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Resumen

El presente estudio tuvo como objetivo comparar el efecto in vitro de cepas
probidticas contra Candida albicans ATCC 10231. Fue una investigacion basica con
disefio experimental verdadero. Se evalud el efecto in vitro de dos concentraciones
de los probiodticos Lactococcus lactis ssp. lactis ATCC 11454, Bifidobacterium
animalis ssp. animalis ATCC 25527, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 y
Lactobacillus casei ATCC 393. El control positivo Nistatina 100000 Ul/mL. El efecto
inhibitorio se determind por el método de discodifusion. Los resultados revelaron
que el efecto inhibitorio antifingico de las dos concentraciones de los cuatro
probiéticos evaluados fue de tipo bacteriostatico. La media e los halos de inhibicion
fluctu6é en el rango de 6,55 mm y 7,86 mm. El control positivo expresé efecto
inhibitorio antifingico de tipo fungicida con un halo de inhibicién promedio de 14,06
mm. Ningun ensayo probidtico supero el efecto del control positivo. Se concluye
que todos los probidticos mostraron efecto inhibitorio sobre Candida albicans ATCC
10231 de tipo fungistatico mientras que la Nistatina 100000 Ul/mL mostré efecto de

tipo fungicida.

Palabras claves: Candida albicans, Probioticos, Antifungicos, Antibiosis.
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Abstract

The present study aimed to compare the in vitro effect of probiotic strains against
Candida albicans ATCC 10231. It was a basic investigation with true experimental
design. The in vitro effect of two concentrations of the probiotics Lactococcus lactis
ssp. lactis ATCC 11454, Bifidobacterium animalis ssp. animalis ATCC 25527,
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 and Lactobacillus casei ATCC 393. The
positive control Nystatin 100000 U / mL. The inhibitory effect was determined by
the discodiffusion method. The results revealed that the antifungal inhibitory effect
of the two concentrations of the four probiotics evaluated was bacteriostatic. The
mean of the inhibition halos fluctuated in the range of 6.55 mm and 7.86 mm. The
positive control expressed a fungicidal antifungal inhibitory effect with an average
inhibition halo of 14.06 mm. No probiotic trials outperformed the positive control. It
is concluded that all probiotics showed an inhibitory effect on Candida albicans
ATCC 10231 of a fungistatic type, while Nystatin 100,000 IU / mL showed a
fungicidal effect.

Keywords: Candida albicans, Probiotics, Antifungals, Antibiosis.
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INTRODUCCION

La cavidad oral se caracteriza por poseer diversa y heterogénea cantidad de
microorganismos. La microbiota se organiza en una biopelicula que recubre las
diversas estructuras del aparato bucal, originando que cada célula del ecosistema
oral establezca una relacién que regule su expresion génica y supervivencia. En
condiciones normales, el equilibrio se mantiene entre la microbiota patégena y
benéfica y la inmunidad del individuo.! La candidiasis oral es una infeccién flngica
considerada la enfermedad mas comuin de la mucosa oral y es causado
principalmente por Candida albicans. Su tasa de detencion en la poblacion general
es de 20 a 75%. También se ha informado que la padecen un 15 a 71% los

portadores de dentaduras postizas y un 80 a 95% los infectados con VIH.?

Los factores que afectan el estado de portador de Candida albicans son la edad, el
sexo, xerostomia, el uso de prétesis mucosoportadas, el tabaco, el estado de salud,
fundamentalmente alteraciones inmunolégicas o0 endocrinas, determinados
tratamientos farmacoldgicos.® En estudios anteriores con aislamientos de Candida
albicans en pacientes con VIH positivo se indican importantes tasas de resistencia
al fluconazol, Este aumento de la resistencia a los agentes antimicoticos utilizados
ha dado lugar al desarrollo de investigaciones en busca de métodos alternativos
para el tratamiento de Candida albicans, como la terapia fotodinamica, la sinergia
de drogas, recursos naturales como la utilizacion de productos de plantas

medicinales y el uso de bacterias probidticas®.

Los estudios in vitro con probidticos han demostrado reduccién en la virulencia de
Candida al inhibir la formacién de biopeliculas y beneficiando adicionalmente a los
antifingicos.®> En odontologia, los probiéticos se utilizaron por primera vez para la
prevencion de la caries, la gingivitis y las afecciones periodontales. Sin embargo, a
la fecha, los efectos de los probidticos para prevenir la candidiasis oral en la
poblacién no son claros.® Zurita’ menciona que las infecciones flungicas han
incrementado en frecuencia e importancia en las ultimas décadas, acompafiadas
de una alta mortalidad asociada a fungemia debido a Candida, en un 20 a 50 % de
los casos, por Aspergillus en un 40 a 80 % y por algunos hongos emergentes. La

mortalidad por estas infecciones puede ir mas alla de 90%.



En Perlu se reportd que en hospitales de Lima y Callao informo la especie de
Candida albicans representd el 27,8 % de prevalencia entre otras infecciones
micéticas. Los factores asociados a esta prevalencia fueron el huésped, la etiologia
de la enfermedad, el microorganismo y la resistencia o sensibilidad al antifungico.
Las poblaciones susceptibles de infecciones fungicas oportunistas se han ido
incrementando, debido a los avances médicos que han permitido mejorar el
prondstico de muchas enfermedades, y por la aparicion del VIH/SIDA,
constituyéndose en uno de los principales grupos de riesgo para adquirir una
micosis.” La realidad problematica descrita anteriormente se genera el siguiente
cuestionamiento ¢, Cual es el efecto in vitro de cepas probidticas contra Candida
albicans ATCC 10231?

Este estudio tuvo el propésito de buscar opciones de tratamiento para controlar o
prevenir el desarrollo de Candida albicans, principal especie asociada a candidiasis
oral. Para ello se utilizé algunas cepas probidticas, ya que estas son seguras para
el consumo del ser humano segun los estudios in vitro realizados. De la misma
forma, se podria estimar la posibilidad de prevencion para algunos pacientes
capaces de contraerlas, debido a una mayor presencia de este tipo de infecciones
en los ultimos afos por el incremento de factores de riesgo predisponentes como
pacientes portadores de prétesis dentales, individuos inmunodeprimidos y
pacientes sometidos a radioterapia.

Los estudios realizados hasta este momento donde se han utilizado farmacos,
inmunosupresores, terapias y hasta recursos naturales como plantas medicinales
como fue la investigacion de Enriquez et al 8 quienes demostraron la efectividad
antifiingica in vitro del extracto hidroetandlico de Plantago major (llantén) y de Ruta
graveolens (ruda) en el control de Candida albicans no han tenido los resultados
esperados en la salud de la poblacion o solo se han quedado en estudios de
laboratorio. Los estudios donde se hayan evaluado la efectividad de cepas
probioticas en el control de Candida albicans o la prevencion de la candidiasis oral

no son muy abundantes en Sudamérica y el Peru.



En ese sentido para responder el problema de investigacion se planteo el siguiente
objetivo general: Comparar el efecto in vitro de cepas probidticas contra Candida
albicans ATCC 10231. El cual se fundamenta en los siguientes objetivos
especificos: Determinar el efecto in vitro de Lactococcus lactis ssp. lactis ATCC
11454 contra Candida albicans ATCC 10231. Determinar el efecto in vitro de
Bifidobacterium animalis ssp. animalis ATCC 25527 contra Candida albicans ATCC
10231. Determinar el efecto in vitro de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 contra
Candida albicans ATCC 10231. Determinar el efecto in vitro Lactobacillus casei
ATCC 393 contra Candida albicans ATCC 10231.

Segun los datos evidenciados se propusieron las siguientes hipotesis:

H1: Lactococcus lactis ssp. lactis ATCC 11454 posee efecto antifungico contra
Candida albicans ATCC 10231.

H2: Bifidobacterium animalis ssp. animalis ATCC 25527 posee efecto antifiungico
contra Candida albicans ATCC 10231.

H3: Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 posee efecto antifingico contra Candida
albicans ATCC 10231.

H4: Lactobacillus casei ATCC 393 posee efecto antifingico contra Candida albicans
ATCC 10231.



MARCO TEORICO

La presente investigacion se fundamenta tedricamente en el estudio de Azad et
al® (2021) en Iran, quienes estudiaron los efectos protectores del probidtico
Streptococcus thermophilus sobre la morfogénesis de Candida albicans y un
modelo murino de candidiasis oral Comparativo. La actividad inhibidora de S.
thermophilus sobre Candida se evalué por microdilucion en caldo y mediante
cultivo. Reportaron que el probiotico S. thermophilus inhibié el crecimiento, la
formacion de biopeliculas y de tubos germinativos de Candida albicans en
concentraciones de 16 a 512 ug/mL. También redujo significativamente las UFC
en el estudio in vivo. Concluyeron que dada la actividad inhibidora de S.
thermophilus contra el crecimiento, la transicién y la formacién de biopeliculas

de C. albicans, podria usarse en el tratamiento de la candidiasis oral.

Khalandi et al*® (2020) en Iran, investigaron la actividad antifingica del acido
caprico producido por el probiético Saccharomyces boulardii y sus interacciones
in vitro con nistatina y fluconazol contra C. albicans, C. kefyr, C. tropicalis, C.
glabrata aislados de la cavidad oral de recién nacidos con candidiasis
orofaringea. La cepa de referencia fue C. albicans ATCC 10231. Fue un estudio
experimental in vitro. La interaccidon entre el acido caprico con fluconazol y
nistatina se determiné siguiendo un método de tablero de ajedrez y los resultados
se interpretaron utilizando un indice de concentracion inhibitoria fraccional. La
nistatina tuvo la CMI mas baja (rango, 0.125-8 ug/mL) seguida de fluconazol
(rango, 0.5-16 pg/mL) y &cido caprico (rango, 128-2,048 ug/mL). Cuando se
prob6 en combinacion, el acido caprico con fluconazol demostré interacciones
sinérgicas, indiferentes y antagonistas al igual que la combinacion de acido
caprico con nistatina. Concluyeron que el fluconazol, la nistatina y el acido
caprico parecen ser mas eficaces cuando se usan solos en comparacion con su
combinacion. Se demostré que el acido caprico producido por S. boulardii,
demuestra actividad antifungica mediante la inhibicion de la filamentacion contra

especies de Candida.

Salari et al'! (2020) en Irdn, evaluaron las propiedades antifiingicas de
Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus plantarum sobre diferentes especies de

Candida aisladas de la cavidad oral de pacientes con VIH / SIDA en comparacion



con Fluconazol (FLC). El efecto antifungico se determind por el fendmeno de
coagregacion, interferencia de superposicion de agar y ensayos de microdilucion
en caldo. Los resultados mostraron que la relacion de coagregacion mas alta se
observé para C. krusei. Tanto L. acidophilus como L. plantarum a
concentraciones celulares de 102 UFC/mL pudieron inhibir el crecimiento de la
mayoria de las especies orales de Candida, pero no de C. albicans. Tanto la MIC
como la MFC se encontro entre 100 a 200 uL/mL para L. acidophilus y de 50 a
200 pL/mL para L. plantarum respectivamente. Concluyeron que L. acidophilus

y L. plantarum tenian efectos antifingicos contra las especies orales de Candida.

Allonsius et al*? (2019) en Bélgica, evaluaron la inhibiciéon de la morfogénesis de
hifas de Candida albicans por quitinasa de Lactobacillus rhamnosus GG. Fue un
estudio experimental. Se seleccionaron cepas de L. casei, L. plantarum, L.
reuteri, L. fermentum, L. gasseri, L. jensenii y L. crispatus. La viabilidad de
Candida durante la formacién de hifas y los tratamientos inhibidores de hifas se
verificé cuantificando el recuento en placa viable con el método de macrodilucion
en agar. Las tasas de inhibiciobn mostraron una gran variacion entre las cepas
probadas, que van desde el 91% (L. casei) al 14% (L. plantarum). Al explorar la
actividad de compuestos de L. rhamnosus GG, la principal peptidoglicano
hidrolasa Msp1l, se identific6 como una molécula efectora clave responsable de
la inhibicién de Candida. Demostraron que la actividad de Mspl se debia a su
capacidad para degradar la quitina, el principal polimero de la pared celular de
las hifas de C. albicans. Concluyeron que la identificacion de una proteina
especifica de Lactobacillus con actividad quitinasa anti-hifas ayudard a una
mejor seleccion de cepas probidticas y una aplicacion mejorada en futuros
ensayos clinicos para estrategias de control de Candida.

Mailander et al'® (2017) en Alemania, estudiaron la utilizaciéon del probiético
Lactobacillus rhamnosus GG en la prevencion de las infecciones de la mucosa
a causa de Candida albicans. Fue una investigacion experimental para
demostrar que L. rhamnosus protege el tejido epitelial bucal del dafio causado
por C. albicans en un modelo in vitro de candidiasis oral. También se analizaron
los mecanismos detras de la proteccion y los efectos directos e indirectos de L.

rhamnosus en la patogenicidad C. albicans. Los resultados indicaron que si bien



L. rhamnosus no afecto la viabilidad de C. albicans, la presencia del probiotico
evito el dafno epitelial al disminuir la virulencia del hongo. Determinaron que el
mecanismo de afectacion de la virulencia y patogenicidad por parte de L.
rhamnosus se debid al agotamiento de la glucosa, la represion de la sintesis de
ergosterol, y también debido a sitios de adhesion bloqueados. Concluyeron que
L. rhamnosus protege el epitelio oral contra la infeccion por C. albicans mediante
la inhibicion de la adhesién, la invasion y el dafio de hongos causada por la

limitaciéon de nutrientes.

Ribeiro et al'* (2016) en Brasil, evaluaron los posibles efectos antifingicos del
probiotico L. rhamnosus ATCC 9595 sobre C. albicans ATCC 18804. Fue una
investigacion experimental con modelos in vitro e in vivo. El analisis in vitro
evaluo los efectos del L. rhamnosus en la formacion de biopeliculas de C.
albicans mediante el recuento de UFC, actividad metabdlica, capacidad de
filamentacion, adhesion y la expresion del gen regulador de transcripcion. Los
resultados mostraron que L. rhamnosus redujeron la formacién de biopeliculas
in vitro, la filamentacion, y las UFC de C. albicans. Concluyeron que L.
rhamnosus reduce significativamente las UFC, la filamentacion y la capacidad
de formar biopelicula de C. albicans en condiciones in vitro al regular

negativamente la genética de C. albicans.

James et al'® (2016) en Canada, determinaron si la combinaciéon de los
probiodticos Lactobacillus plantarum SD5870 y Lactobacillus helveticus CBS
N116411, Streptococcus salivarius DSM 14685, fue efectivo en la inhibicién de
la formacién y eliminacion de biopeliculas de C. albicans preformadas. Fue una
investigacion experimental in vitro. Sus resultados indicaron que la coincubacion
con sobrenadantes probi6ticos en condiciones inductoras de hifas reducen la
formacion de biopeliculas de C. albicans en un 75% en todos los tratamientos.
También enunciaron que las combinaciones de probiéticos vivos reducen la
formacion de biopelicula de C. albicans en un 67%. Concluyeron que tanto los
probioticos vivos como sus sobrenadantes y la combinacion de estos reduce
significativamente la formacion de las biopeliculas de C. albicans preformadas y

son efectivos también en su eliminacién.



Coman et al'® (2015) En ltalia, evaluaron in vitro la capacidad de las cepas de
Lactobacillus probidticos en la inhibicion, adhesion, desplazamiento vy
competencia con cepas de Candida aisladas clinicamente. Fue una investigacién
experimental. Los probi6ticos utilizados fueron Lactobacillus plantarum 319,
Lactobacillus rhamnosus IMC 501®, Lactobacillus paracasei IMC 502® y una
combinacion probidtica especifica (SYNBIO) sobre la adhesion de patdgenos de
Candida en cultivo de células HeLa. La adhesion bacteriana de Candida al cultivo
HelLa se cuantific6 mediante microscopia después de la tincion de May-
Grunwald/Giemsa. Los resultados sugieren que las cepas probidticas evaluadas
podrian prevenir la colonizacion del tracto urogenital por patdégenos relevantes
como cepas de Candida a través de mecanismos de barrera e interferencia
(principalmente desplazamiento y competencia), pero el grado de inhibicién de
la adhesidon es dependiente de la cepa probidtica. Concluyen que las cepas
probidticas de Lactobacillus presentan alto potencial como agentes

antiinfecciosos contra Candida albicans.

Tedricamente se conoce que la salud bucodental es de gran importancia para
tener una salud optima y una buena calidad de vida, esta es definida por la
Organizacion Mundial de la Salud como la falta de dolor orofacial , cancer de
boca o garganta , infecciones , enfermedades periodontales, caries y
edentulismo.!” La cavidad oral representa una parte fundamental de nuestro
organismo , por eso el mantener un cuidado amplio de la misma es de suma
importancia para que pueda cumplir sus funciones tales como la masticacion ,
fonacion y estética ; por otro lado la falta de cuidado puede afectar todo el

organismo.!8

La cavidad bucal contiene una gama muy extensa de microbiota que
probablemente es la causante de diversos grados de infecciones en la cavidad
oral en individuos que cuentan con factores de riesgo tales como el usar protesis,
el uso de antibioticos por un tiempo amplio, VIH/SIDA, pacientes con algun
tratamiento para el céancer, trasplante de organos, diabetes y uso de
corticoides.'® Las enfermedades de la cavidad oral mas prevalentes son tres: la

caries dental, la gingivitis y la periodontitis cronica, estas afectan a 3,9 billones



de individuos, siendo mundialmente la de mayor prevalencia la caries dental sin

tratar representando un 35% del total.1°

La candidiasis es la infeccibn mas importante y con mayor prevalencia de la
cavidad oral, generada por el hongo Candida. Esta puede presentar factores
tanto locales como el uso de aparatos intra orales, uso de inhaladores
esteroideos, la reduccion del flujo salival, y dieta rica en carbohidratos; como
factores sistémicos tales como recién nacidos o ancianos, trastornos endocrinos
, individuos inmunosuprimidos o inmunodeficientes, terapia antibiética de amplio
espectro y desnutricion.?® Las presentaciones clinicas incluyen candidiasis
eritematosa, pseudomembranosa, glositis romboidal mediana, queilitis angular
y leucoplasia.?! La pseudomembranosa aguda es la forma que se observa

clasicamente en los recién nacidos y los pacientes inmunocomprometidos.??

La queilitis angular es comun y facilmente tratable, sin embargo, el tratamiento
es largo y no garantiza que no haya incidencia. Los factores mas importantes de
predisposicion son la disminucion de la dimension vertical, asi como el aumento
de la laxitud dérmica debido a la edad. Esto crea una situacion en la que la
contaminacion salival de la piel es inevitable. El paciente puede ser asintomatico
0 presentar eritema y fisuras en las comisuras labiales. La aplicacion de una
mezcla de clotrimazol 1% en una proporcién de uno a uno con mupirocina al 2%
ha sido muy efectiva y predecible en la practica clinica. El uso de un antimicotico
solo suele ser eficaz, sin embargo, el esteroide reduce la inflamacion, pero

también puede contribuir a un aumento de la o la colonizacién por hongos. %3

La glositis romboidal media es un problema cosmético solamente, la naturaleza
dolorosa de esta forma es lo que llevara al paciente a la clinica. Una version
aguda de los sintomas del tipo boca-lengua ardiente se describe
sintométicamente como sensibilidad de la mucosa, asi como un aumento de la
sensibilidad a varios alimentos y agentes saborizantes se pueden realizar
pruebas diagndsticas citologicas, aunque un diagndéstico clinico empirico suele
ser suficiente para iniciar la terapia. Se aplica el mismo enfoque terapéutico de
la candidiasis pseudomembranosa aguda. Si hay algunos problemas de
sensibilidad de la lengua, se pueden emplear agentes tépicos como se describe

en la candidiasis atréfica aguda.?®



Un numero de especies medicamente importantes de Candida como C. albicans,
C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei y C. tropicales forman parte del microbioma
oral y su proliferacion no controlada y un sistema inmune deprimido causa
infecciones. Entre todas estas especies, C. albicans ha sido reportada como la
causante mas comun de candidiasis oral y su propension a formar biofilm ha
llevado a la aparicion de resistencia antifingica a los agentes antimicoticos
comunmente utilizados como son los azoles, equinocandinas, anfotericina B y
flucitosina3, puesto que, entre todas las especies de Candida, la que con mayor
frecuencia ocasiona candidiasis es la C. albicans, numerosos clinicos consideran

candidiasis oral como sinénimo de infeccién por C. albicans.?

La presencia de especies del género Candida en la cavidad oral es un hallazgo
habitual (7-65%). No obstante, son muy escasos los portadores que sufren
infecciones por Candida. Las concentraciones de Candida en portadores sanos
son muy inferiores a las concentraciones halladas en personas que padecen
distintas formas de candidiasis, 300-800 unidades formadoras de colonias por
mililitro (UFC/ml) de saliva frente a recuentos superiores a 20000 UFC/ml,
respectivamente. Estos datos tienen un valor limitado puesto que personas
sanas pueden tolerar concentraciones altas de Candida sin padecer la
enfermedad, mientras que recuentos mas bajos pueden precipitarla en personas

debilitadas. La incidencia real de este proceso se desconoce.3*

A pesar de que la C. albicans es la especie oral mas prevalente y la que
frecuentemente se comporta como patdégena, se han conseguido aislar en el ser
humano cerca de 20 géneros y casi 90 especies de levaduras. La mayoria son
del género Candida, aunque hay otras especies micéticas como la Rhodotorula
glutinis y Saccharomyces cerevisiae, que también se encuentran en la cavidad
oral ocasionalmente y no se conoce que causen infecciones. Para que C.
albicans pase de su estado comensal a patdgeno, deben expresarse los factores
de virulencia, alteracion de los mecanismos de defensa frente a la infeccion
candidiasica, una interaccion huésped-microorganismo y la participacion de

factores predisponentes indispensables para que se produzca la infeccion.®

C. albicans es un hongo pleomérfico. Su crecimiento natural es levaduriforme,

sin embargo, bajo ciertas condiciones puede formar pseudo-hifas o hifas



verdaderas. La patogenicidad esta asociada con el crecimiento invasivo de hifas,
mientras que el comensalismo de C. albicans ocurre en su mayoria en la forma
de células de levadura adheridas ya que las células epiteliales no las reconocen
eficientemente. Los factores clave de virulencia de C. albicans incluyen la
formacion de biopeliculas, contrarrestando la inmunidad innata del huésped,
evasion del sistema inmunoldgico, adherencia a la superficie del huésped,
transicion de levadura a hifas y produccion de candidalisina, esta es una toxina
peptidica citolitica expresadas principalmente por las hifas que dafian

directamente membranas epiteliales.?*

El tratamiento de la candidiasis oral debe basarse en el tipo de manifestacion, el
estado inmunoldgico del huésped, y grado de implicacion o falta de respuesta a
terapias anteriores.??> Un aspecto importante de la terapia es la eliminacion o el
tratamiento de cualquier causa subyacente o factores de riesgo identificables sin
embargo no siempre es posible eliminar la causa subyacente, y una buena
higiene oral puede que no sea suficiente. Ademas, algunos casos de candidiasis
pueden causar demasiadas molestias, lo que requiere el uso de una variedad de
tratamientos, incluyendo tépicos y agentes antimicoticos sistémicos. El
mecanismo de accidn de estas modalidades de tratamiento implica la coleccion

intracelular de peréxido, que dafia la membrana celular flingica.?®

Para casos leves de candidiasis, los agentes antimicGticos topicos pueden ser
suficientes. Para las enfermedades resistentes a los medicamentos topicos, los
pacientes en riesgo de la candidiasis diseminada y en los pacientes
inmunocomprometidos, el antifingico sistémico es la terapia indicada. En cuanto
a agentes tdpicos la violeta de genciana es un medicamento fungicida que
también tiene un efecto con propiedades antiestafilococico. Violeta de genciana
se aplica dos veces al dia 1,5 ml de solucién al 0,5%. La nistatina es un
antimicético de polietileno que se deriva de la especie Streptomyces. Se dirige a
las membranas celulares fuingicas. La nistatina se une al ergosterol y forma poros

para interrumpir la permeabilidad de la membrana celular fingica.?526

La anfotericina B es otro agente antimicético topico de polietileno. Se aplica en
forma de pomada tres o cuatro veces al dia durante un maximo de 2 semanas.

El miconazol es un medicamento antimicotico topico de imidazol. Tiene
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propiedades fungistaticas, inhibe la sintesis de ergosterol en la membrana
plasmatica de los hongos. Se administra en gel tres o cuatro veces al dia durante
2-4 semanas. El ketoconazol es otro agente antimicético de imidazol. Se
administra como crema al 2% dos o tres veces al dia durante 14 a 28 dias. El
clotrimazol es un agente topico con propiedades anti estafilococicas. Solo se
utiliza como agente tépico debido a su potencial toxicidad gastrointestinal. Se

administra en forma de crema dos o tres veces al dia durante 3 semanas. 2527

En cuanto a los antimicéticos sistémicos el Ketoconazol es un agente antifiingico
y forma parte de la categoria de los medicamentos de imidazol. El ketoconazol
200 mg se toma por via oral una o dos veces al dia durante dos semanas. El
Fluconazol es un agente antifungico triazol, puede tomarse con una dosis inicial
de 200 mg el dia 1, y luego diariamente durante 7 a 14 dias en varias dosis: 50
mg, 100 mg, 150 mg, 200 mg o 3 mg/kg/dia. El itraconazol es un agente
antimicético triazol que resulta Gtil para atacar las cepas de candidas resistentes
al fluconazol, entre ellas C. glabrata y C. krusei. La capsula de itraconazol debe
tomarse 100 o 200 mg diarios durante 14 dias. Si el paciente tiene un cuadro

severo se administra una dosis de 200 mg tres veces al dia durante 3 dias.?6-28

Por otro lado los probidticos se han utilizado para prevenir y tratar las
enfermedades asociadas a la candida en pacientes pediatricos y adultos.?” El
vocablo “probidtico”, en oposicion al termino antibidtico, fue expuesto por primera
vez en 1965 por Lilly y Stillwell.?> La Organizacién Mundial de la Salud define a
los probidticos como microorganismos vivientes que, cuando son administrados
en grupos controlados correctos, otorgan beneficios en el organismo del
hospedero.?6Los mecanismos conocidos de los probidticos incluyen la regulacién
de la inmunidad innata, adquirida y la liberacion de antioxidantes y bacteriocinas

a restaurar el equilibrio de la comunidad microbiana y el sistema inmunolégico.?®

Cientificamente ha sido comprobado que el uso de probidticos mejora la
situacion de los pacientes con afecciones medicas principalmente
gastrointestinales. A través de los ultimos afos el uso de estos ha generado gran
interés dentro del ambito de la odontologia, siendo motivo de estudios con un
enfoque en reducir la caries dental, mejoras en el pronéstico de enfermedades

periodontales, eliminar infecciones como candidiasis oral.?® El enfoque con la
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terapia con probidticos en la cavidad oral se basa en la hipdtesis de que las
bacterias inofensivas podrian ocupar un espacio en una biopelicula que de otra
manera seria colonizada por un patdégeno. Es importante destacar que el efecto
es especifico de la cepa.?®

Los efectos de una cepa probidtica no deben generalizarse porque diferentes
cepas ejercen diferentes efectos.?® La literatura cientifica se centra en gran
medida en diversas cepas, que van desde los probiéticos clasicos, como las
bacterias Lactobacillus y Bifidobacterium o la levadura Saccharomyces boulardii,
a candidatos mas recientes, como A. muciniphila y Faecalibacterium prausnitzii,

que se consideran bacterias beneficiosas de la siguiente generacién.??

Ha sido descrito que los probidticos pueden modular la respuesta inmune en
animales tanto como humanos a nivel sistémico. En algunos estudios se han
observado diferencias entre la composicion de la flora microbiana de pacientes
alérgicos y sanos. Por esto y dadas sus propiedades inmunomoduladores, han
enfocado en la posibilidad de utilizar los probiéticos para la prevencion y/o
tratamiento de alergias. Por otro lado, estudios demuestran que la adicion de
probioticos a bebidas lacteas contribuye a disminuir el estrefliimiento. En el
sindrome de intestino irritable (Sll) diversos estudios clinicos tanto en nifios como
en adultos han mostrado efectos significativos del consumo de probiéticos sobre
la frecuencia y severidad del dolor en el SII.3°

El uso de probidticos para inhibir los microorganismos patégenos podria ser una
estrategia interesante para controlar las infecciones oportunistas debido a sus
efectos antagdnicos en otros microorganismos mediante la liberacion de
moléculas especificas, como el peroxido de hidrogeno y las bacteriocinas. Varias
especies de microorganismos son conocidas por sus efectos probiéticos, como
Lactobacillus, Bifidobacterium y Saccharomyces cerevisiae, algunas cepas de
Lactobacillus pueden interactuar con C. albicans y parecen inhibir la
filamentacion de esta cepa, lo que resulta en la inhibicion del crecimiento 31,
produccion de acidos, bacteriocinas, biosurfactantes, hidrégeno peroxido y

moléculas de coagulacion.*

Los probidticos pueden estimular el sistema inmunoldgico de su huésped a

través de la activacion celular que resultara en la produccion de interleucinas,
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como el factor de necrosis tumoral, IL-1b, IL-6, e IL-17 que son importantes y
que se dirigen a las respuestas inmunes a los hongos, contribuyendo a un
sistema inmunoldgico mas competente contra las infecciones de C. albicans. La
adhesidn a la superficie de la célula anfitriona en el organismo es el primer paso
en la patogénesis de C. albicans, lo que permite la colonizacién fungica en un
nicho especifico y el desarrollo del proceso de infeccidn. Una vez que este
proceso se bloquea, C. albicans no puede adherirse o se puede eliminar

facilmente, resultando en la no colonizacién de los tejidos. 32

En la presente investigacion trabajaremos con cuatro cepas probioticas las
cuales son: Presentamos del género Lactobacillus spp.; son bacilos
facultativamente anaerébicos, catalasa negativos, grampositivos, no formadores
de esporas que a menudo crecen mejor en condiciones microaerofilicas.®3Se
considera que Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 tiene caracteristicas
probidticas; presenta un metabolismo homofermentativo, es una bacteria
anaerobica y sus condiciones 6ptimas de crecimiento son a 30-45 °C y un pH 4-
5. (tesis). Habita de manera natural en una gran variedad de alimentos. Tanto a
nivel experimental como industrial se utiliza a esta bacteria en la elaboracion de
guesos. Cuando se encuentran en suficiente proporcion son considerados como
probiéticos, los cuales son capaces de modificar favorablemente el balance de
la microflora intestinal, inhibiendo el crecimiento de bacterias patégenas y

también potencian el funcionamiento del sistema inmunolégico. 34

Los Lactobacillus casei son un tipo de bacteria probiética muy eficaz para
equilibrar la microflora intestinal, regular el sistema inmune especificamente de
la respuesta inmune celular Industrialmente, L. casei tiene aplicaciones como
probiéticos en humanos, como cultivo iniciador acido-productor para
fermentaciones de leche y especialmente como cultivos para la intensificacion y
aceleracion de desarrollo de sabores en ciertas variedades de quesos

madurados con bacterias. 3°

Respecto a Bifidobacterium animalis las técnicas modernas de clasificacion
molecular reclasificaron la Bifidobacterium como Bifidobacterium animalis .36
Esta cepa esta tecnoldgicamente bien adaptada, ya que expresa actividad de

fermentacion, alta aerotolerancia, buena estabilidad y una gran tolerancia a los
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acidos y la bilis, también como productos liofilizados en los suplementos
dietéticos. Ademas, BB-12 no tiene efectos adversos en el sabor, el aspecto o la
sensaciéon bucal de los alimentos y es capaz de sobrevivir en los alimentos
probidticos hasta su consumo. El BB-12 se origina en la coleccion de cultivos
lacteos de Chr. Hansen. Es una cepa que fue especialmente seleccionada por el
para la produccion de productos lacteos probidticos. BB-12 se ha utilizado en
férmulas infantiles, suplementos dietéticos y productos de leche fermentada en

todo el mundo.?’

El probidtico Lactococcus lactis ha sido utilizado durante muchos afios para la
fermentacion de alimentos, especialmente queso, lo que hace que la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) lo reconozca generalmente
como seguro. L. lactis es una bacteria del acido lactico (LAB) también produce
acido que conserva los alimentos. Se divide en tres subespecies: L. lactis ssp.
lactis, L. lactis ssp. cremoris y L. lactis ssp. hordniae. Fenotipicamente, se
clasifica como una bacteria intestinal anaerdbica facultativa, grampositiva,
esférica, homolactada, no esporulante y facultativa con cientos de cepas y
biovariantes publicadas hasta la fecha®® Lactococcus lactis subsp. lactis es un

gram-positivo no patégeno.®
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METODOLOGIA

3.1.

3.2.

3.3.

Tipo y disefio de investigacion

La presente investigacion fue de naturaleza basica, y de disefio experimental
verdadero, ya que la variable independiente fue manipulada por los
investigadores para poder observar los cambios efectuados en la variable

dependiente.4°

Variables y operacionalizacion

La investigacion incluy6é el estudio de dos variables, ambas de tipo
cuantitativo: Una variable independiente; las cepas probioticas, y una
variable dependiente; que es el efecto in vitro contra Candida albicans.

Poblacién (criterios de seleccidon), muestra, muestreo, unidad de
anéalisis

La poblacién estuvo conformada por las cepas probiédticas: Lactobacillus
acidophillus ATCC 4356, Lactobacillus casei ATCC 393, Lactococcus lactis

ssp. lactis ATCC 11454 y Bifidobacterium animalis ssp. animalis ATCC
25527.

La muestra estuvo constituida por las concentraciones (inéculo) de 1,5 x 108

y 1,5x10° UFC/mL de cada una de las cepas probiéticas evaluadas.

En la investigacion el muestreo fue equivalente al calculo de las unidades de

ensayo replicados de la investigacion (Anexo3).

Las unidades de ensayo fueron 90. De acuerdo a la siguiente descripcion.
Ensayo 1: Concentracion 1,5x108 UFC/mL de L. acidophillus = 10 replicados.
Ensayo 2: Concentracion 1,5x10° UFC/mL de L. acidophillus = 10 replicados.
Ensayo 3: Concentracion 1,5x108 UFC/mL de L. casei = 10 replicados.
Ensayo 4: Concentracion 1,5x10° UFC/mL de L. casei = 10 replicados.
Ensayo 5: Concentracion 1,5x108 UFC/mL de L. lactis = 10 replicados.

Ensayo 6: Concentracion 1,5x10° UFC/mL de L. lactis = 10 replicados.
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3.4.

3.5.

Ensayo 7: Concentraciéon 1,5x108 UFC/mL de B. animalis = 10 replicados.
Ensayo 8: Concentracion 1,5x10° UFC/mL de B. animalis = 10 replicados.

Ensayo 9: Concentracién 100000 Ul/mL Nistatina (Control) = 10 replicados.

Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

La investigacion fue de disefio experimental. En ese sentido se hizo uso de
metodologias estandarizadas'® a nivel internacional para garantizar la
fiabilidad de los resultados. Se utiliz6 el método turbidimétrico*® para la
preparacion de los inéculos, tanto para las cepas probioticas como para C.
albicans. Como instrumento de recoleccion de datos, se utilizé un
Espectrofotometro marca: Kyntel; Modelo: VIS-KV-1200. Para la preparacion
de los medios de cultivo y las condiciones microbioldgicas de cultivo se aplicé
protocolos recomendados por el Clinical And Laboratory Standards Institute
(CLSI)*. La evaluacion del efecto inhibitorio in vitro se realiz6 por el método
de difusion en disco.

Procedimientos
Adquisicién de cepas probidticas y de Candida albicans

Todas las cepas que se utilizaron en la presente investigacion fueron cepas
de referencia certificadas. Fueron adquiridas de GenLab del Peri S.A.C. Las
cepas fueron: Candida albicans ATCC 10231, Lactobacillus acidophillus
ATCC 4356, Lactobacillus casei ATCC 393, Lactococcus lactis ssp. lactis
ATCC 11454 y Bifidobacterium animalis ssp. animalis ATCC 25527.

Medios de cultivo y condiciones de cultivo

Los medios de cultivos utilizados fueron el caldo Soya Tripticasa para
reactivacion de las cepas probidticas y caldo Sabouraud-dextrosa para el
mantenimiento de Candida albicans. La evaluacion del efecto inhibitorio in
vitro se realiz6 en Agar TSA. Todos los medios de cultivo empleados fueron
de la marca Merck, con certificacion de calidad ISO 11133.
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Reactivacion de cepas probioticos y de Candida albicans

Las cepas probidticas y de Candida albicans se adquirieron en estado
liofilizado por lo que tuvieron que ser reactivadas. Para la reactivacion de las
cepas probidticas se utilizé el medio de cultivo caldo Soya Tripticasa. Por su
parte C. albicans su reactivacion se realizé en caldo Sabouraud-dextrosa en

condiciones de microaerofilia a 37 C° durante 24 horas.
Preparacion del in6culo microbiano

El nimero de unidades formadoras de colonia (UFC) en suspensién de todas
las cepas microbianas que se utilizaron en el estudio se determinaron
espectrofotométricamente. Se obtuvo dos concentraciones estandar de 1,5
x 108y 1,5 x 10° UFC/mL para las cepas probidticas y de 1,5 x 10" UFC/mL
para C. albicans. La densidad Optica (absorbancia) y la longitud de onda fue
de 0,381 y 530 nm para C. albicans, y de 0,296 y 600 nm para las cepas
probidticas. Las densidades de células de los in6culos se confirmaron

mediante el recuento de UFC/mL en medio de cultivo sélido.
Prueba de susceptibilidad de Candida albicans

La cepa estandar C. albicans ATCC 10231 fue propagada en Agar
Sabouraud (MERCK) durante 24 horas a 37°C en aerobiosis. La prueba de
difusion en disco de las cuatro cepas probidticas se realizé tal como lo
describe el Clinical And Laboratory Standards Institute (CLSI) en la norma
M44-A, con una pequefia modificacion al reemplazar el medio de cultivo
Mueller-Hinton agar por el TSA. La superficie de agar se inoculo por
dispersion en superficie con un hisopo sumergido en el in6culo de C.
albicans. Las placas se secaron a temperatura ambiente durante 15 minutos
antes de colocar los discos de susceptibilidad en la superficie. Los discos de
susceptibilidad fueron de papel filtro Whatman de 6 mm de didmetroy 1 mm
de espesor y embebidos con el in6culo de las dos concentraciones de los
probidticos y el control y se coloco en la superficie de las placas inoculadas
con. Las unidades de ensayos (placas inoculadas) se incubaron a 37°C
durante 24 h después de las cuales se midio los didmetros de los halos de
inhibicion formados alrededor de los discos. Los ensayos se hicieron por

nonuplicado.
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3.6.

3.7.

Método de analisis de datos

Todos los ensayos experimentales del estudio se realizaron por nonuplicado
y los datos se representaron como media del halo de inhibicion en mm + SD
(media £ desviacion estandar). El software utilizado fue SPSS v.26. Se
aplicaron pruebas de normalidad de Kolmogorov-Smirnov. Los datos se
analizaron utilizando ANOVA unidireccional y el analisis post hoc de Tukey
para establecer diferencias significativas entre las comparaciones multiples
de los tratamientos. El nivel de confianza fue del 95%. los valores P < 0,05

se consideraran significativos.

Aspectos éticos

A nivel de investigaciones experimentales los aspectos éticos consisten en
la utilizacién responsable y segura de los microorganismos.*° En ese sentido
se siguieron todos los protocolos de bioseguridad establecidos en los
manuales de operatividad del laboratorio de investigacion Science
Experiment E.I.LR.L. de la ciudad de Trujillo. También se cumplieron los
manuales de gestion de residuos peligrosos y biocontaminados del
laboratorio, del Ministerio de Salud (MINSA)®! y de Organizacién Mundial de
la Salud (OMS).5?
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V.

RESULTADOS

Tabla 1. Comparacion del efecto in vitro de cepas probiéticas contra Candida
albicans ATCC 10231.

Diametro de halo de inhibicion en mm

SUSTANCIA CorllJcFeCn;[;sflén Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4

L. casei ATCC 393 1,5 x10° 6,55

L. casei ATCC 393 1,5 x108 6,75

L. lactis ATCC 11454 1,5 x108 7,30

L. acidophilus ATCC 4356 1,5 x10° 7,34

L. acidophilus ATCC 4356 1,5 x108 7,40

B. animalis ATCC 25527 1,5 x108 7,51

L. lactis ATCC 11454 1,5 x10° 7,65

B. animalis ATCC 25527 1,5 x10° 7,86

Nistatina 100000 Ul/mL 14,06

Sig. 0,929 0,371 0,084 1,000

* Sig.= p= Significancia (HSD Tukey?).
Fuente: Andlisis estadistico

En la tabla 1 se reportan los subconjuntos (grupos) formados después de
aplicada la prueba de comparaciones multiples de Tukey a los promedios de
halos de inhibicion formados por las concentraciones de los probioticos sobre C.
albicans ATCC 10231. Un subconjunto es la agrupacién de medias que no
presentan diferencias estadisticas significativas por lo que se consideran iguales
(p>0,05). Se evaluaron 2 concentraciones de 4 probidticos, adicionando el
control haria te6ricamente un total de 9 subconjuntos de ensayo, sin embargo,
se observan solo 4 subconjuntos lo que significa que hay efectos inhibitorios que
estadistica son iguales y por ello han sido agrupados. Se observa que el
subconjunto 1 lo conforman la media de los halos de inhibicion de ambas
concentraciones del probidtico L. casei (6,55 mmy 6,75 mm). En el subconjunto
2 se aprecian agrupados los efectos inhibitorios de la concentraciéon 1,5 x108
UFC/mL de L. lactis y la concentracion 1,5 x10° UFC/mL de L. acidophilus (media
de halos de inhibicién de (7,30 mmy 7,34 mm respectivamente). El subconjunto
3 agrupa las medias de inhibicién de la concentracién de 1,5 x108 UFC/mL de L.
acidophilus y B. animalis, asi como las medias de inhibicion de la concentracion
tanto de 1,5 x10° UFC/mL de L. lactis como de B. animalis. El subconjunto 4 solo
concentra la media de inhibicion del control positivo nistatina (14,06 mm).
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Tabla 2. Efecto in vitro de Lactococcus lactis ssp. lactis ATCC 11454 contra
Candida albicans ATCC 10231.

Zona de inhibicién (mm)

SUSTANCIA Concentracion

Media D.E* Efecto p**
Lactococcus 1,5 x108 UFC/mL 7,30 0,176 Fungistatico
lactis 1,5x10° UFC/mL 7,65 0,403  Fungistatico o't
ATCC 11454 ’ ’ ’
Nistatina 100000 UI/mL 14,06 0,501 Fungicida 0,000

*D. E= Desviacion estandar (ANOVA).
** p= Significancia (HSD Tukey?).

Fuente: Analisis estadistico

La tabla 2 muestra el efecto inhibitorio in vitro de dos concentraciones del
probidtico Lactococcus lactis ssp. lactis ATCC 11454 y el control positivo
Nistatina 100000 Ul/mL contra Candida albicans ATCC 10231. La concentracion
de 1,5 x108 UFC/mL del probiético formé un halo de inhibicién promedio de 7,30
+ 0,176 mm y la concentracién de 1,5 x10° UFC/mL un halo promedio de 7,65 +
0,403 mm. En este caso, el efecto inhibitorio es indiferente de la concentracion
del probidtico. Sin embargo, ambos efectos son equivalentes al efecto
antifiingico de tipo fungistético. El control positivo, Nistatina 100000 UI/mL formo
un halo de 14,06 + 0,501 mm equivalente a efecto antifingico de tipo Fungicida.
No existe diferencia estadisticamente significativa entre las dos concentraciones

del probidtico (p>0,05) pero si respecto al control (p<0,05).
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Tabla 3. Efecto in vitro de Bifidobacterium animalis ssp. animalis ATCC 25527
contra Candida albicans ATCC 10231.

Zona de inhibicién (mm)
Media D.E* Efecto p**

SUSTANCIA Concentracion

Bifidobacterium 15 x108 UFC/mL 7,51 0,280  Fungistatico

acte stat |
ATeG Aty L5X10°UFC/ML 7,86 0,287  Fungistatico 0,371

Nistatina 100000 Ul/mL 14,06 0,501 Fungicida 0,000

*D. E= Desviacion estandar (ANOVA).
** p= Significancia (HSD Tukey?).

Fuente: Analisis estadistico

La tabla 3 muestra el efecto inhibitorio in vitro de dos concentraciones del
probiotico Bifidobacterium animalis ssp. animalis ATCC 25527 y el control
positivo Nistatina 100000 Ul/mL contra Candida albicans ATCC 10231. La
concentracion de 1,5 x108 UFC/mL del probidtico formé un halo de inhibicién
promedio de 7,51 + 0,280 mm y la concentracién de 1,5 x10° UFC/mL un halo
promedio de 7,86 £+ 0,287 mm. Se observa que el efecto inhibitorio es indiferente
de la concentracion del probidtico. Sin embargo, el efecto de ambas
concentraciones del probi6tico son equivalentes al efecto antifingico de tipo
fungistatico. El control positivo, Nistatina 100000 Ul/mL formo un halo de 14,06
+ 0,501 mm equivalente a efecto antifingico de tipo Fungicida. No existe
diferencia estadisticamente significativa entre las dos concentraciones del

probiotico (p>0,05) pero si respecto al control (p<0,05).
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Tabla 4. Efecto in vitro de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 contra Candida
albicans ATCC 10231.

Zona de inhibiciéon (mm
SUSTANCIA Concentracion ( )

Media D.E* Efecto p**

Lactobacillus 1,5 x108 UFC/mL 7,40 0,339 Fungistatico

acidophilus 1,000
ATCC 4356 1.5x10°UFC/mL 7,34 0,394  Fungistatico

Nistatina 100000 Ul/mL 14,06 0,501 Fungicida 0,000

*D. E= Desviacion estandar
** p= Significancia

Fuente: Analisis estadistico

La tabla 4 muestra el efecto inhibitorio in vitro de dos concentraciones del
probiotico Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 y el control positivo Nistatina
100000 Ul/mL contra Candida albicans ATCC 10231. La concentracion de 1,5
x108 UFC/mL del probiético formé un halo de inhibicién promedio de 7,40 + 0,339
mm y la concentracion de 1,5 x10° UFC/mL un halo promedio de 7,34 + 0,394
mm. Se observa que el efecto inhibitorio es indiferente de la concentracién del
probidtico. Sin embargo, el efecto de ambas concentraciones son equivalentes
al efecto antifingico de tipo fungistatico. El control positivo, Nistatina 100000
Ul/mL formo un halo de 14,06 + 0,501 mm equivalente a efecto antifiingico de
tipo Fungicida. No existe diferencia estadisticamente significativa entre las dos

concentraciones del probidtico (p>0,05) pero si respecto al control (p<0,05).
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Tabla 5. Efecto in vitro de Lactobacillus casei ATCC 393 contra Candida albicans
ATCC 10231.

» Zona de inhibicion (mm)
SUSTANCIA Concentracion

Media D.E* Efecto p**

Lactobacillus 1,5 x108 UFC/mL 6,75 0,359 Fungistatico
casei 0,929

ATCC 393 1,5x10°UFC/mL 6,55 0,246  Fungistatico

Nistatina 100000 Ul/mL 14,06 0,501 Fungicida 0,000

*D. E= Desviacion estandar
** p= Significancia

Fuente: Analisis estadistico

La tabla 5 muestra el efecto inhibitorio in vitro de dos concentraciones del
probiotico Lactobacillus casei ATCC 393 y el control positivo Nistatina 100000
Ul/mL contra Candida albicans ATCC 10231. La concentracion de 1,5 x108
UFC/mL del probiético formé un halo de inhibicion promedio de 6,75 + 0,359 mm
y la concentracién de 1,5 x10° UFC/mL un halo promedio de 6,55 + 0,246 mm.
Se observa que el efecto inhibitorio es indiferente de la concentraciéon del
probidtico. Sin embargo, el efecto de ambas concentraciones son equivalentes
al efecto antifingico de tipo fungistatico. El control positivo, Nistatina 100000
Ul/mL formo un halo de 14,06 + 0,501 mm equivalente a efecto antifingico de
tipo Fungicida. No existe diferencia estadisticamente significativa entre las dos

concentraciones del probidtico (p>0,05) pero si respecto al control (p<0,05).
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DISCUSION

Candida albicans es un hongo comensal habitante normal de la boca de los seres
humanos, no patdégeno, sin embargo, bajo ciertas circunstancias asociadas
principalmente a los pacientes puede expresar cierto grado de patogenicidad y
virulencia y provocar una infeccion fungica. Actualmente existen diversos
reportes de cepas de C. albicans resistentes a los diversos compuestos
antifangicos existentes en el mercado. Esta realidad que se ha convertido en una
problemética de salud publica mundial ha puesto de manifiesto la necesidad de
buscar otras alternativas que permitan controlar a este microorganismo sin el

efecto colateral de desarrollo de resistencia.

Es asi, que hace algunos afios toma importancia el uso de probidticos para
controlar diversos microorganismos de interés estomatolégico incluido C.
albicans, principal responsable de la candidiasis oral. Mishra et al 4! establece
gue los probidticos pueden inhibir el desarrollo de microorganismos a nivel oral
mediante el fendbmeno de coagregacion, adhesién competitiva, produccion de
sustancias antagonistas como &cido lactico, acido acético, diéxido de carbono,
diacetilo, H202 y bacteriocinas. Asi mismo, Allonsius et al'? purificé la principal
peptidoglicano hidrolasa de Lactobacillus rhamnosus denominada Mspl
demostrando su actividad quitinasa (capacidad para degradar la quitina que es
el principal polimero de la pared celular de C. albicans). Sin embargo, ese no es
el unico mecanismo utilizado por el probiético L. rhamnosus para inhibir a C.
albicans pues también establecié que otras formas de inhibicion incluian el
agotamiento de la glucosa, la represion de la sintesis de ergosterol, y también
mediante el bloqueo de sitios de adhesion. También comprob6 que el &cido
lactico producido por las diferentes especies probidticas de Lactobacillus es un
metabolito bioactivo clave en la inhibicion de C. albicans. Similar efecto inhibitorio
contra C. albicans es el que expresa el acido caprico, un acido graso de 10

carbonos de cadena media extraido del probiético Saccharomyces boulardii.°

En la presente investigacion se reporta que a la concentracion 1,5 x108 UFC/mL
de L. acidophilus, L. caseli, L. lactis y B. animalis formaron halos de inhibicién
promedio de 7,40 £ 0,339 mm; 6,75 + 0,359 mm; 7,30 £ 0,176 mm y de 7,51 +

0,280 mm respectivamente. Mientras que con la concentracién de 1,5 x10°
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UFC/mL siguiendo el mismo orden se formaron halos de inhibicion promedio de
7,34 + 0,394 mm; 6,55 + 0,246 mm; 7,65 + 0,403 mm y 7,86 + 0,287 mm
respectivamente. El control positivo Nistatina 100000 Ul/mL formé un halo de
inhibicion promedio de 14,06 + 0,501 mm. En todos los casos de los probioticos
el efecto antifungico fue de tipo fungistatico. Solo el control positivo expreso
efecto antifingico de tipo fungicida. Estos resultados se fundamentan en lo
comunicado por Azad et al® quienes estudiaron los efectos protectores del
probidtico Streptococcus thermophilus sobre la morfogénesis de Candida
albicans. Ellos establecieron que a la concentracion de 16 a 512 pg/mL del
probidtico S. thermophilus se logra inhibir el crecimiento de C. albicans, la
formacién de biopeliculas y de su tubo germinativo que es uno de sus factores
de virulencia importantes. Similares resultados obtuvieron Khalandi et al®, pero
investigando la actividad antifangica del &cido céprico producido por el probidtico
Saccharomyces boulardii y sus interacciones in vitro con nistatina y fluconazol
contra C. albicans, C. kefyr, C. tropicalis, C. glabrata aislados de la cavidad oral
de recién nacidos con candidiasis orofaringea. Ellos establecieron que una
concentracion de acido céaprico probidtico en el rango de 128-2,048 ug/mL
demuestra actividad antifangica mediante la inhibicion de la filamentacion de

diferentes especies de Candida incluida C. albicans.

Por su parte, Salari et al! evaluaron las propiedades antifingicas de
Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus plantarum sobre diferentes especies de
Candida aisladas de la cavidad oral de pacientes con VIH / SIDA en comparacion
con Fluconazol. Establecieron que la mayor inhibicibn por el fenbmeno de
coagregacion se logré con C. krusei. Asi mismo, tanto L. acidophilus como L.
plantarum a concentraciones celulares de 10?2 UFC/mL pudieron inhibir el
crecimiento de la mayoria de las especies orales de Candida, sin embargo, no
fueron muy efectivos contra C. albicans. Estos resultados se relacionan con los
obtenidos en la presente investigacion pues como se ha mencionado los halos
de inhibicion de L. acidophilus fueron muy pequefios, en consecuencia, se
deduce que su efecto inhibitorio no fue tan potente y por ello solo se puede hablar

de efecto fungistatico mas no fungicida.
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En ese sentido, Allonsius et al'?, evaluaron la inhibicién Candida albicans por
quitinasa de Lactobacillus rhamnosus GG. Ellos evaluaron mdultiples cepas
probiéticas incluidas las de L. casei, L. plantarum, L. reuteri, L. fermentum, L.
gasseri, L. jensenii y L. crispatus. Reportaron tasas de inhibicion del 91% con L.
casei y del 14% con L. plantarum. Sus resultados permiten fundamentar por qué
algunos componentes producidos por los probiéticos tienen efecto antifungico.
Tal es el caso de la peptidoglicanohidrolasa Mspl de L. rhamnosus, que tiene la
capacidad para degradar la quitina que es el principal polimero de la pared
celular de C. albicans. Una vez destruida la pared celular del hongo y si este no
pudo reproducirse asexualmente mediante gemacién entonces logaria su
inhibicion temporal o permanente. Estas afirmaciones se fundamentan con los
resultados publicados por Mailander et al*® y Ribeiro et al'#, quienes utilizando el
mismo probidtico L. rhamnosus GG lograron demostrar su capacidad para
proteger el tejido epitelial bucal del dafio causado por C. albicans al disminuir su
virulencia, bloquear los siticos de adhesion de esta al epitelio y colocar al hongo
en un estado de inanicién debido al agotamiento de la glucosa. Ademas de la
capacidad de reprimir la sintesis de ergosterol que es el principal lipido complejo
de la membrana celular de C. albicans y de todos los hongos. Ademas, lograron
afectar la capacidad de la levadura deformar biopelicula al inhibir su capacidad
de filamentacion y adhesion.

Al respecto, James et al'®, determinaron si la combinacién de los probidticos
Lactobacillus plantarum SD5870 y Lactobacillus helveticus CBS N116411,
Streptococcus salivarius DSM 14685, fue efectivo en la inhibicion de la formacién
y eliminacion de biopeliculas de C. albicans preformadas. Ellos reportaron que
que las combinaciones de probidticos vivos reducen la formacion de biopelicula
de C. albicans en un 67%. Similares resultados obtuvieron Coman et al',
quienes evaluaron in vitro la capacidad de las cepas de Lactobacillus probioticos
en la inhibicidn, adhesion, desplazamiento y competencia con cepas de Candida
aisladas clinicamente. Sus resultados sugieren que las cepas probioticas
evaluadas podrian prevenir la colonizacion del tracto urogenital por patdgenos
relevantes como cepas de Candida a través de mecanismos de barrera e
interferencia (principalmente desplazamiento y competencia), pero el grado de
inhibicion de la adhesion es dependiente de la cepa probidtica.
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Como se ha podido analizar, las distintas especies probioticas como tal tienen
potencial antimicrobiano de amplio espectro. Su capacidad antifangica no se
reduce a un solo mecanismo inhibitorio, sino que es multipunto, lo cual es muy
importante porque imposibilita al patégeno la posibilidad de evadir la accion
antimicrobiana o de desarrollar resistencia a dicho efecto. Estas amplias
posibilidades permiten afirmar que en un futuro cercano una de las propuestas
mas prometedoras para contrarrestar el perjuicio causado por microorganismos

patégenos de interés estomatoldgico serd la terapia probiética.
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VI.

CONCLUSIONES

1. La comparacion indica que el efecto inhibitorio de las dos concentraciones

del probidtico L. casei sobre Candida albicans ATCC 10231 son
estadisticamente iguales. Lo mismo sucede con la concentracion 1,5 x108
UFC/mL de L. lactis que es semejante a la concentraciéon 1,5 x10° UFC/mL
de L. acidophilus. Del mismo modo, la el efecto de la concentracién de 1,5
x108 UFC/mL de L. acidophilus y B. animalis son iguales; tal como el efecto
inhibitorio de la concentracién 1,5 x10° UFC/mL de L. lactis y de B. animalis.
La media de inhibicién del control positivo nistatina fue diferente y superior a

la de todos los probidticos.

. El efecto in vitro de Lactococcus lactis ssp. lactis ATCC 11454 contra

Candida albicans ATCC 10231 es de tipo fungistético.

. El efecto in vitro de Bifidobacterium animalis ssp. animalis ATCC 25527

contra Candida albicans ATCC 10231 es de tipo fungistatico.

. El efecto in vitro de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 contra Candida

albicans ATCC 10231 es de tipo fungistatico.

. El efecto in vitro de Lactobacillus casei ATCC 393 contra Candida albicans

ATCC 10231 es de tipo fungistatico.
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VII.

RECOMENDACIONES

1.

Determinar el efecto inhibitorio de probiéticos nativos sobre biofilm
conformado por bacterias cariogénicas y Candida albicans en modelos de
boca artificial.

Determinar de qué manera se puede potenciar el efecto inhibitorio de
Lactococcus lactis contra Candida albicans para convertirlo en efecto

fungicida.

Determinar de qué manera se puede potenciar el efecto inhibitorio de
Bifidobacterium animalis ssp. animalis ATCC 25527 contra Candida albicans

para convertirlo en efecto fungicida.

Determinar de qué manera se puede potenciar el efecto inhibitorio de
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 contra Candida albicans para

convertirlo en efecto fungicida.

Determinar de qué manera se puede potenciar el efecto inhibitorio de
Lactobacillus casei ATCC 393 contra Candida albicans para convertirlo en
efecto fungicida.
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ANEXO

ANEXO 1
MATRIZ DE OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
VARIABLE DEFINICION DEFINICION | DIMENSIONES INDICADORES ESCALA DE
CONCEPTUAL | OPERACIONAL MEDICION
Cepas Microorganismos | Cepas Concentraciéon | 1,5 x 10° UFC/mL
probidticas | vivos que, probidticas de L. 1,5 x108 UFC/mL
ingeridos en certificadas de acidophillus L. acidophillus
cantidad Lactobacillus ATCC 4356 ATCC 4356
adecuada, acidophillus
ejercen efectos | ATCC 4356, 1,5 x 10° UFC/mL
beneficiosos en | Lactobacillus Concentracién 1,5 x108 UFC/mL Razén
la salud del casei ATCC 393 de L. casei L. casei ATCC 393
receptor.3® Bifidobacterium ATCC 393
animalis ssp. 1 x 10° UFC/mL
animalis ATCC Concentracién 1 x 108 UFC/mL
25527 de B. animalis B. animalis ssp.
Lactococcus ssp. animalis animalis ATCC
lactis ssp. lactis ATCC 25527 25527
ATCC 11454
Concentracion 1 x 10° UFC/mL
de L. lactis ssp. 1 x 108 UFC/mL
lactis ATCC L. lactis ssp. lactis
11454 ATCC 11454
Efecto in Cambios en el Capacidad de Efecto Método de Difusion
vitro desarrollo de producir fungicida en disco Halo de
contra Candida cambios o no el | contra Candida | inhibicién =15 mm
Candida albicans en un desarrollo de albicans ATCC | Halo de inhibicién <
albicans ambiente Candida 10231. Efecto 14 mm Halo de
controlado en un | albicans ATCC | fungistatico inhibicién < 6 mm Razoén
laboratorio 10231 en un contra Candida
medio de cultivo | albicans ATCC
artificial de 10231. Sin
manera efecto contra
temporal (efecto | Candida
fungistatico) o albicans ATCC
permanente 10231
(efecto

fungicida).




ANEXO 2

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

Ensayos
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ANEXO 3

CALCULO DEL TAMANO DE LA MUESTRA

En la investigacion no aplica el calculo del tamafio de la muestra sino la
determinacion del nimero de unidades de ensayo (replicados). Para ello se aplico
la siguiente formula estadistica que se usa en estudios experimentales para

determinar el nimero de observaciones, duplicados y repeticiones:

W-— W?-Z; +1,4 -7
w2

n =

Donde:

n: Numero minimo de réplicas que deben hacerse en el estudio.
Za: Valor correspondiente al nivel de confianza asignado.

ZB: Valor correspondiente al valor estadistico.

W: Eficiencia minima esperada o diferencia minima observable.

Siendo, Za = 1.96; Zp = 0.842 y W = 0.80 (80%). Si reemplazamos los valores en

la formula obtiene que el nimero de replicaciones necesarias son 9.

08— (0.8)2 - (0.842) + 1,4 (1.96)°
n= (0.8)2

0.8 — (0.64). (0.842) + 1,4 (3.841)
n= 0.64

n=9

Las unidades de ensayo fueron 10 (1 ensayo original y 9 replicaciones) por cada

ensayolo que hace un total de 90 repeticiones.



ANEXO 4

TABLAS, FIGURAS Y FOTOS

Resumen de procesamiento de casos
Concentracion de Casos
probidtico Valido Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
L. acidophilus 1 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
L. acidophilus 2 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
L. casei 1 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
L. casei 2 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
L. lactis 1 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
L. lactis 2 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
B. animalis 1 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
B. animalis 2 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
Nistatina 100000 Ul/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
Descriptivos
Concentracion de probiotico Estadistico Error
estandar
L. acidophilus 1 Media 7,4000 , 10750
95% de intervalo de Limite inferior 7,1568
confianza para la media Limite superior 7.6432
Media recortada al 5% 7,3944
Mediana 7,4500
Varianza , 116
Desviacién estandar ,33993
Minimo 7,00
Maximo 7,90
Rango ,90
Rango intercuartil 72
Asimetria ,064 ,687
Curtosis -1,482 1,334
L. acidophilus 2 Media 7,3400 ,12490
95% de intervalo de Limite inferior 7,0575
confianza para la media Limite superior 7.6225
Media recortada al 5% 7,3278
Mediana 7,1500
Varianza , 156
Desviacién estandar ,39497
Minimo 7,00
Maximo 7,90
Rango ,90
Rango intercuartil ,83
Asimetria ,629 ,687
Curtosis -1,655 1,334
L. casei 1 Media 6,7500 , 11377
95% de intervalo de Limite inferior 6,4926
confianza para la media Limite superior 7.0074
Media recortada al 5% 6,7278
Mediana 6,6000
Varianza ,129




Desviacion estandar ,35978

Minimo 6,40

Maximo 7,50

Rango 1,10

Rango intercuartil 48

Asimetria 1,226 ,687

Curtosis 722 1,334
L. casei 2 Media 6,5500 ,07782

95% de intervalo de Limite inferior 6,3740

confianza para la media Limite superior 6,7260

Media recortada al 5% 6,5500

Mediana 6,5000

Varianza ,061

Desviacién estandar ,24608

Minimo 6,20

Méaximo 6,90

Rango ,70

Rango intercuartil 45

Asimetria -,112 ,687

Curtosis -1,133 1,334
L. lactis 1 Media 7,3000 ,05578

95% de intervalo de Limite inferior 7,1738

confianza para la media Limite superior 7.4262

Media recortada al 5% 7,3056

Mediana 7,3500

Varianza ,031

Desviacién estandar , 17638

Minimo 7,00

Maximo 7,50

Rango ,50

Rango intercuartil 33

Asimetria -,607 ,687

Curtosis -1,002 1,334
L. lactis 2 Media 7,6500 , 12758

95% de intervalo de Limite inferior 7,3614

confianza para la media Limite superior 7.9386

Media recortada al 5% 7,6444

Mediana 7,7000

Varianza , 163

Desviacién estandar , 40346

Minimo 7,10

Méaximo 8,30

Rango 1,20

Rango intercuartil 75

Asimetria ,076 ,687

Curtosis -1,057 1,334
B. animalis 1 Media 7,5100 ,08876

95% de intervalo de Limite inferior 7,3092

confianza para la media Limite superior 7.7108

Media recortada al 5% 7,5111




Mediana 7,5000
Varianza ,079
Desviacién estandar ,28067
Minimo 7,10
Maximo 7,90
Rango ,80
Rango intercuartil ,55
Asimetria 212 ,687
Curtosis -1,071 1,334
B. animalis 2 Media 7,8600 ,09092
95% de intervalo de Limite inferior 7,6543
confianza para la media Limite superior 8,0657
Media recortada al 5% 7,8611
Mediana 7,7500
Varianza ,083
Desviacién estandar ,28752
Minimo 7,50
Maximo 8,20
Rango ,70
Rango intercuartil 565
Asimetria ,151 ,687
Curtosis -1,817 1,334
Nistatina 100000 Media 14,0600 , 15861
Ul/mL 95% de intervalo de Limite inferior 13,7012
confianza para la media Limite superior 14,4188
Media recortada al 5% 14,0333
Mediana 13,9500
Varianza ,252
Desviacién estandar ,50155
Minimo 13,50
Maximo 15,10
Rango 1,60
Rango intercuartil ,78
Asimetria ,916 ,687
Curtosis ,627 1,334
Prueba de Normalidad
Concentracion de probiético Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
L. acidophilus 1 , 180 10 ,200" ,905 10 ,251
L. acidophilus 2 ,239 10 ,112 ,784 10 ,009
L. casei 1 ,256 10 ,061 ,845 10 ,050
L. casei 2 ,181 10 ,200" ,923 10 ,383
L. lactis 1 ,215 10 ,200" ,889 10 ,167
L. lactis 2 , 168 10 ,200" ,950 10 ,663
B. animalis 1 214 10 ,200" ,922 10 ,378
B. animalis 2 211 10 ,200" ,843 10 ,049
Nistatina 100000 Ul/mL ,148 10 ,200" ,929 10 ,436
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Concentracion de probidtico
Unidireccional
Descriptivos
Diametro de halo de inhibicién de C. albicans
N Media Desv. Desv. 95% del intervalo de Minimo | Maximo
Desviacién | Error confianza para la media
Limite inferior [Limite superio
L. acidophilus 1 10 7,4000 ,33993 , 10750 7,1568 7,6432 7,00 7,90
L. acidophilus 2 10 7,3400 ,39497 ,12490 7,0575 7,6225 7,00 7,90
L. casei 1 10 6,7500 ,35978 ,11377 6,4926 7,0074 6,40 7,50
L. casei 2 10 6,5500 ,24608 ,07782 6,3740 6,7260 6,20 6,90
L. lactis 1 10 7,3000 ,17638 ,05578 7,1738 7,4262 7,00 7,50
L. lactis 2 10 7,6500 ,40346 ,12758 7,3614 7,9386 7,10 8,30
B. animalis 1 10 7,5100 ,28067 ,08876 7,3092 7,7108 7,10 7,90
B. animalis 2 10 7,8600 ,28752 ,09092 7,6543 8,0657 7,50 8,20
Nistatina 100000 Ul/mL 10 14,0600 ,50155 , 15861 13,7012 14,4188 13,50 15,10
Total 90 8,0467 2,19802 ,23169 7,5863 8,5070 6,20 15,10
Prueba de homogeneidad de varianzas
Diametro de halo de inhibicién de C. albicans Estadistico de Levene gll gl2 Sig.
Se basa en la media 2,008 8 81 ,056
Se basa en la mediana 1,182 8 81 ,320
Se basa en la mediana y con gl ajustado 1,182 8 58,966 ,325
Se basa en la media recortada 1,872 8 81 ,076
ANOVA
Diametro de halo de inhibicion de C. albicans
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 420,368 8 52,546 442,619 ,000
Dentro de grupos 9,616 81 ,119
Total 429,984 89




Pruebas post hoc

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Diametro de halo de inhibicién de C. albicans

(I) Concentracion | (J) Concentracion | Diferencia de | Desv. Sig. |Intervalo de confianza al
de probidtico de probidtico medias (I-J) Error 95%
Limite Limite
inferior superior
HSD L. acidophilus 1 L. acidophilus 2 ,06000 , 15409 | 1,000 -,4311 ,5511
Tukey L. casei 1 ,65000" ,15409 | ,002 ,1589 1,1411
L. casei 2 ,85000" ,15409 | ,000 ,3589 1,3411
L. lactis 1 ,10000 ,15409 | ,999 -,3911 ,5911
L. lactis 2 -,25000 ,15409 | ,790 -, 7411 2411
B. animalis 1 -,11000 , 15409 | ,998 -,6011 ,3811
B. animalis 2 -,46000 , 15409 | ,084 -,9511 ,0311
Nistatina 100000 -6,66000" ,15409 | ,000 -7,1511 -6,1689
uUl/mL
L. acidophilus 2 L. acidophilus 1 -,06000 ,15409 | 1,000 -,5511 4311
L. casei 1 ,59000" ,15409 | ,007 ,0989 1,0811
L. casei 2 ,79000" ,15409 | ,000 ,2989 1,2811
L. lactis 1 ,04000 ,15409 | 1,000 -,4511 ,5311
L. lactis 2 -,31000 ,15409 | ,540 -,8011 ,1811
B. animalis 1 -,17000 ,15409 | ,972 -,6611 3211
B. animalis 2 -,52000" ,15409 | ,030 -1,0111 -,0289
Nistatina 100000 -6,72000" ,15409 | ,000 -7,2111 -6,2289
Ul/mL
L. casei l L. acidophilus 1 -,65000" ,15409 | ,002 -1,1411 -,1589
L. acidophilus 2 -,59000" ,15409 | ,007 -1,0811 -,0989
L. casei 2 ,20000 ,15409 | ,929 -,2911 ,6911
L. lactis 1 -,55000" ,15409 | ,017 -1,0411 -,0589
L. lactis 2 -,90000" ,15409 | ,000 -1,3911 -,4089
B. animalis 1 -,76000" ,15409 | ,000 -1,2511 -,2689
B. animalis 2 -1,11000" ,15409 | ,000 -1,6011 -,6189
Nistatina 100000 -7,31000" ,15409 | ,000 -7,8011 -6,8189
Ul/mL
L. casei 2 L. acidophilus 1 -,85000" ,15409 | ,000 -1,3411 -,3589
L. acidophilus 2 -,79000" ,15409 | ,000 -1,2811 -,2989
L. casei l -,20000 ,15409 | ,929 -,6911 ,2911
L. lactis 1 -,75000" ,15409 | ,000 -1,2411 -,2589
L. lactis 2 -1,10000" ,15409 | ,000 -1,5911 -,6089
B. animalis 1 -,96000" ,15409 | ,000 -1,4511 -,4689
B. animalis 2 -1,31000" ,15409 | ,000 -1,8011 -,8189
Nistatina 100000 -7,51000" ,15409 | ,000 -8,0011 -7,0189
Ul/mL
L. lactis 1 L. acidophilus 1 -,10000 , 15409 | ,999 -,5911 , 3911
L. acidophilus 2 -,04000 ,15409 | 1,000 -,5311 4511
L. casei l ,55000" ,15409 | ,017 ,0589 1,0411
L. casei 2 ,75000" ,15409 | ,000 ,2589 1,2411
L. lactis 2 -,35000 ,15409 | ,371 -,8411 ,1411
B. animalis 1 -,21000 ,15409 | ,908 -,7011 ,2811
B. animalis 2 -,56000" ,15409 | ,014 -1,0511 -,0689
Nistatina 100000 -6,76000" ,15409 | ,000 -7,2511 -6,2689
uUl/mL
L. lactis 2 L. acidophilus 1 ,25000 ,15409 | ,790 -,2411 , 7411
L. acidophilus 2 ,31000 ,15409 | ,540 -,1811 ,8011
L. casei 1 ,90000" ,15409 | ,000 ,4089 1,3911
L. casei 2 1,10000° ,15409 | ,000 ,6089 1,5911
L. lactis 1 ,35000 ,15409 | ,371 -,1411 ,8411
B. animalis 1 ,14000 ,15409 | ,992 -,3511 ,6311
B. animalis 2 -,21000 ,15409 | ,908 -,7011 ,2811
Nistatina 100000 -6,41000" ,15409 | ,000 -6,9011 -5,9189
uUl/mL
B. animalis 1 L. acidophilus 1 ,11000 ,15409 | ,998 -,3811 ,6011




L. acidophilus 2 ,17000 ,15409 | ,972 -,3211 ,6611
L. casei 1 ,76000" ,15409 | ,000 ,2689 1,2511
L. casei 2 ,96000" ,15409 | ,000 ,4689 1,4511
L. lactis 1 ,21000 ,15409 | ,908 -,2811 ,7011
L. lactis 2 -,14000 ,15409 | ,992 -,6311 ,3511
B. animalis 2 -,35000 , 15409 | 371 -,8411 , 1411
Nistatina 100000 -6,55000" ,15409 | ,000 -7,0411 -6,0589
Ul/mL
B. animalis 2 L. acidophilus 1 ,46000 ,15409 | ,084 -,0311 ,9511
L. acidophilus 2 ,52000" ,15409 | ,030 ,0289 1,0111
L. casei 1 1,11000 ,15409 | ,000 ,6189 1,6011
L. casei 2 1,31000" ,15409 | ,000 ,8189 1,8011
L. lactis 1 ,56000" ,15409 | ,014 ,0689 1,0511
L. lactis 2 ,21000 ,15409 | ,908 -,2811 ,7011
B. animalis 1 ,35000 , 15409 | ,371 -,1411 ,8411
Nistatina 100000 -6,20000" ,15409 | ,000 -6,6911 -5,7089
Ul/mL
Nistatina 100000 | L. acidophilus 1 6,66000" ,15409 | ,000 6,1689 7,1511
Ul/mL L. acidophilus 2 6,72000" ,15409 | ,000 6,2289 7,2111
L. casei 1 7,31000 ,15409 | ,000 6,8189 7,8011
L. casei 2 7,51000" ,15409 | ,000 7,0189 8,0011
L. lactis 1 6,76000" ,15409 | ,000 6,2689 7,2511
L. lactis 2 6,41000" ,15409 | ,000 5,9189 6,9011
B. animalis 1 6,55000" ,15409 | ,000 6,0589 7,0411
B. animalis 2 6,20000" ,15409 | ,000 5,7089 6,6911
*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
Subconjuntos homogéneos
Didmetro de halo de inhibicién de C. albicans
Concentracion de N Subconjunto para alfa = 0.05
probidtico 1 2 3 4 5
HSD L. casei 2 10 6,5500
Tukey® ™| “casei 1 10 | 6,7500
L. lactis 1 10 7,3000
L. acidophilus 2 10 7,3400
L. acidophilus 1 10 7,4000 | 7,4000
B. animalis 1 10 7,5100 | 7,5100
L. lactis 2 10 7,6500 | 7,6500
B. animalis 2 10 7,8600
Nistatina 100000 Ul/mL 10 14,0600
Sig. ,929 371 ,084 1,000
Duncan? | L. casei2 10 6,5500
L. casei 1 10 6,7500
L. lactis 1 10 7,3000
L. acidophilus 2 10 7,3400 | 7,3400
L. acidophilus 1 10 7,4000 | 7,4000
B. animalis 1 10 7,5100 | 7,5100
L. lactis 2 10 7,6500 | 7,6500
B. animalis 2 10 7,8600
Nistatina 100000 Ul/mL 10 14,0600
Sig. ,198 ,220 ,069 A77 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 10,000.
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Concentracion de probiético

TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS:

METODO ESPECTROFOTOMETRICO: Para estandarizacién de los inéculos microbicnos.
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UFC en cultivo

Espectrofotometro
Marca: Kyntel
Modelo: VIS-KV-1200

Suspension microbiana



TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS:

EFECTO IN VITRO: METODO DE DIFUSION EN DISCO @/7C|_S|

Inéculo de

C. albicans m
{X ' Incubacién

24
Placa con Agar /4
Sabouraud Ve
#~
A -
A Observacién de

Placa sembrada . . 5 e
’ conC . albicans Colocacién de discos efecto antifingico

' ) . embebidos con cepas
ctk;} ‘o probidticas
I Formacién de §
halos de inhibicion

| Siembra por dispersién
en superficie

PROCEDIMIENTOS:

Reactivacién de cepas de
L. acidophilus ATCC 4356,
L. casei ATCC 393 y de




Preparacion y estandarizacion del inoculo microbiaono

Espectrofotémetro
Kyntel KV-1200-VIS

Inéculo
preparado
Dos concentraciones
estandar de 1,5 x 10° La densidad optica y la longitud de
UFC/mL y 1,5x 10° onda fue de 0,381 y 530 nm para C.
UFC/mL para las albicans y de 0,296 y 600 nm para las
cepas probidticas y cepas probibticas.

de 1,5 x 107 UFC/mL
para C. albicans

Suspensién en
tubo con SSFE

N

Placas con agar
Soya Tripticasa

, (Merck).
inéculo de
C. albicans
Colocacion
de discos de
sensibilidad.

La cepa estandar C. albicans ATCC

10231 fue propagada en Sabouraud

(Merck) durante 24 h a 37°C en
aerobiosis.

1

Incubacion de placas a
36,5°C durante 48 h

Hisopo sumergido
en el inéculo
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