Artl'culo Ol’iginal Revista Cientifica

Original article DEKAMU AGROPEC

Vol. 5, NUum. 2, e263 | Jul-Dic, 2024 ISSN: 2709-3190
DOI: https://doi.org/10.55996/dekamuagropec.v5i2.263 e : )

Sobrenadante de Lactobacillus spp. aislados de
secrecidn vaginal y su actividad antagoénica sobre

especies de Candida

Supernatant of Lactobacillus spp. isolated from vaginal secretion and
its antagonistic activity against Candida species

Chinchay, Gerald'®; Guerra, Fiorella'®; Pérez, Gildert'®; Coronel, José"®; De la Cruz,
Ademar’

1Universidad Nacional de Jaén, Jaén, Peru

Recibido: 19/08/2024 | Aceptado: 28/12/2024 | Publicado: 17/12/2024
Correspondencia*: jose.coronel@est.unj.edu.pe

RESUMEN

La candidiasis vaginal es una infeccion comun y recurrente en mujeres, y el uso de probiodticos, tales como
Lactobacillus spp., se ha propuesto como una alternativa terapéutica debido a la capacidad para inhibir el
crecimiento de patdgenos. El objetivo del estudio fue evaluar la actividad inhibitoria del sobrenadante de cepas
de Lactobacillus spp. aislados de secreciones vaginales contra C. albicans, C. glabrata y C. krusei. Las
muestras fueron obtenidas de mujeres saludables y se identificaron las cepas de Lactobacillus spp. mediante
pruebas fenotipicas y bioquimicas. Se prepararon discos de sensibilidad impregnados con el sobrenadante
de las cepas de Lactobacillus spp. y se evalué su efecto antagdnico contra las especies de Candida spp.,
haciendo 3 repeticiones por especie, mediante el método de difusion en disco en agar Mueller-Hinton. Se
observd que la cepa Ls de Lactobacillus spp. tuvo un halo de inhibicion de hasta 10 mm contra C. albicans y
C. glabrata. Las cepas de Lactobacillus spp. aisladas de secreciones vaginales muestran potencial para inhibir
el crecimiento de C. albicans 'y C. glabrata.
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ABSTRACT

Vaginal candidiasis is a common and recurrent infection in women, and the use of probiotics, such as
Lactobacillus spp., has been proposed as a therapeutic alternative due to their ability to inhibit the growth of
pathogens. The aim of the study was to evaluate the inhibitory activity of Lactobacillus spp. strains isolated
from vaginal secretions against C. albicans, C. glabrata, and C. krusei. Samples were obtained from healthy
women, and the Lactobacillus spp. strains were identified through phenotypic and biochemical tests. Sensitivity
disks impregnated with the supernatant of the Lactobacillus spp. strains were prepared, and their antagonistic
effect against Candida spp. species was evaluated by performing three repetitions per species using the disk
diffusion method on Mueller-Hinton agar. It was observed that the Ls strain of Lactobacillus spp. had an
inhibition zone of up to 10 mm against C. albicans and C. glabrata. The Lactobacillus spp. strains isolated from
vaginal secretions show potential to inhibit the growth of C. albicans and C. glabrata.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad, se estan implementando y desarrollando tratamientos con el uso de
microorganismos, tales como Lactobacillus spp., para combatir agentes patégenos que alteran la
salud publica de todo el mundo. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), los probidticos
son “microorganismos vivos que, cuando se administran en cantidades adecuadas, confieren
beneficios para la salud del huésped”; siendo el género Lactobacillus el de mayor uso comercial con
distintos beneficios para la salud general (Dahl, 2017).

La candidiasis vaginal es un problema infeccioso muy comun en mujeres en edad fértil ocasionado
por un microorganismo micotico en forma de lavadura del género Candida, pero se presenta con
mayor frecuencia por la especie de Candida albicans, la cual, aunque cause muchas molestias,
tiene tratamiento sencillo (Cigna Healthcare, 2024).

En situaciones normales la vagina es el habitad de Candida en cantidades muy pequefias, ya que
estas se ven afectadas por otros microorganismos, especialmente de bacterias denominadas
Lactobacillus acidophillus; pero al alterar este equilibrio microbioldgico, Candida excede su
proliferacion y origina esta enfermedad micética (Cigna Healthcare, 2024).

La candidiasis vaginal siendo el 15 — 20% y 20 — 40% de consultas en mujeres no embarazadas y
mujeres embarazadas respectivamente. Esta enfermedad es generalmente ocasionada
principalmente por especies de Candida spp. y especificamente la mayor frecuencia es Candida
albicans (Goje, 2023).

Lactobacillus spp. y Candida spp. en condiciones normales conviven en lugares del cuerpo humano,
siendo Lactobacillus spp. el que inhibe ataques de microorganismos invasores, tal como Candida
spp (Wannun et al., 2014; Teanpaisan et al., 2011; Jgrgensen et al., 2017), por ello se caracteriza
puede tener capacidad antifungica sobre Candida spp (Jergensen et al., 2017). Este probidtico
inhibe a colonias de este patdgeno debido a que puede generar un ambiente adverso para su
multiplicacién (Jalilpour et al., 2017).

Diversos estudios han demostrado que ciertas especies de Candida spp. fueron inhibidas por
Lactobacillus spp., algunos de estos, trataron especificamente con C. albicans (Osset et al., 2001;
Brasilia, 2019; Serrano Quevedo et al., 2021; Rodriguez et al., 2007; Sanchez et al., 2011).

El objetivo de esta investigacion consiste en evaluar la actividad inhibitoria del sobrenadante de
cepas de Lactobacillus spp. aislados de secrecion vaginal frente a Candida albicans, Candida
glabrata y Candida krusei. Este estudio servira para coadyuvar a futuras investigaciones para la
busqueda de tratamientos novedosos con el uso de probidticos y asi enfrentar las enfermedades
causadas por Candida spp.

2. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion es un estudio tipo descriptivo y experimental (Hernandez Sampieri et al.,
2014), que tiene como objetivo analizar y documentar las caracteristicas y comportamientos de un
fenémeno especifico, asi como evaluar los efectos de una variable independiente sobre una variable
dependiente a través de la manipulacion y control de condiciones experimentales.

2.1. Aislamiento, Seleccién e Identificacion de Lactobacillus spp.

Las muestras consistieron en secreciones vaginales de 10 mujeres saludables de ente 18 y 25 afios,
seleccionadas de manera no aleatoria, de la ciudad de Jaén, Peru. Siendo los criterios de exclusion:
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Mujeres que sobrepasen los 25 afos, se encuentren embarazadas y quienes hayan tenido o
presenten alguna afeccion que comprometa la flora natural del area genital.

Las muestras vaginales, obtenidas con el previo consentimiento informado de las donantes y con
conocimiento pleno del uso que se les daria, fueron recolectadas directamente por las mismas
mediante el uso de un hisopo estéril, el cual fue introducido en tubos que contenian 5 mL de caldo
MRS durante un periodo de 8 horas. Posteriormente, se sembré una alicuota de cada muestra en
placas Petri con agar MRS, que fueron incubadas a 37°C en condiciones de anaerobiosis durante
24 — 48 h. Las muestras de lactobacilos fueron seleccionadas en base a sus caracteristicas
fenotipicas, tales como la morfologia de las colonias y la observacion microscépica posterior a la
tincion de Gram de las bacterias, descartandose 9 de las muestras que, morfolégicamente,
correspondian a cocos. Al realizar las pruebas para verificar la presencia del género Lactobacillus,
se encontré que la muestra restante presentaba las caracteristicas propias del género: negativas
para catalasa, oxidasa y motilidad; sin reduccion de nitratos a nitritos y sin actividad de produccion
de sulfuro de hidrégeno.

2.2. Actividad antagonica de Lactobacillus spp.

Preparacion del inéculo

Se aislaron 4 cepas de Lactobacillus spp., identificados previamente, en placas con agar MRS
durante 48 horas en anaerobiosis a 37° C. Transcurrido dicho tiempo, se afiadieron 5 ml de caldo
MRS, se realizé un “barrido” con ayuda de un hisopo y se separd la solucion de la superficie en
tubos esterilizados. Tras haber sido incubados durante 24 horas, estos tubos fueron sometidos a
una centrifugacién de 10 000 rpm durante 5 minutos. Obteniéndose el sobrenadante requerido para
elaborar los discos inhibitorios.

Elaboracién de discos inhibitorios

Para la preparacion de los discos de sensibilidad de 5 mm de didmetro, se utilizé papel filtro como
base. Luego, los discos se colocaron dentro de microplacas y se esterilizaron en la estufa durante
2 horas a 170° C. Posteriormente, los discos estériles se humedecieron con 20 uL del sobrenadante
de cada cepa de Lactobacillus spp. y se dejaron reposar durante 5 minutos. Finalmente, los discos
se distribuyeron uniformemente a una distancia de 25 mm entre ellos, y no se retiraron una vez que
entraron en contacto con la superficie del agar (Ventura Egusquiza & Sacsaquispe Contreras, 2002;
Cavalieri et al., 2005).

Efecto antag6nico (método de disco difusion)

Para llevar a cabo la actividad antagdnica de cada cepa identificada como Lactobacillus spp., se
emplearon medios de cultivo con agar Mueller Hinton y se colocaron cuatro discos del sobrenadante
correspondiente de cada una de las cepas de Lactobacillus spp. con tres repeticiones por especie
de Candida (incluyendo C. albicans, C, glabrata y C. krusei). Cabe mencionar que, estas cepas
silvestres fueron aisladas e identificadas por un equipo de investigadores a partir de muestras de
secreciones vaginales de mujeres gestantes proporcionadas por el personal de salud del Hospital
General de Jaén. Dichas muestras fueron sembradas en CHROM Agar Candida y se identificaron
por la morfologia de las colonias, observacion microscépicay la prueba de tubo germinativo.

Asimismo, se incluyd un control positivo (Amfotericina B 100 pg) y un control negativo (agua
destilada). Los discos de sensibilidad se dispusieron sobre el medio de cultivo utilizando agujas
estériles, presionandolos suavemente para asegurar su completo contacto con la superficie del
medio de cultivo. La lectura se efectué después de 24 horas, midiendo los diametros de los halos
de inhibicion con una regla milimetrada.
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Anélisis de datos
Para comparar las diferencias en los promedios (0 medias) entre los diferentes halos de inhibicion
formados se usé una formula estadistica (analisis de varianza- Anova).

3. RESULTADOS

La Tabla 1 presenta una evaluacion del efecto antagénico del sobrenadante de 4 cepas de
Lactobacillus spp. contra C. albicans, C. glabrata y C. krusei, incluyendo tres repeticiones de cada
especie luego de 24 horas. Para C. albicans, L, y Ls mostraron zonas de inhibicion de 10 mm en la
primera repeticion, y Ls tuvo el mismo diametro en la segunda repeticion. En el caso de C. glabrata,
Ls y Ls mostraron zonas de inhibicién de 10 mm en las tres repeticiones.

Tabla 1. Evaluacién del efecto antagénico de cepas de Lactobacillus spp. contra especies de Candida spp.
Halos de inhibicion (mm)
L1 L Ls Ls Control positivo Control negativo

Tiempo Candida Repeticion

1 10 - 10 - 21 -

C. albicans 2 - - 10 - 21 -

3 - - - - 24 -

1 - - 10 10 20 -

24 horas C. glabrata 2 - - 10 10 20 -
3 - - 10 10 24 —

1 - - - = 13 -

C. krusei 2 - - - =20 -

3 - - - = 22 —

4. DISCUSION

Se observo que la cepa Lz de Lactobacillus spp. mostro halos de inhibicion de 10 mm contra C.
albicans en los numeros de siembra 1y 2, mientras que no hubo inhibiciéon en el numero de siembra
003. Estos hallazgos coinciden con el estudio de Osset et al. (2001) quienes reportaron una
significativa inhibicién de la adherencia de C. albicans en células vaginales por diferentes cepas de
Lactobacillus spp., alcanzando hasta un 62,9% de inhibicién. Similarmente en el estudio de Serrano
Quevedo et al. (2021) reportaron una inhibicion promedio del 88,26% por parte de Lactobacillus
paracasei sobre C. albicans, indicando una alta eficacia de ciertas cepas probidticas. En particular,
Rodriguez et al. (2007) reportaron que ciertas cepas de Lactobacillus demostraron caracteristicas
probidticas prometedoras y una capacidad inhibidora contra C. albicans en estudios in vitro, con
halos de inhibicion significativos que respaldan la utilidad de Lactobacillus en aplicaciones
probidticas.

En el caso de C. glabrata, los resultados muestran que las cepas Lz y L4 lograron inhibir esta especie
en todos los numeros de siembra (10 mm). Este patrén es consistente con el trabajo de Lorenzoni®,
quien report6é que Lactobacillus casei tuvo una menor eficacia contra C. glabrata comparado con
otras especies de Candida, aunque mostré una accién microbicida significativa con un 58% de
eficacia.

Por otro lado, C. krusei no fue inhibida por ninguna de las cepas de Lactobacillus evaluadas en este
estudio, aunque los controles positivos presentaron halos de inhibicion. Este resultado es
contrastante con otros estudios que reportan una actividad antimicrobiana variable de Lactobacillus
spp. dependiendo de las condiciones del experimento y las cepas especificas utilizadas (Serrano
Quevedo et al., 2021; Rodriguez et al., 2007; Sanchez et al., 2011).

Por su parte, Sdnchez et al. (2011) también destacaron la capacidad de Lactobacillus spp. para
inhibir diversas especies de Candida en estudios in vitro, subrayando su potencial como candidatos
probidticos al observar que la mayoria de estas cepas mostraron halos de inhibicion contra Candida
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spp. que oscilaron entre 12 mm y 22 mm. La inhibicidbn observada en nuestro estudio contra C.
albicans se alinea con sus hallazgos, aunque no se presentaran efectos contra C. krusei, lo cual
resalta la importancia de seleccionar cepas especificas para el tratamiento de diferentes especies
de Candida.

Estudios previos sefialan que Lactobacillus spp. son capaces de producir sustancias, como &cido
lactico y bacteriocinas, que inhiben el crecimiento de hongos patdégenos vaginales. El efecto
inhibitorio observado contra C. albicans y C. glabrata sugiere que Lactobacillus spp. pueden ser
particularmente efectivos contra estas especies. La variabilidad en la inhibicién de otras especies
de Candida se deberia a diferencias en la susceptibilidad intrinseca y la capacidad de adaptacion
a los compuestos antimicrobianos propios de Lactobacillus spp. (Agudelo Londofio, 2013; Monroy
et al., 2014).

Los principales componentes quimicos de las bacteriocinas estan conformados por aminoacidos,
como arginina y glicina, que interactian con las membranas celulares de bacterias. Las
bacteriocinas desestabilizan y forman poros o canales i6nicos que reducen la fuerza motriz de la
célula debido a la interaccién con polimeros que constituyen la pared celular (Camargo Peralta et
al., 2009).

Estos resultados sugieren que la eficacia de Lactobacillus spp. como agente antagdnico contra
Candida spp. es especifica de la cepa y la especie de Candida, lo cual tiene importantes
implicaciones para el desarrollo de tratamientos probiéticos. El escaso interés en estudios sobre el
efecto probiético de Lactobacillus spp. resalta la necesidad de realizar mas investigaciones para
identificar las condiciones 6ptimas y combinaciones de cepas que maximicen el efecto antagénico
contra infecciones causadas por Candida spp. y diversos agentes patégenos.

CONCLUSIONES

No se evidencié actividad inhibitoria de C. krusei por parte de ninguno de los sobrenadantes de
Lactobacillus spp., a pesar de las repeticiones. Ademas, el sobrenadante de la cepa L3 de
Lactobacillus spp. inhibe el crecimiento de C. albicans 'y C. glabrata.
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