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Santos RB. Avaliação dos efeitos probióticos de cepas clínicas de Lactobacillus spp.  
sobre diferentes espécies de Candida [tese]. São José dos Campos (SP): 
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciência e Tecnologia; 2018. 
 
 

RESUMO 
 
 
Devido ao aumento das infecções causadas por Candida albicans e espécies não-
albicans, surge a necessidade de novas estratégias terapêuticas, como a identificação 
de cepas bacterianas com características probióticas. Assim, o objetivo foi avaliar a 
ação antimicrobiana de cepas clínicas de Lactobacillus paracasei, Lactobacillus 
fermentum e Lactobacillus rhamnosus sobre diferentes espécies de Candida (C. 
albicans, C. glabrata, C. krusei e C. tropicalis). Foram utilizadas cepas de Lactobacillus 
isoladas da cavidade bucal de indivíduos livres de cárie e cepas de Candida isoladas 
de lesões de candidose orofaríngea obtidas em estudos anteriores. Para estudo in 
vitro, foram formados biofilmes monoespécies de Candida (Grupo controle) e biofilmes 
mistos de Candida e Lactobacillus, nos quais os lactobacilos foram acrescentados 
antes da cepa de Candida (Grupo Profilático), após a cepa de Candida (Grupo 
Terapêutico) ou ao mesmo tempo da cepa de Candida (Grupo Simultâneo). Após 48 
h de incubação, foi realizada a contagem do número de células viáveis de Candida 
(UFC/mL). Para estudo in vivo, os micro-organismos foram inoculados em larvas de 
G. mellonella e o desenvolvimento da candidose foi monitorado pela curva de 
sobrevivência, estudando-se os grupos experimentais descritos acima. Nos 
resultados in vitro, foi verificado que os efeitos inibitórios mais significativos de 
Lactobacillus sobre Candida ocorreram nos grupos profiláticos. As cepas de C. 
tropicalis e C. krusei foram mais sensíveis a ação de Lactobacillus do que C. albicans 
e C. glabrata. Além disso, foi verificado que as três espécies de Lactobacillus 
estudadas (L. paracasei, L. rhamnosus e L. fermentum) tiveram ação inibitória sobre 
Candida. Em relação ao estudo in vivo, também foi verificado que os grupos 
profiláticos tiveram maiores efeitos inibitórios sobre a candidose experimental em 
relação aos grupos terapêuticos, levando a um aumento significativo nas taxas de 
sobrevivência das larvas. Em relação as cepas estudadas, os efeitos profiláticos de 
Lactobacillus sobre a candidose, foram encontrados, de forma semelhante, para todas 
as cepas de Candida e Lactobacillus estudadas. Assim, concluiu-se que as cepas 
clínicas de L. paracasei 28.4, L. rhamnosus 5.2 e L. fermentum 20.4 foram capazes 
de inibir a formação de biofilme e desenvolvimento de candidose causados por C. 
albicans, C. krusei, C. tropicalis e C. glabrata, principalmente quando Lactobacillus foi 
administrado de forma profilática. 
 
 
Palavras-chave: Lactobacillus. Candida. Probiótico. Galleria mellonella. Biofilme. 



 

 

Santos RB. Evaluation of probiotic effects of clinical strains of Lactobacillus spp.on 
different species of Candida [doctorate thesis]. São José dos Campos (SP): São Paulo 
State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2018. 
 
 
 
 

ABSTRACT 
 
 
Due to the increase of infections caused by Candida albicans and non-albicans 
species, there is a need for new therapeutic strategies, such as the identification of 
bacterial strains with probiotic characteristics. The objective of this study was to 
evaluate the antimicrobial action of Lactobacillus paracasei, Lactobacillus fermentum 
and Lactobacillus rhamnosus strains on different Candida species (C. albicans, C. 
glabrata, C. krusei and C. tropicalis). We used Lactobacillus strains isolated from the 
oral cavity of caries-free and Candida strains isolated from lesions of oropharyngeal 
candidiasis. For in vitro study, monospecies of Candida (Control Group) and mixed 
biofilms of Candida and Lactobacillus were prepared, in which the lactobacillus were 
attached before the Candida strain (Profile Group), after a Candida (Therapeutic 
Group) strain or same time as the Candida strain (Simultaneous Group). After 48 h of 
incubation, we counting the number of viable Candida cells (CFU/mL). For in vivo 
study, we inoculate the microorganisms in larvae of G. mellonella and the development 
of the application for monitoring by survival curve, studying the experimental groups 
described above. In the in vitro results, we find that the most significant inhibitory 
effects of Lactobacillus on Candida occurred in the prophylactic groups. The strains of 
C. tropicalis and C. krusei were more sensitive to the action of Lactobacillus than C. 
albicans and C. glabrata. In addition, it we verified that the three species of 
Lactobacillus studied (L. paracasei, L. rhamnosus and L. fermentum) had an inhibitory 
action on Candida. In relation to the in vivo study, we verified that the prophylactic 
groups had more inhibitory effects on an experimental candidose in relation to the 
therapeutic groups, leading to a significant increase in the survival rates of the larvae. 
In relation to the studied strains, the prophylactic effects of Lactobacillus on candidiasis 
were similarly for all Candida and Lactobacillus strains studied. Thus, it concluded that 
the clinical strains of L. paracasei 28.4, L. rhamnosus 5.2 and L. fermentum 20.4 were 
able to inhibit a biofilm formation and development of Candida caused by C. albicans, 
C. krusei, C. tropicalis and C. glabrata, especially when Lactobacillus was given 
prophylactically. 
 
 
Keywords: Lactobacillus. Candida. Probiotic. Galleria mellonella. Biofilm. 
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1 INTRODUÇÃO  
  

 

Leveduras do gênero Candida são consideradas fungos oportunistas, que em 

situação de imunocomprometimento dos indivíduos, como o uso de fármacos 

imunossupressores, idade avançada, uso de agentes quimioterápicos e, ainda, em 

portadores do vírus da imunodeficiência adquirida (HIV), podem ser considerados 

como precursores para a instalação de infecções superficiais e sistêmicas, o que torna 

estas espécies de grande importância. Apesar de Candida albicans ser responsável 

pela maior parte das infecções que ocorrem no homem, recentemente tem sido 

observado um aumento significativo de candidoses causadas por espécies não 

albicans, como Candida tropicalis, Candida krusei, Candida parapsilosis, Candida 

glabrata, entre outras (Seneviratne et al., 2008; Silva et al., 2012; Mohammadi et al., 

2013; Samaranayake et al., 2005). O aumento do isolamento de espécies não-

albicans como patógenos humanos pode ser atribuído à melhoria nos métodos de 

identificação, como exemplo, os métodos moleculares, e aos medicamentos 

utilizados, que selecionam as amostras resistentes, sendo que algumas espécies não-

albicans apresentam maior perfil de resistência aos agentes antifúngicos comuns, 

como o fluconazol (Swinne et al., 2004; Silva et al., 2012; Demitto et al., 2012). 

Grande parte das infecções por Candida está relacionada com a presença 

desses micro-organismos na forma de biofilmes em superfície de dispositivos médicos 

implantados, como respiradores, cateteres venosos centrais, urinários, próteses 

valvulares cardíacas e dispositivo ortopédico (Dufour et al., 2012). A capacidade de 

formar biofilmes é considerada um dos principais fatores de virulência das espécies 

de Candida e oferecem várias vantagens para estes micro-organismos, como maior 

proteção contra as defesas imunes do hospedeiro e ação de antimicrobianos (Giolo, 

Svidzinski, 2010). Os biofilmes são comunidades microbianas estruturadas ligadas à 

superfície biótica ou abiótica embutida em uma matriz exopolímera constituída 

principalmente por carboidratos, hexossaminas, ácidos urônicos, proteínas e ácidos 

nucléicos (Mitchell et al., 2016). A manutenção da arquitetura de biofilmes pode ser 

assegurada pela formação de canais e colunas, que permitem a passagem de 

nutrientes e oxigênio para toda a comunidade microbiana. Biofilmes estão presentes 

em humanos, nas formas comensais e patogênicas e é claramente uma das principais 
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estratégias de sobrevivência dos micro-organismos numa variedade de locais no 

interior do corpo humano e uma das principais causas de infecções em seres 

humanos. Micro-organismos organizados em biofilmes são mais resistentes aos 

agentes antimicrobianos do que formas planctônicas (Kumamoto, 2002; Douglas, 

2003; Tobudic et al., 2012). Outro mecanismo de patogenicidade das espécies do 

gênero Candida é capacidade de produzir hifas ou pseudo-hifas, que conferem aos 

micro-organismos poder de invasão tecidual ao hospedeiro e também resistência à 

fagocitose (Zijnge et al., 2010). 

C. albicans é uma espécie comumente isolada de infecções superficiais e 

invasivas em diversos sítios anatômicos, sendo causa de candidose em todas as 

partes do mundo. É a espécie de Candida que se tem maior conhecimento sobre sua 

patogenicidade, devido à diversidade de fatores de virulência identificados. É um 

fungo dimórfico apresentando tanto forma leveduriforme quanto micelial composta por 

pseudo-hifas e hifas verdadeiras. Sua forma leveduriforme tem sido relacionada ao 

aumento de sua capacidade de disseminação, já a produção de hifas, aumenta sua 

capacidade invasiva, sua resistência à fagocitose e são consideradas importantes 

fatores de virulência (Mayer et al., 2013). Habitualmente, considera-se que a origem 

de C. albicans causadora de infecções seja da microbiota do trato digestório humano 

(organismo comensal). Esta espécie é naturalmente sensível a todas as drogas 

antifúngicas de uso sistêmico, mas casos de resistência adquirida aos antifúngicos 

azóis são conhecidos em pacientes expostos a estes medicamentos por longos 

períodos (Colombo, Guimarães, 2003; Magee, Magee, 2005; Tiraboschi et al., 2007).  

C. glabrata pode ser considerada como micro-organismo comensal na 

microbiota normal de indivíduos sadios. Porém, nas últimas décadas, como 

consequência de medicamentos imunossupressores e com o advento da Síndrome 

da Imunodeficiência adquirida (AIDS em inglês), passou a ser um importante agente 

de infecções em seres humanos, chegando a ser responsável por grande parte dos 

casos de candidoses em ambientes hospitalares. A mortalidade causada por esta 

espécie tem sido considerada relativamente alta em relação as outras espécies de 

Candida não albicans. C. glabrata é um notável agente patogênico de mucosa oral e 

pode promover infecção concomitante com C. albicans, principalmente, em infecções 

orofaríngeas de pacientes com câncer ou HIV, tornando essas infecções mais difíceis 

de serem tratadas (Barchieesi et al., 2005; Li et al., 2007). Apresenta-se sempre como 
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blastoconídio, tanto no meio ambiente como quando na forma patogênica, e 

especialmente não forma pseudo-hifas em temperaturas acima de 37ºC. Isolados 

clínicos de C. glabrata apresentam menor sensibilidade ao fluconazol, 

consequentemente, um aumento nos índices de colonização e infecção por esta 

espécie tem sido observado em diferentes grupos de pacientes com exposição 

prolongada ao fluconazol. Além dos problemas terapêuticos de infecções por C. 

glabrata associados aos antifúngicos azólicos, estudos mostram uma menor 

sensibilidade também para anfotericina B. Na verdade, já havia sido descrito que 

infecções por C. glabrata podem ocorrer em pacientes previamente expostos a 

anfotericina B. Outro aspecto sobre a epidemiologia deste patógeno é sua maior 

ocorrência em pacientes idosos (Colombo, Guimarães, 2003; Pemán et al., 2004; Ray 

et al., 2007). 

C. krusei tem sido reconhecida como um patógeno fúngico resistente a um 

amplo repertório de antifúngicos, principalmente devido a sua resistência intrínseca 

ao fluconazol, combinada com a baixa sensibilidade para anfotericina B e a 5-

fluorocitosina. Muitos autores têm reportado um avanço em infecções por C. krusei 

entre pacientes que receberam terapia com fluconazol e anfotericina B. O fenótipo de 

multirresistência exibido por C. krusei é um problema para o tratamento de pacientes 

em geral, mas principalmente em indivíduos imunocomprometidos. O voriconazol é 

usado com sucesso em infecções por C. krusei, e o grupo de antifúngicos 

equinocandinas (caspofungina, anidulafungina e micafungina) tem demonstrado 

excelente atividade in vitro. Todavia, autores vêm relatando uma diminuição da 

sensibilidade para o voriconazol e as equinocandinas. C. krusei apresenta a facilidade 

em desenvolver resistência aos antifúngicos, e assim como C. glabrata, é considerada 

uma importante espécie a ser monitorada com relação à resistência antifúngica 

(Pfaller et al., 2008). 

C. tropicalis é responsável por grande parte das candidemias em adultos, 

especialmente em pacientes com linfoma, leucemia, complicações hematológicas 

malignas, Diabetes mellitus e câncer. Em contraste, é raro encontrar esta espécie em 

neonatos (colonização mucocutânea), porém o potencial de transmissão nosocomial 

é considerado. C. tropicalis apresenta-se mais virulenta que C. albicans em pacientes 

com complicações hematológicas malignas e infecções disseminadas, portanto, com 

uma alta taxa de mortalidade. C. tropicalis é frequentemente sensível a derivados 
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poliênicos e azólicos, porém em geral é resistente a 5-fluorocitosina (Zaugg et al., 

2001; Vandeputte et al., 2005). 

 Os padrões de suscetibilidade antifúngica são um determinante crucial que 

contribuem para o desfecho do tratamento dos pacientes. Embora a incidência de 

infecções por Candida esteja aumentando, a escolha de agentes antifúngicos 

adequados é limitada devido à resistência de algumas espécies a vários antifúngicos 

(Quindós, 2014; Badiee, Alborzi, 2011). A detecção de alta taxa de biofilmes entre as 

espécies de Candida não-albicans, juntamente com altos níveis de resistência ao 

fuconazol, um dos antifúngicos mais utilizados, garante uma vigilância mais ampla 

deste isolados de Candida (Subramanya et al., 2017). 

 Alguns estudos mostram que o consumo de espécies bacterianas não 

patogênicas, como os probióticos, pode contribuir para a proteção contra infecções, 

prevenção da inflamação crônica e manutenção da integridade da mucosa (Ohland, 

MacNaughton, 2010). Os probióticos são considerados suplementos alimentares 

compostos de micro-organismos vivos ou componentes de células microbianas que 

influenciam beneficamente a saúde do hospedeiro (Fuller, 1989). Esses benefícios 

devem-se principalmente à regulação da microbiota residente, modulação do sistema 

imunológico das mucosas pela ativação das células linfóides e produção de moléculas 

antimicrobianas (Herbel et al., 2013). Dentre esses benefícios que os probióticos 

apresentam à saúde de seres humanos e animais, está a redução dos sintomas de 

intolerância à lactose, aumento da biodisponibilidade de nutrientes e diminuem a 

prevalência de alergias em indivíduos suscetíveis (Tsai et al., 2012). A maioria das 

cepas usadas como probióticos em produtos comerciais pertencem ao gênero 

Lactobacillus e Bifidobacterium. Estes micro-organismos podem alterar a composição 

microbiana do biofilme das espécies do gênero Candida, entre outros micro-

organismos da cavidade bucal (Vestman et al., 2013).  

 O aumento das bactérias e fungos resistentes aos antimicrobianos despertou 

a comunidade científica para os usos profiláticos e terapêuticos dos probióticos e para 

reconsiderá-los como adjuvantes ao tratamento com antibióticos e antifúngicos 

(Tambekar, Bhutada, 2010). Esses organismos podem funcionar como barreiras 

microbianas contra patógenos gastrointestinais através da exclusão competitiva, 

modulação do sistema imunológico do hospedeiro e produção de compostos 

inibitórios, como ácido orgânico (por exemplo, ácido láctico e ácido acético), 
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catabolitos de oxigênio (por exemplo, peróxido de hidrogênio), compostos 

proteináceos (por exemplo, bacteriocinas), metabólitos de gordura, aminoácidos e 

outros compostos (ex. reuterina) (Marianelli et al., 2010). Existem algumas evidências 

de que as bactérias do ácido lático possuem um potencial antioxidante (Martarelli et 

al., 2011). Esta propriedade poderia ser útil para permitir que os lactobacilos 

colonizassem os intestinos, bem como no decurso da inflamação para proteger a 

mucosa intestinal contra o estresse oxidativo excessivo (Hu¨tt et al., 2006). Além de 

competir com agentes patogênicos por nichos e nutrientes, "excluindo 

competitivamente" micro-organismo que causam doenças ao hospedeiro (Coman et 

al., 2014). 

Nas últimas décadas, houve uma crescente procura por novos modelos 

hospedeiros para estudo de patógenos humanos que sejam eticamente mais 

aceitáveis que modelos mamíferos. Assim, vários modelos de animais invertebrados 

foram desenvolvidos, incluindo Galleria mellonella, Caenorhabditis elegans, 

Drosophila melanogaster e Acanthamoeba castellani. Esses modelos têm sido 

considerados ferramentas importantes para o estudo de diversos patógenos 

humanos, incluindo bactérias Gram-positivas, bactérias Gram-negativas e leveduras. 

No entanto, nenhum dos modelos invertebrados disponíveis pode ser representativo 

de todos os aspectos fisiopatológicos das interações patógeno-hospedeiro, assim os 

modelos hospedeiros devem ser selecionados de acordo com o objetivo de cada 

estudo (Perdoni et al., 2014; Fedhila et al., 2010; Chibebe Junior et al., 2013a, 2013b). 

Trabalhos de interação entre bactérias bucais e Candida albicans têm sido 

realizados principalmente em modelos de biofilme in vitro. Modelos in vivo para o 

estudo de infecções microbianas são escassos e restritos a ratos e camundongos. 

Recentemente, modelos de infecção em invertebrados foram desenvolvidos por 

apresentarem inúmeras vantagens em relação aos modelos de mamíferos, como 

baixo custo na criação, facilidade de manuseio e possibilidade de trabalho em grande 

escala. Entre os vários modelos de invertebrados podemos citar a lagarta da mariposa 

Galleria mellonella, que tem sido utilizada para estudos de patogênese e virulência de 

micro-organismos, como as leveduras do gênero Candida (Jorjão et al., 2017; Cotter 

et al., 2000; Pukkila-Worley et al., 2009; Rowan et al., 2009; Fuchs et al., 2010). 

O modelo experimental de Galleria mellonella, está sendo utilizado com 

sucesso para estudar a patogenicidade das cepas do gênero Candida, tendo uma 
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resposta imune semelhante à de mamíferos. Esse modelo apresenta rapidez na 

obtenção de resultados, não envolvem questões éticas, apresentam tamanho 

suficiente para injeção de um inóculo ou medicamento, sobrevivem em temperaturas 

entre 25 a 37°C e a possibilidade de estudos em grande escala, servindo como 

triagem para os estudos em vertebrados (Perdoni et al., 2014; Chibebe Junior et al., 

2013a, 2013b). 

Tendo em vista a necessidade do desenvolvimento de novas formas de 

prevenção e tratamento para as lesões de candidose, causadas por C. albicans e 

espécies não-albicans, o objetivo desse trabalho foi avaliar a influência das cepas de 

L. paracasei, L. rhamnosus e L. fermentum sobre as diferentes cepas clínicas de 

Candida em estudos in vitro e in vivo. 
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2 PROPOSIÇÃO 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

Verificar a ação probiótica das cepas clínicas de L. paracasei, L. rhamnosus 

e L. fermentum sobre diferentes cepas clínicas de C. albicans, C. glabrata, C. krusei 

e C. tropicalis. 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 

a) verificar a influência das cepas clínicas de L. paracasei, L. rhamnosus e L. 

fermentum sobre as espécies de Candida quanto à formação de biofilme in 

vitro; 

b) estudar a interação dessas cepas com espécies de Candida em modelos 

de infecção experimental de Galleria mellonella, quanto à sobrevivência 

desses animais; 

c) analisar os efeitos profiláticos e terapêuticos de Lactobacillus sobre o 

biofilme formado pelas cepas de Candida e o desenvolvimento de 

candidose. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1 Cepas de micro-organismos  

 

 

Foram utilizadas as cepas clínicas de Lactobacillus e Candida previamente 

isoladas da cavidade bucal de seres humanos e identificadas por PCR multiplex. As 

cepas clínicas de Lactobacillus estudadas foram isoladas da cavidade bucal de 

indivíduos livres de cárie, (Parecer do Comitê de Ética 560.479) e incluem as cepas 

de L. paracasei (28.4), L. rhamnosus (5.2), L. fermentum (20.4). Estas cepas foram as 

que tiveram melhores resultados na redução da candidose experimental em 

G.mellonella (Rossoni et al., 2017). 

As cepas clínicas de Candida selecionadas fazem parte de uma ampla 

seleção de amostras de diversas espécies de Candida, que foram isoladas de lesões 

de candidose orofaríngea de pacientes portadores do HIV (Junqueira et al., 2011) e 

identificadas por PCR multiplex na minha dissertação de mestrado (Santos, 2014). 

Dentre estas cepas, foram selecionadas amostras estudadas anteriormente e 

resistentes a diversos antifúngicos: C. albicans (60), C. glabrata (64), C. krusei (62) e 

C. tropicalis (11). As cepas estão armazenadas em freezer a -80ºC no Laboratório de 

Microbiologia e Imunologia do Instituto de Ciência e Tecnologia de São José dos 

Campos/UNESP (Junqueira et al., 2011; Santos et al., 2014). 

Para ativação desses micro-organismos, as cepas de Candida foram 

cultivadas em ágar Sabouraud Dextrose com cloranfenicol (Himedia Laboratories, 

Munbai, Índia) por 48 h a 37ºC e as cepas de Lactobacillus foram cultivadas em ágar 

MRS (Difco, Detroid, MI) por 48 h a 37°C sob condições de microaerofilia (5% de CO2). 

Os efeitos das cepas de Lactobacillus sobre as espécies de Candida foram 

estudados em modelo de biofilme formado in vitro e em modelo de infecção 

experimental em Galleria mellonella.  
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3.2 Interação das espécies de Candida e Lactobacillus em modelos de estudo in 

vitro: formação de biofilme 

 

 

3.2.1 Preparo das suspensões padronizadas de Candida spp. e Lactobacillus 

spp. 

 

Após a ativação dos micro-organismos no ágar, as colônias isoladas de 

Candida foram cultivadas a 37°C por 24 h em caldo Yeast Nitrogen Base (YNB- Difco, 

Detroit, USA) suplementado com glicose na concentração de 100 mM. As colônias 

isoladas de Lactobacillus foram cultivadas em caldo MRS (Difco, Detroid, MI) a 37°C 

por 24 h sob condições de microaerofilia (5% de CO2). Posteriormente, as células 

microbianas foram centrifugadas (2000 xg por 10 min), o sobrenadante foi desprezado 

e o sedimento foi lavado com suspensão salina 0,85% e centrifugado novamente. O 

sobrenadante foi descartado e a suspensão foi padronizada em caldo YNB, para as 

suspensões de Candida e caldo BHI para as suspensões de Lactobacillus. A 

contagem do número de células da suspensão foi realizada através de 

espectrofotômetro (B582, Micronal, São Paulo, Brasil) a uma concentração de 107 

micro-organismos/mL para as cepas de Lactobacillus. Já a contagem do número de 

células das suspensões de Candida foi realizada através da Câmara de Neubauer, 

utilizando microscópio óptico. 

 

 

3.2.2 Grupos experimentais 

 

 

Para a formação do biofilme in vitro, dividimos a placa de 96 poços em 4 

grupos, com n= 8 de acordo com o Quadro 1. Os experimentos foram realizados com 

as interações das 4 espécies de Candida com as 3 espécies de Lactobacillus, 

conforme o Quadro 2, que mostra os números de experimentos realizados. 
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Quadro 1 - Grupos experimentais e número de poços por grupo 

 

Grupos Poços (n) 

Candida (2 h) + Lactobacillus 

(TERAPÊUTICO) 
8 

Lactobacillus (2h) + Candida 

(PROFILÁTICO) 
8 

Lactobacillus + Candida (SIMULTÂNEO) 8 

Controle de Candida 8 

Legenda: Nos grupos Terapêutico, as suspensões de Candida foram pipetadas nos poços 2h antes 
das suspensões de Lactobacillus. Nos grupos Profilático, as suspensões de Lactobacillus são 
pipetadas nos poços 2 h antes das suspensões de Candida. Nos grupos Simultâneo, as suspensões 
de Candida e Lactobacillus são pipetadas ao mesmo tempo. 
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

3.2.3 Formação dos biofilmes de Candida spp.e Lactobacillus spp. 

 

 

Para a formação dos biofilmes, foi utilizada a metodologia descrita por Thein 

et al. (2006) com algumas modificações. Os biofilmes foram formados no fundo da 

placa de microtitulação de 96 poços (Costar Corning, Nova York, EUA). Para isso, 

inicialmente foram pipetadas, em um grupo da placa (n=8), 100 μL da suspensão 

padronizada das espécies de Candida (107 células/mL), em outro grupo, 100 μL da 

suspensão padronizada das espécies de Lactobacillus (107 células/mL). A placa foi 

incubada em agitação a 75 xg (Quimis, Diadema, São Paulo) a 37ºC por 2 h para 

promover a adesão inicial dos micro-organismos. Após a fase de adesão, as 

suspensões de ambos os grupos foram aspiradas e acrescentado 100 μL da 

suspensão de Lactobacillus no grupo de Candida (grupo Terapêutico) e 100 μL da 

suspensão de Candida no grupo dos Lactobacillus (grupo Profilático). Em outro grupo, 

foram acrescentados, ao mesmo tempo, 100 μL da suspensão de Candida e 100 μL 

da suspensão de Lactobacillus (grupo Simultâneo). Nos grupos controles (n=8), foram 

inoculados 100 μL de solução salina 0,85% acrescidos das suspensões de Candida 

ou de Lactobacillus (100 μL). A cada 24 h da formação do biofilme, as suspensões 
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foram aspiradas para troca do caldo, acrescentando 100 μL de YNB acrescido de 100 

mM de glicose e 100 μL de caldo BHI, para fornecer nutrientes aos micro-organismos, 

totalizando 200 μL em cada poço. As placas foram incubadas a 37°C em estufa com 

agitação de 75 xg por 48 h. O quadro 1 mostra as interações das 4 espécies de 

Candida com as 3 espécies de Lactobacillus, totalizando 12 experimentos de 

formação de biofilme in vitro. 

 

Quadro 2 – Interação entre as espécies de Candida e os Lactobacillus 

 

Espécies de Candida Espécies de Lactobacillus 

C. albicans 60 

L. paracasei 28.4 

L. rhamnosus 5.2 

L. fermentum 20.4 

C. krusei 62 

L. paracasei 28.4 

L. rhamnosus 5.2 

L. fermentum 20.4 

C. tropicalis 11 

L. paracasei 28.4 

L. rhamnosus 5.2 

L. fermentum 20.4 

C. glabrata 64 

L. paracasei 28.4 

L. rhamnosus 5.2 

L. fermentum 20.4 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

3.2.4 Determinação do número de UFC/mL 

 

 

Após o período de formação do biofilme, como mostra a Figura 1, as 

suspensões foram aspiradas e os poços lavados uma vez com solução salina, para 

remoção das células não aderidas. Os biofilmes formados no fundo da placa de 

microtitulação de 96 poços (Costar Corning, Nova York, EUA) foram homogeneizados 
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por 30 s com 200 μL de solução salina, utilizando-se homogeneizador ultrassônico 

(Sonoplus HD 2200 - Bandelin Eletronic) com potência de 50 W, para desprender o 

biofilme, conforme figura 2. A partir das soluções obtidas nos 8 poços de cada grupo, 

foram realizadas diluições seriadas, das quais alíquotas de 20 μL foram transferidas 

para placas contendo 180 μL de solução salina (10-1 até 10-8). Após as diluições 

seriadas de cada grupo, foram plaqueados 10 μL das suspensões 10-4, 10-5, 10-6 e  

10-8, utilizando-se a técnica da gota, no qual a gota das suspensões escorre pela placa 

de Ágar Sabouraud, para o crescimento das espécies de Candida, conforme mostra 

a figura 3. As placas de Sabouraud foram incubadas em estufa a 37ºC por 48 h. Após 

este período, as colônias foram contadas para o cálculo de UFC/mL. 

 

 

Figura 1 - Biofilmes de Candida formados no fundo dos poços da placa de 96 poços 

após o período de 48 h 

 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 
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Figura 2 - Biofilmes sendo desprendidos do fundo dos poços utilizando-se 

homogeneizador ultrassônico 

 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

Figura 3 - Placa de Petri contendo ágar Sabouraud com crescimento das colônias de 

Candida em suas respectivas diluições 

 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 
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3.3 Interação de Lactobacillus com Candida spp. em modelo experimental de 

Galleria mellonella  

 

 

Para o estudo neste modelo invertebrado foram utilizadas as metodologias 

descritas por Mylonakis et al. (2005) e Fuchs et al. (2010). Primeiramente, foram 

realizados ensaios de sobrevivência das lagartas com as cepas clínicas de Candida 

para achar a concentração letal de cada uma das cepas. As suspensões de 

Lactobacillus já foram estabelecidas de acordo com o estudo de Rossoni et al. (2017) 

e não foram repetidas neste estudo. 

 

 

3.3.1 Galleria mellonella  
 

 

Foram utilizadas lagartas de G. mellonella em estágio final da fase larval, 

mantida no laboratório como descrito por Jorjão et al. (2017), com peso corporal de 

aproximadamente de 250 mg, cultivadas no laboratório de Microbiologia do Instituto 

de Ciência e Tecnologia de São José dos Campos- UNESP. Foram utilizadas 15 

lagartas para cada grupo e condição experimental (Figura 4). Estas foram 

armazenadas e utilizadas em um prazo máximo de 7 dias.  

 

 

3.3.2 Verificação da susceptibilidade de G. mellonella à infecção por Candida 

spp.  

 

 

3.3.2.1 Curva de sobrevivência 

 

 

Antes do estudo da interação de Candida spp. e Lactobacillus, foi realizada 

uma análise da suscetibilidade de G. mellonella à infecção por Candida spp. para 

determinação da concentração letal de Candida nesses animais. Para isso, foram 
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inoculadas em G. mellonella várias suspensões padronizadas de Candida na 

concentração que variou de 107 a 1010 células/mL. Para cada concentração inoculada, 

foi utilizado um grupo de 15 larvas. Um inóculo de 10 μL de cada suspensão de 

Candida padronizada foi injetado na última proleg da G. mellonella para determinação 

da curva de sobrevivência, conforme descrito a seguir, no item 3.3.2.2. Após a 

inoculação, as lagartas foram armazenadas em placas de Petri e incubadas a 37ºC. 

As larvas foram consideradas mortas quando não apresentavam nenhum movimento 

ao toque. Para C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, foi encontrada a concentração letal 

(todas mortas em 24 h) na suspensão de 107 células/larva (109 células/ml). Para C. 

glabrata, foi necessária a concentração 108 células/larva (1010 células/ml), para que a 

suspensão fosse letal às larvas. Após a curva de sobrevivência das larvas, foi 

realizado os ensaios de sobrevivência com os grupos experimentais com ambos os 

micro-organismos. 

 

 

3.3.2.2 Preparo das suspensões padronizadas de Candida spp. e Lactobacillus 

spp. 

 

 

As colônias isoladas de Candida foram cultivadas a 37°C por 24 h em caldo 

Yeast Nitrogen Base (YNB- Difco, Detroit, USA) suplementado com glicose na 

concentração de 100 mM. As colônias isoladas de Lactobacillus foram cultivadas em 

caldo MRS (Difco, Detroid, MI) a 37°C por 24 h sob condições de microaerofilia (5% 

de CO2). Posteriormente, as células microbianas foram centrifugadas (2000 xg por 10 

min), o sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi lavado com suspensão salina 

0,85% e centrifugado novamente. O sobrenadante foi descartado e as suspensões 

foram padronizadas em solução salina 0,85%. A contagem do número de células da 

suspensão foi realizada através de espectrofotômetro (B582, Micronal, São Paulo, 

Brasil) a uma concentração de 108 células/mL para as cepas de Lactobacillus (quando 

inocula 10 μL, a concentração na lagarta passa a ser de 106 células/mL). Já a 

contagem do número de células das suspensões de Candida foi realizada através da 

Câmara de Neubauer, utilizando microscópio óptico.  
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3.3.2.3 Grupos experimentais 

 

 

Após a padronização das suspensões com as concentrações letais para cada 

espécie de Candida e a padronização das suspensões de Lactobacillus, foram feitos 

os grupos experimentais. O quadro 3 mostra todos os grupos experimentais e os 

números de larvas utilizadas por experimento. São 5 grupos experimentais. No grupo 

chamado Profilático, a suspensão das espécies de Lactobacillus foram inoculadas 24 

h antes das suspensões de Candida, como uma forma de prevenção. No grupo 

chamado Terapêutico, em cada experimento, a suspensão letal em 24 h da respectiva 

espécie de Candida foi inoculada 30 minutos antes da inoculação da suspensão do 

respectivo Lactobacillus. Foi utilizado este tempo de 30 min pois, após cerca de 1 

hora, as lagartas começavam a melanizar, tornando-se escuras e muitas morriam 

neste período. Nos grupos controles, foram inoculados apenas Lactobacillus ou 

Candida. Em todos os experimentos foi realizado um grupo controle inoculado apenas 

com PBS para acompanhar o estado de saúde das larvas de G. mellonella durante 

todo o experimento. No Quadro 2, mostrado anteriormente, apresenta todas as 

interações dos micro-organismos que foi realizado nos experimentos de formação de 

biofilme in vitro e in vivo na G. mellonella. 

 

 

3.3.2.4 Injeção de micro-organismos em G. mellonellla 

 

 

Um inóculo de 10 μL da suspensão padronizada de Candida foi injetado com 

auxílio de seringas de precisão (Hamilton Inc., EUA) na hemolinfa de cada lagarta 

através da última proleg esquerda. Dez microlitros da suspensão padronizada de 

células de Lactobacillus foram inoculados na última proleg direita (Figura 5). Para os 

grupos com infecção por um único micro-organismo, 10 μL da suspensão do micro-

organismo foi inoculada na última proleg esquerda e o mesmo volume de PBS na 

última proleg direita. Para cada micro-organismo foi utilizada uma seringa Hamilton.  
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Quadro 3 - Grupos experimentais e número de lagartas de G. mellonella utilizadas por 

experimento 

 

Grupos Galleria mellonella 

Candida (30 min) + Lactobacillus 

(TERAPÊUTICO) 
15 

Lactobacillus (24 h) + Candida 

(PROFILÁTICO) 

15 

Controle de Candida 15 

Controle de Lactobacillus 15 

Controle de PBS 15 

Total 75 

Legenda: Nos grupos Terapêutico, as suspensões de Candida foram inoculadas 30 min antes das 
suspensões de Lactobacillus. Nos grupos Profilático, as suspensões de Lactobacillus foram inoculadas 
24 h antes das suspensões de Candida. 
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

Figura 4 - Modelo de invertebrado: larvas de G. mellonella em placa de Petri 

 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 
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Figura 5 - Inoculação da suspensão de micro-organismos para indução de infecção 
experimental em G. mellonella 

 
Legenda: As suspensões dos respectivos micro-organismos foram injetadas na última proleg esquerda 
das lagartas. Nos grupos com interação, as suspensões foram injetadas nas últimas prolegs esquerda 
e direita. 
Fonte: Elaborada pela autora.  
 

 

3.3.2.5 Determinação da curva de sobrevivência da G. mellonella  

 

 

Após a inoculação, as larvas foram armazenadas em placas de Petri e 

incubadas a 37ºC. O número de G. mellonella mortas foi anotado diariamente durante 

7 dias. As larvas foram consideradas mortas quando não apresentavam nenhum 

movimento ao toque.  

 

 

3.4 Análise Estatística 

 

 

A análise estatística dos dados da contagem de UFC/mL dos biofilmes in vitro 

foi realizada por Análise de Variância (ANOVA) e teste de Tukey. As curvas de 

sobrevivência das larvas de G. mellonella foram analisadas pelo teste de Log-rank 

(Mantel- Cox). Em todos os testes foi utilizado o Programa Graph Pad Prism 5.0, 

considerando nível de significância de 5%. 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 Resultados da análise dos biofilmes formados in vitro 

 

 

Na formação de biofilmes in vitro, foram testados os efeitos das cepas de L. 

paracasei 28.4, L. rhamnosus 5.2 e L. fermentum 20.4 sobre as diferentes espécies 

de Candida. Os resultados obtidos nos testes com C. albicans, C. krusei, C. tropicalis 

e C. glabrata estão apresentados respectivamente nas Figuras 6, 7, 8 e 9. 

A Figura 6 mostra os gráficos contendo as interações entre as três espécies 

de Lactobacillus e C. albicans. Como podemos observar, a interação entre C. albicans 

com L. paracasei não teve redução significativa na contagem de Candida, em nenhum 

grupo, comparando-se ao grupo controle. Já na contagem de C. albicans com L. 

rhamnosus, o grupo Profilático e o Simultâneo apresentaram redução significativa, 

apresentando valores de p= 0.0236 e p<0.0001, respectivamente. Na contagem de C. 

albicans com L. fermentum também não houve redução do número de Candida. 

A Figura 7 mostra os gráficos contendo as interações entre as três espécies 

de Lactobacillus e C. krusei. Como podemos observar, a interação entre C. krusei com 

L. paracasei apresentou redução na contagem de Candida no grupo Simultâneo, 

comparado com o grupo controle. Na contagem de C. krusei com L. rhamnosus, houve 

redução no grupo Profilático, sendo p<0.0001. Já na contagem de C. krusei com L. 

fermentum, houve redução significativa nos 3 grupos: Profilático, Terapêutico e 

Simultâneo. 
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Figura 6 - Interação entre C. albicans (cepa 60) e as diferentes espécies de 

Lactobacillus: dados da contagem de UFC/mL de Candida formados nos biofilmes in 

vitro 
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Fonte: Elaborada pela autora.  
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Figura 7 - Interação entre C. krusei (cepa 62) e as diferentes espécies de 

Lactobacillus: dados da contagem de UFC/mL de Candida formados nos biofilmes in 

vitro 
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Fonte: Elaborada pela autora.  
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A Figura 8 mostra a contagem de C. tropicalis em biofilmes formados com os 

Lactobacillus. Na interação com L. paracasei, a contagem de C. tropicalis teve 

redução nos 3 grupos: Profilático, Terapêutico e Simultâneo. Obtivemos o mesmo 

resultado na interação com L. rhamnosus, no qual todos os grupos tiveram redução 

significativa, comparando-se ao grupo controle. Já na interação com L. fermentum, 

apenas o grupo Profilático apresentou redução na contagem de C. tropicalis.  

A Figura 9 mostra a contagem de C. glabrata na formação de biofilmes com 

os Lactobacillus. L. paracasei conseguiu reduzir significativamente a contagem de C. 

glabrata apenas no grupo Simultâneo. L. rhamnosus e L. fermentum apresentaram 

redução apenas no grupo Profilático, com valores de p=0.0007 e p<0.0001, 

respectivamente. 

Comparando-se as 4 espécies de Candida estudadas (C. albicans, C. krusei, 

C. tropicalis e C. glabrata), verificou-se que as maiores reduções em log de UFC/mL 

de Candida, na interação com Lactobacillus, foram encontradas para as espécies C 

tropicalis (2 logs) e C. krusei (5 logs). Esses resultados sugerem que C. tropicalis e C. 

krusei mostram-se mais sensíveis aos efeitos inibitórios dos Lactobacillus do que C. 

albicans e C. glabrata (Figuras 6 a 9). 
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Figura 8 - Interação entre C. tropicalis (cepa 13) e as diferentes espécies de 

Lactobacillus: dados da contagem de UFC/mL de Candida formados nos biofilmes in 

vitro 
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Fonte: Elaborada pela autora. 
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Figura 9 - Interação C. glabrata (cepa 64) e as diferentes espécies de Lactobacillus: 

dados da contagem de UFC/mL de Candida formados nos biofilmes in vitro 
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Fonte: Elaborada pela autora. 
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As diferenças estatisticamente significantes entre os biofilmes monoespécies 

formados por Candida com os biofilmes formados pela interação com Lactobacillus 

estão apresentados de forma resumida na Tabela 1. Nesta tabela pode se observar 

que o maior número de diferenças estatísticas foram encontrados nos grupos 

profiláticos, seguidos pelos grupos Simultâneo e Terapêutico. Esses dados sugerem 

que os efeitos de Lactobacillus nos biofilmes de C. albicans estão mais relacionados 

com uma ação profilática dos Lactobacillus, provavelmente pela competição por 

aderência. 

Na Tabela 1, também, podemos observar que, apesar do maior número de 

diferenças estatísticas ter ocorrido com C. tropicalis, a espécie C. krusei foi a que 

apresentou maior número de redução de UFC/mL quando em contato com as cepas 

de Lactobacillus. 

Ainda na Tabela 1, podemos notar que o número de diferenças 

estatisticamente significantes em relação à redução de Candida quando em contato 

com as diferentes espécies de Lactobacillus, foram iguais a 5 para L. paracasei, 8 

para L. rhamnosus e 6 para L. fermentum. Esses dados indicam que as três espécies 

de Lactobacillus estudadas apresentam efeitos inibitórios sobre C. albicans nos 

biofilmes formados in vitro. 
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Tabela 1 - Resumo das diferenças estatisticamente significantes encontrada entre os 

grupos controles e grupos interação (profilático, terapêutico e simultâneo) para cada 

espécie de Candida estudada. 

 

Espécies de Candida 

Grupos interação que apresentaram 
diferença estatisticamente 

significativa em relação ao grupo 
controle: 

C. albicans 
L. rhamnosus (Profilático) (p=0.0236) 

L. rhamnosus (Simultâneo) (p<0.0001) 

C. krusei 

L. paracasei (Simultâneo) (p<0.0001) 

L. rhamnosus (Profilático) (p<0.0001) 

L. rhamnosus (Terapêutico) (p=0.0370) 

L. fermentum (Profilático) (p<0.0001) 

L. fermentum (Terapêutico) (p<0.0001) 

L. fermentum (Simultâneo) (p=0.0004) 

C. tropicalis 

L. paracasei (Profilático) (p=0.0003) 

L. paracasei (Terapêutico) (p=0.0112) 

L. paracasei (Simultâneo) (p<0.0001) 

L. rhamnosus (Profilático) (p<0.0001) 

L. rhamnosus (Terapêutico) (p<0.0001) 

L. rhamnosus (Simultâneo) (p=0.0061) 

L. fermentum (Profilático) (p=0.0023) 

L. fermentum (Simultâneo) (p=0.0415) 

C. glabrata 

L. paracasei (Simultâneo) (p=0.0010) 

L. rhamnosus (Profilático) (p=0.0007) 

L. fermentum (Profilático) (p<0.0001) 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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4.2 Resultados do estudo em G. mellonella 

 

 

4.2.1 Verificação da suscetibilidade de G. mellonella à infecção pelas diferentes 

espécies de Candida 

 

 

Para avaliar se as espécies de L. paracasei, L. rhamnosus e L. fermentum têm 

efeitos inibitórios sobre a candidose experimental, primeiramente foi necessário 

padronizar uma concentração de células de cada espécie de Candida que fosse letal 

às larvas. Desse modo, as larvas foram infectadas com diferentes concentrações das 

cepas de Candida, que variaram de 105 a 108 células/larvas, e em seguida foram 

monitoradas, diariamente, durante 7 dias (168 h) para determinação da curva de 

sobrevivência.  

Os resultados obtidos nas curvas de sobrevivência demonstraram que, para 

as espécies de C. albicans, C. krusei e C. tropicalis, a concentração letal foi de 107 

células/larva, pois nessa concentração ocorreu morte de 100% das larvas após 24 h 

(Figuras 10, 11 e 12). Entretanto, a concentração letal determinada para C. glabrata 

foi de 108 células/larva, pois apenas nessa concentração ocorreu morte de todas as 

larvas em 24 h, conforme mostra a Figura 13. Esses dados sugerem que entre as 4 

espécies de Candida estudadas, C. glabrata foi a menos virulenta para o modelo de 

G. mellonella. 
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Figura 10 – Gráfico da curva de sobrevivência das larvas com infecção por C. albicans 

em diferentes concentrações 
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Fonte: Elaborada pela autora.  

 

 

Figura 11 – Gráfico da curva de sobrevivência das larvas com infecção por C. krusei 

em diferentes concentrações 
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Fonte: Elaborada pela autora. 
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Figura 12 - Gráfico da curva de sobrevivência das larvas com infecção por C. 
tropicalis em diferentes concentrações 
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Fonte: Elaborada pela autora.  

 

 

Figura 13 - Gráfico da curva de sobrevivência das larvas com infecção por C. glabrata 

em diferentes concentrações 
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Fonte: Elaborada pela autora.   
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4.2.2 Efeitos de Lactobacillus spp. na candidose experimental em G. mellonella 

 

 

Os resultados dos efeitos de L. paracasei 28.4, L. rhamnosus 5.2 e L. 

fermentum 20.4 na candidose experimental em G. mellonella estão demonstrados nas 

Figuras 14, 15, 16 e 17. 

A Figura 14 mostra os resultados da interação das cepas de Lactobacillus 

spp.com C. albicans. No grupo PBS e grupo Controle com apenas Lactobacillus, ao 

final das 168 h, 100% das larvas estavam vivas, como podemos observar em todos 

os experimentos (Figuras 14a, 14b e 14c). No estudo da interação de C. albicans com 

L. paracasei (Figura 14a), verificou-se que o grupo Profilático (L. paracasei inoculado 

nas larvas 24 h antes da inoculação de C. albicans) apresentou resultado bastante 

promissor, pois ao final de 7 dias, cerca de 20% das larvas ainda estavam vivas, 

comparando-se ao grupo controle de Candida, no qual 100% das larvas estavam 

mortas em 24 h. Entretanto, o grupo Terapêutico (L. paracasei inoculado 30 min após 

a infecção por Candida) não teve efeito na sobrevivência das larvas, observando-se 

morte de todas as larvas em 24 h. Resultados semelhantes foram observados nos 

grupos Terapêuticos com as cepas de L. rhamnosus (Figura 14b) e L. fermentum 

(Figura 14c), em que se observou que o grupo Terapêutico não apresentou resultado 

significativo. No estudo da interação de C. albicans com L. rhamnosus (Figura 14b), 

verificou-se que o grupo Profilático apresentou resultado significativo, aumentando a 

sobrevivência das larvas em até 96 h. A Figura 14c mostra a interação de C. albicans 

com L. fermentum, e novamente o grupo Profilático apresentou resultado significativo, 

aumentando a sobrevivência das larvas em até 168 h. 
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Figura 14- Efeitos das cepas de Lactobacillus na candidose experimental em G. 

mellonella induzida pela infecção por C. albicans 
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Fonte: Elaborada pela autora.  



45 

 

A Figura 15 apresenta a interação dos Lactobacillus spp. sobre C. krusei. A 

Figura 15a mostra que L. paracasei apresentou resultado significativo, novamente, no 

grupo Profilático, aumentando a sobrevivência das larvas em até 96 h. O grupo 

Terapêutico não apresentou resultado significativo, apresentando 100% das larvas 

mortas em 24 h. A Figura 15b mostra os efeitos de L. rhamnosus sobre a candidose, 

que também levou a um aumento na sobrevivência das larvas por 120 h no grupo 

Profilático. No grupo Terapêutico, as larvas sobreviveram por 72 h, comparadas com 

o grupo controle de Candida, que morreram 100% em 24 h. A Figura 15c mostra que 

L. fermentum aumentou a sobrevivência das larvas em cerca de 72 h, apenas no 

grupo Profilático. No grupo Terapêutico, 100% das larvas estavam mortas em 24 h. 

A Figura 16 mostra os efeitos dos Lactobacillus na candidose experimental 

em G. mellonella induzida pela infecção por C. tropicalis. A Figura 16a mostra a 

interação do L. paracasei, que apresentou um resultado bastante significativo no 

grupo Profilático, aumentando de forma significativa a sobrevivência das larvas por 

mais de 7 dias. Ao final do período, cerca de 18% das larvas estavam vivas. No grupo 

Terapêutico, as larvas sobreviveram por 72 h, comparando-se com o grupo controle 

de Candida, que apresentou 100% das larvas mortas em 24 h. A Figura 16b mostra o 

efeito do L. rhamnosus sobre C. tropicalis, que apresentou aumento significativo na 

sobrevivência das larvas em 96 h, no grupo Profilático e em 72 h no grupo Terapêutico. 

A Figura 16c mostra que L. fermentum, em ambos os grupos (Profilático e 

Terapêutico), aumentaram a sobrevivência em apenas 48 h. 
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Figura 15 - Efeitos das cepas de Lactobacillus na candidose experimental em G. 

mellonella induzida pela infecção por C. krusei 
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Fonte: Elaborada pela autora.  
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Figura 16 – Efeitos das cepas de Lactobacillus na candidose experimental em G. 

mellonella induzida pela infecção por C. tropicalis 
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Fonte: Elaborada pela autora. 
  



48 

 

A Figura 17 mostra os efeitos dos Lactobacillus spp. sobre C. glabrata. A 

Figura 17a demonstra que L. paracasei apresentou um resultado bastante significativo 

no grupo Profilático, aumentando a sobrevivência das larvas por mais de 7 dias. Ao 

final do período, mais de 20% das larvas estavam vivas. Em relação à análise de L. 

rhamnosus sobre C. glabrata (Figura 17b), verificou-se no grupo profilático uma 

sobrevivência de 72 h, comparadas ao grupo controle de C. glabrata. O grupo 

Terapêutico não apresentou aumento na sobrevivência das larvas. A Figura 17c 

mostra que L. fermentum levou a um aumento significativo na sobrevivência das larvas 

em 96 h, no grupo Profilático e em 72 h no grupo Terapêutico. 

Assim, os resultados dos experimentos in vivo em G. mellonella, indicam que 

as 3 cepas de Lactobacillus estudadas (L. paracasei 28.4, L. rhamnosus 5.2 e L. 

fermentum 20.4) tiveram efeitos inibitórios sobre a candidose experimental. Em 

relação às espécies de Candida analisadas (C. albicans, C. krusei, C. tropicalis e C. 

glabrata), todas foram sensíveis aos efeitos das cepas clínicas de Lactobacillus.  

Além disso, o estudo in vivo demonstrou que os grupos profiláticos tiveram 

ação muito mais significativa na sobrevivência das larvas em relação aos grupos 

terapêuticos. Esses dados sugerem que Lactobacillus apresentam maior ação 

imunomoduladora do que antifúngica. Lactobacillus inoculados 24 h antes da infecção 

por Candida são capazes de proteger G. mellonella da infecção, provavelmente por 

estimular o sistema imunológico das larvas. 
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Figura 17 - Efeitos das cepas de Lactobacillus na candidose experimental em G. 

mellonella induzida pela infecção por C. glabrata 
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Fonte: Elaborada pela autora.   
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5 DISCUSSÃO 
 

 

Devido as espécies de Candida apresentarem caraterísticas de fungos 

oportunistas, os pacientes HIV-positivos são considerados as maiores vítimas das 

infecções fúngicas invasivas. Marukutira et al. (2014) caracterizaram a epidemiologia, 

o diagnóstico, o tratamento e resultados de infecções fúngicas invasivas (IFIs) em 

pacientes com o Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV). No total, 320 isolados de 

fungos foram identificados de 303 pacientes HIV-positivos com IFIs. Estes incluíram 

33,1% das espécies de Candida, sendo C. albicans a espécie mais comum. Esta 

infecção por Candida ocorreu principalmente como candidemia (86%). Pacientes com 

candidemia apresentaram maior probabilidade de ter outras condições que exigem 

serviços médicos mais adequados em comparação com pacientes com outras IFIs. 

No nosso estudo, usamos as cepas de pacientes HIV-positivos, que também 

apresentaram quadro de candidose, no caso, lesões de candidose orofaríngea, 

apresentando cepas resistentes aos antifúngicos convencionais, como fluconazol e 

anfotericina B. Desses isolados clínicos, mais de uma espécie de Candida foi 

identificada nas lesões e também da saliva destes pacientes. Dentre as espécies, C. 

albicans também foi a mais encontrada (Junqueira et al., 2011). 

A candidemia é uma preocupação crescente em todo o mundo, e as espécies 

de Candida não-albicans têm aumentado muito nas últimas décadas, especialmente 

em pacientes debilitados. Wu et al. (2017) atualizaram a epidemiologia e a 

suscetibilidade antifúngica de isolados de candidemia por espécies não-albicans de 

pacientes com câncer em Taiwan. Um total de 346 casos de candidemia por espécies 

de Candida não-albicans foram identificados. C. tropicalis foi a espécie mais comum 

e apresentou a maior taxa de resistência ao fluconazol dentre todos os isolados, 

incluindo C. glabrata e C. parapsilosis.  

As altas taxas de morbidade e mortalidade causadas por infecções fúngicas 

estão associadas com o atual arsenal antifúngico limitado e a alta toxicidade dos 

compostos. Além disso, identificar novos alvos de drogas é um desafio, pois existem 

muitas semelhanças entre células fúngicas e humanas. Os fungos desenvolveram 

mecanismos de resistência, como a superexpressão das proteínas da bomba de 

efluxo e a formação do biofilme, enfatizando a importância de entender esses 
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mecanismos. Além disso, uma abordagem diferente para prevenir e tratar doenças 

fúngicas é a imunoterapia, que envolve mecanismos diferentes, como vacinas, 

ativação da resposta imune e induzindo a produção de moléculas antimicrobianas 

hospedeiras. Em geral, são necessários muitos anos para a descoberta de um novo 

antifúngico para uso clínico. No entanto, o desenvolvimento de novas estratégias 

antifúngicas reduzirá o tempo terapêutico e / ou aumentará a qualidade de vida dos 

pacientes (Scorzoni et al., 2017). 

A formação de biofilmes é essencial para a proteção de leveduras contra 

mecanismos de defesa do hospedeiro e medicamentos antifúngicos comumente 

usados (Ramage et al., 2005). Usando um modelo de biofilme in vitro, Pessee et al. 

(2016) procuraram determinar o efeito combinado de dois agentes antifúngicos 

pertencentes a diferentes classes com mecanismos de ação distintos, contra o 

biofilme misto de C. albicans e C. glabrata. A capacidade de formação de biofilme foi 

avaliada através da quantificação da biomassa total. A eficácia da combinação de 

Caspofungina/fluconazol na biomassa e na microestrutura do biofilme misto foi 

dependente da concentração de Caspofungina. Esta combinação mostrou-se eficaz, 

porém demonstra um uso excessivo de antifúngicos para poder inibir a formação de 

biofilme. No nosso estudo, as cepas clínicas de Lactobacillus, isoladamente, foram 

capazes de reduzir a contagem das espécies de Candida, na formação do biofilme in 

vitro. C. albicans apresentou redução na contagem de colônias nas interações com L. 

rhamnosus, nos grupos Profilático e Simultâneo. 

Rossoni et al. (2018) isolaram cepas de Lactobacillus da cavidade bucal de 

indivíduos livres de cárie e avaliaram os efeitos inibitórios em três cepas de C. 

albicans: duas cepas clínicas (CA60, CA230S) e uma cepa ATCC 18804. Trinta cepas 

de Lactobacillus foram isoladas e avaliadas quanto à atividade antimicrobiana contra 

biofilmes in vitro de C. albicans. Os isolados de L. paracasei 28.4, L. rhamnosus 5.2 e 

L. fermentum 20.4 foram as cepas que exibiram a atividade inibitória mais significativa. 

A interação entre estes micro-organismos resultou na dissuasão do desenvolvimento 

de biofilme e no retardamento da formação de hifas. O impedimento do 

desenvolvimento do biofilme foi caracterizado pela expressão negativa de genes 

específicos do biofilme de C. albicans (ALS3, HWP1, EFG1 e CPH1). L. paracasei 

28.4, L. rhamnosus 5.2 e L. fermentum 20.4 demonstraram a capacidade de exercer 

atividade antifúngica através da inibição de biofilmes de C. albicans, reduzindo o 
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número de células fúngicas, inibindo a formação de hifas, desestabilizando a 

arquitetura do biofilme. Estes autores concluíram que L. fermentum 20.4, L. paracasei 

28.4 e L. rhamnosus 5.2 têm o potencial de serem usados como probióticos na 

cavidade bucal para prevenir o desenvolvimento de candidose oral. Resultado 

semelhante foi verificado no nosso estudo, porém, estas cepas de Lactobacilus 

apresentaram maiores reduções no número de células na formação de biofilmes in 

vitro de C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata e C. albicans, respectivamente. Apenas a 

cepa clínica de L. rhamnosus apresentou redução significativa no número de células 

de C. albicans. 

De acordo com Rossoni et al. (2017), os probióticos têm sido descritos como 

uma estratégia potencial para controlar infecções oportunistas devido à sua 

capacidade de estimular o sistema imunológico. Utilizando o modelo hospedeiro 

invertebrado de Galleria mellonella, estes autores avaliaram se cepas clínicas de 

Lactobacillus spp. eram capazes de fornecer proteção contra a infecção por C. 

albicans. Entre diferentes cepas de L. paracasei, L. rhamnosus e L. fermentum, 

verificaram que a cepa L. paracasei 28.4 apresentou maior capacidade de prolongar 

a sobrevivência de larvas infectadas com uma dose letal de C. albicans. Descobriram 

que a injeção de 107 células/larvas de L. paracasei em larvas de G. mellonella 

infectadas por C. albicans aumentou a sobrevivência desses animais em comparação 

com o grupo controle (P = 0.0001). Em seguida, investigaram os mecanismos imunes 

envolvidos na proteção contra a infecção por C. albicans, avaliando o número de 

hemócitos e a expressão gênica de peptídeos antifúngicos. Verificaram que L. 

paracasei aumentou a quantidade de hemócitos (2,38 x 106 células/mL) em relação 

ao grupo controle (1,29 x 106 células/mL), indicando que essa cepa é capaz de elevar 

o número de hemócitos circulantes no interior da hemolinfa de G.mellonella. Além 

disso, descobriram que os genes regulados por L. paracasei 28.4 regulam os 

peptídeos antifúngicos galiomicina e galeriamicina. Em relação ao grupo controle, L. 

paracasei 28.4 aumentou a expressão gênica de galiomicina em 6,67 vezes e 17,29 

vezes para galmicernina. Finalmente, verificaram que o fornecimento profilático de 

probiótico levou a uma redução significativa do número de células fúngicas na 

hemolinfa de G. mellonella. Concluíram que a cepa L. paracasei 28.4 pode proteger 

contra a candidose e modular o sistema imunológico de G. mellonella. No nosso 

estudo também confirmamos a ação probiótica desta cepa de L. paracasei, que 
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aumentou a sobrevivência das larvas de G. mellonella infectadas com uma dose letal 

de C. glabrata, C. albicans, C. tropicalis e C. krusei, respectivamente, comparadas 

com o grupo controle. Destacando a ação destes lactobacilos contra as espécies 

consideradas não-albicans, que ainda existem poucos trabalhos na literatura. 

de Barros et al. (2018) verificaram a influência das interações entre micro-

organismos para identificar uma linhagem de Lactobacillus que poderia reduzir a 

filamentação de Candida albicans ATCC 18804 usando modelos in vitro e in vivo. 

Assim, apresentando um efeito probiótico contra o patógeno fúngico. Primeiro, 

analisaram a capacidade de 25 isolados clínicos de Lactobacillus para reduzir a 

filamentação em C. albicans in vitro. Observaram que o isolado de L. paracasei 28,4 

apresentou a maior redução de hifas de C. albicans (p = 0,0109). Essa redução foi 

confirmada por análise de microscopia eletrônica de varredura. Em um estudo in vivo, 

os grupos profiláticos com L. paracasei aumentaram a sobrevivência de vermes 

Caenorhabditis elegans infectados com C. albicans (p = 0,0001) em 29%. A sobrevida 

prolongada foi acompanhada pela prevenção da ruptura da cutícula de 27% dos 

vermes pela filamentação de C. albicans, um fenótipo que é característico da morte 

de nematóides por este fungo, comparado ao grupo controle. O isolado L. paracasei 

28.4 reduziu a filamentação de C. albicans in vitro, regulando negativamente os genes 

TEC1 e UME6 que são essenciais para a produção de hifas. A provisão profilática de 

L. paracasei 28.4 protegeu C. elegans contra candidose in vivo. Estes autores 

concluíram que a cepa clínica L. paracasei 28.4 tem o potencial de ser empregado 

como um método alternativo para controlar a candidose, o que também foi verificado 

no nosso estudo, porém, nós verificamos a ação probiótica desta cepa clínica de 

Lactobacillus com cepas clínicas de C. albicans e não-albicans. 

Comparando com nossos resultados dos grupos Profiláticos, Ribeiro et al. 

(2017), que também trataram profilaticamente as larvas de G. mellonella com L. 

rhamnosus ATCC 9595 antes da infecção por C. albicans ATCC 18804, obtiveram 

aumento na taxa de sobrevivência de G. mellonella. 

Zakaria Gomaa (2013) observou 10 espécies de lactobacilos isoladas de 

produtos lácteos no Egito, quanto sua atividade antimicrobiana e anti-adesiva contra 

bactérias Gram-negativas, Gram-positivas e uma cepa de C. albicans. Dentre as 

espécies, esse autor também estudou L. paracasei, L. fermentum, L. rhamnosus, entre 

outros, e todas as espécies apresentaram inibição no crescimento de C. albicans em 
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biofilme in vitro. Destacando-se as espécies de Candida não-albicans, as três 

espécies de lactobacilos tiveram um número maior de redução comparado com C. 

albicans, que não apresentou redução significativa na interação com L. paracasei. 

Diversas interações antagônicas entre micro-organismos podem ser 

encontradas na literatura. Dentro das relações, pode-se salientar as que ocorrem 

entre as espécies de Candida com bactérias probióticas, que por meio da produção 

de metabólitos antimicrobianos, alteração do meio ou por competição direta por sítios 

de adesão, influenciam negativamente o crescimento destes fungos, podendo ser uma 

alternativa promissora aos antifúngicos convencionais (Vestman et al., 2013; Al 

Kassaa et al., 2014). Existem muitos estudos na literatura que descrevem as 

propriedades probióticas de diferentes lactobacilos e sua capacidade de inibir a 

colonização de micro-organismos patogênicos, produzir peróxido de hidrogênio e 

modular a resposta imune do hospedeiro (Aoudia et al., 2016; Chassot et al., 2010; 

Morales, Hogan, 2010). Vários parâmetros são considerados para atribuir 

propriedades probióticas para um micro-organismo. Os critérios incluem capacidade 

de aderir às células epiteliais do hospedeiro, produção de biofilmes, capacidade de 

co-agregação com bactérias patogênicas, inibição da ligação de agentes patogênicos 

às células epiteliais e atividade antimicrobiana (Andreu et al., 1995; Mastromarino et 

al., 2002; Martin et al., 2008; Van Tassell, Miller, 2011; Castro et al., 2013; Dhanani, 

Bagchi, 2013; Nishiyama et al., 2013). 

No estudo de Chew et al. (2015), algumas cepas de Lactobacillus também 

apresentaram atividade contra C. glabrata. L. rhamnosus GR-1 (ATCC 55826) e L. 

reuteri RC-14 (ATCC 55845) exibiram efeitos antifúngicos por causarem a interrupção 

do crescimento e morte celular no biofilme misto com C. glabrata. Além disso, a 

capacidade de autoagregação dos lactobacilos e coagregação entre os micro-

organismos observados nestas cepas parece ser um mecanismo importante para 

inibir o crescimento de C. glabrata, podendo representar potencial alternativa para o 

tratamento de infecções causadas por C. glabrata. 

Estudos mostram que as células de Lactobacillus apresentam efeitos 

inibitórios sobre as leveduras do gênero Candida (Thein et al., 2006; Hasslof et al., 

2010; Vilela et al., 2015). Estudos realizados com cepas probióticas de L. acidophilus 

e L. fermentum em ratos infectados com C. albicans, demonstraram uma redução 

significativa na quantidade de leveduras na cavidade bucal, o que sugere uma 
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capacidade terapêutica destas bactérias para a candidose bucal (Elahi et al., 2005). 

O uso de várias cepas de Lactobacilos como probióticos tem sido associado com a 

redução de doenças inflamatórias crônicas e de infecções fúngicas do trato 

gastrointestinal (Thein et al., 2006; Hasslof et al., 2010). 

Guo et al. (2017) avaliaram a ação antimicrobiana de L. acidophilus e L. 

fermentum contra Clostridium perfringens, que é um patógeno causador da enterite 

necrótica aviária. Investigaram os efeitos de L. acidophilus e L. fermentum sobre o 

crescimento, a produção de toxinas α e as respostas inflamatórias de C. perfringens. 

Em experiências de cultura in vitro, ambos os lactobacilos inibiram o crescimento de 

C. perfringens, acompanhado de uma diminuição do pH. Ambos os lactobacilos 

também diminuíram a produção de toxinas α de C. perfringens. A redução do pH levou 

à produção de toxinas α. A pré-incubação com L. acidophilus diminuiu a ligação de C. 

perfringens às células sem que a citotoxicidade celular fosse afetada. Ambos os pré-

tratamentos com lactobacilos reduziram a regulação dos fatores pró-inflamatórios, dos 

receptores de peptídeoglicano (PGN) e do fator nuclear kappa B (NF-kB) p65 em 

células epiteliais intestinais de frango desafiadas por C. perfringens. Concluíram que 

L. acidophilus e L. fermentum inibiram os efeitos patológicos das condições in vitro de 

C. perfringens. 

Amizic et al. (2017) avaliaram a capacidade antimicrobiana in vitro de dois 

probióticos em pastas de dentes (uma contendo Lactobacillus paracasei, outra 

contendo Lactobacillus acidophilus) e uma pasta de dente sem probiótico, 

separadamente. Estas três pastas foram testadas contra C. albicans, C. tropicalis, 

Enterococcus faecalis, Streptococcus salivarius e Staphylococcus aureus. As pastas 

de dentes probióticas tiveram melhor efeito inibitório do que as sem probiótico no caso 

de C. albicans e Streptococcus salivarius. Ambas as pastas de dentes probióticas 

testadas mostraram satisfatória atividade antimicrobiana. Pasta de dentes contendo 

L. paracasei teve maior capacidade de inibição do que a pasta contendo L. acidophilus 

em todos os casos, apresentando um efeito mais forte foi contra C. albicans. Esta é 

uma descoberta interessante e deve ser considerada em outros estudos de candidose 

oral, visando melhorar principalmente a qualidade de vida dos indivíduos 

imunossuprimidos e idosos. As pasta de dente contendo probióticos é um conceito 

relativamente novo na prevenção de Doenças infecciosas orais. O presente estudo foi 

limitado a apenas alguns tipos de micro-organismos. Assim sendo, estudos adicionais 
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são necessários para testar esses tipos de pastas de dente em diferentes 

concentrações e micro-organismos. 

Ishikawa et al. (2003) revelaram que as cepas probióticas de Lactobacillus 

foram úteis na redução da inflamação gengival. Outros ensaios clínicos demonstraram 

uma prevalência reduzida de inflamação gengival grave em adultos após o uso regular 

de comprimidos probióticos (Shimauchi et al., 2008; Iniesta et al., 2012). Dados de um 

estudo piloto sugeriu um efeito benéfico da bebida probiótica do leite na inflamação 

gengival (Staab et al., 2009). Além disso, demonstrou-se que as gomas de mastigação 

probióticas consumidas durante o período de duas semanas causaram uma redução 

nas citocinas pró-inflamatórias em pacientes com gengivite (Twetman et al., 2009). 

Possíveis ações de bactérias probióticas no ambiente oral devem ser devido a 

competição por sítios de ligação, produção de substâncias antimicrobianas, ativação 

e modulação da resposta imune (de Vrese et al., 2008; Meurman, 2005; Teughels et 

al., 2011). 

Vilela et al. (2015) estudaram a interação entre Lactobacillus acidophilus 

ATCC 4356 e Candida albicans ATCC 18804 em modelo invertebrado de Galleria 

mellonella por meio da análise de curva de sobrevivência e quantificação de UFC/mL 

de C. albicans na hemolinfa das lagartas. Verificaram que a injeção de L. acidophilus 

em G. mellonella infectadas por C. albicans aumentou significativamente a 

sobrevivência desses animais. Além disso, o número de UFC/mL de C. albicans na 

hemolinfa das lagartas com candidose experimental foi menor no grupo que recebeu 

inoculação de L. acidophilus em relação ao grupo controle, sugerindo que L. 

acidophilus protegeram G. mellonella da infecção experimental por C. albicans. No 

nosso trabalho, verificamos a ação profilática do L. paracasei, L. fermentum e L. 

rhamnosus, respectivamente, que apresentaram aumento da sobrevivência destas 

larvas quando infectadas por uma dose letal de C. albicans. 

De acordo com do Carmo et al. (2016), os Lactobacillus estão envolvidos na 

homeostase microbiana no trato genital feminino. Devido à alta prevalência de 

doenças bacterianas do trato genital feminino e a resistência de micro-organismos a 

vários agentes antimicrobianos, meios alternativos para controlar essas infecções são 

necessários. Com isso, esses autores avaliaram as propriedades probióticas de 

espécies de Lactobacillus incluindo L. acidophilus (ATCC 4356), L. fermentum (ATCC 

23271), L. paracasei (ATCC 335), L. plantarum (ATCC 8014) e L. rhamnosus (ATCC 
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9595), contra Candida albicans (ATCC 18804), Neisseria gonorrhoeae (ATCC 9826) 

e Streptococcus agalactiae (ATCC 13813). O potencial probiótico foi investigado 

usando os seguintes critérios: adesão ao epitélio do hospedeiro, células e muco, 

formação de biofilmes, co-agregação com patógenos bacterianos, inibição da adesão 

de agentes patogênicos às células mucosas e células epiteliais humanas (HeLa) e 

atividade antimicrobiana. Os lactobacilos testados aderiram à mucina, coagregaram 

com todos os micro-organismos genitais e exibiram atividade antimicrobiana. No 

entanto, apenas L. fermentum produziu um biofilme moderado e um maior nível de co-

agregação e ligação de mucina. O ensaio demonstrou que todas as cepas de 

Lactobacillus inibiram C. albicans por se ligarem à mucina. L. fermentum ATCC 23271 

foi a cepa mais proeminente, exibindo os mais altos níveis de adesão às células HeLa 

e ligação à mucina, além das propriedades antimicrobianas contra Candida spp. 

Assim, L. fermentum apresentou o melhor perfil probiótico em comparação com as 

outras espécies de lactobacilos testadas. Finalmente, sugeriram que L. fermentum 

pode ser usado sozinho ou em combinação com outras espécies a fim de tratar 

infecções genitais. No nosso estudo, L. fermentum reduziu significativamente a 

contagem de C. krusei na formação do biofilme in vitro, no grupo Profilático e no 

Terapêutico, respectivamente, comparando com o grupo controle de C. krusei. L. 

paracasei também reduziu significativamente a contagem de C. krusei na formação 

do biofilme, porém, esta redução ocorreu no grupo Simultâneo, no qual as suspensões 

são colocadas ao mesmo tempo, o que nos sugere que a cepa L. paracasei 28.4 foi 

capaz de aderir melhor ao fundo dos poços, devido também à sua capacidade de co-

agregação, à sua capacidade de produzir ácido lático podem ter contribuído para esta 

redução. No nosso experimento in vivo, a cepa clínica de L. fermentum 20.4, L. 

paracasei 28.4 e L. rhamnosus 5.2 apresentaram um potencial efeito antimicrobiano 

contra a infecção por C. albicans, no experimento de ensaio de sobrevivência de G. 

mellonella, aumentando significativamente a sobrevivência dessas larvas quando 

tratadas com estas espécies de Lactobacillus antes da infecção por C. albicans (grupo 

Profilático). 

Leão et al. (2015) avaliaram a influência de L. rhamnosus (ATCC1465) na 

expressão dos fatores de virulência de C. albicans (18804) in vitro. Observou-se uma 

redução significativa no crescimento de C. albicans na presença de L. rhamnosus 

após 24, 48 ou 72 horas. Também foi observada redução significativa na formação de 
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tubo germinativo após a interação por 48 ou 72 horas. Concluíram que os resultados 

sugerem que L. rhamnosus é capaz de influenciar significativamente o crescimento e 

a expressão de fatores de virulência de C. albicans, podendo interferir na 

patogenicidade desses micro-organismos. 

Mendonça et al. (2012) verificaram que o consumo do probiótico Yakult LB® 

(Lactobacillus casei e Bifidobacterium) foi capaz de influenciar a resposta imunológica 

específica contra espécies de Candida e a presença dessas leveduras na cavidade 

bucal de indivíduos saudáveis. As amostras de saliva foram coletadas antes e após o 

uso de probióticos durante 30 dias, 3 vezes por semana. Concluíram que as bactérias 

probióticas reduziram o número de leveduras de Candida na cavidade oral de idosos 

e aumentaram a resposta imune secretora específica contra essas leveduras, 

sugerindo seu possível uso no controle da candidose oral. 

Existem poucos trabalhos na literatura que avaliaram in vivo a interação de 

Lactobacillus com espécies de Candida, principalmente com as espécies não-

albicans, como C. glabrata, C. krusei e C. tropicalis. Assim, este trabalho contribuiu 

com resultados significativos em relação ao efeito antimicrobiano das cepas de 

Lactobacillus sobre estas espécies de Candida, tanto nos resultados in vitro, na 

formação de biofilmes, quanto nos resultados in vivo, no modelo invertebrado de 

Galleria mellonella. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 

Concluiu-se que as cepas clínicas de L. paracasei 28.4, L. rhamnosus 5.2 e 

L. fermentum 20.4 foram capazes de inibir a formação de biofilme in vitro e o 

desenvolvimento de candidose causados por C. albicans, C. krusei, C. tropicalis e C. 

glabrata, em modelo hospedeiro de invertebrado de Galleria mellonella, 

principalmente quando Lactobacillus foi administrado de forma profilática. 
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