossacarideos em
estimular o crescimento das cepas probidticas. Encontrou-se que dois
oligossacarideos (FOS Actillights e a -1,6/a-1,4 GOS) foram consumidos cerca de
80% pelos lactobacilos, enquanto cepas patogénicas como G. vaginalis, E. coli e C.
albicans nao hidrolizaram os oligossacarideos de forma efetiva (ROUSSEAU et al.,
2005). As cepas de Lactobacillus spp. selecionadas foram capazes de crescer,
reduzindo o pH e aumentando niveis de lactato apds 48h de incubacédo (ROUSSEAU
et al., 2005). Entre as analises comumente utilizadas para a avaliagcao de potenciais
prebioticos, estdo os métodos de contagem de UFC e de afericdo do pH
(normalmente, aplicado para o acompanhamento da fermentagao realizada por
Lactobacillus spp.) (RANA et al., 2024; SERTOVIC et al., 2019).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CEPAS DE REFERENCIA, MEIOS DE CULTURA E CONDIGCOES DE
CRESCIMENTO

Foram estudadas as seguintes cepas da American Typing Culture Collection
(ATCC): Lactobacillus crispatus (ATCC 33820) e Lactobacillus gasseri (ATCC 33323).
As bactérias foram cultivadas em dois meios de cultura: (i) Man-Rogosa-Sharpe
(MRS) (Difco, Detroit, MI, Estados Unidos): peptona proteose 1%, extrato de carne
1%, extrato de levedura 0,5%, dextrose 2%, polissorbato 80 0,1%, citrato de ambnio
0,2%, acetato de sodio 0,5%, sulfato de magnésio 0,01%, sulfato de manganés
0,005% e fosfato dipotassico 0,2%; (ii) LAPTg (preparo in-house). peptona proteose
n°3 1,5%, triptona 1%, extrato de levedura 1%, glicose 1% e Tween 80 0,1%. As
bactérias foram incubadas em jarra com uso de saché gerador de anaerobiose
(GasPak, BD) a 37 °C. Apenas cepas de referéncia de bactérias foram utilizadas neste

estudo, dispensando a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa.

3.2 AVALIAGAO DO MEIO LAPTg

Para verificar a adequabilidade do uso de LAPTg para cultura de Lactobacillus
spp., foi realizada a comparacao da cultura de L. crispatus e L. gasseriem MRS, meio
comumente utilizado para a cultura destas espécies (DE MAN; ROGOSA; SHARPE,
1960) e LAPTg, ambos em pH final 6,5. Para tanto, partiu-se de cultura de 24 h (placa
MRS para inéculo MRS e placa LAPTg para in6culo LAPTQ) para a preparagao de
inéculo a 0,5 na escala de McFarland. Apds isso, 100 uL do crescimento bacteriano
foram submetidos a diluigdo seriada em volume total de 1000 uL (10" a 10%) em
solugao salina estéril. 100 uL das diluigdes 10 a 10 foram dispostas em meio solido
e plaqueadas em triplicata utilizando algas em “L”. Houve contagem do numero de
UFC apds incubacao das placas em anaerobiose por 24 h a 35 °C.
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3.3 ANALISE DA RELAGCAO ENTRE DIFERENTES MEDIDAS PARA O
CRESCIMENTO DE LACTOBACILLUS spp.

A obtencgao da curva de crescimento de L. crispatus e L. gasseri em LAPTg e
LAPT (depletado de glicose) também foi realizada. Para a preparacéo do inéculo, uma
colonia (obtida em placa de LAPTg incubada em anaerobiose por 24 h) de cada cepa
foi transferida para 5 mL de caldo de cada meio (sempre na formulag¢ao acrescida de
glicose e no pH original 6,5) e incubada em anaerobiose a 35° C por 18 h (Figura 4).
MRS ¢é convencionalmente utilizado para a cultura de Lactobacillus spp., por isso foi
utilizado como um controle em relacéo ao LAPTg.

A curva contou com os pontos de 0 h, 8 h, 12 h e 24 h. Foram adicionados 100
uL deindculo a um tubo teste (TT) com volume de 5mL de cada meio (LAPT e LAPTg);
os tubos testes foram incubados em anaerobiose a 35° C por 24 h. Em cada ponto da
curva, foram analisados em triplicata: contagem de colbnias, pH do TT e DOs40. Para
a contagem, 100 pL da suspenséo do TT foram submetidos a diluigdo seriada em
volume total de 1000 uL (10! a 10°®); as diluicdes 102 a 10 foram plagueadas nos
meios de interesse.

Para a leitura da DOs40, 100 yL do TT foram depositados em placas de 96
pocos; para se obter os dados da DOsao, utilizou-se leitor de microplacas LMR FLEX
UV-VIS i (Loccus, BR). Para verificar o pH do TT, fitas de pH (Macherey-Nagel, GE)
na escala 3,6 - 6,1 (graduagao 0,5) foram utilizadas.

FIGURA 4 — PROCEDIMENTOS REALIZADOS PARA A COMPARAGAO DO MEIO LAPTg NAS
VERSOES DEPLETADAS DE GLICOSE (LAPT) E CONVENCIONAL (LAPTQ)
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3.4 TESTE DA UTILIZACAO DE MEIOS DE CULTURA ACIDIFICADOS PARA
PLAQUEAMENTO

A fim de avaliar o efeito da acidificacdo do meio sdlido (em que ha
plagueamento) em comparag¢ao ao TT sobre o crescimento de L. crispatus e L.
gasseri, LAPTg teve duas variagdes de pH analisadas: LAPTg a pH 6,5 (pH original)
e a pH 5,5. Nos pontos O h, 8 h, 12 h e 24 h, aliquotas de 100 pL do TT foram
submetidas a diluicdo seriada de 10" a 105 100 uL das diluigbes 102 a 10 foram
espalhadas em placas de LAPTg pH 6,5 e LAPTg pH 5,5 (Figura 5). Em cada ponto
também foi aferido o pH e realizada a leitura de DOs4o.

FIGURA 5 — PROCEDIMENTOS REALIZADOS PARA A COMPARAGAO ENTRE LAPTg EM pH
ORIGINAL E EM pH ACIDIFICADO
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FONTE: O AUTOR (2024)

3.5 ANALISE ESTATISTICA

As analises foram feitas com o auxilio do software GraphPad Prism (GraphPad
versao 10, GraphPad Software LLC, La Jolla, CA). O teste-t ndo pareado foi utilizado
para comparar o numero de UFC em MRS e em LAPTg. Para avaliar, tanto para L.
crispatus quanto para L. gasseri, a variagdo do numero de UFC/mL entre LAPTg e
LAPT e os valores de pH dos meios de cultura, utilizou-se analise de variancia
(ANOVA). Também foi utilizado ANOVA a fim de comparar a contagem de coldnias de
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L. crispatus e L. gasseriem LAPTg 6,5 e LAPTg 5,5. Em todas as analises adotou-se
p < 0,05 como significativo.
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4 RESULTADOS
4.1 AVALIACAO DO MEIO LAPTg

Para confirmar a adequabilidade da substituicdo do MRS pelo meio LAPTg,
realizamos uma comparacao inicial entre tais meios na recuperacao das cepas de L.
crispatus e L. gasseri a partir de plagueamento realizado em triplicata. Nao houve
diferenga estatistica (p = 0.847) entre o numero de UFC/mL recuperadas em MRS
(3,8x10°% + 4,6x10%) e em LAPTg (3,5x10° + 1,5x10°). Com isso, asseguramos que as
cepas de Lactobacillus spp. incluidas no estudo apresentam crescimento adequado
em LAPTg.

4.2 ANALISE DA RELAGCAO ENTRE DIFERENTES MEDIDAS PARA O
CRESCIMENTO DE LACTOBACILLUS spp.

Foram realizadas culturas para obtencdo da curva de crescimento de L.
crispatus e L. gasseri em LAPTg e LAPT (depletado de glicose) para obteng¢ao do
crescimento basal das cepas e comparagao com o crescimento ideal na presenca de
glicose. A fase estacionaria do crescimento foi observada entre 12 e 24 h. Conforme
as curvas de crescimento representadas na Figura 6a, ndo houve variagao no numero

de UFC/mL entre os meios de cultura LAPTg e LAPT para L. crispatus (p = 0,63).

FIGURA 6 — COMPARAGAO ENTRE L. crispatus E L. gasseri CULTIVADOS EM LAPTg E LAPT
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Ja a analise da curva de crescimento de L. gasseri demonstrou que nao houve
diferenga significativa entre o0 numero de UFC/mL recuperado em LAPTg e em LAPT
(p = 0,16) (Figura 7). Tais dados baseados em numero de UFC/mL nao estdo de
acordo com as curvas de crescimento baseadas na leitura de DO das culturas (Figura
6b), visto que os dados da leitura de DO demonstraram que o crescimento bacteriano
foi estatisticamente superior no meio LAPTQ tanto para L. crispatus (p = 0,002) quanto
para L. gasseri (p < 0,0001).

Considerando que a produgéo de acido latico € realizada por Lactobacillus spp.
a partir da glicose, foram aferidos os valores de pH dos meios de cultura para obtengéo
de uma curva baseada nos diferentes momentos da afericdo. Conforme observado na
Figura 6c¢, os valores de pH foram significativamente menores para L. crispatus (p <
0,0001) e de L. gasseri (p < 0,0001) quando cultivados em LAPTg, em comparacao

ao crescimento em LAPT.

FIGURA 7 - CRESCIMENTO DAS DILUICOES 10, 10* e 10 DE L. gasseri EM PLACA DE LAPTg
E LAPT

FONTE: O AUTOR (2024)
Nota: Placas referentes ao crescimento apds 24h de incubagao.
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4.3 TESTE DA UTILIZAGAO DE MEIOS DE CULTURA ACIDIFICADOS PARA
PLAQUEAMENTO

Para testar se a diferenca entre o pH da cultura de Lactobacillus spp. € o pH do
meio utilizado para plagueamento das diluicées seriadas influencia na contagem de
UFC, foram realizadas culturas de L. crispatus e L. gasseri em caldo LAPTg e LAPTg
acidificado em pH 5,5. Conforme observado na Figura 8a, néo houve diferenca
estatistica entre a contagem de colbnias de L. crispatus entre placas com LAPTg e
LAPTg 5,5 (p = 0,385). Achado semelhante pode ser observado na Figura 8b para L.
gasseri, cuja contagem de UFC n&o diferiu entre os meios (p = 0,607).

FIGURA 8 - NUMERO DE UFC/mL EM LAPTg EM pH 6,5 E 5,5
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5 DISCUSSAO

Lactobacillus spp. dependem de fontes exdgenas de aminoacidos, precursores
de 4acido nucleicos e vitaminas para seu crescimento, sendo considerados
microrganismos fastidiosos (SAUER et al., 2017). Tradicionalmente, o meio de cultura
utilizado para o cultivo de Lactobacillus spp. € o MRS (DE MAN; ROGOSA; SHARPE,
1960). No presente trabalho, foi demonstrado que o meio LAPTg também pode ser
aplicado para a cultura de Lactobacillus spp. sem prejuizo ao seu crescimento. Em
sua composicao, além da peptona proteose, fonte de elementos nutricionais para
Lactobacillus spp., o MRS possui extrato de levedura, que contém vitaminas e
aminoacidos que sao elementos-chave no metabolismo de Lactobacillus spp. (DE
MAN; ROGOSA; SHARPE, 1960). O meio LAPTg conta com uma formulagcdo mais
simples do que o MRS, tornando-o mais acessivel ao preparo. Contudo, apesar de
conter menos componentes em sua formulagao, possui concentracdes semelhantes
de compostos em comum (peptona, extrato de levedura, glicose) (PAVLOVA et al.,
1983), demonstrando sua composi¢ao equivalente e, com base nos dados obtidos,
aplicacao para a cultura de Lactobacillus spp. Ambos os meios também tém preparo
a pH semelhante (entre 6,2 e 6,5). Considerando os fatores acima mencionado, o
preparo de LAPTg €& simplificado em metodologia e tempo de preparo, quando
preparado in-house, além de ser econdmico em relagao ao MRS.

De acordo com a leitura da DOs40 de L. crispatus e L. gasseri em LAPTg e
LAPT, houve maior crescimento bacteriano no meio acrescido de glicose. Também é
importante considerar que dados de pH mostraram uma maior acidificacdo apds
crescimento em LAPTg em relagdo a LAPT. Desta forma, € possivel atestar que ha
maior crescimento bacteriano em meio de cultura formulado com glicose. Este fato
pode ser relacionado a formacao de acido latico que € realizada durante a
fermentacao deste agucar (TACHEDJIAN et al., 2017). Quanto a formulacdo dos
meios utilizados, LAPTg possui 1% do agucar, a metade em comparagao ao MRS,
gue contém 2%.

O trabalho de Yoshimura; Ogawa e Saito (2020) avaliou caracteristicas in vitro
de cepas de Lactobacillus spp. vaginais, incluindo L. gasseri e L. crispatus. Baseando-
se em dados de DOsgo, foram geradas curvas de crescimento das espécies
analisadas. Quando avaliado o crescimento em meio MRS preparado em pH 6,0,

houve crescimento acelerado com 3 h de incubagao e a fase estacionaria comecou
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em cerca de 12 h (YOSHIMURA; OGAWA; SAITO, 2020). No presente trabalho, a
fase estacionaria do crescimento foi observada entre 12 h e 24 h. Yoshimura; Ogawa
e Saito (2020) também demonstraram que as espécies de lactobacilos diminuiram o
pH do meio até pH por volta de 3,0 (YOSHIMURA; OGAWA; SAITO, 2020); na
presente analise, o menor pH observado por meio das fitas de pH foi 3,6 (limite de
leitura da fita de pH utilizada), e a acidificagado mais acentuada aconteceu a partir das
12 h de incubacgao.

A curva de crescimento de L. crispatus e L. gasseri foi obtida com sucesso ao
se basear apenas nas medidas de DOsao € afericdo de pH; o mesmo ndo aconteceu
utilizando-se os dados de contagem de UFC em placa com meio sdélido. O método de
contagem de UFC em placa é amplamente utilizado para diferentes finalidades, mas
quando aplicado a Lactobacillus spp. de importancia vaginal nao foi concordante as
analises de DOs40 € pH; desta forma, este método nao foi considerado adequado a
obtengao da curva de crescimento. Isso pode ser justificado devido ao metabolismo
fermentativo de Lactobacillus spp., que reduzem o pH acentuadamente (O’HANLON
et al., 2013), fator que pode interferir na recuperacgéo das colbnias em meio solido.

Ainda assim, houve crescimento de Lactobacillus spp. em LAPT mesmo na
auséncia de glicose. Yu et al. (2018) realizaram uma analise integrativa genémica e
protedmica da resposta de Lactobacillus casei a restricado de glicose. As proteinas
avaliadas foram induzidas pela deplec¢ao de glicose a se expressarem diferentemente
em relagdo a quando a glicose esta presente (YU ef al., 2018). Em sua maioria, estas
proteinas estavam relacionadas ao metabolismo de frutose e manose, processos
metabolicos de carboidratos, atividade de liase e atividade ATPase de transporte de
aminoacidos (YU et al., 2018). A realizagao de analises gendmicas e protedmicas para
L. crispatus e L. gasseri cultivados em LAPT permitira avaliar quais rotas metabdlicas
foram utilizadas pelas bactérias durante seu crescimento. Também tornara possivel
indicar quais fontes alternativas de agucar serao utilizadas pelas células.

O estudo de Yoshimura; Ogawa e Saito (2020) também avaliou o efeito de
alteracdes do pH do meio sobre o crescimento de cepas de Lactobacillus spp. Ao
comparar o crescimento em MRS a pH 3,0 e 6,0, no primeiro as bactérias cresceram
em ordem 1/100 em relacdo ao segundo (YOSHIMURA; OGAWA; SAITO, 2020).
Considerando o pH vaginal varia em torno de 3,4 e 4,5 (BOSKEY et al., 2001), a
demonstracao da reducéo do pH do meio induzida pelo metabolismo de Lactobacillus
spp., € os achados de Yoshimura; Ogawa e Saito (2020), para investigar se a
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alteragao do pH tem influéncia sobre a contagem de UFC, foi realizado o experimento
de acidificacdo do meio solido. Foi suposto que, apds o crescimento em caldo e
acidificagao deste meio (pH em 24 h proximo a 3,6 em LAPTQ), o plagueamento em
meio soélido com pH 5,5 poderia favorecer o crescimento das cepas, devido a maior
proximidade dos valores de pH entre as formas de caldo e agar. Contudo, nao foi
observada diferenca no numero de col6nias recuperadas, possibilitando concluir que
a diminuicao do pH de 6,5 para pH 5,5 nao ¢ efetiva para viabilizar a quantificacéo de
Lactobacillus spp. por meio da contagem de UFC em placa.
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6 CONCLUSAO

O uso de LAPTg com glicose adicionada leva a uma maior acidificagao do meio
e a um maior crescimento de L. crispatus e L. gasseri, sugerindo a preferéncia pelo
uso de meios que contenham glicose em sua composi¢ao para a recuperacao destas
espécies. O metodo de contagem de UFC nao foi considerado adequado para o fim
de quantificacéo de Lactobacillus spp., fazendo com que leitura de DOsao e aferigcao
de pH sejam métodos preferiveis. A cultura de L. crispatus e L. gasseri em meios com
o pH reduzido em relagdo a preparagao original né&o interferiu no crescimento das
cepas; contudo, a testagem do crescimento em meios com pH inferior a 5,5 pode ser
explorada. Analises de protedmica e gendmica também s&o relevantes de serem
aplicadas para melhor compreensédo do metabolismo de Lactobacillus spp. e para a

sua quantificagao.
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