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Resumen

Candida albicans es un hongo levaduriforme que coloniza de manera habitual al organismo en diversos
lugares. En la cavidad bucal de pacientes con enfermedades sistémicas convergen condiciones
fisiologicas que propician el desarrollo de Candidiasis, por esta razon es reconocida como uno de los
patogenos oportunistas mas importantes. Dentro de la microbiota habitual del ser humano se encuentra el
género bacteriano Lactobacillus, con especies ampliamente reconocidas como probioticas por presentar
propiedades beneficiosas al individuo que lo consume en cantidades apropiadas, por lo que constituyen
una interesante alternativa en la prevencion y tratamiento de enfermedades, tales como la Candidiasis
bucal. De alli que, el objetivo de esta investigacion fue evaluar de manera preliminar, mediante el uso de
una técnica de difusién en agar modificada, la actividad antagénica de cinco (5) cepas de Lactobacillus
probioticos sobre doce (12) aislados C. albicans obtenidos de lesiones bucales en pacientes con
enfermedades sistémicas. Los resultados mostraron un 88,26% de inhibicion promedio en el crecimiento
de C. albicans, destacandose Lactobacillus paracasei spp. paracasei R71 con una inhibicién total en el
91,66% de los aislados. Las cepas de Lactobacilos probidticos evaluadas representan una alternativa
terapéutica natural para el tratamiento de la candidiasis bucal en pacientes con enfermedades sistémicas.
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Sumary

Candida albicans is a yeast fungus that regularly
colonizes the body in various places. In the oral
cavity of patients with systemic diseases,
physiological conditions converge that favor the
development of Candidiasis, for this reason, it is
recognized as one of the most important
opportunistic pathogens. Within the usual human
microbiota is the bacterial genus Lactobacillus,
with species widely recognized as probiotics for
presenting beneficial properties to the individual
who consumes it in appropriate quantities, so
they are an interesting alternative in the
prevention and treatment of diseases such as
Oral Candidiasis. Hence, the objective of this
research was to evaluate preliminarily, through
the use of a modified agar diffusion technique,
the antagonistic activity of five (5) probiotic
Lactobacillus strains over twelve (12) isolated C.
albicans obtained from oral lesions in patients
with systemic diseases. The results showed an
88.26% average inhibition in C. albicans growth,
standing out Lactobacillus paracasei spp.
paracasei R71 with a total inhibition in 91.66%
of the isolates. The Lactobacillus probiotic
strains evaluated represent a natural therapeutic
alternative for the treatment of oral candidiasis in
patients with systemic diseases.

Keywords: Candida, Lactobacillus, probiotics,
antagonism, systemic diseases, candidiasis

Introduccion

Dentro de los diferentes microorganismos que
forman parte de la microbiota del ser humano, el
género fungico Candida representa el grupo mas
importante de hongos patdégenos oportunistas.
Especies como C. albicans, C. tropicalis, C.
krusei, C. glabrata, C. guilliermondii y C.
parapsilosis constituyen la cuarta causa de
infecciones asociadas a la atencion de salud,
llegando a ser mucho mas patégenas que otros
microorganismos de tipo bacteriano como
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Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Haemophilus influenzae, Neisseria menigitidis,
Neisseria gonorrhoeae, entre otros'.

Las especies del género Candida pueden
encontrarse formando parte de la microbiota de
areas anatémicas como la cavidad bucal, tracto
digestivo, vagina, uretra, piel e inclusive el ano’.
La candidiasis bucal es wuna enfermedad
infecciosa ocasionada por el crecimiento y
penetracion de  microorganismos  fungicos
pertenecientes al género Candida en los tejidos
bucales, cuando las barreras fisicas y las
defensas del hospedero se encuentran alteradas,
constituyendo la afectacion micética bucal mas
frecuente’. Todos los seres humanos pueden
albergar una o mas especies de Candida, sin
embargo, C. albicans es reconocida como el
principal patégeno oportunista causante de
infecciones endogenas®>

Entre los diversos factores que pueden alterar el
equilibrio del microorganismo y el hospedero se
incluyen los cambios fisioldgicos, compromisos
en su sistema inmunoldgico, el uso de protesis
dentales, hébitos tabaquicos, hiperglicemia, uso
prolongado de esteroides o antibidticos de
amplio espectro, firmacos inmunosupresores y
con efectos xerostdmicos que junto con la
disfuncién salival alteran la microbiota de la
mucosa bucal, creando un entorno favorable para

el desarrollo de candidiasis bucal.>*>

El tratamiento de la candidiasis bucal inicial o
recurrente 'y no complicada, incluye como
primera linea de eleccién, una terapia topica
antifungica basada en el uso de polienos y
azoles, antifingicos que presentan una baja
potencia, baja solubilidad y alta toxicidad que
generan efectos secundarios a nivel del sistema
gastrointestinal, y en algunos casos a nivel

hepatico y renal.**

Esta situacion debe ser considerada en los
pacientes con enfermedades sistémicas quienes
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deben consumir a diario  tratamientos
farmacologicos que controlen su padecimiento,
los cuales generan efectos colaterales propios o
que podrian ser potenciados con la adicién de un
tratamiento antifungico.

A finales del siglo pasado cientificos como
Pasteur y Metchnikoff observaron el potencial
benéfico de algunas bacterias por su
antagonismo  contra  agentes infecciosos,
iniciando los esfuerzos para comprender la
delicada relacion que existe entre los
microorganismos que coexisten en los diversos
nichos ecolédgicos que se desarrollan tanto dentro
de los seres vivos como fuera de ellos, asi como
sus posibles aplicaciones en la terapéutica.’

Es alli donde toman un papel importante los
probidticos, microorganismos vivos que al ser
ingeridos en una cantidad adecuada mejoran el
equilibrio de la microbiota habitual, ejerciendo
un efecto benéfico sobre la salud del paciente
que los consume®. El género Lactobacillus esta
representado por bacilos Gram positivos,
catalasa negativo y microaerofilos, que forman
parte de la microbiota habitual de la boca, tracto
gastrointestinal y  aparato  genitourinario;
conformando un complejo ecosistema capaz de
promover efectos beneficiosos para la salud y
proveer proteccion frente a aquellos patogenos
que pueden afectar nocivamente al hospedero.
Siendo las especies L. acidophilus, L. brevis, L.
delbrueckii y L. plantarum, las mas estudiadas
por su gran potencial probidtico, encontrandose
en forma liquida, gel, pasta, granulos, sobres e
incluso capsulas incorporadas en una gran
variedad de alimentos, suplementos alimenticios
y fArmacos.”!°

Es necesario resaltar que uno de los mecanismos
de accion de los probidticos estd basado en la
formacion de una barrera natural que protege
contra las infecciones, previniendo la
colonizaciéon de patogenos, mediante la
produccion de 4acidos orgéanicos, metabolitos
inhibidores tales como el peroxido de hidrogeno

(H202) y otros derivados del metabolismo del
oxigeno, compuestos aromadticos (diacetilo,
acetaldehido), derivados deshidratados del
glicerol (reuterina), enzimas bacterioliticas,
bacteriocinas y otros'!, lo que ha generado un
creciente interés por caracterizar
microorganismos para uso probidtico, que
ayuden al paciente a controlar una infeccion
inicial y a su vez servir como punto de partida
para la obtencién de productos biotecnologicos
aplicables a la solucioén de problemas de la salud
tanto humana como animal.'?

Por tal razon, el objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto antagonico de Lactobacilos
probioticos sobre aislados de C. albicans
obtenidos de lesiones bucales presentes en
pacientes con enfermedades sistémicas, como
una nueva opcion terapéutica y preventiva
efectiva y con menos efectos colaterales para los
pacientes.

Materiales y métodos

Se desarrollo una investigacion de tipo
descriptiva con un disefio experimental y un
enfoque cualitativo utilizando como técnica de
recoleccion de datos, la observacion.

La muestra estuvo representada por 12 cepas de
C. albicans aisladas de cavidad bucal de
pacientes con enfermedades sistémicas: cinco (5)
aislados procedentes de pacientes con Diabetes
Mellitus tipo 2 (D2.27, D2.35, D2.53, D2.54,
D2.55)"® y siete (7) aislados obtenidos de
pacientes portadores de VIH (VIH.01A,
VIH.02B, VIH.03ALE, VIH.06A, VIH.07B,
VIH.07E, VIH.09DLA)'4, empleando como cepa
de referencia Candida albicans CVCM-385. Asi
como cinco (5) cepas de Lactobacilos
probioticos y Lactobacillus plantarum ATCC-
8014 (Tabla 1) pertenecientes a la Catedra de
Microbiologia del Departamento de Biopatologia
de la Facultad de Odontologia de la Universidad
de los Andes.!>!6:17
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Tabla 1. Especies de Lactobacilos probioticos

Codigo Especie Origen Ref
R71 L. paracasei ssp. paracasei ~ Leche materna Moreno y Col °
R75 L. rhamnosus Heces de neonato Moreno y Col °
E174 L. plantarum Queso fresco artesanal Salas E.'
E57 L. paracasei ssp. paracasei Queso fresco artesanal Salas E.'
E14V2 L. acidophilus Fluido vaginal Salas y Col'’
ATCC 8014 L. plantarum Cepa de referencia ATCC

Se realizd la reactivacion de los Lactobacilos
probioticos y se verifico su pureza'®. Siguiendo
la metodologia propuesta por Fitzsimmons y
Berry 1994'® y modificada por Guerreiro 2013'?,
a partir de cultivos bacterianos de cada
lactobacilo se obtuvo un sedimento celular por
centrifugacion a 3500 rpm durante 20 minutos
(GEMMY PLCO03) y se realizd una suspension
bacteriana equivalente al tubo 1.0 de la escala de
Mac Farland (3,0 x 10® UFC/mL). Con la
suspension bacteriana preparada se inocularon
800uL en tubos de agar MRS (20 mL)
temperado a 42 +/- 2 °C, se mezcldo hasta
homogeneizar y se vertid en placas de Petri
estériles. Una vez solidificado el agar, las placas
se incubaron en condiciones de microaerobiosis

(35 +/- 2 °C) durante 24 horas. Finalizado el
tiempo de incubacion, con ayuda de un bisturi
fue retirada una franja de 2 cm de la region
central de la placa (Figura 1a), sobre este espacio
se verti6 agar Sabouraud Dextrosa fundido y
temperado a 45°C, hasta alcanzar el nivel del
agar MRS y se dej6 solidificar, obteniendo asi el
agar MRS/SD (Figura 1b). Paralelamente, se
prepard una suspension 0,5 Mc Farland (1,5 x
108 UFC/mL) de cada aislado de C. albicans y se
procedio a inocularlos sobre la toda la superficie
del agar MRS/SD haciendo uso de un hisopo de
algodon (Figura 1c). Las placas inoculadas
fueron incubadas a 37 °C durante 24 horas en
aerobiosis. Esta metodologia fue realizada por
triplicado.

Figura 1. 1a. Remocion de la franja central del agar MRS inoculado con el lactobacilo en
prueba. 1b. vertido del agar SD fundido en la franja central del agar MRS. 1¢. Inoculacion del
agar MRS/SD con el aislado de Candida albicans a evaluar
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Como estudios preliminares y de control se
elaboraron placas para evaluar el crecimiento y
las caracteristicas macroscopicas de los aislados
de sobre agar MRS y de los Lactobacilos
probidticos sobre agar SD. Por otra parte, para

contar con un patrén de referencia, se desarrollo
la metodologia utilizando las cepas de referencia
C. albicans CVCM-385 y L. plantarum ATCC-
8014, asi como las cepas de lactobacilos en
estudio (Tabla 2).

Tabla 2. Estudio preliminar de la actividad antagénica de cepas de Lactobacillus spp. sobre Candida

albicans CVCM-385

La(c:'te;)baczscz?lius Actividad antagonica
R71 Inhibicion total

R75 Inhibicion parcial

E174 Inhibicion total

E57 Inhibicion parcial

E14V2 Ausencia de inhibicion
ATCC 8014 Inhibicioén total

Basados en la estandarizacion realizada por
Guerreiro 2013', los resultados obtenidos
fueron evaluados visualmente, comparando el
crecimiento de la levadura sobre la franja de 2
cm de agar Saboraud Dextrosa respecto al
crecimiento sobre el agar MRS, interpretandose
como ausencia de inhibicion, la observacion de

crecimiento abundante de colonias de Candida
sobre el agar MRS/SD, inhibicion parcial al
observar la disminucién del crecimiento fungico
sobre el agar MRS con respecto a la franja de
agar SD e inhibicién total, a la ausencia de
crecimiento fungico sobre el agar MRS frente a
la franja de agar SD (Figura 2a, 2b, 2c).

Figura 2. 2a. Ausencia de inhibicion. 2b. Inhibicion parcial. 2¢. Inhibicion total.
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Resultados

La tabla 3 exhibe el promedio de los resultados
obtenidos al evaluar la actividad antagdénica que
ejercen los lactobacilos probiodticos sobre los
aislados de C. albicans. Se observé que el
lactobacilo R71 presentd la mayor actividad
antagonica al inhibir el 91,7 % de los aislados,
seguida muy de cerca por los lactobacilos E174
y E57 quienes inhibieron completamente el
crecimiento de 10 de los 12 aislados. Con
respecto a los lactobacilos E14V2 y R75
redujeron parcialmente el crecimiento en el 33,3
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% de los aislados y no inhibieron el crecimiento
de entre 3 y 1 aislado de C. albicans. En lineas
generales, al realizar la prueba de antagonismo,
se obtuvo inhibicién total promedio del 66,6 %
de los aislados, el 21,7 % de los aislados mostro
inhibicion parcial promedio, no hubo inhibicion
en el 10 %, el 1,6 % restante corresponde al
comportamiento inusual del aislado VIH.02B, la
cual no mostro6 crecimiento sobre el agar
MRS/SD preparado con la cepa R71, luego de
varias repeticiones del ensayo.

Tabla 3. Actividad Antagonica de lactobacilos probidticos sobre cepas de Candida albicans aisladas de

pacientes con enfermedades sistémicas.

Actividad Antagénica

Lactobacilo  Inhibicion Inhibicion Ausencia de
total parcial Inhibicion
probidtico n % n Y% n %
E14V2 4 33,3 5 41,7 3 25,0
E174 10 83,3 1 8,3 1 8,3
E57 10 83,3 2 16,6 0 0
R75 5 41,7 5 41,7 2 16,7
R71* 11 91,7 0 0 0 0

*no se logrd obtener crecimiento en la cepa VIH.02B, luego de varias

repeticiones del ensayo.

“n” representa el promedio de los ensayos realizados por triplicado.

Es importante destacar que al analizar las
posibles diferencias en la actividad antagonica
de los lactobacilos probidticos respecto al origen
de la cepa de C. albicans, no se observo ninguna
diferencia significativa (resultados no
mostrados).

Por ultimo, si bien es cierto que el uso de cepas
de referencia es fundamental para establecer
puntos de comparacion y en este trabajo no
mostraron diferencias significativas, en este tipo
de ensayos, se debe tener en cuenta que cada
microorganismo tiene caracteristicas

fisiologicas, bioquimicas y genéticas propias,
que pudriera condicionar los resultados
esperados.

Discusion

Los microorganismos probidticos brindan al
individuo grandes beneficios en materia de
salud, se ha evidenciado en la literatura sus
efectos positivos en diferentes problemas
gastrointestinales y el mejoramiento de la
respuesta inmunitaria, siendo importante resaltar
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su capacidad antagoénica sobre otras bacterias
patogenas 'y hongos oportunistas’®. El
antagonismo microbiano se refiere a la
competencia entre los microorganismos, esta
competencia resulta beneficiosa para el
individuo, pues su microbiota evita el
crecimiento de patdégenos mediante procesos
como produccion de sustancias que afectan la
colonizacion de estos, cambios de pH vy
disponibilidad de oxigeno y nutrientes'’. Con
referencia a lo anterior, se observo inhibicion
total y parcial en el 88,3% de las cepas de
Candida evaluadas, resultado que concuerda con
el obtenido por Guerreiro (2013)", quien evalud,
mediante la misma técnica, la inhibicion por
especies de lactobacilos reconocidos como
probidticos sobre diferentes especies de
Candida, aisladas de cavidad bucal de pacientes
portadores de protesis totales, determinando que
la especie C. albicans, era la mas susceptible al
efecto inhibidor.

Es importante resaltar el comportamiento
observado en L. paracasei ssp. paracasei R71,
quien inhibi6 el crecimiento del 91,7 % de los
aislados de Candida evaluados, observandose
adicionalmente la disminuciéon del crecimiento
de las levaduras sobre el agar Saboraud
Dextrosa, lo que permite inferir la presencia de
un péptido antimicrobiano capaz de difundir a
través del medio control. En ese mismo orden de
ideas, Manzano et al'*> afirman que los
probidticos incrementan el potencial de
inmunoproteccion proporcionado por la leche
materna, L. paracasei ssp. paracasei R71 fue
aislado de leche materna, lo que podria estar
relacionado con su gran actividad antagonica.

Dentro de los factores de riesgo requeridos para
la colonizacion de Candida se incluyen las
particularidades del hongo, especialmente sus
mecanismos de adhesion a las células epiteliales
y caracteristicas acidogénicas y
heterofermentativas, asi como factores locales de
la mucosa bucal. Aunado a las caracteristicas del
hongo se adiciona la predisposicion de los

pacientes diabéticos y la condicion inmune del
hospedero, en el caso de los pacientes
inmunosuprimidos, Candida se favorece de la
poca respuesta inmunoldgica que presenta el
individuo,  instalandose = como  patogeno
oportunista'®. Por otra parte, en el caso de
pacientes diabéticos, los elevados niveles de
glucosa en los fluidos tisulares, favorecen el
desarrollo de la levadura, lo que sugiere que
existe una relacion directamente proporcional
entre el grado de colonizacion en la cavidad
bucal y los niveles de glucosa sanguinea'. Se
observa claramente que las condiciones
fisiolégicas de los pacientes asi como los
mecanismos de patogenicidad empleados por
Candida, pudieran ser diferentes, los resultados
de esta investigacion no se vieron condicionados
por el origen de las cepas de Candida, pues para
ambos casos los hallazgos fueron similares.

Existen diversas metodologias que permiten
evaluar el efecto antagénico de los
microorganismos, en 2016°° estudiaron la
actividad antagonica de lactobacilos probidticos
comerciales sobre cepas de C. albicans,
empleando la técnica de difusion por pozos de
Kirby Bauer, sin lograr evidenciar el efecto
antagonico de las cepas estudiadas. El uso de la
técnica descrita por Guerreiro (2013)" permiti6
demostrar la inhibicion de lactobacilos
probiodticos sobre Candida spp., ya que para
observar la inhibicién del crecimiento de la
levadura es necesario permitir el crecimiento de
los lactobacilos y por ende la produccion de
metabolitos fungicidas y fungistaticos.

Por 1ultimo, el aumento de la incidencia de
candidiasis en pacientes inmunodeprimidos,
acompafniado al desarrollo de resistencia en
Candida spp. a los agentes antiflingicos actuales,
las frecuentes recaidas de esta enfermedad y
fallas en el tratamiento de la candidiasis,
promueven el uso de algunos compuestos ttiles
como los probioticos para el control y
tratamiento de esta infeccion por hongos y lo
sugieren como una estrategia terapéutica
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interesante’’. Es asi como Matsubara (2011)*
indica que el tratamiento con Lactobacilos puede
ser una alternativa para la disminucion de C.
albicans en cavidad bucal y Pereira (2015)%
sefiala que los lactobacilos producen sustancias
con actividad antifingica que modifican el
ambiente y perjudican el crecimiento de las
levaduras, alterando asi la expresion de factores
de virulencia, y por ende la patogenicidad del
microorganismo. De igual manera otros
investigadores plantean, que algunos probidticos
tienen la capacidad de adherirse a la pared
epitelial, compitiendo con patdégenos por los
receptores y nutrientes, estimulando asi la
respuesta inmune®*?>,

Conclusiones

Los hallazgos obtenidos en esta investigacion,
contribuyen a fortalecer la propuesta del uso de
Lactobacilos ~ probidticos  como  terapia
coadyuvante en la candidiasis bucal, ya que
muestran la presencia de wuna actividad
antagdnica contra C. albicans, que contribuird a
generar el efecto biorregulador necesario en el
proceso disbiotico generado por la condicién
sistémica del paciente, disminuyendo el uso de
tratamientos antimicéticos y por ende los efectos
secundarios de tales farmacos. Sin embargo, es
necesario continuar con los estudios que
permitan demostrar desde el punto de vista
farmacoldgico, estadistico y clinico el efecto
terapéutico, asi como a nivel de laboratorio
determinar las moléculas o mecanismos de
accion encargados de producir el efecto
antagonico.
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