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RESUMEN 

 
Antecedentes: Las bacterias probióticas inhiben la agregación, la formación de 

biopelículas y el dimorfismo de Candida spp. Sin embargo, se desconoce el efecto de un 

nuevo probiótico: Streptococcus dentisani, sobre el crecimiento de biopelículas de Candida 

spp. Objetivo: Determinar el efecto inhibitorio (antifúngico) de S. dentisani sobre las 

diferentes fases del desarrollo de la biopelícula de Candida spp. Métodos: Se realizó la 

cuantificación del crecimiento y los análisis ultraestructurales en biopelículas de C. albicans 

ATCC 90028, C. glabrata ATCC 2001, y de aislados de candidiasis oral (CA-C1), caries 

(CA-CR1) y de bolsa periodontal (CA-P1) tratados con suspensiones celulares, y 

sobrenadantes de S. dentisani CECT 7746. La viabilidad celular se determinó mediante la 

cuantificación de unidades formadoras de colonias (UFC/mL) y para los sobrenadantes el 

ensayo de reducción de sales de tetrazolio (XTT). Resultados: S. dentisani indujo una 

reducción significativa (p < 0,05) de las UFC de la biopelícula inmadura (27- 40 %) y de la 

madura (21- 28 %) en todas las cepas de Candida spp. Los sobrenadantes de S. dentisani 

inhibieron significativamente el desarrollo de las biopelículas de C. glabrata y CA-C1, la 

biopelícula inmadura de C. albicans ATCC y C. glabrata, y biopelícula madura de C. 

albicans ATCC, pero el efecto inhibidor fue menor que el efecto directo. Los análisis 

microscópicos revelaron que S. dentisani redujo la densidad de Candida en una biopelícula 

mixta. La interacción hongo-bacteria afecto la integridad de la membrana celular en la 

levadura. Conclusión: Nuestros datos dilucidan por primera vez, el efecto antifúngico de 

S. dentisani, en el desarrollo de biopelículas de Candida spp, apoyando así, su utilidad 

como probiótico de nicho específico, para prevenir y tratar la disbiosis oral. 



INTRODUCCIÓN 

 
Candida spp, tiene interacción con bacterias en las biopelículas orales. En 

microambientes pro-inflamatorios y de estrés oxidativo de la cavidad oral estas 

interacciones pueden favorecer el paso de C. albicans de comensal a patógeno y 

asociarse a enfermedades orales entre las cuales se encuentran candidiasis, caries 

y enfermedad periodontal.(1, 2) Las biopelículas multi-especies son difíciles de 

remover y resistentes a medicamentos, por lo que es necesario desarrollar terapias 

seguras y económicas para prevenir y tratar estas disbiosis orales basadas en, la 

modulación del crecimiento de las biopelículas de hogos y bacterias en equilibrio. 

El efecto de diferentes especies probióticas de Lactobacillus, así como de sus 

sobrenadantes sobre la inhibición de Candida albicans fue evaluado por Matsubara 

et al. los cuales encontraron una reducción significativa en la cuantificación de la 

biopelícula de Candida albicans. (3) Otros estudios no han logrado demostrar un 

efecto en la inhibición de Candida spp. Martorano-Fernandes et al. evaluaron la 

interacción entre las biopelículas de C. albicans y S. salivarius bajo un 

microambiente similar a la periimplantitis (bajas concentraciones de oxígeno) 

encontrando que el crecimiento de C. albicans no cambió debido a la presencia del 

probiótico. (4) Rossoni et al. aislaron cepas de Lactobacillus de sujetos sin caries y 

evaluaron los efectos inhibidores sobre C. albicans ATCC 18804. Encontraron que 

L. paracasei 30.1, 37.1 y 39.2, y L. rhamnosus 36.4 fueron las cepas que no tuvieron 

efectos inhibitorios. (5) Esta variabilidad en los resultados obtenidos hasta la fecha 

del efecto antifúngico de las bacterias, puede deberse a que los probióticos 

evaluados fueron de un nicho no especifico, sugiriendo que es necesario evaluar 

cepas probióticas específicas de cavidad oral. (6) A la fecha no existen estudios que 

hayan evaluado el efecto de una bacteria probiótica específica de la superficie 

dental sobre aislados de Candida spp. provenientes de caries y bolsa periodontal. 

Un posible candidato por evaluar es el Streptococcus dentisani, fue descrito 

recientemente por Alex Mira y colaboradores como un probiótico prometedor ya que, 

además, de ser nicho especifico cuenta con una acción anti-caries (7) y parece tener 

un efecto en modular las biopelículas asociadas a enfermedad periodontal. (8) En 

presencia de arginina, el S.dentisani tiene una capacidad amortiguadora de pH; 



mantiene un pH salival neutral que favorece la homeostasis.(9) A su vez la arginina 

es reconocida como un prebiótico oral; de manera in vitro reduce el crecimiento de 

Candida spp.(10) El primer estudio para demostrar que S. dentisani tiene un efecto 

inhibitorio sobre C. albicans ATCC 14053, encontró que los sobrenadantes no 

inducen una inhibición total, pero si logran desacelerar el crecimiento, aunque estos 

resultados son alentadores recomiendan evaluar el efecto directo de las células 

probióticas sobre Candida spp. e incluir aislados clínicos ya que con estos podrían 

no encontrarse los mismos resultados; por tratarse de cepas con un fenotipo y 

genotipo diferente y por ende más resistentes. (11) Por lo anterior el objetivo de este 

estudio fue determinar el efecto inhibidor de S. dentisani sobre diferentes fases del 

desarrollo de biopelículas de Candida spp. 

 

MATERIALES Y METODOS 

Diseño Experimental 

Se estableció un diseño in vitro. Se siguieron los rasgos universales del diseño 

experimental: selección aleatoria de las unidades experimentales, número de 

repeticiones y control local de las condiciones. Con base a la fórmula Resource 

Equation basada en la ley de las repeticiones mínimas, se determinó́ una n de 1 

unidad experimental por factor (tratamiento, cepa) en 6 experimentos 

independientes (repeticiones biológicas). (12) El protocolo fue revisado y aprobado 

por unanimidad por el H. Comité de Ética en Investigación de la Facultad de 

Estomatología, perteneciente a la Universidad Autónoma de San Luis Potosí. con 

folio de aprobación: CEI-FE-033-021. 

Los ensayos se llevaron a cabo en dos fases de acuerdo con el protocolo 

previamente publicado por Matsubara et al. (3) y se describen brevemente a 

continuación. En la primera etapa se evaluó el efecto directo de células probióticas 

plantónicas en el desarrollo de biopelículas de Candida spp. Se añadió una 

suspensión celular de S. dentisani 7746 a las biopelículas de Candida spp. en dos 

momentos de su formación: colonización inicial y maduración. La viabilidad celular 

se determinó mediante el conteo de unidades formadoras de colonia (UFC/mL) en 

cada fase. En la segunda fase se evaluó el efecto de los productos bacterianos 

probióticos (exometabolitos); los sobrenadantes de S. dentisani 7746 en la 



formación de la biopelícula de Candida spp., los cuales se incubaron en diferentes 

intervalos de tiempo. La viabilidad celular de Candida spp se determinó mediante el 

ensayo de reducción de sal de tetrazolio (XTT). Finalmente, la morfología de las 

biopelículas de Candida spp. expuestos a S. dentisani se observaron bajo el 

microscopio de fuerza atómica y se compararon con la biopelícula control. 

 
Microorganismos 

 
Candida albicans ATCC 90028 (Robin, Berkhout, Iowa, EE. UU.), Candida glabrata 

ATCC 2001(Anderson, Meyer), y aislados clínicos de Candida albicans obtenidos 

de candidiasis (CA-C1), bolsa periodontal (CA-P1) y caries (CA-CR1), la bacteria 

probiótica Streptococcus dentisani CECT 7746 (Camelo-Castillo et al, Valencia, 

España). Todas las cepas se almacenaron en glicerol al 20% a - 80 ° C antes de los 

experimentos. 

 
Medios y condiciones de cultivo 

 
Agar dextrosa Sabouraud (ADS; BD Bioxon) y Caldo Dextrosa Sabouraud (CDS, 

BD Bioxon), se utilizaron para el cultivo de Candida spp. Caldo Infusión Cerebro 

Corazón (BHI, BD Bioxon) se utilizó para el cultivo de S. dentisani y los cultivos de 

biopelículas mixtas de Candida spp y S. dentisani. Se obtuvo una solución de L- 

arginina (Green Labs Nutrition, EE. UU.) al 8% en agua destilada. 

 
Candida spp y S. dentisani fueron inoculados en caldo CDS y BHI respectivamente, 

e incubados a 37°C por 24 h en un agitador orbital, en aerobiosis para ambos 

microorganismos. Las células fueron centrifugadas (2000x g por 5 min), lavadas dos 

veces con buffer fosfato salino (PBS; pH 7.2), y resuspendidas en BHI. Las 

suspensiones celulares de Candida spp y bacteria probiótica se ajustaron por 

espectrofotometría a una concentración de 1x107 células/mL. (Candida a 520nm: 

0.375-0.385 A y S. dentisani a 600nm: 0.290 – 0.295 A). 



Formación de biopelículas de Candida spp. 

 
Se utilizaron placas de microtitulación de 96 pocillos de fondo plano, de poliestireno 

pre-esterilizado (Costar-Corning Incorporated, Nueva York, NY, EE. UU.) para el 

desarrollo de biopelículas de las cepas de Candida spp. En primer lugar 100 μL de 

una suspensión celular de Candida spp (1x107cel/ml) se transfirió a cada pocillo y 

se incubó por 1.5 h a 37°C. Después de la incubación se determinó la presencia de 

biopelícula a través de la prueba de adherencia al poliestireno. Cada pozo fue 

lavado dos veces con 200 μL de PBS para remover las células que no se adhirieron. 

200 μL de BHI se transfirieron a cada pocillo por triplicado, y la microplaca se incubó a 

37 ° C en los diferentes periodos de tiempo 7.5 y 25.5 h. 

 

Ensayo de interacción entre hongos y células probióticas 

 
S. dentisani se evaluó en las biopelículas formadas (7.5 y 25.5 h) por C. albicans 

ATCC 90028, C. glabrata ATCC 2001, C. albicans de aislados clínicos de 

candidiasis (CA-C1), bolsa periodontal (CA-P1) y caries (CA-CR1). Se aspiraron los 

sobrenadantes de la biopelícula, se colocó 100 μL de BHI fresco y 100 μL de la 

suspensión celular de S. dentisani individualmente a los pocillos como tratamiento. 

Se usó BHI fresco como control en lugar de la suspensión probiótica. Las placas 

con 7.5 y 25.5 h de edad se incubaron adicionalmente hasta las 24 y 48 h, 

respectivamente, ambas a 37 ° C (Fig. 1). Después de la incubación final, los 

pocillos se lavaron dos veces con PBS. La biopelícula generada en cada pozo se 

transfirió a tubos Eppendorf con 1000μL de PBS, se realizaron diluciones hasta 

1:1000. La viabilidad celular de Candida spp. se determinó mediante la siembra de 

la dilución 1:1000, por el método de microgotas en placas SDA (13) y una posterior 

cuantificación de UFC. 

 

El efecto directo de S. dentisani más arginina al 8% se evaluó las biopelículas 

formadas (7.5 y 25.5 h) por C. albicans ATCC 90028, C. glabrata ATCC 2001, C. 

albicans de aislados clínicos de candidiasis (CA-C1), bolsa periodontal (CA-P1) y 

caries (CA-CR1). Con la metodología descrita previamente. 



Ensayo de sobrenadantes probióticos 

 
Se evaluó el efecto de los sobrenadantes de S. dentisani sobre Candida spp. Los 

sobrenadantes probióticos se obtuvieron inoculando pozos de placas de seis pozos 

(Corning Incorporated, Nueva York, NY, EE. UU.) con 3 ml de una suspensión 

celular de S. dentisani a 1 × 107 células / mL en BHI, seguido de incubación aeróbica 

a 37 ° C por 1.5 h (fase 1), 24 h (fase 2) y 48 h (fase 3). Después de este periodo 

de incubación, se recogió́ el sobrenadante. Los sobrenadantes libres de células se 

obtuvieron mediante centrifugación seguida de filtración a través de un filtro de 

membrana 0,2 μm (Life Sciences, Ann Arbor, MI, EE. UU.). Se almacenaron a -20°C 

hasta su posterior uso. Se desarrollaron biopelículas en diferentes tiempos adhesión 

(T 1), colonización inicial (T 2), y maduración (T 3) (Fig. 2). Posteriormente, se 

aspiraron los sobrenadantes de la biopelícula, se añadieron 100 μL de BHI fresco y 

100 μL de los sobrenadantes de las fases 1, 2 y 3 como tratamiento. Se usó BHI 

fresco como control en lugar de la suspensión probiótica. Las placas con las 

biopelículas se incubaron durante 1.5 h, 18 h y 24 h más, respectivamente, a 37 ° 

C. Después de la incubación final, los pocillos se trataron con un ensayo de 

reducción de XTT estándar para medir la actividad metabólica (viabilidad celular) de 

las biopelículas y poder hacer un análisis cuantitativo. Lectura realizada con 

Multiskan FC® Microplate Photometer, Thermo Scientific. 

 

Finalmente se evaluó el efecto de los sobrenadantes de S. dentisani más arginina 

sobre Candida spp. Se realizo el mismo procedimiento que para la etapa anterior, 

añadiendo en los pozos 20μL de la solución al 8% de arginina. 

 
Escaneo por microscopía de fuerza atómica 

 
Se obtuvo una biopelícula de C. albicans ATCC 90028 y una de S.dentisani CECT 

7746 en la fase de maduración (48 horas), para evaluarlas de manera individual y 

contar con un control. Además, se obtuvo una biopelícula mixta de hongo-bacteria 

en la fase de maduración (48 horas), la cual correspondería a el tratamiento 

probiótico. Lo anterior fue confirmado bajo el microscopio óptico y una tinción Gram. 

6 µL de las suspensiones fueron colocadas en el porta-muestra del microscopio, se 



dejó desecar y se fijó con polietilenimina al 1% durante 10 minutos. La observación 

de los especímenes se realizó en el Instituto de Física de la Universidad Autónoma 

de San Luis Potosí, con un microscopio de fuerza atómica (AFM Multimode 8-HR 

/Nanoscope Controller V, Bruker, EE. UU.) en modo contacto. 

 
Análisis estadístico 

 
Todos los ensayos se llevaron a cabo por triplicado en 6 experimentos 

independientes. Los resultados obtenidos se expresaron como media y desviación 

estándar. Debido a la distribución paramétrica de los datos se realizó un ANOVA de 

una vía para comparaciones múltiples de los grupos y la prueba t de Student para 

comparar los grupos de tratamiento y controles. Todos los análisis se realizaron 

mediante el software GraphPad Prism 9.0.1 (San Diego, CA, EU). Se consideró 

significativa la p<0.05. 

 
RESULTADOS 

 
Efecto de la suspensión célular de S. dentisani en la formación de la 

biopelícula de Candida spp. 

La suspensión celular de S. dentisani inhibe la formación de la biopelícula en 

estadios iniciales de la colonización y la maduración de la biopelícula de Candida 

spp. reduciendo significativamente (p < 0,05) los conteos de UFC de C. albicans 

ATCC 90028, C. glabrata ATCC 2001 y aislados clínicos de C. albicans CA-CR1, 

CA-C1 a las 24 y 48 h (Fig. 3) No se obtuvo un efecto significativo (p > 0,05) en el 

conteo de UFC del aislado clínico C. albicans CA-P1 a las 24 h, pero si disminuyó 

el conteo de UFC a las 48 h (p<0.05), esta cepa fue menos susceptible a la actividad 

inhibidora del probiótico. 

Por otro lado, utilizamos una mayor densidad de suspensión probiótica 2x107 cel/mL 

y encontramos una reducción significativa (p < 0,05) de los niveles de UFC en todas 

las cepas Candida spp. a las 24 y 48 h. (Fig. 4) 

Se comparó el efecto de ambas suspensiones celulares probióticas con respecto 

porcentaje de reducción de UFC de las cepas evaluadas. (Tabla 1) Se determinó 

que la suspensión celular 2x107 cel/mL reduce un mayor porcentaje de las UFC en 



la biopelícula de Candida spp. en comparación con la suspensión 1x107 cel/mL, sin 

embargo, al compararlas no se obtuvo una diferencia estadísticamente significativa 

(p>0.05) 

El aislado clínico con el mayor y menor porcentaje en la reducción de UFC a las 24 

h fue C. albicans CA-C1 y C. albicans CA-P1 respectivamente. (p= 0.0038) Para la 

biopelícula madura C. albicas ATCC 90028 fue la cepa más sensible al efecto 

antifúngico de S. dentisani y C. glabrata ATCC 2001 la más resistente. (p= 0.0001) 

 
Efecto de la suspensión celular de S. dentisani más arginina en la formación 

de la biopelícula de Candida spp. 

S. dentisani en combinación con arginina reduce significativamente (p < 0,05) los 

niveles de UFC de C. albicans ATCC 90028, C. albicans CA-CR1, CA-C1 tanto a 

intervalos de 24 como de 48 h. (Fig. 5) No se obtuvo un efecto significativo (p > 

0,05) en el conteo de UFC de C. glabrata ATCC 2001 y C. albicans CA-P1 a las 48 

h, solo en la fase de 24 h se obtuvo un efecto antifúngico significativo en ambos 

aislados. Lo anterior indica que C. glabrata ATCC 2001 y C. albicans CA-P1 son 

cepas menos susceptible a la actividad inhibidora del sinbiótico, nombre que se le 

da a la combinación de probiótico y el prebiótico (S.dentisani + arginina) (14). Se 

obtuvieron los porcentajes de reducción de UFC de cada una de las cepas Candida 

spp. (Tabla 2), el mayor efecto antifúngico se observó en C.glabrata ATCC 2001 a 

las 24 h (p = 0.0067). y en la fase de las 48 h fue C. albicans CA- CR1 (p =0.0003). 

 

Efecto de los sobrenadantes de S. dentisani en el desarrollo de la biopelícula 

de Candida spp. 

Los sobrenadantes del S. dentisani en sus diferentes fases de incubación, no 

mostraron diferencias significativas (p> 0.05) en la inhibición del desarrollo de la 

biopelícula de todas las cepas Candida spp utilizadas. (Fig. 6). En la T1 (fase de 

adhesión) de 1.5 h, solo C. glabrata ATTC 2001 y C.albicans CA-C1 mostraron 

diferencias significativas (p< 0.007) en la inhibición del desarrollo de la biopelícula: 

18 % de reducción. En la fase T2 (fase de colonización) de 24 h, solo C. glabrata 

ATTC 2001 y C. albicans del CA-CR1 mostraron diferencias significativas (p< 0.05): 

15% y 36 % de reducción respectivamente. En la fase T3 (fase de maduración) de 



48 h, solo C. albicans ATTC 90028 mostró diferencias significativas (p<0.0001): 22 

% de reducción. 

 
 

Efecto de los sobrenadantes de S. dentisani más arginina en el desarrollo de 

la biopelícula de Candida spp. 

Los sobrenadantes del S. dentisani en combinación con arginina, mostraron 

diferencias significativas (p< 0.007) en la inhibición del desarrollo de la biopelícula 

de 48 h de las cepas Candida spp. (Fig. 7). En la T1 (fase de adhesión) de 1.5 h, 

ninguna cepa Candida spp. mostró diferencias significativas en la inhibición del 

desarrollo de la biopelícula. En la fase T2 (fase de colonización) de 24 h, solo 

C.glabrata ATTC 2001 mostró diferencias significativas (p< 0.007). En la fase T3 

(fase de maduración) de 48 h, todas las cepas de Candida spp. mostraron 

diferencias significativas (p< 0.007) en la inhibición del desarrollo de la biopelícula, 

a excepción del aislado de C. albicans ATCC 90028. 

 
Efecto de la arginina en el desarrollo de la biopelícula de Candida spp. 

Adicionalmente con la finalidad de evaluar el efecto de la arginina sobre las 

diferentes cepas de Candida spp. se colocó como tratamiento a las biopelículas de 

Candida spp arginina y se comparó con el desarrollo de biopelículas sin arginina. 

(Fig. 8). En el biofim imaduro de 24 h la arginina solo redujo significativamente (p< 

0.05) los niveles de UFC en C. albicans CA-CR1. En una biopelícula madura de 48 

h la arginina reduce significativamente (p< 0.05) los niveles de UFC en C. albicans 

ATCC 90028, C. glabrata ATCC 2001, y todos los aislados clínicos de C. albicans. 

 
Escaneado con microscopía de fuerza atómica 

Bajo la observación del microscopio de fuerza atómica la biopelícula madura de C. 

albicans ATCC 90028 (Fig. 9 a) presentó un menor grado de desarrollo de hifas, se 

observó un predominio de levaduras, células ovaladas de entre 2-3 μm. El control 

de S. dentisani CECT 7746 (Fig. 9 b) presento la típica forma de cocos, asociados 

en cadenas y algunos diplococos. Células esféricas de entre 0.5 - 1.5 μm. La 

observación de la biopelícula mixta, la cual corresponde al tratamiento probiótico 



presentó una arquitectura con una alta densidad de hifas. De manera aislada se 

observaron levaduras de dimensiones reducidas y cocos no asociados (Fig. 10 a). 

Dos hallazgos interesantes fueron la observación de varias levaduras con 

perforaciones en la membrana y estructuras con el patrón ¨mazorca de maíz¨, 

resultado de la asociación hongo-bacteria (Fig. 10 b). Las hifas presentes 

proporcionaron una superficie de adhesión y desarrollo a S. dentisani, este se 

presentó en mayor densidad en relación con C. albicans. 

 
DISCUSIÓN 

Este es el primer estudio in vitro que evalúa el efecto antifúngico del probiótico S. 

dentisani y sus sobrenadantes, sobre diferentes cepas de Candida spp. (ATCC y 

aislados clínicos), en diferentes etapas del desarrollo de la biopelícula. Se logró 

demostrar que el S. dentisani y sus sobrenadantes reducen los niveles de UFC de 

Candida spp. (p< 0.05), y la viabilidad celular respectivamente. 

La suspensión celular de S. dentisani redujo significativamente las UFC en la 

mayoría las cepas de Candida spp, durante las dos etapas de formación de la 

biopelícula. Esto se debe a la interacción sinérgica hongo-bacteria, promovida por 

el efecto directo del probiótico. El Streptococcus promueve la formación de hifas, 

superficies ricas en glucano a las que se adhiere; aprovechándolas como 

estructuras de andamiaje para su crecimiento y desarrollo. (15) Posteriormente, una 

vez que S. dentisani tiene un crecimiento denso se estarían obteniendo los 

beneficios que llevan a la muerte de Candida spp.: a través de una vía arginolítica 

S. dentisani regula el pH del microambiente, y produce péptidos que llevan a 

alteraciones en la membrana. (9, 10) Además se obtienen otros beneficios generados 

por la interacción sinérgica como: intercambio de metabolitos para comunicarse 

entre sí, ajuste en la densidad de población, cambios en patrones de expresión 

génica, etc. Estos datos no son comparables con estudios previos ya que a la fecha 

no existen estudios similares, sin embargo, existen estudios previos que han 

evaluado el efecto de los Streptococcus sobre el crecimiento de Candida: 

Streptococcus thermophilus (Azad A. et al.; 2021), mediante un modelo murino y 

métodos de cultivo e histopatológicos encontraron que la cepa probiótica tuvo una 



actividad inhibidora frente al crecimiento de C. albicans, redujo significativamente 

las UFC.(16) Streptococcus salivarius K12 ( Mokhtar M. et al. ; 2021), a través de 

pruebas de coagregación y recuento total de células encontraron que el probiótico 

disminuye significativamente a C. albicans ATCC MYA-4901, aislado del síndrome 

de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (ALC2) y aislado de cáncer oral (ALC3). 

También se observó inhibición de la transición de levadura a hifa (17) Por otro lado, 

Martorano-Fernandes et al. no encontraron un efecto antifúngico sobre C. albicans 

ATCC 90028 por el probiótico Streptococcus salivarius ATCC 7073. Esto se podría 

deber a que en este estudio ellos recrearon de manera in vitro condiciones similares 

a las de la enfermedad periimplantaria, los bajo niveles de oxígeno que utilizaban 

pudieron ser la causa. (4)
 

S. dentisani no tuvo efecto antifúngico sobre el aislado de periodontitis a las 24 h, 

pero si a las 48 h; esto se podría deber al diseño del experimento, ya que a las 24 

h ninguno de los aislados alcanzo su punto máximo de crecimiento. Si bien 

Matsubara et al. sí obtenían efecto antifúngico en ambos intervalos de tiempo; 

nuestros resultados se asocian a la especie probiótica con la que se trabajó, 

Streptococcus y no con Lactobacillus. Los Streptococcus alcanzan su máximo 

crecimiento entre las 24 y 48 h, mientras que los Lactobacillus lo hacen entre las 12 

y 24 h. (3, 7) 

La cepa más sensible al efecto directo de S. dentisani a las 24 h fue el aislado de 

candidiasis, seguida por la C. albicans ATCC 90028. En la biopelícula madura la 

cepa más sensible fue C. albicans ATCC 90028, esto se debe a que es una cepa 

prototipo, sin los factores de virulencia que circulan actualmente y además únicos 

en cada individuo. Estos resultados se comparan con los obtenidos por Matsubara 

et al. en donde si bien evaluaron un probiótico diferente (Lactobacillus reuteri), solo 

observaron una actividad probiótica significativa en la cepa ATCC. Nosotros además 

encontramos un efecto significativo en los aislados clínicos, lo atribuimos 

completamente a la especie probiótica con la que trabajamos. Si bien aún no hay 

evidencias sobre el efecto de S. dentisani sobre Candida spp. si la hay sobre 

Streptoccocus oralis; especie filogenéticamente más cercana. (7) Diaz et al. 

encontraron que C. albicans y S. oralis muestran una interacción sinérgica. El 



estreptococo oral que tiene un rol de comensal obtiene gran parte de los beneficios 

de esta interacción: tiene un aumento en la adherencia inicial, lo cual lleva a una 

mayor coagregación y presencia de S. oralis en una biopelícula mixta. Estos 

resultados sugirieron que C. albicans permite que los estreptococos se acumulen 

en biopelículas principalmente mediante la retención de células estreptocócicas a 

través de la interacción física directa. (18) Por otro lado el aislado clínico de 

periodontitis fue más resistente a S. dentisani, si bien, si hubo diferencia significativa 

en la biopelícula de 48 h, los porcentajes de reducción de UFC fueron bajos. Lo 

anterior se debe a los patrones de expresión génica y de adaptación de ese aislado. 

(15) 

 

En la biopelícula madura de 48 h se observó resistencia en las cepas C. glabrata 

ATCC 20001 y del aislado clínico de periodontitis En el primer se debe a la virulencia 

alcanzada por la biopelícula madura de C. glabrata: esta cepa se caracteriza por 

presentar una alta tasa de resistencia a las diferentes terapias antifúngicas 

actualmente disponibles. Algunos de los mecanismos conocidos son la 

sobreexpresión de transportadores, mutaciones en genes que alteran la 

termotolerancia, la generación de hipervirulencia por aumento de factores de 

adhesión y modificaciones en enzimas vitales que producen proteínas de la pared 

celular. C. glabrata tiene una mutación en el gen ERG11, este participa en la 

biosíntesis de ergosterol. La mutación de ERG11, vuelve más resistente a la 

membrana a posibles moléculas antifúngicas. (19) Además, podría estar involucrada 

a la ausencia de hifas en la biopelícula madura de C. glabrata; compuesto 

exclusivamente por células de levadura en una estructura multicapa. (20) La hifa es 

una estructura necesaria para que S. dentisani establezca una interacción sinérgica. 

En el caso del aislado de periodontitis (CA-P1), lo adjudicamos al genotipo y fenotipo 

originado por las condiciones a las que se sometió a C. albicans en la bolsa 

periodontal, lugar de donde se tomó el asilado. (15)
 

 
Un hallazgo interesante fue el del ensayo donde utilizamos una suspensión celular 

2x107 cel/mL; una densidad celular relativamente alta de steptococcus redujo 

significativamente (p < 0.05) la biopelícula (UFC) de Candida spp. Lo anterior implica 



que la cantidad total de exometabolitos producidos por el probiótico puede ser crítica 

para el efecto antimicrobiano observado. (3) Notamos que los porcentajes de 

reduccíon de UFC no guardan cierta proporcionalidad entre la suspención sin 

concentrar y la concentrada. La concentración ideal para administrar el S. dentisani, 

podria ser por encima de 1x107 células/mL , pero sin la necesidad de llegar al 2x107 

cel/mL. 

 
Al evaluar el efecto directo de S. dentisani más arginina se proporcionaron los 

beneficios probióticos y prebióticos; denominado como sinbiótico. En la biopelícula 

inmadura de 24 h de todas las cepas Candida spp. se observó una disminución 

significativa de las UFC. Esto se debe a que por un lado S. dentisani tuvo una 

interacción célula-célula con C. albicans, pero además se suma que la arginina 

mejora las condiciones para el crecimiento del probiótico. A través de una vía 

metabólica dependiente del aminoácido; la vía de la arginina desiminasa (ADS), se 

produce amoníaco. Este lleva a un aumento del pH citoplasmático, y en el 

microambiente, lo cual es competitivo contra los patógenos. (9)
 

 
El aislado clínico de caries fue sensible al efecto sinbiótico de S. dentisani y arginina, 

esto se debe a que el probiótico es de nicho específico de la superficie dental (7,9) 

Es tentador especular que originamos las condiciones necesarias en el 

microambiente del pozo, al colocar elementos nativos de la superficie dental; 

probiótico, prebiótico y hongo comensal. Probablemente generamos una 

comunicación adecuada entre reinos: moléculas de señalización y/o metabolitos 

fueron liberados. Se liberaron autoinductores adecuados para modular el 

comportamiento celular dentro de la biopelícula mixta y promover el sinergismo. (15) 

Esto explicaría que durante los ensayos el aislado de caries tenía bajos porcentajes 

de reducción y fue con esta combinación que se obtuvieron mejores resultados. 

Podrían existir un efecto anti-caries sinérgico de este sinbiótico y la posibilidad de 

su uso terapéutico ante cándida, como participe en la etiologia de la caries. Se 

requiere dilucidar mejor los mecanismos. 



En cuanto a los sobrenadantes de S. dentisani los resultados fueron variables de 

acuerdo con las etapas de la formación de la biopelícula y la cepa, la mayor 

inhibición de la viabilidad celular se obtuvo en los estadios iniciales de la formación 

de la biopelícula. En la etapa de adhesión (1.5 h) de la formación de la biopelícula, 

los sobrenadantes inhibieron significativamente la viabilidad celular de C. glabrata 

ATCC 2001. Se debe a que es una cepa ATCC, con pocos factores de virulencia y 

se compara con los resultados obtenidos por Llena et al., en donde si bien utilizaron 

una cepa ATCC diferente; también encontraron que los sobrenadantes reducen la 

viabilidad celular del hongo. (11) Algunos de los aislados clínicos presentaron una 

reducción significativa en la viabilidad celular: en la etapa de adhesión (1.5 h) fue el 

aislado de candidiasis y en la etapa de colonización (24 h) el aislado de caries, esto 

es congruente con nuestros resultados anteriores, en donde al parecer estos 

aislados son menos virulentos y resistentes al S. dentisani. 

Finalmente, en la etapa de maduración (48 h) únicamente se redujo la viabilidad 

celular de C. albicans ATCC 90028, resultado que esperábamos por lo reportado 

por Llena et al., en el mismo periodo de incubación. Con esto queda claro que los 

sobrenadantes no son muy efectivos sobre aislados clínicos. Si bien los 

sobrenadantes del estreptococo no inducen una inhibición total, si logran 

desacelerar el crecimiento de Candida spp. (11)
 

El efecto de los sobrenadantes más la arginina redujo la viabilidad celular de la 

mayoría de las cepas de Candida spp en la etapa de maduración, y en la etapa de 

adhesión ninguna cepa mostró reducción de la viabilidad celular, esto se debe a que 

la arginina es la que está generando el efecto antifúngico en el pozo tal y como lo 

reportaron Koopman et al. a travez de la regulación del pH. (10)
 

 

Adicionalmente se evaluó el efecto antifúngico de la arginina: aminoácido que tiene 

aplicaciones en la prevención y el tratamiento de las enfermedades orales. (21) Su 

efecto fue evaluado sobre la biopelícula madura e inmadura, encontramos que su 

efecto antifúngico es alcanzado hasta las 48 h y es significativo en todas las cepas 

Candida spp. Estos resultados son consistentes y se explican por lo reportando en 

la literatura por Koopman JE. et al., ellos generaron un modelo de biopelícula de 

"boca artificial" en placas múltiples, cultivaron microcosmos durante 4 semanas con 



arginina al 1,6 % (p/v). suplemento (Arginina) o sin (Control), si bien utilizaron una 

metodología diferente que incluía en la etapa final a la q-PCR y no el conteo de 

UFC, se concluía que la arginina suprime el crecimiento del patógeno oportunista 

Candida spp. a través del pH básico que promueve en el microambiente, esto puede 

ser estresante para Candida spp. causando que el biofim sea menos competitivo.
 

(10) Otros estudios han evaluado el efecto de la arginina sobre Candida spp. de 

manera in vitro, todos encontraron una inhibición en el desarrollo sobre la 

biopelícula. Sugieren mecanismo de acción que involucran modificaciones en el pH 

del microambiente, alteraciones en la permeabilidad de la membrana celular y daño 

mitocondrial, lo que lleva a la muerte por apoptosis de Candida spp. (22, 23) Nuestros 

hallazgos y los de otros autores dejan en claro que es necesaria la promoción de la 

arginina como antifúngico. 

 

La formación de hifas o de filamentos es un paso esencial en patogenia de la 

Candida spp. (19) El análisis estructural que realizamos a través del AFM nos 

demostró que la biopelícula mixta hongo-bacteria, establece una interacción 

primeramente sinérgica, que en determinado momento se vuelve antagónica. Las 

interacciones metabólicas entre Candida spp. y estreptococos, llevan a la expresión 

de hifas, las cuales son superficies estructurales y de adhesión. Las hifas presentan 

adhesinas como: ALS (Agglutinin-Like Sequence), Hwp1 (Hyphal Wall Protein 1) e 

Iff/Hyr (Hyphally Regulated Protein 1) las cuales permiten la adhesión y desarrollo 

de los estreptococos. Se forman las estructuras con el patrón ¨mazorca de maíz¨, 

así, el probiótico tiene más superficies para su crecimiento hasta alcanzar su curva 

máxima y con ello una mayor densidad con relación a la levadura y en este punto la 

interacción se vuelve antagónica un mayor crecimiento de la bacteria inhibe el 

subsecuente desarrollo de la levadura posiblemente evitando la formación de 

filamentos. (15) Esto explicaría la presencia de pocas levaduras, así como de las 

alteraciones en esta célula. Probablemente también estarían involucradas las 

bacteriocinas que produce el S. dentisani; Conrads et al. tipificaron las bacteriocinas 

producidas por S. dentisani identificaron 11 posibles genes de bacteriocinas las 

cuales pertenecen a la Clase II b. Esta clase de bacteriocinas son formadoras de 

poros en la membrana celular y que coincide con nuestras observaciones. (25) Lo 



observado a través del AFM nos permitió comprender un poco la interacción directa 

hongo-bacteria. 

 
Dentro de las fortalezas del estudio se logró hacer una caracterización del efecto 

directo e indirecto del probiótico S. dentisani. Además, por los tiempos de incubación 

24 h y 48 h, y 1.5 en el caso de los sobrenadantes; evaluamos las diferentes etapas 

de la biopelícula de Candida spp., lo cual sienta las bases para futuros estudios en 

modelos murinos, así como ensayos clínicos para establecer la aplicación del S. 

dentisani como agente preventivo y/o terapéutico. 

El haber trabajado bajo los rasgos universales del diseño experimental hace a 

nuestros datos más confiables; se podrían usar en aproximaciones para el cálculo 

de una n en un estudio in vivo de la misma índole. El usar biopelículas mixtas de 

Candida spp. y algunas bacterias patógenas dentro de la cavidad oral, podría haber 

enriquecido nuestros resultados. 

Como perspectiva se plantea el desarrollar la biopelícula sobre superficies como 

esmalte, fibroblastos y/o con diferentes concentraciones de oxígeno, humedad, pH, 

etc., nos permitiría acercarnos más a la realidad de lo que ocurre dentro de la 

cavidad oral. Además, se pretende explicar mediante técnicas moleculares los 

mecanismos por los cuales se lleva a cabo el efecto antifúngico del S. dentisani y 

sus exometabolitos y la interacción hongo-bacteria. 

 
CONCLUSIÓN 

 
Los hallazgos del presente estudio dilucidan por primera vez, el efecto antifúngico 

de S. dentisani, en el desarrollo las biopelículas de Candida spp. El efecto podría 

atribuirse tanto a las interacciones directas de célula – célula y a la producción de 

exometabolitos que desestabilizan la organización y arquitectura de la biopelícula 

de Candida spp. Nuestro estudio también revelo que S. dentisani inhiben el 

desarrollo de Candida spp. en las diferentes fases de desarrollo de la biopelícula. 

Lo anterior apoya el uso del S. dentisani como probiótico de nicho específico, para 

prevenir y tratar la disbiosis oral; asociada a caries, candidiasis y periodontitis. Se 

requieren estudios en modelos animales. 
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Figura 1.- Ensayo con suspención celular probiótica: el diagrama muestra las diferentes fases de la biopelicula de Candida 
spp. en la parte superior, a las 0 h se incubo Candida spp. , posteriormente se añadia la suspención probiótica a las 7.5 o 

25.5 h según la fase que se queria evaluar (T) y finalmente se retiraba de incubacion para la siembra y conteo de UFC. 



 
 
 
 
 

 

 
 
 

Figura 2.- Ensayo con sobrenadantes probióticos: el diagrama muestra las diferentes fases de la biopelicula de Candida spp. 

en la parte superior, a las 0 h se incubo Candida spp. , posteriormente se añadian los sobrenadantes como lo indica A , en 
los tiempos 0 , 1.5 y 25.5 h según la fase que se queria evaluar (T) y finalmente se evalua la viabilidad celular B. 
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Figura 3.- Efecto directo de células probióticas S. dentisani en biopelículas de 24 h y 48 h de C. albicans ATCC 90028, C. 
glabrata ATCC 2001 y aislados clinicos de C.albicans (candidiasis, caries y periodontitis). Los datos se presentan como 
media ± DE ( n = 6). t- student * p < 0.05, ** p < 0.008, *** p < 0.002 , **** p < 0.0001 . 
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Figura 4.- Efecto directo de células probióticas S. dentisani concentrado (2x107 cel/mL) en biopelículas de 24 

h y 48 h de C. albicans ATCC 90028, C. glabrata ATCC 2001 y aislados clinicos de C.albicans (candidiasis, 

caries y periodontitis). Los datos se presentan como media ± DE ( n = 6). t- student * p < 0.05, ** p < 0.008, *** 

p < 0.002 , **** p < 0.0001 . 
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Figura 5.- Efecto directo de células probióticas S. dentisani y arginina en biopelículas de 24 h y 48 h de C. albicans ATCC 
90028, C. glabrata ATCC 2001 y aislados clinicos de C.albicans (candidiasis, caries y periodontitis). Los datos se presentan 
como media ± DE ( n = 6). t- student * p < 0.05, ** p < 0.008, *** p < 0.002, **** p <0.0001 . 
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Figura 6.- Efecto indirecto de S. dentisani (sobrenadantes) sobre biopelículas de 1.5 h (Fase 1), 24 h (Fase 2) y 48 h. (Fase 3) 
de C. albicans ATCC 90028, C. glabrata ATCC 2001 y aislados clinicos de C.albicans (candidiasis, caries y periodontitis). Los 
datos se presentan como media ± DE (n = 6). t- student * p < 0.05, ** p < 0.007, *** p <0.0001. 
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Figura 7.- Efecto indirecto S. dentisani (sobrenadantes) de y arginina sobre biopelículas de 1.5 hrs (Fase 1), 24 hrs (Fase 2) y 
48 hrs. (Fase 3) de C. albicans ATCC 90028, C. glabrata ATCC 2001 y aislados clinicos de C.albicans (candidiasis, caries y 
periodontitis). Los datos se presentan como media ± DE (n = 6). t- student ** p < 0.007, *** p <0.0001. 
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Figura 8.- Efecto directo de arginina sobre biopelículas de 24 h y 48 h de C. albicans ATCC 90028, C. glabrata 
ATCC 2001 y aislados clinicos de C.albicans (candidiasis, caries y periodontitis). Los datos se presentan como 
media ± DE ( n = 6). t- student * p < 0.05, ** p < 0.008, *** p < 0.002, **** p <0.0001 . 

* 
**** 

* 
*** 

** 

x
 1

0
5
 (

U
F

C
/m

l)
 

x
 1

0
5
 (

U
F

C
/m

l)
 



 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

Figura 9 .- a Visualización de Candida albicans ATCC 90028 en la fase 

de biopelícula madura de 48 h. Levaduras:células ovaladas de entre 1-2 

μm. 



 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 
 

Figura 9.- b Visualización de Streptococcus dentisani CECT 7746 en la fase 
de biopelícula madura 48 h. Se oberva la tipica forma de cocos, asosiados 
en cadenas y algunos diplococos. Células esféricas de entre 0.5 - 1 μm. 



 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

Figura 10.- a Visualización de biopelícula multiespecie C. albicans + S. dentisani 
en la fase de biopelícula madura de 48 h. Se obervarón levaduras de 
dimensiones reducidas. 



 
 
 
 

 

 
 

 

 
 

 

Figura 10.- b Visualización de biopelícula multiespecie C. albicans + S. 

dentisani en la fase de biopelícula madura de 48 h. Se observo una asociación 

de los MO: las hifas de Candida proporcionan superficies para la adhesión y 

crecimiento de cocos. Se observan levaduras con perforaciones en la 

membrana ↑. 
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Tabla 1.- Reducción de UFC de Candida spp. según la concentración de S. dentisani a 
las 24 h y 48 h. * x̄ ( n = 6) , ⌀ p > 0.05 t- student 

 
 

 
Suspensión celular 

 

 

Cepa 
S. dentisani (1x107 cel/mL) S.dentisani 2x (2x107 cel/mL) 

 

UFC control* 
UFC 

Tratamiento* 

 

Reducción 
 

UFC control* 
UFC 

Tratamiento* 

 

Reducción 

C.albicans ATCC 90028 57 36 37 % 53 24 55 % 

2
4
 h

 C.glabrata ATCC 2001 79 58 27% 73 53 28 % 

C.albicans candidiasis CA-C1 59 35 40% 60 30 51 % 

C.albicans caries CA-CR1 64 40 37% 62 40 35 % 

C.albicans periodontitis CA-P1 66 48 28% ⌀ 65 47 27% 

        

C.albicans ATCC 90028 185 133 28% 188 121 36 % 

4
8
 h

 C.glabrata ATCC 2001 186 145 22% 181 132 27 % 

C.albicans candidiasis CA-C1 158 125 21% 161 123 24 % 

C.albicans caries CA-CR1 170 129 24% 172 132 23 % 

C.albicans periodontitis CA-P1 170 129 24% 170 131 23 % 



 
 

Tabla 2.- Reducción de UFC de Candida spp. según la concentración de S. dentisani 
más arginina a las 24 h y 48 h. * x̄ ( n = 6) , ⌀ p > 0.05 t- student 

 

Suspensión celular más arginina 

 

 
Cepa 

S. dentisani (1x107 cel/mL) 

 
UFC control* 

 
UFC 

tratamiento* 

 
Reducción 

C.albicans ATCC 90028 54 34 38 % 

2
4
 h

 C.glabrata ATCC 2001 64 36 44% 

C.albicans candidiasis CA-C1 52 33 37% 

C.albicans caries CA-CR1 53 32 39% 

C.albicans periodontitis CA- 

P1 
51 33 34% 

     

C.albicans ATCC 90028 140 105 25% 

4
8
 h

 C.glabrata ATCC 2001 151 125 17% ⌀ 

C.albicans candidiasis CA-C1 139 105 24% 

C.albicans caries CA-CR1 127 88 30% 

C.albicans periodontitis CA- 

P1 
109 73 33% ⌀ 

 


