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RESUMO GERAL 

A estomatite protética é associada à colonização microbiana da base acrílica das próteses, 

favorecida pela higiene deficiente das mesmas e pelo alto nível de Candida spp. na cavidade oral. 

A Candida albicans é a espécie fúngica mais comumente associada à esta patologia oral, 

geralmente tratada com antifúngicos. O uso indiscriminado destas drogas pode promover 

resistência destas espécies e efeitos colaterais aos indivíduos. Assim, é desejável promover a saúde 

por meio de terapias naturais ou alternativas, tais como a utilização de microrganismos 

probióticos. O objetivo desta pesquisa foi avaliar in vitro, a influência de diferentes probióticos 

isolados e dois probióticos comerciais na inibição do crescimento do biofilme de C. albicans em 

resina acrílica ativada termicamente (RAAT) para base protética e verificar se os subprodutos dos 

biofilmes teriam um potencial de alteração da superfície das amostras de RAAT (Ra). 90 amostras 

de RAAT foram divididas em 9 grupos: GI- controle negativo (Candida albicans sem probiótico); 

GII- Candida albicans + Lactobacillus casei; GIII- Candida albicans + Lactobacillus rhamnosus; 

GIV- Candida albicans + Lactobacillus helveticus; GV- Candida albicans + Bifidobacterium 

lactis; GVI- Candida albicans + Bifidobacterium longum; GVII- Candida albicans + 

Lactobacillus fermentum; GVIII- Candida albicans + Microbiome e GIX- Candida albicans + 

Prolive. Biofilmes de C. albicans foram formados sobre as superfícies das amostras de RAAT na 

presença dos probióticos, exceto para o grupo GI. Para a quantificação do biofilme, o número de 

células cultiváveis nas amostras de RAAT foi avaliado por contagem de unidades formadoras de 

colônias (UFCs). A alteração de superfície das amostras foi avaliada em rugosímetro (Ra - µm), 

antes e após a interação com os biofilmes. Os dados obtidos de UFCs e rugosidade foram 

submetidos à análise estatística (ANOVA 1 fator e 2 fatores medidas repetidas, respectivamente, 

seguidos do Teste de Tukey, p≤0.05). A rugosidade de superfície da RAAT foi diminuída após a 

exposição aos diferentes biofilmes microbianos, exceto para o grupo GVII, GVIII e GIX. Houve 

diminuição estatisticamente significante dos valores de Log (UFC/mL) de quatro probióticos 

isolados associados à C. albicans (B. lactis, B. longum, L. casei, L. helveticus) e do probiótico 

Prolive associado à C. albicans, quando comparados ao grupo controle (GI). As espécies B. 

longum e L. casei apresentaram os maiores valores de redução de UFC/mL de C. albicans. 

Conclui-se que de maneira geral, os probióticos testados promoveram um efeito antagonista sobre 



 
 

o crescimento de C. albicans em superfície de resina acrílica para próteses dentárias e a 

rugosidade da RAAT foi diminuída após a exposição aos diferentes biofilmes microbianos. 

Palavras-chave: Probióticos, Biofilmes, Candida albicans, Resinas acrílicas, Estomatite sob 

prótese 
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CATANOZE, I.A. Antagonist effect of isolated and commercial probiotics on the growth 

of Candida albicans on acrylic resin surface for dental prostheses. 2018. Master's Degree 

thesis - Faculty of Dentistry, São Paulo State University, 2018.  

 

GENERAL ABSTRACT 

 

Prosthetic stomatitis is associated with microbial colonization of the prosthesis base, favored 

by poor hygiene of the species and the high level of Candida spp. in the oral cavity. Candida 

albicans is a fungal species most commonly associated with oral pathology, usually treated 

with antifungal. Indiscriminate use can cause damage to species and side effects to 

individuals. Thus, it is desirable to promote health through natural or alternative therapies, 

such as the use of probiotic microorganisms. The objective of this research was to evaluate in 

vitro, the influence of different probiotics and two commercial probiotics on the inhibition of 

C. albicans biofilm growth in thermally activated acrylic resin (RAAT) for prosthetic base 

and to verify if biofilm byproducts would have potential alteration of the surface of RAAT 

(Ra) samples. 90 RAAT samples were divided into 9 groups: GI- negative control (Candida 

albicans without probiotic); GII- Candida albicans + Lactobacillus casei; GIII- Candida 

albicans + Lactobacillus rhamnosus; GIV- Candida albicans + Lactobacillus helveticus; 

GV- Candida albicans + Bifidobacterium lactis; GVI- Candida albicans + Bifidobacterium 

longum; GVII- Candida albicans + Lactobacillus fermentum; GVIII- Candida albicans + 

Microbiome and GIX- Candida albicans + Prolive. Biofilms of C. albicans were formed on 

the surfaces of RAAT samples in the presence of probiotics, except for GI group. For biofilm 

quantification, the number of cultured cells in the RAAT samples was evaluated by counting 

colony forming units (CFUs). The surface change of the samples was evaluated in a 

rugosimeter (Ra - μm), before and after the interaction with biofilms. The data obtained from 

CFUs and roughness were submitted to statistical analysis (ANOVA, followed by Tukey's 

test, p≤0.05). The surface roughness of RAAT was decreased after exposure to different 

microbial biofilms, except for the GVII, GVIII and GIX groups. There was a statistically 

significant decrease in the log values (CFU / mL) of four probiotic isolates associated with C. 

albicans (B. lactis, B. longum, L. casei, L. helveticus) and Prolive  probiotic associated with 

C. albicans, when compared to the control group (GI). The species B. longum and L. casei 

had the highest values of CFU / mL reduction of C. albicans. It is concluded that probiotics 

tested promoted an antagonistic effect on the growth of C. albicans on acrylic resin surface 



 

for dental prostheses and RAAT roughness was decreased after exposure to different 

microbial biofilms. 

 

Keywords: Probiotics, Biofilms, Candida albicans, Acrylic resins, Denture stomatitis  
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Efeito antagonista de probióticos isolados e comerciais sobre o crescimento de Candida 

albicans em superfície de resina acrílica para próteses dentárias. 

 

RESUMO  

Declaração do problema. Das várias propriedades de virulência de C. albicans, a formação 

de biofilme em superfícies acrílicas de próteses desempenha um papel crítico para a 

manutenção da higiene oral, culminando com o desenvolvimento de infecções. Biofilmes 

representam nichos, onde os microrganismos são envoltos em uma matriz extracelular, que os 

protegem da ação de agentes antimicrobianos, da saliva e da própria resposta imune do 

hospedeiro.  A este respeito, os probióticos surgem como alternativa potencial na redução da 

prevalência de candidíase oral. 

Objetivo. Avaliar in vitro a influência de diferentes probióticos vivos isolados, normalmente 

utilizados em produtos alimentícios e de dois suplementos probióticos comerciais, na inibição 

do crescimento do biofilme de Candida albicans em resina acrílica ativada termicamente 

(RAAT) para base protética e verificar se os subprodutos dos biofilmes teriam um potencial 

de alteração da superfície das amostras de RAAT.  

Materiais e Métodos. 90 amostras de RAAT foram divididas em 9 grupos: GI- controle 

negativo (Candida albicans sem probiótico); GII- Candida albicans + Lactobacillus casei; 

GIII- Candida albicans + Lactobacillus rhamnosus; GIV- Candida albicans + Lactobacillus 

helveticus; GV- Candida albicans + Bifidobacterium lactis; GVI- Candida albicans + 

Bifidobacterium longum; GVII- Candida albicans + Lactobacillus fermentum; GVIII- 

Candida albicans + Microbiome (Lactobacillus reuteri) e GIX- Candida albicans + Prolive 

(Lactobacillus acidophilus). Biofilmes de C. albicans foram formados sobre as superfícies 

das amostras de RAAT na presença dos probióticos. Para a quantificação do biofilme, o 

número de células cultiváveis nas amostras de RAAT foi avaliado por contagem de unidades 



 

formadoras de colônias (UFCs). A rugosisdade (Ra - µm) de superfície das amostras de 

RAAT foi analisada em rugosímetro, antes e após a formação dos biofilmes. Os dados obtidos 

de UFCs e rugosidade foram submetidos à análise estatística (ANOVA, seguido do Teste de 

Tukey, p≤0.05).  

Resultados. A rugosidade de superfície da RAAT foi diminuída após a exposição aos 

diferentes biofilmes microbianos, exceto para os grupos GVII, GVIII e GIX. Houve uma 

diminuição estatisticamente significante dos valores de Log (UFC/mL) de quatro probióticos 

isolados associados à C. albicans (B. lactis, B. longum, L. casei, L. helveticus) e do probiótico 

comercial Prolive associado à C. albicans, quando comparados ao grupo controle (GI). As 

espécies B. longum e L. casei apresentaram os maiores valores de redução de UFC/mL de C. 

albicans.  

Conclusão. De maneira geral, os probióticos testados promoveram um efeito antagonista 

sobre o crescimento de C. albicans em superfície de resina acrílica para próteses dentárias e a 

rugosidade da RAAT foi diminuída após a exposição aos diferentes biofilmes microbianos. 

 

IMPLICAÇÕES CLÍNICAS 

A resistência dos microrganismos aos medicamentos e os efeitos colaterais dos antifúngicos, 

restringem seu uso como agentes profiláticos de longo prazo para infecções fúngicas. Este 

estudo deixa evidente a ação promissora dos probióticos contra biofilme de C. albicans em 

superfície de resina acrílica para próteses dentárias. Estes resultados poderão ser úteis no 

desenvolvimento de terapias tópicas e na prevenção da formação de biofilme associado às 

doenças bucais, como a estomatite protética. 
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INTRODUÇÃO 

O crescimento da população idosa é uma realidade no cenário brasileiro e um 

fenômeno mundial, consequentemente muitos pacientes usuários de próteses são ou serão 

idosos no futuro. É fato que o uso de próteses dentárias favorece a retenção de biofilme e o 

desenvolvimento de infecções.
1
 Em virtude do processo de envelhecimento acarretar 

alterações fisiológicas e ser agravado por certas condições patológicas predisponentes, os 

idosos tendem a perder a capacidade funcional para as atividades diárias sendo a higiene 

bucal uma delas.
2
 

Alguns fatores associados, como o declínio da resposta imunológica, a higiene bucal 

deficiente e a diminuição da salivação pelo uso constante de medicamentos favorecem a 

proliferação de leveduras, contribuindo para a proliferação de Candida spp. na cavidade bucal 

de idosos.
3-6

 Estes microrganismos estão normalmente presentes na cavidade bucal e, 

geralmente não causam patologias. Porém, sob certas circunstâncias, estes podem agir como 

agentes infecciosos, causando o aparecimento de candidíase.
5
 

A estomatite protética é frequentemente associada à colonização microbiana da base 

acrílica das próteses dentárias, favorecida pela higiene deficiente das mesmas e pelo alto nível 

de Candida spp. na saliva.
7-9

 Candida albicans é a espécie fúngica mais comumente associada 

à estomatite protética, sendo responsável por cerca de 24-75% dos casos de infecção.
10-14

 

Estudos mostram que outras patologias podem estar associadas ao biofilme da prótese, como 

por exemplo, infecções gastrointestinais e pulmonares, principalmente em pacientes 

imunossuprimidos ou idosos, pela deglutição e aspiração contínua de microrganismos do 

biofilme da prótese.
3,15-17

 

Geralmente estas patologias são tratadas à base de antifúngicos poliênicos (nistatina) 

e azólicos (fluconazol, miconazol, itraconazol). O uso indiscriminado de drogas antifúngicas 

pode trazer como consequência, a resistência destes microrganismos aos agentes 
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antimicrobianos.
18,19

 Além disso, o miconazol interage com outras drogas e induz alterações 

hepáticas. A nistatina tem um sabor desagradável, e alguns indivíduos apresentam desconforto 

gastrointestinal, como náuseas, vômitos e diarreia.
20

 Assim, é desejável promover a saúde por 

meio de terapias naturais ou alternativas, tais como a utilização de microrganismos 

probióticos. 

Os probióticos são microrganismos vivos que conferem benefícios à saúde dos 

indivíduos, além de promoverem uma melhora no sistema gastrointestinal quando 

consumidos em alimentos, efeito já extensivamente estudado sobre a flora intestinal.
21-25

 Os 

probióticos estão disponíveis como suplementos dietéticos e são comumente adicionados aos 

alimentos como iogurte, sucos, queijos, leite e produtos de soja, incluindo uma larga 

variedade de microrganismos, como os Lactobacillus e os Bifidobacterium. Os probióticos 

são conhecidos por sua capacidade de inibir o crescimento de microrganismos patogênicos 

pela ação competitiva, antagônica, e imunológica, tendo a capacidade de melhorar os 

mecanismos de defesa do hospedeiro, estimulando a proliferação de bactérias benéficas.
3
  

Das várias propriedades de virulência de C. albicans, a formação de biofilme em 

superfícies acrílicas desempenha um papel crítico para a manutenção da higiene oral.
26,27

 

Biofilmes representam nichos exclusivos, onde os microrganismos são envoltos em uma 

matriz extracelular, que os protegem da ação de agentes antimicrobianos, da saliva e da 

própria resposta imune do hospedeiro.
28,29

 A este respeito, os probióticos surgem como 

alternativa potencial na redução da prevalência de candidíase oral. 
3,30,31

 

Alguns estudos têm mostrado resultados promissores sobre a ação dos probióticos 

contra as espécies de Candida presentes na cavidade oral. 3,32-34 No entanto, a literatura é 

escassa na interação materiais dentários e probióticos. Estes resultados poderão ser úteis no 

desenvolvimento de terapias tópicas e na prevenção da formação de biofilme associado às 

doenças bucais, como a estomatite protética. Dessa forma, os objetivos deste estudo foram 
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avaliar in vitro a influência de diferentes probióticos vivos isolados, normalmente utilizados 

em produtos alimentícios e de dois suplementos probióticos comerciais, na inibição do 

crescimento do biofilme de Candida albicans em resina acrílica ativada termicamente 

(RAAT) para base protética e verificar se os subprodutos dos biofilmes teriam um potencial 

de alteração da superfície das amostras de RAAT.  

 As hipóteses nulas deste estudo foram as de que os probióticos vivos e comerciais 

utilizados não inibiriam o crescimento de C. albicans em amostras de RAAT e não alterariam 

a superfície das amostras. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Confecção das amostras em resina acrílica ativada termicamente (RAAT)  

(ANEXO A) 

Foram confeccionadas 90 amostras de RAAT (VipiCril Plus, VIPI Produtos 

Odontológicos), utilizando-se uma matriz metálica  vazada na espessura de 3 mm, contendo 

em seu interior 10 compartimentos circulares, com dimensões de 10 mm de diâmetro cada 

(n=10). Esta matriz foi posicionada sobre uma lâmina de vidro retangular (80 mm x 35 mm x 

3 mm) e seu interior foi preenchido com cera utilidade (Wilson, Polidental Ind. e Com. Ltda.). 

Em seguida o conjunto lâmina de vidro e matriz metálica foi incluído em mufla (Vipi STG, 

VIPI Produtos Odontológicos). Para isso, a superfície interna da base da mufla foi isolada 

com vaselina em pasta, sendo preenchida em seguida com gesso pedra tipo III (Asfer), 

seguindo a proporção de 100 g de pó para 30 mL de água, espatulado por 1 minuto e vertido 

sob vibração constante. Após a cristalização do gesso, uma segunda lâmina de vidro com as 

mesmas dimensões já citadas foi posicionada sobre a matriz já incluída em gesso e fixada 

com silicone de condensação Zetalabor (Zhermack). A contra-mufla foi posicionada e, sobre a 

superfície desta última lâmina de vidro foi vertido gesso pedra tipo III. Em seguida, a mufla 
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foi levada à prensa hidráulica de bancada (VH, Midas Dental Produtos Ltda) sob pressão 

constante de 1000 Kgf por 2 minutos. Após a cristalização do gesso, a mufla foi aberta e a 

cera removida do interior de cada superfície interna da matriz. A superfície do vidro foi limpa 

com acetona pura (Labsynth Produtos para Laboratórios Ltda). A RAAT foi proporcionada de 

acordo com as instruções do fabricante e, ao atingir a fase plástica, foi inserida no interior das 

superfícies internas da matriz incluída em mufla. Após a inserção, a contra-mufla foi 

posicionada e levada à prensa hidráulica, com força de 1000 Kgf, durante 2 minutos, depois 

foi transferida para uma prensa manual e realizada a polimerização de bancada por 30 

minutos. A resina foi polimerizada pelo método convencional, de acordo com o fabricante, 

em que a mufla foi colocada em recipiente com água fria e a temperatura foi elevada para 65
 

o
C, em 30 minutos, permanecendo nesta temperatura por 1h. Após este período, a temperatura 

da água foi elevada para 100
 o
C, em 30 min, permanecendo nesta temperatura por mais 1h. 

Após a polimerização da resina, e o resfriamento da mufla, a mesma foi aberta e as amostras 

foram removidas e submetidas ao polimento em uma politriz universal semiautomática 

(Arotec S.A. Ind Com), utilizando-se lixas metalográficas com diferentes granulações (400, 

600, 800 e 1200 - Buehler), sendo posteriormente finalizadas com solução diamantada em 

disco de feltro. Em seguida foi realizada a padronização da espessura das amostras numa faixa 

de 2.5 a 2.6 mm, utilizando a lixa de granulação 400 com auxílio de um paquímetro digital 

(Mitutoyo Sul Americana Ltda;). Por fim, as amostras foram submetidas à limpeza em 

ultrassom (Ultracleaner 1400; UNIQUE) por 20 min em água destilada, para remoção de 

possíveis debris na superfície da resina, e após isso foram deixadas ao ar livre para secagem. 

Avaliação da rugosidade de superfície (Anexo B) 

A fim de selecionar as amostras com padrões de superfície semelhantes para os 

ensaios de biofilme, as amostras de RAAT tiveram sua rugosidade de superfície (Ra - µm) 

mensurada por meio de um rugosímetro (Mitutoyo SJ-400; Mitutoyo Corp.), sendo 
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considerada a faixa de 0,02 a 0,05 µm, ideal no período inicial. As amostras de RAAT foram 

posicionadas individualmente no rugosímetro com a superfície submetida à análise sempre 

voltada para cima, sendo executadas três leituras paralelas para mensurar a rugosidade de 

superfície (Ra) inicial. A extensão de cada leitura foi de 2.4 mm, com cut-off de 0.8 mm).
35,36

 

A velocidade da leitura foi de 0.5mm/seg. Os valores de rugosidade iniciais foram obtidos 

pela média aritmética e dados em micrometros. Após a leitura de rugosidade, as amostras 

foram coladas com fita dupla face no interior de poços de placas de poliestireno (24 poços) e 

esterilizadas com óxido de etileno (Oximed, São José do Rio Preto, SP, Brasil), para serem 

posteriormente submetidas à adesão e formação dos biofilmes de C. albicans, e C. albicans + 

probióticos. Novas leituras foram realizadas após a interação com os biofilmes, a fim de 

verificar se os subprodutos dos mesmos teriam um potencial de alteração da superfície das 

amostras de RAAT.  

 

Determinação dos grupos do estudo (Anexo C) 

As seguintes cepas isoladas de referência da American Type Culture Collection 

(ATCC) foram utilizadas neste estudo: Candida albicans (ATCC 26790); Lactobacillus casei 

(ATCC 393); Lactobacillus rhamnosus (ATCC 9595); Lactobacillus helveticus (ATCC 

12046); Bifidobacterium lactis (ATCC 7503); Bifidobacterium longum (ACCT 7502) e 

Lactobacillus fermentum (ATCC 9338). Essas cepas microbianas foram fornecidas pelo 

Instituto Oswaldo Cruz – FIOCRUZ (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Dois suplementos 

probióticos comerciais isolados foram utilizados neste estudo, sendo eles: Microbiome Plus 

(Longhill Interprises Limited) à base de Lactobacillus reuteri (NCIMB 30242) e Prolive 

(Aché) à base de Lactobacillus acidophilus (LA 14). 

As 90 amostras de RAAT foram divididas nas placas de 24 poços, em 9 grupos 

(n=5), perfazendo dois ensaios independentes (n=10 no total): GI - controle negativo 
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(Candida albicans sem probiótico); GII- C. albicans + L. casei; GIII- C. albicans + L. 

rhamnosus; GIV- C. albicans + L. helveticus; GV- C. albicans + B. lactis; GVI- C. albicans 

+ B. longum ,  GVII- C. albicans + L. fermentum, GVIII- C. albicans + Microbiome, GIX – 

C. albicans + Prolive. 

 

Curvas de crescimento dos microrganismos  

As cepas dos probióticos isolados previamente congeladas em freezer -80 
o
C foram 

reativadas em meios de cultura específicos. Os probióticos da espécie Bifidobacterium 

cresceram em meio TOS-muporicina ágar (Merck KGaA) e os probióticos da espécie 

Lactobacillus cresceram em meio Rogosa ágar (M.R.S. AGAR De Man, Rogosa, Sharpe; 

Oxoid Companies), mais ácido acético a 99%, por 48 horas em estufa de CO2 a 5%. A cepa de 

C. albicans foi reativada em meio Sabouraud Dextrose Ágar (ASD; Difco) por 24h.  

Para a padronização do inóculo para os ensaios de biofilme foram realizadas curvas 

de crescimento para os microrganismos avaliados no estudo. Cerca de 5 colônias de cada 

microrganismo foram inoculadas em tubo de ensaio contendo 5 mL de caldo Brain Heart 

Infusion (BHI; Difco Laboratories) com 1% de glicose e incubados em estufa por 18h a 24h. 

Após esse período, 500 µL da cultura de cada microrganismo foram inoculados 

separadamente em novos tubos contendo 5 mL do BHI com 1% de glicose. A cada 2 horas 

foram realizadas leituras da densidade óptica (DO) no espectrofotômetro (a 550 nm) até o 

valor da leitura se estabilizar e as culturas foram plaqueadas em meios específicos para 

obtenção dos valores de Unidades Formadoras de Colônias/mL (UFC/mL). Foram definidos 

os valores de densidade óptica (DO) entre 0.3 a 0.4 para C. albicans (10
6
 UFC/mL) e entre 0.9 

e 1.0 (10
9
 UFC/mL) para os probióticos. 

 

.  
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Ensaios de biofilme (ANEXO D) 

- Cepas e condições de crescimento 

Após o conhecimento da DO dos microrganismos, estabelecida por curva de 

crescimento, iniciou-se os testes de ensaio de biofilme. Os Lactobacillus foram descongelados 

e repicados em Rogosa Ágar; os Bifidobacterium em meio TOS-muporicina ágar, e C. 

albicans em Ágar Sabouraud Dextrose para reativação, da mesma maneira em que foi 

realizado nas curvas de crescimento. Logo após a reativação, uma alçada de cada probiótico 

foi coletada das placas e inoculadas em 20 mL de meio BHI caldo suplementado com 1% de 

glicose e C. albicans foi inoculada em 5 mL do meio caldo Sabouraud Dextrose e então, 

mantidos em estufa de CO² por 24 horas, a 37 °C.
37

 Para realizar a reativação das cepas dos 

probióticos comerciais, foi dissolvido o comprimido utilizando 20 mL de meio BHI caldo 

suplementado com 1% de glicose sob agitação.  

Após o período de incubação foram retirados 500 µL do overnight de C. albicans e 

adicionados em um tubo novo, contendo 5 mL de caldo Sabouraud Dextrose para crescimento 

de células novas e obtenção da DO entre 0.3 e 0.4 nm, como estabelecido nas curvas de 

crescimento. Por volta de 2 a 3 horas depois, a DO foi atingida e então foi feito o 

plaqueamento para posterior contagem de colônias. Foram retirados 3 mL da cultura e 

colocados em dois microtubos (1.5 mL em cada) para realizar a centrifugação a 8000 rpm 

(Combi 514R; Hanil) por 5 min, e obtenção do ‘pellet’ de C. albicans. Após o primeiro ciclo 

de centrifugação, foi retirado o caldo e adicionado 1 mL de solução salina tamponada com 

fosfato (PBS, pH 7) para lavar as células. Posteriormente, elas foram agitadas no vórtex, e 

outro ciclo de centrifugação foi realizado para a obtenção do ‘pellet’ novamente. Após este 

procedimento, a solução tampão foi retirada e as células de C. albicans foram diluídas 10x em 

saliva artificial (2 mL de C. albicans para 18 mL de saliva artificial).  
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A saliva artificial foi manipulada tendo em sua composição, para cada 1 litro de água 

deionizada, os seguintes ingredientes: 2g de extrato de levedura (Sigma-Aldrich), 5g de 

peptona bacteriológica (Sigma-Aldrich), 2g de glicose (Sigma-Aldrich), 1g de mucina de 

estômago de porco (Sigma-Aldrich), 0.35 g de NaCl (Sigma-Aldrich), 0.2g de CaCl2 (Sigma-

Aldrich) e 0.2g de KCl (Sigma-Aldrich).  

 

- Formação do biofilme de C. albicans na presença dos probióticos 

Após a diluição de C. albicans em saliva artificial (citada acima), biofilmes de C. 

albicans foram formados sobre as superfícies das amostras de RAAT previamente coladas no 

interior de poços de placas de poliestireno (24 poços). 1 mL deste inóculo (10
6
 células/mL em 

saliva artificial) foi adicionado aos poços contendo as amostras. As placas foram incubadas 

em agitadora orbital (126 rpm) a 37 °C, por 2 h para permitir a adesão celular inicial nas 

superfícies das amostras.  

Enquanto as amostras estavam na agitadora, foi realizada a leitura da DO dos 

probióticos no espectrofotômetro e logo após, eles foram individualmente centrifugados para 

a obtenção dos ‘pellets’. O caldo BHI + glicose 1% foi retirado e adicionado um caldo fresco 

para nutrir as células, a quantidade adicionada foi o suficiente para chegar na DO entre 0.9 e 

1.0.  

Após duas horas de aderência inicial de C. albicans, a saliva artificial foi retirada e 1 

mL de cada probiótico (10
9
 células/ml em BHI + 1% de glicose) foi retirado dos tubos da DO 

já centrifugado e adicionado nos poços respectivos de cada grupo (n=5 em cada grupo). No 

grupo controle foi adicionado apenas o meio caldo BHI + 1% de glicose. As placas ficaram 

por 24 horas em estufa de CO2 para crescimento dos biofilmes. Os experimentos foram 

realizados em dois ensaios independentes. 
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- Quantificação das células cultiváveis 

O número de células viáveis dos biofilmes formados nas amostras de RAAT, na 

presença dos probióticos foi avaliado por contagem de unidades formadoras de colônias 

(UFCs). Para recuperação de células bacterianas e fúngicas sobre a superfície das amostras, 

cada amostra foi retirada do poço com o auxílio de uma pinça estéril e introduzida em um 

tubo de ensaio contendo 1 mL de solução PBS (pH 7, 0.1 mol L-1) para que estes tubos 

fossem levados à agitação em cuba ultrassônica (Ultracleaner 1400; UNIQUE) por 10min, 

seguido de agitação em vórtex (AP 56; Phoenix) durante 1min. 

Em seguida, suspensões de biofilme (20 µL de cultura para 180 µL de solução 

tampão PBS) foram vigorosamente agitadas durante 90 s e diluições decimais seriadas (em 

PBS; pH 7, 0.1 mol L-1) foram plaqueadas em Ágar Sabouraud Dextrose (ASD; Difco) com 

50µg/mL de cloranfenicol, para contagem de colônias de C. albicans  Para contagem das 

colônias de probióticos dos grupos controles, as espécies Bifidobacterium foram plaqueadas 

em meio TOS-muporicina ágar (Merck KGaA) com 20µg/mL de anfotericina B e os 

probióticos da espécie Lactobacillus plaqueados em meio Rogosa ágar (M.R.S. AGAR De 

Man, Rogosa, Sharpe; Oxoid Companies), mais ácido acético com 20µg/mL de anfotericina 

B. Para os probióticos comerciais, foi feito o plaqueamento em BHI ágar (BHI; Difco 

Laboratories) com 20µg/mL de anfotericina B. Após 18-24 h de incubação das placas para 

crescimento de C. albicans e 48h para crescimento das espécies isoladas de Bifidobacterium e 

Lactobacillus, e dos probióticos comerciais em estufa de CO², a 37 °C, o número de UFCs/mL 

foi contado manualmente. 

ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados de contagem microbiana obtidos para o ensaio de viabilidade celular foram 

convertidos em Log (UFC/mL). Os mesmos foram analisados quanto a sua homogeneidade 

(Shapiro Wilks), a fim de determinar se provinham ou não de uma distribuição normal.  
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Como a distribuição dos dados foi paramétrica, a análise de variância (ANOVA 1 

fator) foi aplicada, seguido do teste de Tukey-Kramer (α=.05). Para os dados obtidos no teste 

de rugosidade (Ra), como os mesmos apresentaram uma distribuição normal, a análise de 

variância (ANOVA dois fatores), medidas repetidas foi aplicado, seguido do teste de Tukey-

Kramer (α=.05), utilizando-se o programa IBM SPSS 20.0 (IBM, Armonk, NY, USA).  

 

RESULTADOS 

- Resultados da contagem de UFCs em Log 

Na tabela 1 e gráfico 1 abaixo, estão representados os resultados médios da  

contagem microbiana (Log UFC/mL) dos biofilmes formados nas amostras de RAAT, na 

presença dos probióticos isolados. 

Tabela 1 - Valores médios (desvio padrão) da contagem microbiana de C. albicans em Log 

(UFC/mL) obtidos nas amostras de RAAT, na presença dos probióticos isolados 

BIOFILMES Log (UFC/mL) 

Média/DP 

Redução em Log 

(%)* 

 

GI- C. albicans 
6.29/ (0.21) a 

 

 

- 

GII- C. albicans + L. casei 

 

5.07/ (0.57) c  

 

1.22 (19.4%) 

GIII- C. albicans + L. rhamnosus 

 

5.83/ (0.17) a 0.46 (7.31%) 

GIV- C. albicans + L. helveticus 

 

   5.33/ (0.40) b,c 0.96 (15.26%) 

GV- C. albicans + B. lactis 

 

5.77/ (0.28) b 0.52 (8.27%) 

GVI- C. albicans + B. longum 

 

4.94/ (0.29) c 

 

1.35 (21.46%) 

GVII- C. albicans + L. fermentum 

 

5.88/ (0.48) a 

 

0.41 (6.52%) 

Letras diferentes mostram diferença entre os grupos (Teste de Tukey, p≤0.05) 

* % de redução em relação à média do controle de C. albicans 
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Gráfico 1 - Contagem microbiana (Log UFC/mL) dos biofilmes de C. albicans 

formados nas amostras de RAAT, na presença dos probióticos isolados (teste de 

Tukey (p≤0.05). As letras minúsculas diferentes mostram diferença estatística entre os 

grupos, segundo os testes de ANOVA e Tukey (p<0.05). C.a, Candida albicans; B. la, 

Bifidobacterium lactis; B.lo, Bifidobacterium longum; L.ca, Lactobacillus casei; L.fe, 

Lactobacillus fermentum, L.he, Lactobacillus helveticus; L.rh, Lactobacillus rhamnosus. 

 

Foi possível notar na Tabela 1 e Gráfico 1, que houve diferença estatística 

significante entre os valores de Log (UFC/mL) de quatro probióticos associados à C. albicans 

(B. lactis, B. longum, L. casei, L. helveticus) e o grupo controle de C. albicans. Na 

quantificação do biofilme em Log, C. albicans (GI- controle) apresentou uma média de 6.2 

(UFC/mL) nas amostras de RAAT. As menores contagens de UFC/mL foram as obtidas pelos 

biofilmes formados na presença de B. longum, com valor médio de 4.94 (UFC/mL), seguido 

do L. casei, com valor médio de 5.07 (UFC/mL). Não houve redução estatisticamente 

significativa em relação ao controle quando os probióticos L. fermentum e L. rhamnosus 

foram associados à C. albicans, embora pôde-se notar uma redução numérica. 
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Gráfico 2 - Contagem microbiana (Log UFC/mL) dos biofilmes de probióticos isolados 

formados nas amostras de RAAT, na presença de C. albicans e seus respectivos controles 

(teste de Tukey (p≤0.05). As letras maiúsculas diferentes mostram diferença estatística entre as 

barras azuis e verdes, para cada probiótico isoladamente. As letras minúsculas diferentes mostram 

diferença estatística entre as barras azuis entre si ou entre as barras verdes entre si, segundo os 

testes de ANOVA e Tukey (p≤0.05). C.a, Candida albicans; B. la, Bifidobacterium lactis; B.lo, 

Bifidobacterium longum; L.ca, Lactobacillus casei; L.fe, Lactobacillus fermentum, L.he, 

Lactobacillus helveticus; L.rh, Lactobacillus rhamnosus. 

 

Foi possível notar no Gráfico 2, que houve diferença estatística significante entre os 

valores de Log (UFC/mL) apenas para o probiótico L. casei associado à C. albicans e seu 

respectivo grupo controle, apresentando uma menor contagem de UFC/mL. Este fato sugere 

que C. albicans interferiu na viabilidade celular deste probiótico. O probiótico associado à C. 

albicans que apresentou a maior viabilidade celular foi B. longum, sendo estatisticamente 

diferente dos demais. 

Na tabela 2 e gráfico 3 abaixo, estão representados os resultados médios da  

contagem microbiana (Log UFC/mL) dos biofilmes formados nas amostras de RAAT, na 

presença dos probióticos comerciais. 
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Tabela 2 - Valores médios (desvio padrão) da contagem microbiana de C. albicans em Log 

(UFC/mL) obtidos nas amostras de RAAT, na presença dos probióticos comerciais. 

BIOFILMES Log (UFC/mL) 

Média/DP 

Redução em Log 

(%)* 

 

GI- C. albicans 
6.57/ (0.56) a 

 

 

- 

GII- C. albicans + Microbiome 

 

6.33/ (0.50) a 

 

0.24 (3.65%) 

GIII- C. albicans + Prolive 

 

5.72/ (0.36) b 0.85 (12.94%) 

Letras diferentes mostram diferença entre os grupos (Teste de Tukey, p≤0.05) 

* % de redução em relação à média do controle de C. albicans 

 

 

Gráfico 3 - Contagem microbiana (Log UFC/mL) dos biofilmes de C. albicans 

formados nas amostras de RAAT, na presença dos probióticos comerciais (teste 

de Tukey (p≤0.05). As letras minúsculas diferentes mostram diferença estatística entre 

os grupos, segundo os testes de ANOVA e Tukey (p≤0.05). MI, Microbiome; 

PRO,Prolive. 
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Foi possível notar na Tabela 2 e Gráfico 3, que houve diferença estatística 

significante entre os valores de Log (UFC/mL) do probiótico comercial Prolive associado à C. 

albicans  e o grupo controle de C. albicans. Na quantificação do biofilme em Log, C. albicans 

(GI- controle) apresentou uma média de 6.57 (UFC/mL) nas amostras de RAAT. A menor 

contagem de UFC/mL foi obtida pelos biofilmes formados na presença do probiótico 

comercial Prolive, à base de L. acidophilus, com valor médio de 5.72 (UFC/mL). Não houve 

redução estatisticamente significativa em relação ao controle quando o probiótico comercial 

Microbiome, à base de L. reuteri, foi associado à C. albicans, embora pôde-se notar uma 

redução numérica. 

 

Gráfico 4 - Contagem microbiana (Log UFC/mL) dos biofilmes de probióticos 

comerciais formados nas amostras de RAAT, na presença de C. albicans e seus 

respectivos controles (teste de Tukey (p≤0.05). As letras minúsculas diferentes 

mostram diferença estatística entre os grupos, segundo os testes de ANOVA e Tukey 

(p≤0.05). MI, Microbiome; PRO,Prolive. 
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Foi observado no Gráfico 4 que houve diferença estatística significante entre os 

valores de Log (UFC/mL) dos grupos controles dos probióticos comerciais entre si. Quando 

associados à C. albicans, os probióticos não apresentaram diferença estatística com seu 

respectivo controle. Este fato sugere que C. albicans não interferiu na viabilidade celular 

destes probióticos comerciais. 

Resultados de rugosidade de superfície  

-Probióticos Isolados 

Nas tabelas abaixo, estão apresentadas a análise de variância ANOVA dois fatores, 

medidas repetidas e os valores médios de rugosidade (Ra - µm) das amostras de RAAT, para 

os diferentes biofilmes formados. 

Tabela 3 - Análise de Variância (ANOVA) medidas repetidas, com dois fatores de 

rugosidade da RAAT, exposta a diferentes biofilmes microbianos 

 

 Conforme a tabela 3 da ANOVA, houve diferença estatisticamente significativa 

apenas para o fator período (p<0.001). 

 

 

 

 

 

Fatores de Variação SS df MS F P 

Biofilme 0.001 6 0.000 0.586 0.740 

Entre amostras 0.012 63 0.000   

Período 0.012 1 0.012 100.103 <0.001 

Biofilme x Período 0.002 6 0.000 2.212 0.053 

Intra amostras 0.007 63 0.000   

P<0.05 denota diferença estatística significante. 
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Tabela 4 - Valores médios (± desvio padrão) de rugosidade da RAAT (Ra - µm), exposta a 

diferentes biofilmes microbianos. 

Biofilme bacteriano Antes da exposição Após a exposição 

GI- C. albicans 0.038 ± 0.020 Aa 0.021 ± 0.004 BCb 

GII - C. albicans + L. casei  0.048 ± 0.011 Aa 0.017 ± 0.005 Cb 

GIII-  C. albicans + L. rhamnosus 0.043 ± 0.012 Aa 0.023 ± 0.004 Bb 

GIV- C. albicans + L. helveticus  0.045 ± 0.013 Aa 0.022 ± 0.006 Bb 

 GV- C. albicans + B. lactis 0.035 ± 0.020 Aa 0.021 ± 0.006 BCb 

GVI- C. albicans + B. longum 0.037 ± 0.019 Aa 0.023 ± 0.007 Bb 

GVII- C. albicans + L. fermentum 0.038 ± 0.018 Aa 0.029 ± 0.007 Aa 

Média geral 0.040 0.022 

Médias seguidas de mesma letra maiúscula na coluna e letra minúscula na linha não diferem ao 

nível de 5% de significância (P≤0.05) pelo teste de Tukey. 

  

Por meio da Tabela 4, é possível observar que a rugosidade da RAAT diminuiu 

significativamente após exposição aos diferentes biofilmes microbianos, exceto ao biofilme 

C. albicans + L. fermentum.  

 

-Probióticos Comerciais 

 

Tabela 5 - Análise de Variância (ANOVA) medidas repetidas, com dois fatores de 

rugosidade da RAAT, exposta a diferentes biofilmes microbianos. 

 

Fatores de Variação SS df MS F P 

Biofilme 0.002 2 0.001 1.472 0.247 

Entre amostras 0.021 27 0.001   

Período 0.000009 1 0.000009 0.037 0.850 

Biofilme x Período 0.000 2 0.000 0.573 0.571 

Intra amostras 0.007 27 0.000   

P<0.05 denota diferença estatística significante. 
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Conforme a Tabela 5 é possível observar que a interação entre biofilme analisado e 

período de análise não interferiu significativamente nos valores de rugosidade da resina 

acrílica. 

 

Tabela 6 - Valores médios (± desvio padrão) de rugosidade da RAAT (Ra - µm), exposta a 

diferentes biofilmes microbianos. 

Biofilme bacteriano Antes da exposição Após a exposição 

 C. albicans 0.034 ± 0.025 Aa 0.027 ± 0.010 Aa 

 C. albicans + Microbiome 0.043 ± 0.023 Aa 0.044 ± 0.038 Aa 

 C. albicans + Prolive 0.029 ± 0.014 Aa 0.032 ± 0.013 Aa 

Médias seguidas de mesma letra maiúscula na coluna e letra minúscula na linha não diferem ao nível de 

5% de significância (P<0.05) pelo teste de Tukey. 

 

Por meio da Tabela 6, é possível observar que não houve diferença estatisticamente 

significativa entre períodos e grupos analisados. 

 

DISCUSSÃO 

A hipótese nula deste estudo de que os probióticos vivos utilizados não inibiriam o 

crescimento do biofilme de C. albicans em amostras de resina acrílica foi rejeitada. Ficou 

evidente com base nos resultados deste estudo, que os probióticos possuem atividade contra 

C. albicans, comprovando seu efeito antagonista.  Dos seis probióticos analisados, quatro 

inibiram o crescimento do biofilme de C. albicans (B. lactis, B. longum, L. casei e L. 

helveticus), apresentando uma redução estatisticamente significativa na contagem de UFC/mL 

deste fungo, após interação com células destes probióticos. Resultados semelhantes foram 

obtidos por Song; Lee
38

, que também comprovaram a atividade de L. rhamnosus e L. casei 

contra C. albicans. Outro estudo também comprovou a ação antifúngica de probióticos 

comercialmente disponíveis, principalmente os que continham espécies de Lactobacillus, 
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interferindo na capacidade in vitro de C. albicans de formar biofilme em materiais 

protéticos.
39

 

A atividade antifúngica dos Lactobacillus ocorre por dois mecanismos, em primeiro 

lugar estas espécies produzem quantidade abundante de ácido lático, e este ácido se difunde 

através da membrana do fungo alvo e reduz o pH citoplasmático, causando perda da 

viabilidade celular.
40

 Em segundo lugar, eles produzem vários peptídeos antifúngicos, que 

podem romper a membrana do fungo ou inativar moléculas do citoplasma.
41

 Matsubara et 

al.
42

 também revelaram que as espécies de Lactobacillus ao liberarem metabólitos, inibem o 

desenvolvimento do biofilme de C. albicans, interferindo na colonização inicial e na 

formação de hifas deste fungo. 

Estudos clínicos também comprovaram a eficácia do uso de probióticos na redução 

do nível de infecção por Candida. Ishikawa et al.
3
 realizaram um estudo randomizado duplo-

cego, em portadores de próteses totais com a presença de Candida spp. na cavidade oral. Os 

pacientes foram alocados em dois grupos: probiótico e placebo. Todos os pacientes foram 

instruídos a limpar a prótese total diariamente. O grupo probiótico depositava uma cápsula 

contendo probióticos liofilizados (Lactobacillus rhamnosus HS111, Lactobacillus 

acidophillus HS101 e Bifidobacterium bifidum) diariamente na superfície palatina da prótese 

maxilar, enquanto o grupo placebo foi submetido ao mesmo regime usando cápsulas de 

placebo. Os níveis de Candida spp. foram avaliados em amostras de mucosa do palato obtidas 

antes e após 5 semanas do período experimental. A taxa de detecção de Candida spp. foi de 

92% no grupo placebo, após o período experimental, enquanto que foi reduzido para 16.7% 

no grupo probiótico. Da mesma forma, um outro estudo clínico também comprovou a eficácia 

do consumo de um probiótico, o Lactobacillus casei Shirota, na redução da quantidade de 

Candida  na cavidade bucal. Para tanto, os indivíduos do estudo utilizaram o Yakult LB por 

20 dias. Após este período, coletas e análises da saliva foram realizadas. A análise 
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imunológica demonstrou uma redução significativa nos níveis de IgA anti-Candida após o uso 

do Yakult. O uso deste probiótico reduziu significativamente a quantidade de Candida na 

cavidade bucal.
43

 

Kraft-Bodi et al.
44

 realizaram um estudo utilizando pastilhas contendo duas cepas do 

probiótico Lactobacillus reuteri, e demonstrou que quando administrados localmente, os 

probióticos podem reduzir a prevalência de Candida na saliva de pacientes idosos. As cepas 

de L. reuteri são conhecidas por produzir toxinas do tipo peróxido de hidrogênio, a qual pode 

dificultar o crescimento de Candida por inibição seletiva.
45 

Também há a possibilidade de 

ocorrer interferência sistêmica através de imunomodulação e aumento da produção de 

IgA.
46,47

 

Assim como os probióticos interferem no crescimento e desenvolvimento de 

biofilmes de C. albicans, observou-se também no presente estudo, que este fungo interferiu na 

viabilidade celular dos probióticos, reduzindo estatisticamente a contagem de UFCs/mL de L. 

casei. Este fato sugere que houve uma competição entre as espécies microbianas, por 

nutrientes, luz ou sítios de adesão.
48,49

 Embora C. albicans tenha interferido na viabilidade de 

L. casei, este probiótico se mostrou o segundo mais eficaz quando associado a este fungo, 

apresentando uma redução microbiana de mais de 1 Log.  

A outra hipótese nula deste estudo de que os probióticos vivos utilizados não 

alterariam a superfície das amostras foi rejeitada. Valores de rugosidade (Ra) próximos ou 

inferiores a 0.2 µm dificultam a adesão microbiana.
50 

 Entretanto, observou-se neste estudo 

que mesmo com nível de rugosidade média inicial de 0.04 µm para as amostras de RAAT, C. 

albicans foi capaz de aderir na superfície do material. Isso mostra que vários outros fatores, 

que não apenas a rugosidade, são importantes na colonização microbiana de superfícies, como 

a hidrofobicidade (energia livre de superfície) e a composição química do material.
51  

Quanto 
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maior a energia livre da superfície, maior será a adesão de microrganismos e, quanto mais 

hidrofóbica a superfície, menor será a adesão celular.
52

 Outros fatores também devem ser 

considerados, como a presença de proteínas salivares; dieta rica em carboidratos, dentre 

outros.
53,54

 

 A rugosidade de superfície influencia diretamente na adesão inicial de Candida spp. 

às superfícies, podendo servir de reservatório.
28,55,56 

 Estas irregularidades proporcionam uma 

maior chance destes microrganismos se reterem e se protegerem contra forças de 

cisalhamento, mesmo durante a limpeza das próteses dentárias. A rugosidade de superfície 

(Ra) de materiais à base de resina (PMMA) pode variar de 0.02 a 7.6 µm, de acordo com o 

tipo de polimento.
57

 No presente estudo, os grupos não expostos tiveram um valor de 

rugosidade superficial média de 0.04 µm; enquanto que após a exposição aos biofilmes, 

houve uma alteração da rugosidade média, reduzindo o valor para 0.02 µm. A alteração de 

superfície do material evidenciada neste estudo pode ser explicada pela ação dos subprodutos 

do metabolismo dos biofilmes. Estas substâncias, por serem ácidas provavelmente alteraram a 

matriz resinosa do material, modificando algumas propriedades físicas, como a rugosidade.
40 

Em contrapartida, outro estudo que também avaliou o efeito de biofilmes de L. rhamnosus e 

L. casei na superfície de resina, não encontrou alteração estatisticamente significativa na 

rugosidade do material.
38

 Diante da gama de fatores citados acima, responsáveis pela 

colonização microbiana de superfícies, os estudos não conseguem mostrar uma correlação 

direta entre os valores de rugosidade e a adesão de espécies de Candida.
58

 

Estas observações são particularmente importantes devido ao aumento da incidência 

de infecções orais, especialmente por outras espécies de Candida, como a C. tropicalis, C. 

glabrata e C. guilliermondii, que são resistentes a agentes antifúngicos.
59

 O surgimento da 

resistência aos medicamentos e os efeitos colaterais dos antifúngicos atualmente disponíveis, 

restringem seu uso como agentes profiláticos de longo prazo para infecções fúngicas.
60

 Por 
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estas razões, a indicação dos probióticos é promissora para a prevenção e tratamento da 

estomatite relacionada com próteses dentárias, representando um método alternativo em 

reduzir a colonização por Candida. Uma das limitações deste estudo foi sua realização in 

vitro, sendo necessários estudos clínicos futuros para a comprovação dos benefícios destes 

probióticos e seus possíveis mecanismos de ação na cavidade oral.  

 

CONCLUSÃO 

Com base nos resultados deste estudo, conclui-se que: 

 Os probióticos isolados B. lactis, B. longum, L. casei e L. helveticus e o probiótico 

comercial Prolive inibiram o crescimento do biofilme de C. albicans em 

superfície de resina acrílica para próteses dentárias, apresentando efeito 

antagonista sobre o crescimento deste fungo; 

 B. longum e L. casei apresentaram os maiores valores de redução de UFC/mL de 

C. albicans; 

 a rugosidade da RAAT foi alterada após a exposição aos diferentes biofilmes 

microbianos, diminuindo seu valor, exceto para o probiótico isolado L. 

fermentum, e os probióticos comerciais Prolive e Microbiome. 
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ANEXO A 

Confecção das amostras em resina acrílica ativada termicamente (RAAT) 

 

 

 

 

 

                                  Matriz Metálica                                          Conjunto lâmina de vidro e matriz metálica 

 

 

 

 

 

 

 

  

(A) Inclusão em mufla do conjunto matriz/lâmina de vidro. (B) Segunda lâmina de vidro posicionada 

sobre a matriz já incluída em gesso e fixada com silicone de condensação Zetalabor 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) Mufla preenchida com gesso pedra tipo III. (B) Prensa hidráulica de bancada 
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                                    Resina acrílica ativada termicamente (RAAT)   

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                      Amostras de RAAT 

 

 

 

 

 

 

 

Amostra de RAAT após acabamento e polimento            Padronização da espessura  
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ANEXO B 

Avaliação da rugosidade de superfície 

 

 Leitura das amostras de RAAT, posicionadas no rugosímetro 

 

 

Amostras de RAAT coladas nos poços da placa de poliestireno  
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ANEXO C 

Determinação dos grupos do estudo 

Probióticos comerciais utilizados 
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ANEXO D 

Ensaio de biofilme 

 

Plaqueamento de C. albicans 

 

 

 

Diluições decimais seriadas 
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Plaqueamento para contagem de UFCs 

 

  

Contagem manual de UFCs  

 

 

Placa após contagem de UFCs 


