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RESUMEN

En la actualidad, la resistencia a antibidticos y antifungicos por parte de varios patégenos
asociados a seres humanos ha causado la persistencia de infecciones que cada vez tienen
menos opciones de tratamiento. Esta situacion contemporénea en los tratamientos clinicos
frente a las enfermedades infecciosas ha llevado a la investigacion de terapias alternativas.
Una alternativa viable es el uso de probidticos, que se trata de microorganismos
beneficiosos que son parte de la microbiota normal o sus productos bioldgicos que
aumentan la proteccion o facilitan la respuesta inmunitaria de su huésped y ayudan a
combatir las infecciones. El uso de probidticos ha sido estudiado contra diversos patégenos
oportunistas, donde se ha comprobado su eficiencia protectora en la salud del huésped.
Candida sp., es parte de la microbiota comensal de las mucosas epiteliales del ser humano
pero se trata de un patdégeno oportunista en determinadas condiciones que facilitan su
proliferacion en la mucosa epitelial, donde la especie méas prevalente es Candida albicans.
Una de las infecciones mas comunes por C. albicans es en el epitelio vaginal, originando
una vaginitis denominada candidiasis vulvovaginal. La candidiasis puede llegar a causar
abortos espontdneos o complicaciones en el embarazo, ademés de que la candidiasis
vulvovaginal afecta al 75% de mujeres en edad reproductiva y el 40% de las infecciones
vaginales estan asociadas a Candida sp. El principal mecanismo de virulencia de Candida
sp. es la formacion de biofilms, siendo detectado en alrededor de 65% de los casos de
candidiasis. En cuanto a Lactobacillus sp., se trata de los principales microrganismos
protectores del epitelio vaginal, debido a que cuentan con varios mecanismos que inhiben
la actividad o la adhesion inicial de los patdgenos. Este estudio surge del Proyecto de
Secrecién Vaginal, donde se obtuvo varias cepas de L. gasseri que fue la especie aislada
mas exitosa en sobrevivir en condiciones de cultivo fuera del epitelio vaginal. En este
trabajo se analizd la actividad probidtica de varias cepas L. gasseri frente a varias cepas de
C. albicans, aislados de mujeres ecuatorianas en edad reproductiva. Se realizd ensayos de
adhesion inicial, en los cudles se observo la capacidad de los microorganismos de adherirse
inicialmente a una superficie abidtica, registrandose el desplazamiento de L. gasseri y la
inhibicién de la adhesion inicial por C. albicans. En resumen, los resultados preliminares
obtenidos en este estudio demostraron que el porcentaje de adherencia de diferentes cepas
de C. albicans no fue significativamente diferente entre si, mientras que L. gasseri
JCM1131 fue la cepa mas exitosa en evitar su desplazamiento de la superficie abiotica por
parte de C. albicans.

Palabras clave: probioticos, microbiota normal, Candida albicans, Lactobacillus gasseri,

adhesion inicial, desplazamiento, inhibicién.



ABSTRACT

Nowadays, many pathogens associated with humans have acquired resistance to antibiotic
and antifungals, which has caused the persistence of infections that has fewer options of
treatment. This actual situation in the clinical treatments facing infectious diseases has led
to research of alternative therapies. One alternative is the use of probiotics, which are viable
microorganisms that form part of the commensal microbiota or their biological products
that increase and enable the immune response of the hostage to combat infections. The use
of probiotics has been studied against many opportunist pathogens and its protective
activities to the host have been proved in several published studies. Candida sp. is part of
the commensal microbiota of the epithelial mucous membranes of humans, but it is also an
opportunist pathogen, that under certain conditions can proliferate in the epithelium. The
most relevant species is Candida albicans. One of the most prevalent infections caused by
C. albicans is in the vaginal epithelium, which it is commonly denominated as
vulvovaginal candidiasis. Candidiasis can cause spontaneous abortion and health
complications during pregnancy. Also, vulvovaginal candidiasis affects 75% of women in
reproductive age and 40% of vaginal infections are associated to Candida sp. The main
mechanism of virulence for this genre is the biofilm formation detected in 65% of
candidiasis cases. On the other hand, Lactobacillus sp. are part of the protective
microorganisms of the vaginal epithelium and usually inhibit the activity or initial adhesion
of pathogens. This study follows a preliminary vaginal microbiota study in Ecuadorian
women through a research grant entitled “Proyecto de Secrecion Vaginal”. In this
preliminary study, many strains of L. gasseri were successful isolated in culture conditions
outside the vaginal epithelium samples. Therefore, the present study analyzed the probiotic
activity of various strains of. L. gasseri against different strains of C. albicans isolated of
women in reproductive age with different clinical diagnostics. Initial adhesion assays were
performed to evaluate the ability of L. gasseri to adhere to an abiotic surface, the
displacement of L. gasseri and the initial adhesion inhibition of C. albicans. The
preliminary results showed that the initial adherence of different strains of C. albicans were
not significantly different, meanwhile L. gasseri JCM1131 was the most successful strain
in avoiding its displacement of the abiotic surface by C. albicans.

Keywords: probiotics, normal microbiota, Candida albicans, Lactobacillus gasseri, initial
adhesion, displacement, inhibition.
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1. INTRODUCCION

El estudio de probioticos en humanos representa un amplio campo de estudio, el cual es
importante tanto para la medicina como para la industria (Bermidez-Humaran & Langella,
2012; Ghasemian et al., 2018; Oelschlaeger, 2010). En el area de la microbiologia clinica se
busca la comprension de la microbiota humana y su interaccion especifica en los diferentes
organos. Ademas, se interesa en la comprension de la actividad bioldgica que presentan los
microorganismos caracterizados, de manera que su actividad probidtica pueda ser
comprobada y fundamentada. La caracterizaciéon y la produccion de probidticos en el area
de la biotecnologia se fundamenta en el estudio de microorganismos comensales y sus
interacciones frente a diferentes patdgenos (Amaretti et. al., 2012; Zhang et al., 2018).

1.1. Microbiota Humana

El cuerpo del ser humano esta colonizado por un amplio rango de microorganismos,
denominados microbiota humana (Petrova et al., 2015). Estos microorganismos presentan
una serie de relaciones de mutualismo con el huésped, de manera que son especificos para
las diferentes partes del cuerpo dependiendo de las condiciones y los factores de cada
epitelio 0 mucosa en particular (Ravel et al., 2011). Ademas, la microbiota tiende a cambiar
a lo largo del tiempo dentro del mismo individuo, e incluso puede evolucionar totalmente
diferente entre varios individuos (Ravel et al., 2011).

1.2. Microbiota vaginal

La microbiota vaginal es considerada por muchos autores como una de las mas
complejas de la microbiota humana, siendo de gran importancia para evitar infecciones
vaginales en mujeres en edad fértil y complicaciones durante el embarazo (Petrova et al.,

2015). En el caso del tracto vaginal, hay estudios que reportan una relacion entre la salud de
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la persona y la microbiota presente (Hyman et al., 2016). Dentro de los microorganismos
que conforman la microbiota vaginal, las diferentes especies del género Lactobacillus son
los microorganismos dominantes en un epitelio vaginal saludable representando hasta el
70% de la microbiota vaginal y considerado como un agente probidtico o biosurfactante del
epitelio vaginal (Martin & Suarez, 2010; Petrova et al., 2015; Zozaya-Hinchliffe et al.,
2010).

Segun diversos estudios, la mayoria de la microbiota vaginal se encuentra dominada por
L. iners y L. crispatus (Machado, Jefferson, & Cerca, 2013; Petrova et al., 2015;
Seneviratne et al., 2016), pero también se menciona la presencia de otras especies como L.
fermentum, L. acidophilus, L. jensenii, L. vaginalis (Martin & Suarez, 2010) y L. gasseri
(Martin & Suarez, 2010; Petrova et al., 2015). Sin embargo, L. gasseri se reporta como
menos frecuente en muestras de secrecion vaginal (Borgdorff et al., 2014). Aunque existen
estudios que analizan su actividad probiotica, sobre todo mediante la adhesion a diferentes
tipos de microrganismos (Kassaa et al., 2015; Kobatake et al., 2017). Por eso es importante
analizar la capacidad probidtica de varias cepas de esta especie que fueron anteriormente
aisladas en muestras clinicas de mujeres en edad reproductiva en Ecuador. Las propiedades
probidticas de la microbiota vaginal estan asociadas a la inhibiciéon de la adherencia de
patdgenos a las células epiteliales y/o la produccion de compuestos antimicrobianos
(Martin & Suarez, 2010). Los anélisis preliminares de microrganismos probioticos
normalmente empiezan por caracterizar su capacidad de inhibir la adhesién inicial de
patdgenos oportunistas y posteriormente evaluar su capacidad de producir productos
antimicrobianos competitivos o inhibir la maduracion de biofilms (Anahtar, Gootenberg,

Mitchell, & Kwon, 2018; Bertuccini et al., 2018).
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Otro microorganismo comensal que se puede encontrar en las muestras de secrecion
vaginal es el género Candida, pero en bajas concentraciones al largo del epitelio vaginal
(Cassone & Sobel, 2016). Este tipo de hongo puede estar presente sin generar una infeccion
sintomatica, aunque también puede causar sintomas y producir una vaginitis denominada
candidiasis (Cassone & Sobel, 2016). Entre las especies del género Candida que se han
encontrado en pacientes con vulvovaginosis estan C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C.
parapsilosis y C. krusei (Achkar & Fries, 2010). Una de las principales causas de abortos o
complicaciones en el embarazo es la vaginitis, donde la candidiasis vulvovaginal afecta
hasta 75% de mujeres en edad reproductiva (Cassone & Sobel, 2016; Gandhi, Patel, & Jain,
2015). La candidiasis representa el 40% del total de las infecciones vaginales reportadas
(Achkar & Fries, 2010; Gandhi et al., 2015). Por otro lado, es importante mencionar que
Candida sp. forma parte también de la microbiota comensal de los tractos respiratorios
superiores (boca y fosas nasales) y del tracto gastrointestinal (Gandhi et al., 2015).

1.2.1. Lactobacillus sp.

Por lo general, las especies de Lactobacillus en el epitelio vaginal previenen
enfermedades infecciosas, como por ejemplo, la vaginosis bacteriana, infecciones por
levaduras, infecciones de transmision sexual, infecciones del tracto urinario e incluso VIH
(Martin & Suarez, 2010; Ravel et al., 2011; Zozaya-Hinchliffe et al., 2010). Su actividad
probidtica es atribuida en la mayoria a dos propiedades, especificamente, la inhibicion de la
adhesion inicial de otros microrganismos a las células del epitelio vaginal y liberacion de
compuestos competitivos antimicrobianos (Anahtar et al., 2018; Bertuccini et al., 2018).
Las especies aisladas méas frecuentemente son L. crispatus, L. gasseri, L. jensenii y L. iners

(Lee, Tsui, & Wang, 2016; Martin & Suarez, 2010), aunque en muchos casos se encuentra
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también L. acidophilus y L. fermentum (Burton, Cadieux, & Reid, 2003; Martin & Suérez,
2010).

Ademas, existen también otros mecanismos que otorgan a los lactobacilos la capacidad
de prevenir infecciones influenciando asi también su actividad probiotica. En primer lugar
se encuentran los factores de adaptacion, que les permiten resistir el estrés al adaptarse al
huésped y que varian entre las diferentes especies de lactobacilos, por lo cual es importante
estudiarlas de manera individual (Lebeer, Vanderleyden, & De Keersmaecker, 2008). Hay
indicadores de que ciertos lactobacilos probioticos interactdan con receptores de las células
inmunes y modulan ciertas funciones de las células epiteliales (Lebeer et al., 2008).

Por otro lado, también es importante mencionar la actividad antifungica y
antimicrobiana de los compuestos antimicrobianos producidos por lactobacilos (Petrova et
al., 2015; Seneviratne et al., 2016; Vilela et al., 2015). Dentro de este tema, uno de los
compuestos competitivos antimicrobianos de los lactobacilos es el peréxido de hidrogeno,
siendo un compuesto que opera mediante la oxidacion de diferentes metabolitos, como el
radical OH y produciendo dafios en el ADN de la célula (Martin & Suéarez, 2010). Esta
actividad del perdxido de hidrogeno mimetiza el estrés oxidativo producido por la respuesta
humoral innata (Abbas et al., 2015). Asi, este efecto es notorio en el ambiente acido del
epitelio vaginal, debido a la presencia de myeloperoxidasa y halidos, cuya presencia es
comun en el moco uterino especialmente durante la ovulacion (Martin & Suarez, 2010).
Ademas, ciertas especies de lactobacilos son capaces de producir acido lactico que
contribuye para el ambiente &cido en el epitelio vaginal evitando la colonizacién por
patdgenos oportunistas. Sin embargo, este tipo de actividad bactericida varia entre las
diferentes cepas de Lactobacillus sp., siendo L. crispatus un lactobacilo bien reconocido

por su capacidad de producir acido lactico. En afadidura, Borgforff et al. (2014) reportan la
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menor prevalencia de HIV en mujeres que tienen una cantidad adecuada de Lactobacillus
crispatus en su microbiota vaginal. Las capacidades probidticas de los lactobacilos son
descritas en diversos estudios, las cuales inhiben la inflamacion local (Borgdorff et al.,
2014; Vilela et al., 2015) o antivirales (Petrova et al., 2015).

En cuanto a L. gasseri, se trata de un microorganismo con una capacidad de colonizar
las mucosas del ser humano, debido a su tolerancia a ambientes con pH bajos, su capacidad
de adherencia a las células epiteliales, actividad antimicrobiana e inmunomodulacién de los
sistemas innato y adaptativo (Selle & Klaenhammer, 2013). Se ha observado la actividad de
L. gasseri CMULS57 contra HSV-2 (Herpes Simple Tipo 2) a través de un mecanismo de
captura/union por el contacto de las células bacterianas con la envoltura del virus que
disminuye su actividad infectiva (Kassaa et al., 2015). De igual manera, L. gasseri 2055
fortalece el sistema de defensa frente al estrés oxidativo mediante la activacion de sefiales
que prenden rutas para la expresion de genes asociados con la produccién de moléculas
antioxidantes y la respuesta antioxidante de las células (Kobatake et al., 2017). Ademas, en
un estudio realizado que juntaba L. gasseri con L. crispatus se observd su capacidad de
inhibir la formacion de biofilm de C. albicans mediante la regulacién de genes
positivamente expresados y relacionados a la adherencia inicial a células epiteliales y/o la
formacion de un biofilm (Matsuda, Cho, & Sugita, 2018).

1.2.2. Presencia de Candida sp. en el tracto vaginal

Actualmente, la presencia de Candida sp. en el epitelio vaginal es considerado parte de
la microbiota normal en mujeres saludables. Sin embargo, la proliferacion excesiva de
Candida sp. en el epitelio vaginal en detrimento de la diminucién de lactobacilos es
asociada al establecimiento de una candidiasis (Kovachev, 2015; Mayer, Wilson, & Hube,

2013). Las condiciones que provocan la proliferacion de Candida sp. estan normalmente
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asociadas con terapias prolongadas con antibioticos, el uso de anticonceptivos e
inmunodepresores (Achkar & Fries, 2010; Gandhi et al., 2015). El uso de antibidticos
genera la pérdida de microbiota normal en la mucosa epitelial, de manera que los patdégenos
oportunistas empiezan a ocupar sus nichos y a causar infecciones. Las especies de Candida
son un ejemplo de estos patdgenos oportunistas, sobre todo si se tiene en cuenta que los
antibioticos no tienen ningun efecto en Candida sp. En el caso del uso de anticonceptivos,
se refiere especificamente a aquellos que se ingiere por via oral 0 a aquellos que generan
desbalance hormonal (como el aumento en la cantidad de estrogenos), el cual esta
relacionado con la prevalencia de infecciones por Candida sp. durante la semana
premenstrual (Achkar & Fries, 2010). El caso de los inmunodepresores no esta
directamente relacionado con la carga microbiana, pero si con el estado general del sistema
inmune de la persona. Cuando existe inmunodepresion, los patdgenos oportunistas
empiezan a proliferar en epitelios 0 mucosas de diversos 6rganos. Esta proliferacion de
patdgenos oportunistas puede tener una mayor virulencia cuando alguno de estos patdgenos
oportunistas tiene la capacidad de adherirse a las células epiteliales y la posterior formacion
de un biofilm. Esta adhesion y posterior formacion de biofilm normalmente no ocurre
cuando el sistema inmune actua de manera eficiente (Mayer et al., 2013).

Candida sp. es capaz de resistir la respuesta inmune normal, a través de posibles
interacciones entre las células y proteinas del huésped (Faria et al., 2017; Farr et al., 2015;
Mayer et al., 2013; Zanni et al., 2017). Alrededor del 65% de las candidiasis se relacionan
también con la formacion de biofilms, que permiten el desarrollo de una elevada resistencia
a agentes antimicrobianos (Ibarra-Trujillo et al., 2012). Entre las especies de Candida que
pueden formar biofilms esta Candida albicans como la mas frecuente en candidiasis y

consecuentemente la especie mas estudiada, sin embargo hay estudios que reportan
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infecciones y biofilms con C. parapsilopsis, C. tropicalis y C. glabrata (Del Pozo 2016).
Hay casos que reportan biofilms mixtos formados por Candida sp. junto con bacterias,
como por ejemplo Staphylococcus aureus (Ibarra-Trujillo et al., 2012). Sin embargo, en
otros estudios se encuentran biofilms formados por diferentes especies de Candida en
superficies bioticas y abioticas (Del Pozo, 2016).

2. Objetivos

2.1. Objetivo general
Analizar la actividad probidtica de Lactobacillus gasseri en la adhesion inicial frente a
Candida albicans aisladas del epitelio vaginal de mujeres saludables y con infecciones
vaginales.

2.2. Objetivos especificos
-Realizar ensayos de adhesion inicial con diferentes cepas de Lactobacillus gasseri y de
Candida albicans.
-Evaluar estadisticamente la actividad probidtica de las diferentes cepas de Lactobacillus
gasseri.
-Determinar el grado de inhibicion en diferentes cepas de Candida albicans frente a
Lactobacillus gasseri.
-Examinar la tasa de desplazamiento en diferentes cepas de Lactobacillus gasseri frente a

Candida albicans.
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3. Area de estudio

Se obtuvo las diferentes cepas de Lactobacillus gasseri y Candida albicans (excepto
la cepa de referencia de C. albicans ATCC® 10231™) aisladas de muestras de
secrecion vaginal de mujeres en edad reproductiva a partir del Proyecto de Secrecion
Vaginal. Los ensayos de adhesion y el contaje en el microscopio se realizaron en la
Universidad San Francisco de Quito, en el laboratorio de Bacteriologia del Instituto de
Microbiologia.

4. Justificacion

El uso progresivo de antibioticos y antifangicos en poblacion mundial ha generado un
aumento de la resistencia antimicrobiana (Martin & Suarez, 2010; Petrova et al., 2015;
Seneviratne et al., 2016; Vilela et al., 2015). Ademas, el uso excesivo de antibidticos lleva a
la diminucion o cambios de los microorganismos comensales de la microbiota normal. Esto
genera un desbalance en la microbiota y permite que los patégenos puedan ocupar los
nichos que no les corresponden y generar infecciones (Martin & Suérez, 2010; Petrova et
al., 2015; Seneviratne et al., 2016; Vilela et al., 2015). Por esta razén, es necesario estudiar
diferentes terapias clinicas que puedan disminuir o remplazar el uso de antibidticos y
antifingicos en la poblacion general. Una de las terapias alternativas al uso de antibioticos
es el caso de los probidticos, que implica de la aplicacion de microorganismos que
normalmente forman parte de la microbiota comensal del ser humano para la prevencion de
infecciones con patdgenos oportunistas y fortalecimiento de la proteccion inmunitaria de un
individuo (Petrova et al., 2015).

Por otro lado, la microbiota varia de acuerdo a las diferentes regiones geograficas y la

microbiota vaginal no es la excepcion (Borgdorff et al., 2014). Por eso no se puede
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extrapolar los estudios realizados en otros paises y esperar que sus resultados sean
igualmente efectivos. En Ecuador, se realizo el estudio del cual se deriva el presente
proyecto, donde se analizé la microbiota vaginal de mujeres en edad reproductiva en la
ciudad de Quito. Mediante este proyecto se corrobor0 la presencia de varias especies de
lactobacilos detallados en la literatura. Una de las especies de lactobacilos mas aislada en el
estudio anteriormente citado fue Lactobacillus gasseri.

Existen varios estudios que analizan la actividad probidtica de varias especies de
lactobacilos frente a patdgenos oportunistas, tanto in vitro como in vivo (Borgdorff et al.,
2014; Ribeiro et al., 2016; Vilela et al., 2015), pero pocos estudios han analizado diferentes
cepas de Lactobacillus gasseri. Este estudio inicial tiene relevancia por ser realizado con
cepas aisladas de mujeres saludables en Ecuador. Finalmente, este estudio desea evaluar la
actividad antimicrobiana de diferentes cepas de L. gasseri frente a diferentes cepas de
Candida albicans aisladas de mujeres saludables y con candidiasis.

5. MATERIALES

5.1. Obtencién de un cepario
-BHI (Brain Heart Infusion) broth
-Glicerol
- L. gasseri H59.2
-L. gasseri JCM1131
-L. gasseri IMAUFB14
-C. albicans aislada de una paciente que presentaba infeccion
-C. albicans aislada de la microbiota normal

-Candida albicans ATCC® 10231™



-Tubos Eppendorf de 2 mL

5.2. Curvas de calibracion
-MRS (Man, Rogosa y Sharpe) agar
-Sabouraud agar
-Cajas para cultivo en ambiente microaerofilico
-Cajas petri
-Espectrofotdmetro Ultrospec 2000
-Cubetas de cuarzo
-PBS estéril
-Hisopos estériles

5.3. Ensayos de adhesion

5.3.1. Preparacion de las cepas y condiciones de cultivo
-MRS agar y MRS broth
-Sabouraud agar y Sabouraud broth
-Cajas para cultivo en ambiente microaerofilico
-Cajas petri
-Espectrofotémetro Ultrospec 2000
-Cubetas de cuarzo
-PBS estéril
-Hisopos estériles
-Tubos Falcon de 50 mL
-Vortex
5.3.2. Ensayos de adhesion inicial en una superficie abidtica

-MRS broth

21
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-Sabouraud broth
-Tubos Falcon de 50 mL
-Placas de 6 pocillos
-PBS estéril
-Porta y cubre objetos
-Cajas Petri
-Cristal violeta
5.4. Contaje de células adheridas
5.4.1. Observacion en el microscopio
-Microscopio OLYMPUS CX22LED
-Camara AmScope Digital Camera MU633-FL
-AmScope version x64
5.4.2. Determinacion de porcentajes de adherencia y desplazamiento
-Microsoft Excel
5.5. Analisis estadistico

-Software Estadistico Minitab 17

6. METODOS

6.1. Obtencion de un cepario

Se utiliz6 las muestras de secrecion vaginal procesadas en el proyecto de Microbiota
Vaginal. El total de voluntarias de este proyecto fue de 518, con la obtencion de 438
muestras completas y validadas a partir de las cuales se aislo diferentes microorganismos.
De dicho proyecto se utilizd las siguientes cepas de Lactobacillus gasseri previamente

secuenciadas: L. gasseri H59.2, L. gasseri JCM1131, L. gasseri IMAUFB14; ademas de
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dos cepas de C. albicans, una aislada de una paciente que presentaba infeccion y una
aislada de la microbiota normal. También se utiliz6 una Candida albicans ATCC®
10231™, como referencia para el estudio. Una vez escogidas las diferentes cepas, se realizo
crioviales en el medio BHI + glicerol 15% y se las almacen6 a -80°C. De cada cepa se
obtuvo 3 crioviales.

6.2. Curvas de calibracion

Como paso previo para realizar los ensayos de adhesion que permiten observar la
posible actividad probidtica de los lactobacilos, se realizé curvas de calibracion. Esto fue
con el objetivo de determinar la densidad Optica (OD) a la cual se obtenia un nimero
determinado de UFC/mL, dado que este valor es comparable al que se encuentra presente
en personas con una infeccion vaginal o en ausencia de la misma. Se realizo las curvas de
cada cepa de L. gasseri y C. albicans.

6.2.1. Medicion de OD

Para cada curva de calibracién se cultivo una cepa de Lactobacillus gasseri durante
24h (36 o 48horas dependiendo de la cepa) en MRS agar a 37°C y en condiciones
microaerofilicas. En el caso de Candida albicans se cultivé 18h (24horas dependiendo de la
cepa) en Sabouraurd agar a 37°C y condiciones aerobias. Una vez transcurrido el tiempo de
cultivo, se tomd con un hisopo estéril una cantidad de las colonias obtenidas en 1mL de
PBS.

El tubo con una cantidad concentrada de microorganismos se denomina solucion
madre, a partir de la cual se realizé diluciones y se midié la absorbancia de cada una de
ellas. Las mediciones utilizan como blanco PBS estéril, recién preparado y sin bacterias. Se
midié la absorbancia a una longitud de onda de 600nm tanto para Lactobacillus gasseri

como para Candida albicans (Ribeiro et. al, 2016), y se buscd obtener soluciones con
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valores de OD de 0.100, 0.200, 0.300, 0.400, 0.500, 0.600, 0.700, 0.800, 0.900 (valores
aproximados), debido a que la sensibilidad del espectrofotdmetro es estable solamente en el
rango de mediciones de 0.100-1.00.

Los valores de absorbancia se colocaron en el eje Y de la curva de calibracion,
mientras que para obtener los datos del eje X se sembro las diluciones con el fin de obtener
valores de UFC/mL. Sin embargo, si se siembra directamente la solucidn se obtiene una
cantidad de colonias incontable. Por eso se realizo diluciones sucesivas de 1:10 hasta llegar
a 1:10E+09 de cada una y se las sembro mediante el método de tres gotas.

6.2.2. Método de las tres gotas

De cada dilucion se colocé tres gotas (Machado et al., 2013; Mytilinaios et al.,
2012; Naghili et al., 2013) (10uL en cada gota) en una placa de MRS agar en el caso de L.
gasseri y Sabouraud en el caso de C. albicans. Después, se colocd la placa de forma
vertical en un angulo de 45° para permitir que las gotas se deslicen a lo largo del medio sin
tocar las paredes, sin permitir que las gotas no se toquen entre si 0 con las paredes de la
placa. Se cultivo L. gasseri durante 36-48h dependiendo de la cepa en MRS agar, a 37°C y
en condiciones microaerofilicas. En el caso de C. albicans se cultivd durante 24h en
Sabouraurd agar, a 37°C y en condiciones aerobias. Finalmente, se realizé un conteo del
crecimiento de colonias en cada gota, el resultado se obtiene por un promedio y el valor de
UFC/mL se determind mediante la formula:

UFC/ promedio 3 gotas x 100

mL diluciéon inversa
Para evitar errores, se tomo en cuenta el contaje de colonias de la solucion diluida

que presentase un nuamero entre 10 a 100 de UFC en cada gota, debido a que numeros



25

mayores 0 menores a esto no son confiables. Este valor se coloco en el eje X de la curva de
calibracion.

6.2.3. Gréfica de la curva

Con los datos obtenidos se realizd la curva de calibracién (minimo con 3 a 5 puntos),
con el numero de UFC/mL en el eje x y la absorbancia (a longitud de onda: 600 nm para
ambos microorganismos) en el eje y. Los ensayos de la curva de calibracion fueron
concluidos cuando se observo que el coeficiente de correlacion (valor de R?) fuera de 0,99
para verificar el ajuste del modelo. La ecuacién obtenida se observa en forma de y = mx+b,
donde se debe despejar x para conocer el numero de UFC/mL de acuerdo a la absorbancia
de una dilucion. Se realiz6 los ensayos por triplicado para determinar la ecuacion final de
cada cepa que se utilizo posteriormente en los ensayos de adhesion.
6.3. Ensayos de adhesion

6.3.1. Preparacion de las cepas y condiciones de cultivo

Previo a cada ensayo se cultivd L. gasseri en MRS agar en condiciones
microaerofilicas a 37°C por 36-48 horas dependiendo de la cepa; mientras que C. albicans
se cultivd en Sabouraud agar en condiciones aerobias a 37°C por 24 horas (Ribeiro et al.,
2016; Vilela et al., 2015). Una vez transcurrido este tiempo, se tomé las colonias de cada
placa con un hisopo estéril, se suspendidé en PBS estéril y se midio la absorbancia. Para
ambos microorganismos se obtuvo tres soluciones con diferentes concentraciones: alta
(1E+09 UFC/mL), intermedia (LE+07 UFC/mL), y baja (1IE+03 UFC/mL) (Machado et al.,
2013; Ribeiro et al., 2016; Seneviratne et al., 2016; Vilela et al., 2015; Ceresa et al., 2015;
Matsubara et al., 2016). Se recolectd las bacterias por centrifugacion a 2000g durante 10

minutos y se descart6 el medio (Ribeiro et al., 2016; Seneviratne et al., 2016; Vilela et al.,
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2015). Finalmente, se resuspendio el pellet en MRS broth en el caso de L. gasseri y en

Sabouraud broth en el caso de C. albicans.

La concentracién se determino por espectrofotometria longitud de onda (A) = 600nm
para ambos microorganismos (Vilela et al., 2015). Y se ajustd la absorbancia de acuerdo a
la curva de calibracion para cada uno. En cada ensayo experimental, cada concentracion en
estudio se realizoO en duplicado para cada microorganismo, y después los ensayos
experimentales fueron realizados por triplicado. En todos los ensayos de adhesion inicial se
utilizé controles de L. gasseri sin la presencia de C. albicans y de C. albicans sin la
presencia de L. gasseri.

6.3.2. Ensayos de adhesion inicial en una superficie abiotica

Los microorganismos se colocaron en las placas de seis pocillos como se observa en
la Figura 1. Se utilizé una superficie abidtica de vidrio estéril (cubreobjetos) para evaluar la
adherencia de L. gasseri y de C. albicans, consecuentemente se colocd un cubreobjetos
dentro de cada pocillo de la placa de 6 pocillos. Después se colocé 2mL de la suspension de
L. gasseri con la concentracion deseada en cada pocillo. Se incubé a 37°C, 120rpm durante
4 horas (Machado et al., 2013; Nishiyama et al., 2014). Esto permiti6 la adherencia de los
lactobacilos. En cada muestra se coloco una concentracion de lactobacilos versus una

concentracion de levaduras, excepto para los controles.

Para determinar el desplazamiento de L. gasseri que provoca C. albicans y su
inhibicion en la adhesion inicial se descartdo la suspension previa de L. gasseri en la
solucion MRS de cada pocillo y se realizo gentilmente un lavado con 1mL de PBS
(Chauviere et al., 1992). Posteriormente, se coloco 2mL de la suspension de C. albicans en

cada pocillo con las diferentes concentraciones preestablecidas y se incub6 a 37°C, 120rpm
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durante 30 minutos. Finalmente, se descart6 nuevamente la suspension de C. albicans
presente en cada pocillo y realizd6 amablemente un ultimo lavado con PBS. Se coloco los
cubreobjetos sobre placas portaobjetos, se dejo secar y se realiz6 una tincion de los
cubreobjetos con cristal violeta durante 1 minuto para su posterior contaje a través de la

visualizacion microscopica (Weerasekera et al., 2016).

6.4. Contaje de celulas adheridas

6.4.1. Observacion en el microscopio

De cada placa se observé en el microscopio OLYMPUS CX22LED 15 campos al
azar (Chauviere et al., 1992; Machado et al., 2013). Se tom6 una fotografia por cada
campo, mediante la camara AmScope Digital Camera MUG633-FL en el programa AmScope
version x64, y se realizé el contaje de L. gasseri y C. albicans. Para obtener el nimero de
células sobre el area total de la superficie abidtica, se tomo en cuenta el area de la fotografia
(12880um?) y el 4rea del cubreobjetos (4.84E+08um? 0 4.84cm?). A partir de estos valores,
se obtuvo el area real de cada contaje (2.66E-05um?).

6.4.2. Determinacién de porcentajes de adherencia y desplazamiento
Una vez obtenidos los datos de cada campo, se realizd un promedio y se determiné la
desviacion estandar. De igual manera, para determinar el porcentaje de adherencia de cada
cepa se tomo6 como 100% el valor obtenido de los controles (ver Figura 1 en anexos), tanto
de L. gasseri como de C. albicans. En el caso del porcentaje de adherencia de L. gasseri, se
resto el valor obtenido de cada muestra enfrentada a la presencia de C. albicans en
diferentes concentraciones, mientras que el valor del porcentaje de desplazamiento se

obtuvo de todo el resto de células que fueron desplazadas de la superficie a causa de la
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presencia de la levadura. Se realiz6 el mismo proceso para obtener los porcentajes de
adherencia de C. albicans.

6.5. Andlisis estadistico

Se analizé los datos obtenidos mediante el programa Minitab 17 Statistical Software. Se
comparé los datos mediante One-Way ANOVA para determinar si existia una diferencia
significativa (P < 0,05) entre la adherencia de cada cepa de L. gasseri frente a las diferentes
cepas de C. albicans. Después se complementd el andlisis con el test de Tukey (95% de
confianza), el cual permitio determinar cuél de las cepas L. gasseri era mejor al momento
de evitar su desplazamiento de la superficie abidtica al enfrentarse a la presencia C.

albicans.
7. RESULTADOQOS

7.1. Curvas de calibracion

Las Figuras 2-7 muestran las rectas obtenidas de la curva de crecimiento para cada una
de las cepas analizadas, tanto de L. gasseri como de C. albicans. De igual manera, la Tabla
1 muestra un resumen de las ecuaciones obtenidas y que fueron utilizadas para obtener las
suspensiones de microorganismos utilizadas en los ensayos de adhesion inicial. Todas las
ecuaciones se basan en experimentos triplicados con cada concentracion en duplicado,
siendo seleccionadas solo las rectas de la curva de crecimiento con un coeficiente de
correlacion (valor de R?) superior a 0,99 (ver Tabla 1 en anexos).

7.2. Ensayos de adhesion inicial

Se inicié los ensayos de adhesidn con tres concentraciones o indculos diferentes (alto:
1E+09 UFC/mL, intermedio: 1E+07 UFC/mL y bajo: 1E+03 UFC/mL) para cada cepa

analizada. Durante los ensayos preliminares (ver Tablas 2-7 en anexos), se realiz6 un One-
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Way ANOVA (P < 0,05) y un test de Tukey entre los resultados obtenidos (#células/area)
de las tres concentraciones de la cepa L. gasseri IMAUFBO014 versus las tres
concentraciones de cada cepa de C. albicans (C. albicans ATCC® 10231™; C. albicans
candidiasis; C. albicans microbiota normal), determinandose que los in6culos intermedios
no presentaban una adhesion inicial diferente a los indculos bajos, en términos de
significancia estadistica con un valor P = 0.789 en el andlisis de los valores obtenidos por
los indculos intermedio y bajo de L. gasseri. Por esta razon, para los siguientes ensayos se
elimino el indculo intermedio y se realizé ensayos Unicamente con los indculos alto y bajo
de las diferentes cepas de L. gasseri (L. gasseri JCM1131 y L. gasseri H59.2) frente a las
diferentes cepas de C. albicans. De igual manera, el analisis de porcentaje de adherencia de
los microorganismos se realizd teniendo en cuenta unicamente dichas concentraciones,
debido a que no hubiera sido util realizar también una comparacion con el indculo
intermedio.

Las Tablas 2-17 muestran los resultados obtenidos en términos de numero de
células adheridas en un &rea y también lo que esto significa en cuanto al porcentaje de
adherencia de L. gasseri y C. albicans. El porcentaje de adherencia de L. gasseri representa
las células que permanecieron adheridas a la superficie abidtica una vez afiadida la levadura
al medio, por lo que el valor restante se denomina desplazamiento comparado con su
respectivo control (adherencia total de L. gasseri sin la adicién del inoculo de C. albicans).
En cuanto al porcentaje de adherencia de C. albicans, se refiere a la cantidad de células que
lograron adherirse a la superficie abidtica a pesar de la presencia previa de lactobacilos, por
lo cual el valor restante (que no consigui6é adherirse) se denomina inhibicién comparado
con su respectivo control (adherencia total de C. albicans sin la adicion previa del inoculo

de L. gasseri).
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Los ensayos se realizaron con dos enfoques diferentes: la patogenicidad de las
diferentes cepas de C. albicans reflejada en su capacidad de adherencia a una superficie
abiotica y la actividad probidtica de las cepas de L. gasseri reflejada en la capacidad de
inhibir la adherencia de C. albicans a la superficie abidtica. Por lo tanto, el analisis se
muestra desde estos dos aspectos. En las figuras 19-23 se observan ejemplos de las
fotografias tomadas de cada ensayo.

7.2.1. L. gasseri IMAUFB014

7.2.1.1. Inhibicion de la adhesion de las cepas de C. albicans por L. gasseri
IMAUFB014

Al comparar la inhibicién de las cepas de C. albicans en su in6culo bajo (1E+03
UFC/mL), se observa que no existe diferencia significativa (P > 0.05), al igual que para el
indculo alto (LE+09 UFC/mL). Por otro lado, al comparar la inhibicién de C. albicans entre
los in6culos alto (1E+09 UFC/mL) y bajo (1E+03 UFC/mL) por medio de One-Way
ANOVA se determind que existia diferencia significativa (P < 0.05), por lo que se realizé
el test de Tukey, el cual determind que el indculo alto presentaba una menor inhibicion que
el inoculo bajo frente a las diferentes cepas de L. gasseri (ver Figura 16).

7.2.1.2. Desplazamiento de L. gasseri IMAUFB014 por varias cepas de C.

albicans
Al comparar el desplazamiento de L. gasseri IMAUFBO014 en su indculo bajo (1E+03
UFC/mL), se observa que no existe diferencia significativa (P > 0.05) entre las tres cepas
de C. albicans. En cuanto al in6culo alto (LE+09 UFC/mL), de igual manera se observé que
no existe diferencia significativa (P > 0.05) entre el desplazamiento de L. gasseri
IMAUFBO014 que generan las tres cepas de C. albicans. Por otro lado, al comparar el

desplazamiento de L. gasseri IMAUFBO014 entre los indculos alto (1E+09 UFC/mL) y bajo
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(1E+03 UFC/mL) por medio de One-Way ANOVA se determin6 que existia diferencia
significativa (P < 0.05), por lo que se realizé el test de Tukey, el cual determiné que el
indculo alto presentaba un menor desplazamiento de L. gasseri IMAUFBO014 que el in6culo
bajo (ver Figura 13).

7.2.2. L.gasseri JCM1131

7.2.2.1. Inhibicion de la adhesion de las cepas de C. albicans por L. gasseri
JCM1131

Al comparar la inhibicién de las cepas de C. albicans en su in6culo bajo (1E+03
UFC/mL), se observa que no existe diferencia significativa (P > 0.05), al igual que para el
indculo alto (LE+09 UFC/mL). Por otro lado, al comparar la inhibicién de C. albicans entre
los in6culos alto (1E+09 UFC/mL) y bajo (1E+03 UFC/mL) por medio de One-Way
ANOVA se determind que existia diferencia significativa (P < 0.05), por lo que se realizo
el test de Tukey, el cual determind que el indculo alto presentaba una menor inhibicion que
el inoculo bajo (ver Figura 17).

7.2.2.2. Desplazamiento de L. gasseri JCM1131 por varias cepas de C.
albicans

Al comparar el desplazamiento de L. gasseri JCM1131 en su inéculo bajo (1E+03
UFC/mL), se observa que no existe diferencia significativa (P > 0.05) entre las tres cepas
de C. albicans. En cuanto al in6culo alto (LE+09 UFC/mL), se observa un valor P = 0.043
al realizar un One-Way ANOVA. Este valor es ligeramente menor a 0.05, por lo que se
realizd también un test de Tukey. La cepa de C. albicans, que desplaz6 en menor medida a
L. gasseri JCM1131 fue la obtenida de la microbiota normal, mientras que la que causé

mayor desplazamiento fue la aislada de una infeccion. Sin embargo, el test de Tukey
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agrupo a todas las cepas en un solo grupo, por lo que no existe diferencia significativa entre

el desplazamiento que causan las diferentes cepas.

Por otro lado, al comparar el desplazamiento de L. gasseri JCM1131 entre los indculos
alto (1E+09 UFC/mL) y bajo (1E+03 UFC/mL) por medio de One-Way ANOVA se
determind que existia diferencia significativa (P < 0.05), por lo que se realizo el test de
Tukey, el cual determind que el indculo alto presentaba un menor desplazamiento que el
indculo bajo (ver Figura 14).

7.2.3. L. gasseri H59.2
7.2.3.1. Inhibicion de la adhesion de las cepas de C. albicans por L. gasseri
H59.2
Al comparar la inhibicién de las cepas de C. albicans en su in6culo bajo (1E+03
UFC/mL), se observa que no existe diferencia significativa (P > 0.05), al igual que para el
indculo alto (LE+09 UFC/mL). Por otro lado, al comparar la inhibicién de C. albicans entre
los in6culos alto (1E+09 UFC/mL) y bajo (1E+03 UFC/mL) por medio de One-Way
ANOVA se determind que existia diferencia significativa (P < 0.05), por lo que se realizo6
el test de Tukey, el cual determind que el indculo alto presentaba una menor inhibicion que
el inoculo bajo (ver Figura 18).
7.2.3.2. Desplazamiento de L. gasseri H59.2 por varias cepas de C. albicans

Al comparar el desplazamiento de L. gasseri H59.2 en su in6culo bajo (1E+03
UFC/mL), se observa que no existe diferencia significativa (P > 0.05) entre las tres cepas
de C. albicans. En cuanto al in6culo alto (LE+09 UFC/mL), de igual manera se observé que
no existe diferencia significativa (P > 0.05) entre el desplazamiento que generan las tres

cepas de C. albicans. Por otro lado, al comparar el desplazamiento de L. gasseri H59.2
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entre los indculos alto (1IE+09 UFC/mL) y bajo (1E+03 UFC/mL) por medio de One-Way
ANOVA se determind que existia diferencia significativa (P < 0.05), por lo que se realizo
el test de Tukey, el cual determind que el indculo alto presentaba un menor desplazamiento
que el indculo bajo (ver Figura 15).

7.3. Actividad probiotica de L. gasseri

El in6culo bajo (1E+03 UFC/mL) de L. gasseri presentd una gran variabilidad en la
adherencia a la superficie abidtica, mientras que el inéculo alto (1E+09 UFC/mL) fue mas
estable. El analisis de la adherencia de L. gasseri permite determinar cual cepa fue mas
exitosa en evitar su desplazamiento de la superficie a la que estaba adherida antes de que se
afiada C. albicans al ensayo de adhesion inicial. Esto indica Unicamente la capacidad de L.
gasseri de permanecer adheridos, pero no de inhibir la adherencia de C. albicans.

En la Figura 9 se muestra los porcentajes de adherencia de las diferentes cepas de L.
gasseri frente a las cepas de C. albicans, donde se observa que los porcentajes no varian
mucho cuando entre el porcentaje de desplazamiento ocasionado por un indculo alto
(1E+09 UFC/mL) de C. albicans. Esto indica que cuando C. albicans se encuentra en un
numero alrededor de 1E+09 UFC/mL es exitosa en desplazar cualquier cepa estudiada de L.
gasseri de su nicho, ya sea que este se encuentre en un inéculo alto (1IE+09 UFC/mL) o
bajo (LE+03 UFC/mL), ventaja que le permite causar infecciones en el epitelio vaginal.

El siguiente punto de analisis se refiere a determinar si existe una cepa de L. gasseri
capaz de evitar su desplazamiento en mayor medida que las demas. Para esto, se realiz6é un
One-Way ANOVA (P < 0,05) que establecié que no todas las medias eran estadisticamente
iguales. Sin embargo, este analisis muestra que hay diferencias pero no sefiala en dénde,
para lo cual se complementd con un test de Tukey. El test de Tukey agrupa los datos y

muestra la diferencia significativa entre los mismos. Asi, se observé que L. gasseri
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IMAUFBO014 y L. gasseri H59.2 no son significativamente diferentes, pero L. gasseri
JCM1131 si, tanto en el andlisis del indculo bajo (LE+03UFC/mL) como del indculo alto
(1E+09 UFC/mL). En las Figuras 11 y 12 se observa que L. gasseri JCM1131 es la cepa
mas exitosa en evitar su desplazamiento de la superficie abidtica cuando se afade C.
albicans al medio.

En cuanto a C. albicans, lo primero que se debe mencionar es que se utilizé una
cepa C. albicans ATCC® 10231™ como referencia para el estudio, una C. albicans aislada
de una paciente con vaginitis severa y una C. albicans aislada de la microbiota normal, para
realizar comparaciones en términos de capacidad de adherencia y desplazamiento de L.
gasseri. En la Figura 7 se observa como los porcentajes de adherencia de C. albicans de
referencia y de infeccion siguen un patron similar, mientras que los porcentajes de
adherencia son menores para la cepa de C. albicans aislada de la microbiota normal.

Al igual que para L. gasseri, se realizé un One-Way ANOVA (P < 0.05) y un test de
Tukey. Para el indculo bajo (LE+03 UFC/mL), se observa que la cepa con mayor inhibicién
en la adherencia a la superficie abidtica fue la de C. albicans aislada de la microbiota
normal (ver Tabla 18). Mientras que, para el indculo alto (1IE+09 UFC/mL), los valores se
agrupan de manera aleatoria indicando que cuando C. albicans se encuentra en una
concentracion alta, incluso la cepa aislada de la microbiota normal es capaz de desplazar a
L. gasseri (ver Tabla 19).

8. DISCUSION
El anélisis de los resultados se realiza desde dos perspectivas, al igual que la seccién

anterior, especificamente, la adhesion de C. albicans y la adhesion de L. gasseri. Para el

caso de C. albicans, el primer punto de discusion es la similitud entre la cepa de C.
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albicans de referencia y la cepa aislada de una paciente con infeccion. Se observa que el
comportamiento de estas es similar entre si y diferente a la levadura aislada de la
microbiota normal, excepto cuando se analiza el inoculo alto (1IE+09 UFC/mL). Esto se
debe a que C. albicans ATCC® 10231™ se trata de una cepa que se utiliza en estudios de
formacion de biofilms, resistencia a antifungicos y patogenicidad (Andrade et al., 2013;
Leal et al., 2015; Pawar, Kanyalkar, & Srivastava, 2010; Sangalli et al., 2018; Zore et al.,
2011). Esta cepa fue aislada de una muestra de un hombre con broncomicosis (ATCC,
2016). Por lo tanto, cuenta con las caracteristicas que se esperan de una cepa altamente
virulenta, comparada a la cepa aislada de una muestra de secrecion vaginal diagnosticada
con infeccion.

Ahora, es importante recordar que normalmente C. albicans forma parte de la
microbiota comensal de los seres humanos, sin embargo puede causar infecciones
superficiales e incluso infecciones sistémicas (Mayer et al., 2013). Entonces, se debe
discutir respecto a los mecanismos que hacen que una cepa deje de ser comensal y empiece
a ser virulenta. Estos mecanismos pueden ser factores de virulencia como la transicién
morfoldgica entre levaduras y formacion de hifas, expresion de adhesinas en la superficie
celular, secrecion de enzimas hidroliticas, o atributos de fitness como adaptaciones a la
fluctuacion del pH del ambiente, flexibilidad metabdlica, sistemas de adquisicion de
nutrientes fuertes y una maquinaria robusta para la respuesta frente al estrés (Mayer et al.,
2013). Ademas, C. albicans tiene la capacidad de interactuar con otros patdégenos
oportunistas, lo cual le permite adherirse a superficies como primer paso para formar
biofilms mono o polimicrobianos (Nett et al., 2015). En ese estudio se analiz6 la formacion

de biofilms debido a su importancia clinica, tanto por su capacidad de causar infecciones
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especialmente en individuos inmunocomprometidos como por el incremento de reportes de
implementos médicos colonizados por biofilms de Candida sp. (Zore et al., 2011).

La capacidad de formar biofilms en una superficie mucosa permite a C. albicans causar
infecciones cronicas, debido a la baja susceptibilidad que las células dentro de un biofilm
presentan frente a una respuesta inmunitaria celular y a los antifingicos (De Freitas et al.,
2018), ademas de que dichos biofilms pueden estar formados por mas de una especie
(Olson, Jayaraman, & Kao, 2018). El proceso de formacion de biofilm se da tanto en
superficies bidticas como abidticas, y empieza con la adherencia de las células en forma de
levaduras al sustrato, continta con su proliferacion, luego la formacion de hifas en la parte
superior del biofilm, acumulacion de material de la matriz extracelular y finalmente la
dispersion de las células en forma de levaduras (Mayer et al., 2013). De esta manera, un
indculo bajo de C. albicans puede no contar con las caracteristicas necesarias para empezar
a formar un biofilm, pero si se aumenta su concentracion y las levaduras encuentran una
superficie a la que adherirse, se empieza su capacidad de formar biofilms en el dicho
espacio.

La virulencia de C. albicans explicada en los parrafos anteriores concuerda con los
resultados obtenidos, puesto que se observo la amplia capacidad de las diferentes cepas de
C. albicans para adherirse a una superficie, en este caso abidtica (vidrio). Esto, aun con la
presencia previa de L. gasseri, un microorganismo probiotico que tiene factores que en
algunos casos puede inhibir la adherencia de Candida sp. De igual manera, dado que no
hubo diferencia significativa entre las diferentes cepas de C. albicans al momento de
adherirse a la superficie, se muestra como una cepa aislada de la microbiota normal puede

empezar un proceso eficiente de adhesién inicial y simultdneamente desplazar un
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lactobacilo probidtico, si se coloca en un indculo alto, aunque no en la misma medida que
una cepa de C. albicans virulenta.

Ademas de la adhesion inicial, existen otros factores que promueven la patogenicidad
de C. albicans (Mayer et al., 2013), los cuales no fueron analizados en este estudio y se
plantea como una proyeccion futura. En la mayoria de los casos la adherencia a superficies
abidticas presenta una idea general de la forma en que se comportarian los
microorganismos de estudio frente a una superficie bidtica. Sin embargo, los ensayos de
adhesion inicial plantean una buena base para el inicio de la investigacion de la actividad
probidtica de diferentes Lactobacillus sp. frente a Candida sp. La continuacion del analisis
seria en lineas celulares y luego en modelos animales. Alternativamente, la evaluacién de
productos antimicrobianos que pueden ser liberados por las respectivas especies de
lactobacilos frente a diferentes patégenos oportunistas. Por ultimo, dado que no se observé
una diferencia significativa entre las diferentes cepas de C. albicans al mismo indculo
(UFC/mL) existen otros factores que pueden ser tomados en cuenta para el futuro.

A continuacion se presenta el andlisis desde la perspectiva probidtica de diferentes
cepas de L. gasseri. Los inoculos utilizados se basan en que un numero bajo de
Lactobacillus sp. en el epitelio estd directamente relacionado a una vaginitis, dado que el
nicho de estas bacterias es paulatinamente remplazado por otras (Borgdorff et al., 2014;
Martin & Suarez, 2010; Petrova et al., 2015). Mientras que, el inoculo elevado de
Lactobacillus sp. simula el epitelio vaginal en condiciones saludables y apto para inhibir la
adherencia inicial de Candida sp. A través del analisis microscdpico de muestras vaginales
se puede observar como el decrecimiento de la poblacién de Lactobacillus sp. esta

relacionado con el desarrollo de una posible infeccion (Petrova et al., 2015).
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El primer paso de C. albicans en la formacion de biofilms es la adherencia a una
superficie bidtica o abiodtica (Gulati & Nobile, 2016), por eso, se busca analizar la
capacidad de L. gasseri de inhibir esta adhesion inicial para prevenir la posterior formacién
de biofilms. Los mecanismos que se relacionan a la colonizacion y adhesion en un epitelio
son amplios en cuanto a patdgenos (Leccese et al., 2014). Algunos de estos mecanismos
son: mediante proteinas de superficie, una regién terminal-C hidrofébica o la presencia de
pili; sin embargo, el estudio de dichos mecanismos en relacion a microorganismos
beneficiosos es menos amplio (Leccese et al., 2014). En Lactobacillus sp. la capacidad de
proteger un epitelio se otorga a diferentes propiedades del mismo, como adhesién a la
mucina que forma parte de la mucosidad que recubre el epitelio vaginal (Leccese et al.,
2014). Ademas, existen estudios que buscan inducir la formacion de biofilms en
lactobacilos, los cuales tengan propiedades inmunomoduladoras y puedan ser utilizados en
la industria (Aoudia et al., 2015; Salas-Jara et al., 2016).

A pesar de que aun existe discrepancia en cuanto al criterio de la funcionalidad de los
probiéticos, basado en la capacidad de Lactobacillus sp. de colonizar el epitelio vaginal,
existen estudios donde se observa la capacidad de algunas mezclas de lactobacilos
permanecer adheridos al epitelio vaginal después de varias semanas de su aplicacion (Strus
et al., 2012), aunque esto también se ve implementado cuando se ayuda a controlar el pH
del epitelio vaginal, de tal manera que se otorgue un ambiente adecuado para Lactobacillus
sp. Se ha estudiado la capacidad de diferentes especies de Lactobacillus sp. para formar
biofilms en diferentes superficies abioticas, esto es importante debido a que un biofilm
permanece durante mas tiempo adherido a las mucosas que las células plantonicas y puede
prevenir la adherencia de patdgenos (Salas-Jara et al., 2016). Entre las especies que han

demostrado ser capaces de formar biofilms se encuentran L. plantarum, L. reuteri y L.
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fermentum (Salas-Jara et al., 2016). La inhibicion de la adhesion inicial de patdgenos no se
puede extrapolar entre especies, por lo que es importante realizar estudios de cada
lactobacilo para determinar su actividad probiotica intrinseca, primero en cuanto a la
adherencia a superficies abidticas y luego en modelos in vivo (Salas-Jara et al., 2016).

Dado que L. gasseri no forma biofilms en el epitelio vaginal, su actividad probiotica se
da mediante otros factores, como su rol de biosurfactante y la liberacion de compuestos
antimicrobianos. En un estudio se analizé los compuestos liberados y producidos por L.
gasseri BC9 aislado de una mujer saludable y se determind su rol en la dispersion de
biofilms de C. albicans mediante la encapsulacion de este compuesto y la posterior
liberacion paulatina del mismo durante un tiempo adecuado para que actle contra el
patdgeno (Abruzzo et al., 2018). Por otro lado, la adherencia de L. gasseri al epitelio
vaginal es una caracteristica deseada cuando se habla de probidticos, pues esto impide la
adherencia de patogenos (Sungur et al., 2017). L. gasseri produce un exopolisacarido en
grandes cantidades, el cual le permite modular la respuesta inmune y ademas permite su
adherencia a superficies (Sungur et al., 2017). Se trata de un heteropolisacarido formado
por monosacaridos, principalmente glucosa pero también fructosa, manosa, arabinosa y
maltosa, que permiten la adherencia de L. gasseri a las células y modula la respuesta
inmune (Sungur et al., 2017). Asi, la produccién de algunos metabolitos también se agrega
a la actividad probiotica de L. gasseri. Ademas, también se encuentra la produccién de
per6xido de hidrogeno (Selle & Klaenhammer, 2013). Sin embargo, su actividad
antimicrobiana también se atribuye a la produccion de ciertas bacteriocinas que forman
poros en la membrana celular y causan la muerte de otras bacterias gram positivas, asi
como la generacién de acidos organicos que cuando se deprotonan contribuyen a la

acidificacion intracelular (Selle & Klaenhammer, 2013).
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Se ha realizado estudios similares a este, en los que se observa la actividad probidtica
de diferentes Lactobacillus sp. Por ejemplo, Vilela et al. (2015) realizaron un estudio donde
se determind que la inoculacion de L. acidophilus ATCC 4356 in vivo en el modelo animal
Galleria mellonella, previa a la infeccion por C. albicans aumenta la tasa de supervivencia
de G. mellonela, en comparacion con los individuos que no fueron inoculados con L.
acidophilus y fueron infectados exitosamente con C. albicans. Esto se debe a que L.
acidophilus inhibe la filamentacion de C. albicans y disminuye asi su actividad
colonizadora e infectiva (Vilela et al., 2015). La cepa analizada en este estudio habia sido
probada para su actividad probiotica en productos alimenticios fermentados, pero en este
caso se analiza la viabilidad de su uso para la inoculacion terapéutica del probidtico (Vilela
etal., 2015).

Un estudio similar fue realizado por Ribeiro et. al. (2017) donde se evalud la actividad
probidtica de L. rhamnosus y sus metabolitos en funcion de la inhibicion de la formacion
de biofilms de C. albicans in vitro e in vivo. Se realiz6 RT-qPCR para la amplificacion de
genes relacionados con la adhesion (Ribeiro, et. al., 2016), dado que la adhesion es el
primer paso cuando se trata de la formacion de biofilms (Gulati & Nobile, 2016). Mediante
la amplificacion de los genes relacionados con la adhesién, se observo el decrecimiento en
la expresion de estos genes en C. albicans cuando se encontraba en presencia del probiotico
(Ribeiro et al., 2016). Los ensayos fueron corroborados en el modelo animal Galleria
mellonella, donde se observé un aumento de la supervivencia de estas larvas cuando se
inoculaba el probidtico (Ribeiro et al., 2016).

La Tabla 20 muestra un resumen de los diferentes estudios realizados en cuanto a la
adherencia y actividad probiotica de otras especies de Lactobacillus sp. frente a diferentes

patdgenos. Estos estudios muestran los diferentes mecanismos relacionados con la
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inhibicion de la adhesion de patdgenos. En el caso de L. acidophilus, se observé la
produccién de una bacteriocina que tiene efectos bacteriostaticos y bactericidas sobre las
células planténicas por lo que inhibe la formacion de biofilms de Bacillus subtilis
(Sarikhani et al., 2018), Por otro lado, debido a que los métodos anticonceptivos fisicos
pueden promover las infecciones recurrentes en el epitelio vaginal, se realizé un estudio de
L. acidophilus y se observé que su actividad no logré inhibir la adherencia de C. albicans a
un anillo anticonceptivo vaginal (Chassot et al., 2010), por lo que se requiere el estudio de
otras cepas para este caso. Para L. crispatus, se ha realizado estudios en cuanto a la
inhibicidn de Gardnerella vaginalis, determinando que la adherencia previa del lactobacilo
a las células reduce la citotoxicidad causada por este patdgeno (Castro et al., 2018);
ademas, se ha observado también que la adherencia de L. crispatus a la superficie de las
células es capaz de bloquear los receptores de Herpes Virus Simple tipo 2, lo cual previene
los pasos previos de la infeccion (Mousavi et al., 2017). Para la inhibicion de la adhesion
de diferentes especies de Candida, se ha observado que L. rhamnosus GR-1, L. reuteri RC-
14, L. fermentum MG901 y L. plantarum MG989 producen compuestos inhibitorios y
sustancias antimicrobianas, ademas de que son capaces de adherirse a las células y evitar la
adherencia de Candida sp (Chew et al., 2015; Kang et al., 2018).

En cuanto a L. gasseri, se observa su capacidad de adherencia a superficies bidticas
como células Vero (Kassaa et al., 2015) o HelLa (Matsuda et al., 2018). La linea celular
Vero fue aislada del tejido epitelial del rifién de un adulto saludable Cercopithecus aethiops
en 1962 en Japdn y se ha utilizado para estudios de infectividad, adherencia y actividad de
virus (ATCC, 2016). Por otro lado, las células HelLa fueron aisladas del cérvix de una
mujer de 31 afios con adenocarcinoma, se trata de células epiteliales con la capacidad de ser

utilizadas como huésped de transfeccion y se las ha realizado estudios sobre la infectividad
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de virus, proliferacion de cancer e invasion por bacterias (ATCC, 2016). Ademas de la
adherencia, se ha analizado la capacidad de L. gasseri para actuar como probidtico si se
aplica junto con otras cepas de lactobacilos (Strus et al., 2012). En realidad, la actividad
probidtica de este lactobacilo esta reconocida por diferentes componentes, como su funcion
de biosurfactante (Abruzzo et al., 2018), asi como la produccién de compuestos
antimicrobianos como peroxido de hidrogeno, bacteriocinas (Selle & Klaenhammer, 2013)
y exopolisacarido que le permite adherirse a las células epiteliales (Sungur et al., 2017).
Asi, para obtener una mejor proyeccion de la actividad que tendria L. gasseri en el epitelio
vaginal, se debe hacer estudios mas profundos y con un analisis de mas parametros ademas
de las diferentes concentraciones de los inoculos. Y dado de L. gasseri JCM1131 fue el que
mostré un menor porcentaje de desplazamiento, esta es la cepa para la cual que se debe
continuar el estudio de propiedades probioticas contra patdgenos oportunistas.

9. CONCLUSIONES

La cepa que presentd un mayor porcentaje de adherencia inicial y un menor
desplazamiento frente a diferentes cepas de C. albicans fue L. gasseri JCM1131.
Especificamente, esta cepa de L. gasseri alcanz6 porcentajes de adhesion de 17% para C.
albicans ATCC 10231, 86% para C. albicans aislada de infecciéon y 16% para C. albicans
aislada de la microbiota normal, en ensayos de adhesion con inéculo alto de L. gasseri y
bajo de C. albicans. Mientras que, L. gasseri IMAUFB014 logré porcentajes de adhesion
de 5% para C. albicans ATCC 10231, 27% para C. albicans aislada de infeccion y 7% para
C. albicans aislada de la microbiota normal. Por ultimo, L. gasseri H59.2 demostro
porcentajes de adhesion de 10% para C. albicans ATCC 10231, 10% para C. albicans

aislada de infeccion y 19% para C. albicans aislada de la microbiota normal. Estos valores
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de adhesion inicial por L. gasseri IMAUFBO014 y por L. gasseri H59.2 fueron también
obtenidos en los ensayos de adhsesion con inoculo alto de L. gasseri (LE+09 UFC/mL) y
bajo de C. albicans (1E+03 UFC/mL), donde los valores obtenidos no fueron
significativamente diferentes.

En el caso de las diferentes cepas de C. albicans, se observa que el porcentaje de
adherencia es menor para la cepa aislada de la microbiota normal (33%) en comparacion a
la cepa aislada de infeccion (40%) y a la cepa de referencia ATCC (73%), cuando se trata
del inéculo bajo de C. albicans (LE+03 UFC/mL) frente a L. gasseri JCM1131. En cambio,
para los ensayos de adhesion con indculo alto (1E+09 UFC/mL), el porcentaje de
adherencia no fue estadisticamente diferente al enfrentarse a las diferentes cepas de L.
gasseri. Estos resultados preliminares sugieren que cualquier cepa de C. albicans con una
concentracion elevada puede adherirse a una superficie a pesar de que se encuentre una
cepa probidtica de L. gasseri previamente adherido.

Finalmente, este estudio marca un punto de partida para futuros analisis en cuanto a la
actividad probiotica de Lactobacillus sp. aislados de la microbiota vaginal de mujeres
ecuatorianas en edad reproductiva frente a diferentes patdgenos. Asi, en este estudio
preliminar, la cepa L. gasseri que mostrO mayor porcentaje de adherencia frente a C.

albicans fue el L. gasseri JCM1131.

10. RECOMENDACIONES

-Continuar con el analisis de la actividad probidtica de L. gasseri JCM1131 mediante

ensayos de adhesion in vivo.
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-Considerar otros parametros de analisis ademas del inoculo colocado, como variaciones en
el pH, diferentes mecanismos de adherencia y nutrientes que pueden mimetizar el ambiente
en el epitelio vaginal.

-Realizar analisis moleculares, como PCR cuantitativo (JPCR), que permitan detectar la
expresion de genes relacionados con los mecanismos de colonizacion de los epitelios tanto
para L. gasseri como para C. Ibicans.

-Evaluar la actividad antimicrobiana de los compuestos producidos por las diferentes cepas
de L. gasseri frente a los cultivos de diferentes patdgenos.

-Volver a realizar un screening de los crioviales obtenidos del Proyecto de Secrecion
Vaginal, para estudiar otras especies de Lactobacillus y su actividad probiotica.

-Realizar otros ensayos de adhesion inicial frente a otras especies de Candida, como C.

glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis y C. krusei.
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Tabla 1. Curvas de calibracion de las cepas utilizadas en los ensayos de adhesion

Cepa

Ecuacién

R2

L. gasseri JCM1131

y = 9E-09x + 0.0755

0.9979

L. gasseri IMAUFB14

y = 6E-09x + 0.0787

0.9941

L. gasseri H59.2

y = 1E-07x + 0.0731

0.9942

C. albicans ATCC 10231

y = 6E-08x + 0.0856

0.9966

C. albicans Infeccion

y = 3E-08x + 0.1858

0.9913

C. albicans Microbiota Normal

y = 7E-08x + 0.0521

0.9993

L. gasseri IMAUFB014

Inhibicion de la adhesion de las diferentes cepas de C. albicans por parte de L. gasseri

IMAUFB014

Tabla 2. Adhesion de C. albicans vs L. gasseri IMAUFB014 (1E+09 UFC/mL)

N. células de C. Porcentaje de C.
albicans adheridas N. células de C. albicans presentes
(control sin L. albicans aderidas | con la adicién de L.
gasseri) gasseri
In6culo alto
C. albicans 1.95E+06 1.03E+06 0
ATCC® 1023]™ (+1.86E+05) (+9.18E+04) 53% (£0.09)
C. albicans 2.16E+06 8.83E+05 0
candidiasis total (+1.84E+05) (+6.83E-+04) 41% (+0.08)
C. albicans 3.41E+06 6.86E+05 0
microbiota normal (£2.99E+05) (5.28E+04) 20% (+0.08)
Inoculo intermedio
C. albicans 4.26E+05 1.32E+05 0
ATCC® 10231™ (+4.28E+04) (+1.04E+04) 31% (*0.08)
C. albicans 5.05E+05 9.02E+04 0
candidiasis total (£5.20E+04) (£7.09E+03) 18% (+0.08)
C. albicans 4.92E+05 1.72E+05 0
microbiota normal (+4.85E+04) (x1.24E+04) 35% (£0.07)
Inoculo bajo
C. albicans 1.60E+05 6.39E+04 0
ATCC® 10231™ (+1.49E+04) (+5.31E+03) 40% (+0.08)
C. albicans 2.30E+05 6.93E+04 0
candidiasis total (x1.70E+04) (x1.45E+03) 30% (+0.02)
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C. albicans
microbiota normal

8.52E+04
(+7.60E+03)

1.92E+04

(+1.45E+03)

23% (+0.08)

La tabla presenta el nimero de células adheridas (a una superficie abidtica de vidrio) de C.

albicans de diferentes procedencias sin L. gasseri IMAUFBO014 y luego el nimero de

células adheridas en presencia previa de L. gasseri IMAUFBO014, y finalmente el porcentaje

de adherencia de C. albicans. Se presentan los valores obtenidos al realizar el ensayo con

los niveles altos de in6culo de L. gasseri IMAUFBO014 (1E09 UFC/mI) versus inoculos alto

(1E09 UFC/ml), intermedio (1E07 UFC/ml) y bajo (1E03 UFC/ml) de C. albicans. Los

porcentajes de adherencia de C. albicans, se calcularon en funcién de la cantidad final de

levaduras presentes en presencia de los lactobacilos en comparacion con el conteo de

UFC/ml del control de cada levadura sin la adicion de lactobacilos. La desviacion estandar

se presenta junto a cada valor ().

Tabla 3. Adhesion de C. albicans vs L. gasseri IMAUFBO014 (1E+07 UFC/mL)

N. células de C.
albicans adheridas
(control sin L.

N. células de C.
albicans aderidas

Porcentaje de C.
albicans presentes
con la adicién de L.

gasseri) gasseri

: In6culo alto
AT((::C?}!)b;C()zgsl ™ (ill'?856EE+f§5) ( 116..1225I?E++0064) 58% (+0.06)
car?aif}'igé?f ?gtal (J_rzi.1864EE+fc?5) (ili.lolaiio&) 52% (0.01)
mic?o.bail:)ticlacﬁgfmal (132%919EE+J?065) 6'79E+O§8§ﬂ'775 20% (+0.00)

_ Indculo intermedio
ATgC%b;%élzrlgsl T (f iy » ( fl'_Z561EE++0054) 53% (£0.07)
car?dizlig:i:? rt.I;taI (1559250EE+4?(?4) (izéflf9i++0()54) 48% (+0.09)
mic?dbé}:)tigcﬁgimal (;14?825EE+-I?054) (ili.2246EE++0054) 25% (+0.10)

In6culo bajo
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C. albicans 1.60E+05 5.76E+04 .
ATCC® 10231™ (£1.49E+04) (+2.51E+03) 36% (0.04)
C. albicans 2.30E+05 6.18E+04 .
candidiasis total (£1.70E+04) (+5.21E+03) 27% (+0.08)
C. albicans 8.52E+04 6.14E+04 0
microbiota normal (+7.60E+03) (+1.77E+03) 72% (0.03)

La tabla presenta el namero de células adheridas (a una superficie abiotica) de C. albicans
de diferentes procedencias sin L. gasseri IMAUFBO014 y luego el nimero de células
adheridas en presencia previa de L. gasseri IMAUFBO014, y finalmente el porcentaje de
adherencia de C. albicans. Se presentan los valores obtenidos al realizar el ensayo con los
niveles intermedios de inéculo de L. gasseri IMAUFBO014 (1EQO7 UFC/mlI), e indculos alto
(1E09 UFC/ml), intermedio (1E07 UFC/ml) y bajo (1E03 UFC/ml) de C. albicans. Los
porcentajes de adherencia de C. albicans, se calcularon en funcién de la cantidad final de
levaduras presentes en presencia de los lactobacilos en comparacion con el conteo de
UFC/ml de un control de cada levadura sin la adicion de lactobacilos. La desviacion

estandar se presenta junto a cada valor ().

Tabla 4. Adhesion de C. albicans vs L. gasseri IMAUFBO014 (1E+03 UFC/mL)

N. células de C. Porcentaje de C.
albicans adheridas N. células de C. albicans presentes
(control sin L. albicans aderidas | con la adicién de L.
gasseri) gasseri
In6culo alto
C. albicans 1.95E+06 9.93E+06 0
ATCC® 10231™ (+1.86E+05) (+6.10E+04) 51% (£0.06)
C. albicans 2.16E+06 1.33E+06 0
candidiasis total (£1.84E+05) (£7.32E+04) 62% (+0.06)
C. albicans 3.41E+06 1.71E+06 0
microbiota normal (£2.99E+05) (x1.40E+05) 50% (+0.08)
In6culo intermedio
C. albicans 4.26E+05 2.51E+05 0
ATCC® 10231™ (+4.28E+04) (+2.39E+04) 59% (20.10)
C. albicans 5.05E+05 5.17E+05 102% (+0.06)
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candidiagis total (£5.20E+04) (+3.01E+04)

microbiota norml (34?825EE+4?054) (fz'éllsEEiO&) 90% (+0.05)
_ Inoculo bajo

ATSC%b;%zgsl ™ (ili§f9EE++0054) (Jé?ollEEiO;s) 44% (+0.07)

cafaiﬁlig;?? ?Sm (J_rzi.37ooEE+J?054) (4_?54231%;0(;13) 24% (20.10)

mic?o.ba;:)ligcﬁgﬁmal (f?I?GZOEET(;‘rS) (161..1747i++0043) 72% (+0.03)

La tabla presenta el namero de células adheridas (a una superficie abiotica) de C. albicans

de diferentes procedencias sin L. gasseri IMAUFB014 y luego el numero de células

adheridas en presencia previa de L. gasseri IMAUFBO014, y finalmente el porcentaje de

adherencia de C. albicans. Se presentan los valores obtenidos al realizar el ensayo con los

niveles bajos de indculo de L. gasseri IMAUFB014 (1E03 UFC/mI), e indculos alto (1E09

UFC/ml), intermedio (1E07 UFC/ml) y bajo (1E03 UFC/ml) de C. albicans. Los

porcentajes de adherencia de C. albicans, se calcularon en funcién de la cantidad final de

levaduras presentes en presencia de los lactobacilos en comparacion con el conteo de

UFC/ml de un control de cada levadura sin la adicién de lactobacilos. La desviacion

estandar se presenta junto a cada valor ().

Desplazamiento de L. gasseri IMAUFBO014 por parte de las diferentes cepas de C.

albicans

Tabla 5. Adhesion de L. gasseri IMAUFBO014 (1E+09 UFC/mL) vs C. albicans

N. células de L.
gasseri adheridas
(control sin C.
albicans)

N. células de L.
gasseri aderidas

Porcentaje de L.
gasseri presentes
con la adicién de C.
albicans

In6cu

lo alto

C. albicans
ATCC® 10231™

1.34E+06
(+1.45E+05)

3.58E+05
(+3.19E+04)

27% (+0.09)
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C. albicans

1.38E+06

1.39E+05

candidiasis total (+1.27E+05) (+1.77E+03) 10% (+0.01)

mic?o.ba;:)ligcﬁgﬁmal (111..34:15EE+B(;55) (121..17?,7%10043) 2% (0.08)
_ Indculo intermedio

AT(c::'c%bicoa;ngsl ™ (J_,ll'?fSEET&) ( 142'.1626EE++O§4) 31% (0.06)

carcl:diglig;?? ?gtal (J_rll'?287EE+J?065) (115'_7; 1F]E++O(§33) 13% (0.03)

mic(r:éba;i)t;:ﬁgimal (J_rliifsEET(fs) (fé?fliio(?s) 4% (+0.09)
: Indculo bajo

ATgb%b;%a;gsl ™ (ili?ESEE+B(?5) (174_2374EE++0513) 506 (£0.06)

car?diglig;? ?ostal (ili?287EE+J?($5) (554: 1F]5++0§3) 25% (+0.01)

mic(r:c;ba;g;cﬁgimal (ili?ESEET(?s) (37..15&10513) 7% (+0.08)

La tabla presenta el nimero de células adheridas (a una superficie abiotica) de L. gasseri

IMAUFBO014 sin la presencia de la levadura C. albicans, luego el nimero de células

remanentes después de la adicion de la levadura, y finalmente el porcentaje de adherencia

de L. gasseri IMAUFBO014. Se presentan los valores obtenidos al realizar el ensayo con los

niveles altos de indculo de L. gasseri (LE09 UFC/ml), e indculos alto (1E09 UFC/mI),

intermedio (1E07 UFC/ml) y bajo (1E03 UFC/ml) de C. albicans. Los porcentajes de

adherencia de L. gasseri IMAUFBO014, se calcularon en funcién de la cantidad final de

lactobacilos presentes en presencia de las levaduras en comparacién con el conteo de

UFC/ml de un control de cada lactobacilo sin la adicion de levaduras. La desviacion

estandar se presenta junto a cada valor (£).
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Tabla 6. Adhesion de L. gasseri IMAUFB014 (1E+07 UFC/mL) vs C. albicans

N. células de L.
gasseri adheridas
(control sin C.

N. células de L.
gasseri adheridas

Porcentaje de L.
gasseri presentes
con la adicion de C.

albicans) albicans
In6culo alto

C. albicans 1.54E+05 1.25E+04 (+8.85E- 0
ATCC® 10231™ (+1.50E+04) 11) 8% (+0.00)

C. albicans 1.54.E+05 1.88E+04 0
candidiasis total (£1.50E+04) (x1.45E+03) 12% (x0.08)

C. albicans 1.54.E+05 4.63E+04 0
microbiota normal (x1.50E+04) (£5.31E+03) 30% (x0.11)

Inoculo intermedio

C. albicans 1.54E+05 2.51E+04 0
ATCC® 10231™ (+1.50E+04) (+3.54E+03) 16% (x0.14)

C. albicans 1.54.E+05 3.82E+04 0
candidiasis total (£1.50E+04) (£3.76E+03) 25% (x0.10)

C. albicans 1.54.E+05 4.09E+04 0
microbiota normal (£1.50E+04) (x2.89E+03) 21% (x0.07)

Inoculo bajo

C. albicans 1.54E+05 1.17E+0 0
ATCC® 10231™ (+1.50E+04) (+1.45E+03) 8% (x0.12)

C. albicans 1.54.E+05 3.01E+04 0
candidiasis total (+1.50E+04) (+2.51E+03) 20% (+0.08)

C. albicans 1.54.E+05 8.43E+04 0
microbiota normal (+1.50E+04) (+7.65E+03) 55% (+0.09)

La tabla presenta el namero de células adheridas (a una superficie abidtica) de L. gasseri

IMAUFBO014 sin la presencia de la levadura C. albicans, luego el nimero de células

remanentes después de la adicion de la levadura, y finalmente el porcentaje de adherencia

de L. gasseri IMAUFBO014. Se presentan los valores obtenidos al realizar el ensayo con los

niveles intermedios de indculo de L. gasseri (1EO7 UFC/ml), e inéculos alto (1E09

UFC/ml), intermedio (1E07 UFC/ml) y bajo (1E03 UFC/ml) de C. albicans. Los

porcentajes de adherencia de L. gasseri IMAUFBO014, se calcularon en funcion de la

cantidad final de lactobacilos presentes en presencia de las levaduras en comparacion con el
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conteo de UFC/mI de un control de cada lactobacilo sin la adicion de levaduras. La

desviacion estandar se presenta junto a cada valor (&).

Tabla 7. Adhesion de L. gasseri IMAUFB014 (1E+03 UFC/mL) vs C. albicans

N. células de L.
gasseri adheridas
(control sin C.

N. células de L.
gasseri aderidas

Porcentaje de L.
gasseri presentes
con la adicion de C.

albicans) albicans
_ Indculo alto
AT%C%!)bfli)zgslTM ( 111428EE1%3 ) 5.01E+0131§J_rB.85E- 4% (£0.00)
condicinsiototal | (siappeon | o a) | ¥%6(:000
mic?c;ba;:)tilacﬁgfmal (111428EE1(())54) (;11.94?5EE++0(;13) 28% (+0.04)
_ Indculo intermedio
ATgb%bi%zgslm ( 111428EE1(())54 ) 5.01E+0131§J_rl.77E- 4% (+0.00)
o | e | TGS EIEE | g o
mic?c;ba;:)tilacﬁgfmal (111428EE1(())54) (4_1-53;.5514EE++0(;13) 37% (+0.06)
_ Indculo bajo
ATCCR NS | (sidgEeon) | (aeeeenn | 10000
condidiosi toal | (siafEeos) | (nosee0n | OP6(:010)
mic?dbail:)ti:etcﬁgfmal (111428EE:(())54) (1613:?125183) 45% (+0.02)

La tabla presenta el namero de células adheridas (a una superficie abidtica) de L. gasseri

IMAUFBO014 sin la presencia de la levadura C. albicans, luego el nimero de células

remanentes despues de la adicion de la levadura, y finalmente el porcentaje de adherencia

de L. gasseri IMAUFBO014. Se presentan los valores obtenidos al realizar el ensayo con los

niveles bajos de inéculo de L. gasseri (1E03 UFC/ml), e inoculos alto (1EQ9 UFC/ml),

intermedio (1E07 UFC/ml) y bajo (1E03 UFC/ml) de C. albicans. Los porcentajes de
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adherencia de L. gasseri IMAUFBO014, se calcularon en funcién de la cantidad final de

lactobacilos presentes en presencia de las levaduras en comparacion con el conteo de

UFC/ml de un control de cada lactobacilo sin la adicion de levaduras. La desviacion

estandar se presenta junto a cada valor (£).

L. gasseri JCM1131

Inhibicién de la adhesion de las diferentes cepas de C. albicans por parte de L. gasseri

JCM1131

Tabla 8. Adhesion de C. albicans vs L. gasseri JCM1131 (1E+09 UFC/mL)

N. células de C.
albicans adheridas
(control sin L.

N. células de C.
albicans aderidas

Porcentaje de C.
albicans presentes
con la adicién de L.

gasseri) gasseri
Indculo alto

C. albicans 1.95E+06 5.89E+05 0
ATCC® 10231™ (+1.86E+05) (+2.65E+04) 30% (+0.05)

C. albicans 2.16E+06 6.03E+05 0
candidiasis total (£1.84E+05) (x6.03E+04) 28% (£0.10)

C. albicans 3.41E+06 1.67E+06 0
microbiota normal (£2.99E+05) (£7.13E+04) 30% (+0.04)

Inoculo intermedio

C. albicans 4.26E+05 4.26E+05 0
ATCC® 1023]™ (+4.28E+04) (+2.89E+04) 100% (+0.07)

C. albicans 5.05E+05 2.05E+05 0
candidiasis total (+5.20E+04) (+1.47E+04) 40% (+0.07)

In6culo bajo

C. albicans 1.60E+05 5.26E+04 0
ATCC® 1023]™ (+1.49E+04) (+4.09E+03) 33% (+0.08)

C. albicans 2.30E+05 3.38E+04 0
candidiasis total (£1.70E+04) (x1.77E+03) 15% (x0.05)

C. albicans 8.52E+04 1.88E+04 0
microbiota normal (£7.60E+03) (x1.45E+03) 22% (*0.08)

La tabla presenta el nimero de células adheridas (a una superficie abiética de vidrio) de C.

albicans de diferentes procedencias sin L. gasseri IMAUFBO014 y luego el numero de
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células adheridas en presencia de L. gasseri IMAUFBO014, y finalmente el porcentaje de
adherencia de C. albicans. Se presentan los valores obtenidos al realizar el ensayo con los
niveles altos de indculo de L. gasseri IMAUFB014 (1E09 UFC/mI) versus indculos alto
(1E09 UFC/ml), intermedio (1E07 UFC/ml) y bajo (1E03 UFC/ml) de C. albicans. Los
porcentajes de adherencia de C. albicans, se calcularon en funcién de la cantidad final de
levaduras presentes en presencia de los lactobacilos en comparacion con el conteo de

UFC/ml del control de cada levadura sin la adicion de lactobacilos. La desviacién estandar

se presenta junto a cada valor (x).

Tabla 9. Adhesion de C. albicans vs L. gasseri JCM1131 (1E+07 UFC/mL)

N. células de C. Porcentaje de C.
albicans adheridas N. células de C. albicans presentes
(control sin L. albicans aderidas | con la adicién de L.
gasseri) gasseri
In6culo alto
C. albicans 1.95E+06 1.48E+06 0
ATCC® 1023]™ (+1.86E+05) (+1.54E+05) 76% (£0.10)
C. albicans 2.16E+06 1.18E+06 0
candidiasis total (+1.84E+05) (+6.00E-+04) 55% (+0.05)
In6culo intermedio
C. albicans 4.26E+05 2.52E+05 0
ATCC® 10231 (+4.28E+04) (+1.90E+04) 59% (*0.08)
C. albicans 5.05E+05 1.71E+05 0
candidiasis total (+5.20E+04) (£2.56E+04) 34% (£0.15)
In6culo bajo
C. albicans 1.60E+05 7.14E+04 0
ATCC® 10231™ (+1.49E+04) (+5.96E+03) 45% (+0.08)
C. albicans 2.30E+05 9.39E+04 0
candidiasis total (+1.70E+04) (£8.80E+03) 41% (+0.09)

La tabla presenta el nimero de células adheridas (a una superficie abiética) de C. albicans
de diferentes procedencias sin L. gasseri IMAUFB014 y luego el nimero de células
adheridas en presencia de L. gasseri IMAUFBO014, y finalmente el porcentaje de adherencia

de C. albicans. Se presentan los valores obtenidos al realizar el ensayo con los niveles
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intermedios de inoculo de L. gasseri IMAUFB014 (1E07 UFC/ml), e inoculos alto (1E09

UFC/ml), intermedio (1E07 UFC/ml) y bajo (1E03 UFC/ml) de C. albicans. Los

porcentajes de adherencia de C. albicans, se calcularon en funcién de la cantidad final de

levaduras presentes en presencia de los lactobacilos en comparacion con el conteo de

UFC/ml de un control de cada levadura sin la adicion de lactobacilos. La desviacion

estandar se presenta junto a cada valor (£).

Tabla 10. Adhesién de C. albicans vs L. gasseri JCM1131 (1E+03 UFC/mL)

N. células de C. Porcentaje de C.
albicans adheridas N. células de C. albicans presentes
(control sin L. albicans aderidas | con la adicién de L.
gasseri) gasseri
In6culo alto
C. albicans 1.95E+06 1.10E+06 0
ATCC® 1023]™ (+1.86E+05) (+6.04E+04) 57% (£0.05)
C. albicans 2.16E+06 1.46E+06 0
candidiasis total (+1.84E-+05) (+1.17E+05) 68% (+0.08)
C. albicans 3.41E+06 1.95E+06 0
microbiota normal (+2.99E-+05) (+1.24E+05) 57% (+0.06)
Inéculo intermedio
C. albicans 4.26E+05 3.76E+05 0
ATCC® 1023]™ (+4.28E+04) (+3.26E+04) 88% (+0.09)
C. albicans 5.05E+05 1.70E+05 0
candidiasis total (+5.20E+04) (+1.56E+04) 34% (£0.09)
In6culo bajo
C. albicans 1.60E+05 1.16E+05 0
ATCC® 10231™ (+1.49E+04) (+8.05E+03) 73% (+0.07)
C. albicans 2.30E+05 9.21E+04 0
candidiasis total (£1.70E+04) (£6.26E+03) 40% (£0.07)
C. albicans 8.52E+04 2.81E+04 0
microbiota normal (£7.60E+03) (x2.10E+03) 33% (0.07)

La tabla presenta el nimero de celulas adheridas (a una superficie abidtica) de C. albicans
de diferentes procedencias sin L. gasseri IMAUFBO014 y luego el nimero de células

adheridas en presencia de L. gasseri IMAUFBO014, y finalmente el porcentaje de adherencia
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de C. albicans. Se presentan los valores obtenidos al realizar el ensayo con los niveles bajos

de inoculo de L. gasseri IMAUFB014 (1E03 UFC/ml), e indculos alto (1E09 UFC/ml),

intermedio (1E07 UFC/ml) y bajo (1E03 UFC/ml) de C. albicans. Los porcentajes de

adherencia de C. albicans, se calcularon en funcion de la cantidad final de levaduras

presentes en presencia de los lactobacilos en comparacion con el conteo de UFC/mI de un

control de cada levadura sin la adicion de lactobacilos. La desviacion estandar se presenta

junto a cada valor ().

Desplazamiento de L. gasseri JCM1131 por parte de las diferentes cepas de C. albicans

Tabla 11. Adhesion de L. gasseri JCM1131 (1E+09 UFC/mL) vs C. albicans

N. células de L.
gasseri adheridas
(control sin C.

N. células de L.
gasseri aderidas

Porcentaje de L.
gasseri presentes
con la adicion de C.

albicans) albicans

: In6culo alto
ATgc%bi%igsl T (155'?;;;?(?5) ( 4__55?409EE++0054) 119 (+0.09)
conddinsiotol | (5026005 | (sLsreeosy | SPH(:009
mic?dbail:)ti:etcﬁgfmal (155.1.5642EE+J?065) (13?;2.3928FIE++0054) 7% (£0.10)

In6culo intermedio

AT((:IC?I!)b;C()zr;SI ™ (155?;2EE+B(§35) (J_rlé?gllEEiO&) 18% (£0.09)

car?dizligé?? ?Stal (fé?gleE+J?(§35) (J_rlé.zﬁg)lEE++0064) 22% (+0.05)
_ Indculo bajo

ATgC%b;%zgsl ™ (fé?ézEEiof?S) (33.357EE++0§4) 17% (x0.09)

car?dizlig:i:? rt.I;taI (fél.sézEEt?O%) (144';?3?2%10065) 85% (0.09)

micbiom nomal | (she2Ee05) | (eroveson | 16%(:009
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La tabla presenta el nimero de células adheridas (a una superficie abiotica) de L. gasseri

JCM1131 sin la presencia de la levadura C. albicans, luego el nimero de células

remanentes después de la adicion de la levadura, y finalmente el porcentaje de adherencia

de L. gasseri JCM1131. Se presentan los valores obtenidos al realizar el ensayo con los

niveles altos de indculo de L. gasseri (1E09 UFC/ml), e indculos alto (1E09 UFC/ml),

intermedio (1E07 UFC/ml) y bajo (1E03 UFC/ml) de C. albicans. Los porcentajes de

adherencia de L. gasseri JCM1131, se calcularon en funcién de la cantidad final de

lactobacilos presentes en presencia de las levaduras en comparacién con el conteo de

UFC/ml de un control de cada lactobacilo sin la adicion de levaduras. La desviacion

estandar se presenta junto a cada valor ().

Tabla 12. Adhesién de L. gasseri JCM1131 (1E+07 UFC/mL) vs C. albicans

N. células de L.
gasseri adheridas
(control sin C.

N. células de L.
gasseri aderidas

Porcentaje de L.
gasseri presentes
con la adicion de C.

albicans) albicans
In6culo alto
C. albicans 5.13.E+05 1.37E+05 0
ATCC® 1023]™ (+3.94E+04) (+8.79E+03) 27% (x0.06)
C. albicans 5.13.E+05 6.64E+04 0
candidiasis total (+3.94E+04) (+8.86E-+03) 13% (20.13)
Inéculo intermedio
C. albicans 5.13.E+05 1.56E+06 0
ATCC® 10231™ (+3.94E+04) (+1.51E+04) 30% (x0.10)
C. albicans 5.13.E+05 3.87E+05 0
candidiasis total (£3.94E+04) (+1.50E+04) 75% (£0.04)
Inoculo bajo
C. albicans 5.13.E+05 3.30E+05 0
ATCC® 10231™ (£3.94E+04) (+3.38E+04) 64% (+0.10)
C. albicans 5.13.E+05 4.23E+05 0
candidiasis total (£3.94E+04) (x4.27E+04) 82% (+0.10)

La tabla presenta el nimero de células adheridas (a una superficie abiotica) de L. gasseri

JCM1131 sin la presencia de la levadura C. albicans, luego el nimero de células
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remanentes después de la adicion de la levadura, y finalmente el porcentaje de adherencia

de L. gasseri JCM1131. Se presentan los valores obtenidos al realizar el ensayo con los

niveles intermedios de indculo de L. gasseri (1E0O7 UFC/ml), e inéculos alto (1E09

UFC/ml), intermedio (1E07 UFC/ml) y bajo (1E03 UFC/ml) de C. albicans. Los

porcentajes de adherencia de L. gasseri JCM1131, se calcularon en funcion de la cantidad

final de lactobacilos presentes en presencia de las levaduras en comparacion con el conteo

de UFC/ml de un control de cada lactobacilo sin la adicion de levaduras. La desviacién

estandar se presenta junto a cada valor (£).

Tabla 13. Adhesién de L. gasseri JCM1131 (1E+03 UFC/mL) vs C. albicans

N. células de L.
gasseri adheridas
(control sin C.

N. células de L.
gasseri aderidas

Porcentaje de L.
gasseri presentes
con la adicion de C.

albicans) albicans
In6culo alto

C. albicans 3.27E+05 6.01E+04 0
ATCC® 1023]™ (+2.53E+04) (+3.54E+03) 18% (x0.06)

C. albicans 3.27E+05 2.38E+04 0
candidiasis total (+2.53E+04) (+1.77E+03) 7% (x0.07)

C. albicans 3.27E+05 6.14E+04 0
microbiota normal (+2.53E+04) (+1.77E+03) 19% (+0.03)

Inéculo intermedio

C. albicans 3.27E+05 1.61E+05 0
ATCC® 1023]™ (+2.53E+04) (+1.22E+04) 49% (£0.08)

C. albicans 3.27E+05 6.64E+04 0
candidiasis total (£2.53E+04) (+5.31E+03) 20% (+0.08)

In6culo bajo

C. albicans 3.27E+05 1.27E+05 0
ATCC® 10231™ (+2.53E+04) (+1.13E+04) 39% (£0.09)

C. albicans 3.27E+05 7.27TE+0 0
candidiasis total (+2.53E+04) (+3.54E+03) 22% (+0.05)

C. albicans 3.27E+05 6.93E+04 0
microbiota normal (x2.53E+04) (£5.21E+03) 21% (+0.08)
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La tabla presenta el nimero de células adheridas (a una superficie abiotica) de L. gasseri
JCM1131 sin la presencia de la levadura C. albicans, luego el nimero de células
remanentes después de la adicion de la levadura, y finalmente el porcentaje de adherencia
de L. gasseri JCM1131. Se presentan los valores obtenidos al realizar el ensayo con los
niveles bajos de inéculo de L. gasseri (LE03 UFC/ml), e inoculos alto (1EQ9 UFC/ml),
intermedio (1E07 UFC/ml) y bajo (1E03 UFC/ml) de C. albicans. Los porcentajes de
adherencia de L. gasseri JCM1131, se calcularon en funcién de la cantidad final de
lactobacilos presentes en presencia de las levaduras en comparacién con el conteo de
UFC/ml de un control de cada lactobacilo sin la adicion de levaduras. La desviacion

estandar se presenta junto a cada valor ().

L. gasseri H59.2

Inhibicién de la adhesion de las diferentes cepas de C. albicans por parte de L. gasseri

H59.2

Tabla 14. Adhesién de C. albicans vs L. gasseri H59.2 (1E+09 UFC/mL)

N. células de C. Porcentaje de C.
albicans adheridas N. células de C. albicans presentes
(control sin L. albicans aderidas | con la adicién de L.
gasseri) gasseri
In6culo alto
C. albicans 1.95E+06 1.41E+06 0
ATCC® 10231™ (+1.86E-+05) (+1.14E+05) 72% (+0.08)
C. albicans 2.16E+06 1.36E+06 0
candidiiasis total (+1.84E+05) (+4.87E+04) 63% (+0.04)
C. albicans 3.41E+06 1.10E+06 0
microbiota normal (£2.99E+05) (£6.74E+04) 32% (+0.06)
In6culo bajo
C. albicans 1.60E+05 6.18E+04 0
ATCC® 10231™ (+1.49E+04) (+6.30E+03) 39% (£0.10)
C. albicans 2.30E+05 2.55E+04 0
candidiasis total (x1.70E+04) (x2.23E+03) 11% (x0.09)
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C. albicans
microbiota normal

8.52E+04
(+7.60E+03)

2.92E+04
(£2.89E+03)

34% (0.10)

La tabla presenta el nimero de células adheridas (a una superficie abidtica de vidrio) de C.

albicans de diferentes procedencias sin L. gasseri H59.2 y luego el nimero de células

adheridas en presencia de L. gasseri H59.2, y finalmente el porcentaje de adherencia de C.

albicans. Se presentan los valores obtenidos al realizar el ensayo con los niveles altos de

inéculo de L. gasseri H59.2 (1E09 UFC/mI) versus indculos alto (1E09 UFC/mI) y bajo

(1EO3 UFC/mI) de C. albicans. Los porcentajes de adherencia de C. albicans, se calcularon

en funcién de la cantidad final de levaduras presentes en presencia de los lactobacilos en

comparacion con el conteo de UFC/ml del control de cada levadura sin la adicion de

lactobacilos. La desviacion estandar se presenta junto a cada valor ().

Tabla 15. Adhesién de C. albicans vs L. gasseri H59.2 (1E+03 UFC/mL)

N. células de C. Porcentaje de C.
albicans adheridas N. células de C. albicans presentes
(control sin L. albicans aderidas | con la adicién de L.
gasseri) gasseri
In6culo alto
C. albicans 1.95E+06 1.94E+06 0
ATCC® 1023]™ (+1.86E+05) (+8.40E+04) 99% (£0.04)
C. albicans 2.16E+06 2.03E+06 0
candidiasis total (+1.84E+05) (+1.95E+05) 94% (+0.10)
C. albicans 3.41E+06 1.96E+06 0
microbiota normal (£2.99E+05) (x1.04E+05) 57% (+0.05)
In6culo bajo
C. albicans 1.60E+05 4.34E+04 0
ATCC® 10231™ (+1.49E+04) (+3.77E+03) 27% (£0.09)
C. albicans 2.30E+05 5.18E+04 0
candidiasis total (£1.70E+04) (x2.89E+03) 23% (*0.06)
C. albicans 8.52E+04 3.84E+04 0
microbiota normal (£7.60E+03) (x3.83E+03) 45% (+0.10)
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La tabla presenta el nimero de celulas adheridas (a una superficie abidtica) de C. albicans
de diferentes procedencias sin L. gasseri H59.2 y luego el numero de células adheridas en
presencia de L. gasseri H59.2, y finalmente el porcentaje de adherencia de C. albicans. Se
presentan los valores obtenidos al realizar el ensayo con los niveles bajos de inoculo de L.
gasseri H59.2 (1E03 UFC/ml), e in6culos alto (1EQ9 UFC/ml), intermedio (L1E07 UFC/mI)
y bajo (1E03 UFC/ml) de C. albicans. Los porcentajes de adherencia de C. albicans, se
calcularon en funcion de la cantidad final de levaduras presentes en presencia de los
lactobacilos en comparacion con el conteo de UFC/mI de un control de cada levadura sin la

adicion de lactobacilos. La desviacion estandar se presenta junto a cada valor ().

Desplazamiento de L. gasseri H59.2 por parte de las diferentes cepas de C. albicans

Tabla 16. Adhesion de L. gasseri H59.2 (1E+09 UFC/mL) vs C. albicans

N. células de L. Porcentaje de L.
gasseri adheridas N. células de L. gasseri presentes
(control sin C. gasseri aderidas | con la adicién de C.
albicans) albicans
Indculo alto
C. albicans 3.70E+06 1.00E+05 0
ATCC® 10231™ (+3.51E+05) (+4.34E+03) 3% (£0.04)
C. albicans 3.70E+06 2.58E+05 0
candidiasis total (£3.51E+05) (x2.13E+04) 7% (+0.08)
C. albicans 3.70E+06 1.44E+05 0
microbiota normal (£3.51E+05) (x1.77E+03) 4% (+0.01)
In6culo bajo
C. albicans 3.70E+06 3.73E+05 0
ATCC® 10231™ (+3.51E+05) (+3.90E+04) 10% (x0.10)
C. albicans 3.70E+06 3.73E+05 0
candidiasis total (£3.51E+05) (£2.71E+04) 10% (20.07)
C. albicans 3.70E+06 6.91E+05 0
microbiota normal (£3.51E+05) (£3.65E+04) 19% (x0.05)

La tabla presenta el nimero de células adheridas (a una superficie abiotica) de L. gasseri

H59.2 sin la presencia de la levadura C. albicans, luego el nimero de células remanentes
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después de la adicion de la levadura, y finalmente el porcentaje de adherencia de L. gasseri

H59.2. Se presentan los valores obtenidos al realizar el ensayo con los niveles altos de

indculo de L. gasseri (1E09 UFC/ml), e in6culos alto (1IE09 UFC/ml), intermedio (1EQ7

UFC/ml) y bajo (1EO03 UFC/mI) de C. albicans. Los porcentajes de adherencia de L.

gasseri H59.2, se calcularon en funcion de la cantidad final de lactobacilos presentes en

presencia de las levaduras en comparacion con el conteo de UFC/ml de un control de cada

lactobacilo sin la adicién de levaduras. La desviacion estandar se presenta junto a cada

valor (£).

Tabla 17. Adhesidn de L. gasseri H59.2 (1IE+03 UFC/mL) vs C. albicans

N. células de L.
gasseri adheridas
(control sin C.

N. células de L.
gasseri aderidas

Porcentaje de L.
gasseri presentes
con la adicion de C.

albicans) albicans

_ Indculo alto
ATgC%b;%zgsl ™ (ili§827EE++0054) (i21.§737EE++0(;13) 14% (x0.07)
car?dizliggi:? rt-lgtal (111?827EE+J?(\;34) (126%3010?3030) 1% (+0.00)
mic?dbail:)ti:etcﬁgfmal (111.?827EE+J?(\;34) (111.2.34:15%;0(;13) 10% (+0.08)

_ Indculo bajo
ATg.Ca@!bel%zgslTM (ili?827EE+J?c§34) 3.01E+0142§J55.11E- 17% (+0.00)
car?aif}'igé?f totl (ili?827EE+fc§34) (il]...5747FIE++0053) 85% (0.01)
mic?dbail:)ti:etcﬁgfmal (111?827EE+J?(\;34) (illlfl146FIE++o(?4) 79% (+0.08)

La tabla presenta el nimero de células adheridas (a una superficie abiotica) de L. gasseri

H59.2 sin la presencia de la levadura C. albicans, luego el nimero de células remanentes

después de la adicion de la levadura, y finalmente el porcentaje de adherencia de L. gasseri

H59.2. Se presentan los valores obtenidos al realizar el ensayo con los niveles bajos de
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inoculo de L. gasseri (1IE03 UFC/mI), e inoculos alto (1IEQ9 UFC/mlI), intermedio (1EQ7
UFC/ml) y bajo (1EO03 UFC/ml) de C. albicans. Los porcentajes de adherencia de L.
gasseri H59.2, se calcularon en funcion de la cantidad final de lactobacilos presentes en
presencia de las levaduras en comparacién con el conteo de UFC/ml de un control de cada
lactobacilo sin la adicién de levaduras. La desviacion estandar se presenta junto a cada
valor (£).

Tabla 18. Método de agrupacion de Tukey para C. albicans (1E+03 UFC/mL)

Factor Media (UFC/mL)|Agrupacion
C3ClvsLUICM1131 136845 A
C3ClvsLIMAUFB14 128933 AB
C3ClvsLH59.2 125782 ABC
C3ATCCvsLIMAUFB014 112263 ABC
C3ATCCvsLICM1131 112074 ABC
C3ATCCvsLH59.2 101828 ABCD
C3MNvsLIMAUFB14 62629 BCD
C3MNvsLH59.2 56366 ch
C3MNvsLICM1131 42735 D

La tabla muestra la agrupacion de Tukey con un 95% de confianza. Los factores que
comparten una letra son estadisticamente iguales, mientras que los que tienen letras
diferentes son significativamente diferentes.

Tabla 19. Método de agrupacién de Tukey para C. albicans (1E+09 UFC/mL)

Factor Media (UFC/mL)| Agrupacién
C9MNvsLJCM1131 2670685 A
COMNvsLH59.2 2442694 AB
COMNvsLIMAUFB14 2205734 ABC
CO9ClvsLH59.2 2011656 ABCD
CO9ATCCvsLH59.2 1850294 BCD
COClvsLIMAUFB14 1576312 cb
C9ClvsLICM1131 1567544 CcD
COATCCvsLICM1131 1503821 cb
COATCCvsLIMAUFB014 1458126 D
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La tabla muestra la agrupacion de Tukey con un 95% de confianza. Los factores que

comparten una letra son estadisticamente iguales, mientras que los que tienen letras

diferentes son significativamente diferentes.

Tabla 20. Estudios de actividad probiotica de Lactobacillus sp.

Lactobacillus sp.

Patogeno

Conclusion

L. acidophilus ATCC
4356

Bacillus subtilis

L. acidophilus produce una bacteriocina con efectos
bactericidas y bacteriostaticos que limitan la formacion
de biofilms por B. subtilis (Sarikhani et al., 2018).

L. fermentum SK5

Gardnerella
vaginalis

L. fermentum SK5 puede inhibir microorganismos
patdgenos a través de coagregacion y de sustancias
antimicrobianas. La adhesion de L. fermentum SK5 a
células HelLa, HT-29 y Caco-2 inhibe la adherencia de
G. vaginalis (Kaewnopparat et al., 2013).

L. rhamnosus GR-1y L.

reuteri RC-14

Candida glabrata

L. rhamnosus GR-1 y L. reuteri RC-14 inhiben la
formacion de biofilm de C. glabrata a través del
impedimento de la adherencia de las células de la
levadura y la produccion de compuestos inhibitorios
(Chew et al., 2015).

L. fermentum MG901 y
L. plantarum MG989

Candida albicans

La adherencia de L. fermentum MG901 y L. plantarum
MG989 a células HT-29 inhibe la adherencia de C.
albicans (Kang et al., 2018).

Los ensayos de adhesion muestran que la presencia de L.

L. acidophilus Candida albicans | acidophilus no inhiben la adherencia de C. albicans al
anillo vaginal anticonceptivo (Chassot et al., 2010).

La adherencia de L. crispatus a las células epiteliales

. Gardnerella . o L

L. crispatus vaginalis HeLa reduce la citotoxicidad causada por G. vaginalis

g (Castro et al., 2018).
La formacion de microcolonias de L. crispatus en la
L. crispatus HSV-2 superficie de las células bloquea los receptores de HSV-

2 y previene los pasos iniciales de infeccion (Mousavi et
al., 2017).

L. gasseri y L. crispatus

Candida albicans

El cultivo del sobrenadante de L. gasseri y L. crispatus
inhibié la formacion de biofilms y se observé una
disminucion en la expresion de los genes relacionados
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con adhesion y formacion de biofilms (Matsuda et al.,
2018).

El conjunto de estos lactobacilos fue capaz de inhibir el
efecto de HSV-2 pero no de CVBA4EZ2, se atribuye a que
los lactobacilos pueden atrapar a HSV-2 pero no a
CVBA4E?2 al tratarse de un virus desnudo (Kassaa et al.,
2015).

L. gasseri CMUL57, L.
acidophilus CMUL67 y | HSV-2 y CVB4E2
L. plantarum (Coxsackievirus)

CMUL140

La tabla muestra un resumen de diferentes estudios de Lactobacillus sp. y su actividad

probidtica o inhibicion de los factores de virulencia de diferentes microorganismos.
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Figura 1. Placas de seis pocillos utilizadas para los ensayos de adhesion. En la figura se
muestra la ubicacion de las diferentes suspensiones de bacterias y levaduras utilizadas en
cada ensayo. Este procedimiento se realizé por triplicado para cada una de las cepas.
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Figura 2. Curva de calibracion de L. gasseri JCM1131. La figura muestra la curva de
calibracion con el valor de UFC/mL en el eje x y la absorbancia en el eje y.
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Figura 3. Curva de calibracion de L. gasseri IMAUFBO014. La figura muestra la curva de
calibracién con el valor de UFC/mL en el eje x y la absorbancia en el eje y.
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L. gasseri, cepa: H59.2

y = 1E-07x+0.0731
1.000 % R*=0.9942
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Figura 4. Curva de calibracion de L. gasseri H59.2. La figura muestra la curva de
calibracion con el valor de UFC/mL en el eje x y la absorbancia en el eje y.
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Figura 5. Curva de calibracion de C. albicans ATCC® 10231™, La figura muestra la
curva de calibracion con el valor de UFC/mL en el eje x y la absorbancia en el eje y.
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C. albicans, cepa infeccion
y = 3E-08x + 0.1858
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Figura 6. Curva de calibracion de C. albicans Infeccién. La figura muestra la curva de
calibracion con el valor de UFC/mL en el eje x y la absorbancia en el eje y.
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Figura 7. Curva de calibracion de C. albicans Microbiota Normal. La figura muestra la
curva de calibracion con el valor de UFC/mL en el eje x y la absorbancia en el eje y.
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Figura 8. Porcentaje de Adhesion de Candida albicans. El grafico muestra el porcentaje de
adherencia de un inéculo alto (1E+09UFC/mL) de Candida albicans de diferentes
procedencias, frente a las diferentes cepas Lactobacillus gasseri en los indculos alto
(LE+09 UFC/mL) y bajo (LE+03 UFC/mL).
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Figura 9. Comparacion en el porcentaje de adhesion de C. albicans. El grafico muestra el
porcentaje de adherencia de un indculo alto (1E+09UFC/mL) de Candida albicans de
diferentes procedencias, frente a inoculos alto (1IE+09UFC/mL) y bajo (1E+03UFC/mL) de
las diferentes cepas Lactobacillus gasseri.
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Figura 10. Porcentaje de Adhesion de L. gasseri. El grafico muestra el porcentaje de
adherencia de un inéculo alto (LE+09UFC/mL) de las diferentes cepas Lactobacillus
gasseri, frente a un in6culo alto (1E+09UFC/mL), en la parte A, y bajo (LE+03UFC/mL),
en la parte B, de Candida albicans de diferentes procedencias.
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Figura 11. Interval Plot de L. gasseri (1E+03UFC/mL). El grafico muestra como la cepa
mas exitosa de L. gasseri en cuanto a la capacidad de adherencia en una superficie abidtica,
ademas de su capacidad de permanecer en la superficie después de afadir C. albicans, fue
JCM1131.
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Figura 12. Interval Plot de L. gasseri (1E+09UFC/mL). El grafico muestra como la cepa
mas exitosa de L. gasseri en cuanto a la capacidad de adherencia en una superficie abiotica,
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ademas de su capacidad de permanecer en la superficie después de afadir C. albicans, fue
JCM1131.
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The pooled standard deviation was used to calculate the intervals.

Figura 13. Interval Plot de L. gasseri IMAUFBO014. El grafico muestra la diferencia en la
adherencia de L. gasseri IMAUFBO014 entre el indculo alto (LE+09 UFC/mL) y el inéculo
bajo (1E+03 UFC/mL).
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The pooled standard deviation was used to calculate the intervals.

Figura 14. Interval Plot de L. gasseri JCM1131. El grafico muestra la diferencia en la
adherencia de L. gasseri JCM1131 entre el indculo alto (LE+09 UFC/mL) y el indculo bajo
(LE+03 UFC/mL).
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The pooled standard deviation was used to calculate the intervals.

Figura 15. Interval Plot de L. gasseri H59.2. El grafico muestra la diferencia en la
adherencia de L. gasseri H59.2 entre el inéculo alto (1E+09 UFC/mL) y el indculo bajo
(1E+03 UFC/mL).
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The pooled standard deviation was used to calculate the intervals.

Figura 16. Interval Plot de C. albicans vs L. gasseri IMAUFBO014. El grafico muestra la
diferencia en la adherencia de C. albicans entre el in6culo alto (1E+09 UFC/mL) vy el
indculo bajo (1E+03 UFC/mL), frente a L. gasseri IMAUFBO014.
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The pooled standard deviation was used to calculate the intervals.

Figura 17. Interval Plot de C. albicans vs L. gasseri JCM1131. El grafico muestra la
diferencia en la adherencia de C. albicans entre el inéculo alto (1E+09 UFC/mL) y el
indculo bajo (1E+03 UFC/mL), frente a L. gasseri JCM1131.
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The pooled standard deviation was used to calculate the intervals.

Figura 18. Interval Plot de C. albicans vs L. gasseri H59.2. El grafico muestra la diferencia
en la adherencia de C. albicans entre el in6culo alto (1E+09 UFC/mL) y el in6culo bajo
(1E+03 UFC/mL), frente a L. gasseri H59.2.



85

Figura 19. C. albicans infeccion (1E+03 UFC/mL). La figura muestra la imagen obtenida
de una placa con C. albicans aislada de una muestra con infeccion y sin la presencia de L.
gasseri. Se observa una regla de 100um.
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Figura 20. C. albicans infeccion (1E+09 UFC/mL). La figura muestra la imagen obtenida
de una placa con C. albicans aislada de una muestra con infeccién y sin la presencia de L.

gasseri. Se observa una regla de 100um.
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Figura 21. L. gasseri H59.2 (1IE+03 UFC/mL). La figura muestra la imagen obtenida de
una placa con L. gasseri H59.2 y sin la presencia de C. albicans. Se observa una regla de
100um.
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Figura 22. L. gasseri IMAUFB014 (1E+09 UFC/mL). La figura muestra la imagen
obtenida de una placa con L. gasseri IMAUFBO014 y sin la presencia de C. albicans. Se

observa una regla de 100um.
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Figura 22. L. gasseri JCM1131 (1E+03 UFC/mL) versus C. albicans microbiota normal
(1E+03 UFC/mL). La figura muestra la imagen obtenida de una placa con L. gasseri
JCM1131 previamente adherido antes de agregar C. albicans aislada de una muestra de
microbiota normal. Se observa una regla de 100um.
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Figura 23. L. gasseri JCM1131 (1E+09 UFC/mL) versus C. albicans infeccion (1E+09
UFC/mL). La figura muestra la imagen obtenida de una placa con L. gasseri JCM1131

previamente adherido antes de agregar C. albicans aislada de una muestra de infeccién. Se
observa una regla de 100um.




