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Número de páginas: 103                                             Área de estudio: Microbiología Aplicada 

 

Candidato para el grado de Maestría en Ciencias con Orientación en Microbiología 

Aplicada 

       

 

Título de estudio: Estudio de competencia microbiana entre Lactiplantibacillus 

plantarum 299 V (DSM 9843), Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842, 

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 y Candida albicans 

 

 

 

Propósito y Método de Estudio:  El uso de terapias alternativas a los antimicóticos surge 

debido al creciente problema de la resistencia antimicrobiana y los efectos adversos 

asociados con el uso de azoles y equinocandinas, como la hepatotoxicidad. Este problema 

es especialmente preocupante en el caso de infecciones causadas por patógenos fúngicos 

como Candida albicans. Entre las terapias alternativas, los probióticos han despertado un 

creciente interés. En el presente proyecto se estudiaron las interacciones antagonistas entre 

Lactiplantibacillus plantarum 299V (DSM 9843), Lactobacillus delbrueckii subsp. 

bulgaricus (ATCC 11842), y Lactobacillus acidophilus (ATCC 4356) contra un aislado 

clínico oral de C. albicans. 

 

Contribuciones y conclusiones: Se realizaron cocultivos para evaluar el efecto inhibitorio 

de distintas Bacteria Ácido Lácticas (BAL) sobre C. albicans, identificando el punto de 

máxima inhibición y la estabilidad de este efecto. Entre las cepas evaluadas, L. plantarum 

mostró la mayor inhibición, con una reducción de 2.39 ciclos logarítmicos. La evaluación 

del Sobrenadante Libre de Células (CFS, por sus siglas en inglés) reveló que el de L. 

acidophilus alcanzó un 79.01 % de inhibición a pH 3.85. Sin embargo, al ajustar el pH a 

7 de los CFS de las tres BAL, el de L. plantarum mostró una inhibición del 28.35 %. 

Además, el uso de postbióticos de esta cepa resultó en una inhibición del 95.04 %. Por 

otro lado, en ensayos con una concentración terapéutica de 1x10⁹ UFC/mL, todas las cepas 
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inhibieron completamente el crecimiento de C. albicans. Asimismo, mediante microscopía 

óptica, se observó que los postbióticos de las BAL se coagregaron con C. albicans, un 

hallazgo no reportado previamente según nuestra revisión bibliográfica, lo que sugiere una 

posible interacción adicional en su efecto antimicótico. Se logró estudiar las interacciones 

antagónicas desarrolladas por L. plantarum, L. delbrueckii y L. acidophilus, el postbiótico 

y el CFS al cocultivarse con el patógeno C. albicans. Los resultados demostraron que el 

grado de inhibición de C. albicans varía entre cepas y depende del tipo de antimicótico 

utilizado (probiótico, postbiótico o CFS). 
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CAPÍTULO 1 

 

 

 

INTRODUCCIÓN 

 

 

1.1. Infecciones Fúngicas 

 

Las infecciones fúngicas representan una causa significativa de morbilidad y 

mortalidad a nivel mundial, con aproximadamente 1.7 millones de muertes anuales [1]. 

Estas enfermedades afectan principalmente a poblaciones vulnerables, como pacientes 

inmunocomprometidos debido a VIH, cáncer o tratamientos inmunosupresores [2]. A 

pesar de su impacto, suelen estar subestimadas en comparación con otras enfermedades 

infecciosas como la tuberculosis o la malaria, lo que ha limitado los esfuerzos para 

desarrollar soluciones efectivas [3] 

El manejo de estas infecciones es complejo debido a la creciente resistencia a los 

antifúngicos disponibles [4]. Actualmente, solo existen cuatro clases principales de 

antifúngicos: polienos, azoles, equinocandinas y antimetabolitos[5]. Esta limitada 

variedad terapéutica complica el manejo clínico, especialmente ante el aumento de 

patógenos resistentes. Además, factores como el cambio climático y el uso agrícola de 

antifúngicos han contribuido a la proliferación de especies resistentes [6]. 
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La Organización Mundial de la Salud (OMS) ha clasificado a Candida auris, 

Candida albicans, Aspergillus fumigatus y Cryptococcus neoformans como patógenos 

críticos debido a su alta letalidad y creciente resistencia a los tratamientos antimicóticos. 

En respuesta a este desafío, la OMS enfatiza la necesidad de desarrollar nuevos 

antifúngicos, mejorar el acceso a herramientas diagnósticas eficaces y fortalecer los 

sistemas de vigilancia, especialmente en regiones con recursos limitados. Estas acciones 

son fundamentales para mitigar el impacto de estas infecciones en la salud pública a nivel 

mundial. [7]. 

 

1.2.  Candida albicans 

 

Las especies de Candida son las principales causantes de infecciones humanas por 

hongos patógenos, siendo Candida albicans el agente más común en infecciones 

oportunistas. A nivel mundial, esta levadura provoca más de 150 millones de infecciones 

de las mucosas al año y alrededor de 200,000 muertes anuales por enfermedades invasivas 

y diseminadas, afectando principalmente a poblaciones vulnerables e 

inmunocomprometidas. Estos datos resaltan su considerable impacto en la salud global, 

especialmente en personas con sistemas inmunológicos debilitados [8]. 
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Figura 1. Tinción de C. albicans con azul metileno aumento 100x 

 

C. albicans es una levadura polimórfica (Figura 1) que forma parte de la microbiota 

normal en aproximadamente el 50 % de la población. Coloniza la cavidad orofaríngea, el 

tracto gastrointestinal, el tracto vaginal y la piel de individuos sanos. Aunque normalmente 

actúa como comensal, ciertos factores pueden desencadenar su transición a patógeno, 

provocando candidiasis que afectan principalmente mucosas orales, vaginales y 

gastrointestinales, o, en casos graves, candidemia, una infección sistémica en la que C. 

albicans ingresa al torrente sanguíneo [9, 10].  

 

1.2.1. Candidiasis Oral  

 

En México, C. albicans es la principal causa de candidiasis tanto superficial como 

invasiva, y es responsable de aproximadamente el 71 % de los casos de candidiasis oral. 

Aunque existen más de 200 especies de Candida, C. albicans es la más prevalente, 

especialmente en poblaciones vulnerables. Entre las poblaciones más afectadas se encuentran 

niños y adolescentes, pacientes oncológicos, personas con diabetes, niños desnutridos y 

comunidades indígenas, como la tarahumara [11]. 
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1.2.1.1. Factores de Riesgo para Candidiasis Oral. 

 

C. albicans puede pasar de ser un comensal a un patógeno cuando ciertos factores de 

predisposición se ven comprometidos. Entre los factores locales más destacados se 

encuentran la hipofunción salival, el uso prolongado de prótesis dentales mal ajustadas, la 

terapia prolongada con corticosteroides tópicos y el tabaquismo, los cuales crean condiciones 

propicias para la proliferación del hongo en la cavidad oral [12]. 

Por otro lado, los factores sistémicos como el envejecimiento y enfermedades que 

comprometen el sistema inmunológico, tales como el VIH, el cáncer y la diabetes, también 

desempeñan un papel clave en el desarrollo de la candidiasis oral. La inmunosenescencia en 

personas mayores y los sistemas inmunitarios inmaduros en los bebés incrementan su 

susceptibilidad a las infecciones. El uso de antibióticos de amplio espectro altera la 

microbiota, permitiendo el crecimiento excesivo del microorganismo. Además, las 

deficiencias nutricionales en minerales y vitaminas esenciales contribuyen al debilitamiento 

del sistema inmunológico, lo que facilita la persistencia de la infección [13]. 

 

1.2.1.2. Tratamiento y Prevención. 
 

El tratamiento de la candidiasis oral requiere un enfoque integral que combine 

antifúngicos, medidas estrictas de higiene oral y la restauración de la eubiosis microbiana. 

Los antifúngicos, como la nistatina (tópico) y el fluconazol (sistémico), son esenciales 

para controlar la infección. Sin embargo, presentan desafíos significativos, como la 

resistencia en biopelículas. Estas biopelículas mixtas, formadas por C. albicans y 
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bacterias orales como Streptococcus mutans, crean matrices extracelulares que secuestran 

antifúngicos y promueven la resistencia [14]. Por ello, la combinación de terapias 

convencionales con agentes disruptores de biopelículas es esencial para abordar estas 

limitaciones y mejorar la efectividad del tratamiento.  

Además, investigaciones sobre los mecanismos de resistencia a los antifúngicos 

han identificado estrategias avanzadas de los microorganismos, como la producción de 

enzimas específicas y el uso de bombas de expulsión, lo que subraya la complejidad de 

este problema y la necesidad de innovaciones terapéuticas [15].  En este contexto, 

tecnologías emergentes como la edición genética mediante CRISPR-Cas se perfilan como 

herramientas innovadoras para combatir esta resistencia [16]. 

En este sentido, la integración de probióticos en el tratamiento se presenta como 

un enfoque complementario prometedor. Especies como Lactobacillus rhamnosus, 

Lactiplantibacillus plantarum y Lactobacillus reuteri han demostrado eficacia al inhibir 

el desarrollo de biopelículas de C. albicans y reducir la expresión de genes relacionados 

con su virulencia, como hwp1 y als3 [17] . Además, los probióticos compiten por sitios 

de adhesión y producen metabolitos secundarios que no solo inhiben el crecimiento del 

patógeno, sino que también modulan positivamente el sistema inmunológico, facilitando 

la eliminación de C. albicans sin efectos secundarios. 

Por otro lado, medidas adicionales, como la desinfección y cuidado de prótesis 

dentales, la cesación del tabaquismo y el uso adecuado de enjuagues bucales tras 

inhaladores con esteroides, son fundamentales para reducir factores de riesgo [18]. El 

control de enfermedades subyacentes también resulta crucial para prevenir recurrencias.  
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1.2.2. Factores de Virulencia de C. albicans 

 

1.2.2.1. Polimorfismo. 

C. albicans es un hongo patógeno que puede cambiar entre distintas formas 

morfológicas, como blastosporas, pseudohifas e hifas (Figura 2), lo que le confiere una 

gran capacidad para adaptarse y causar infecciones en el huésped. Este polimorfismo le 

permite evadir el sistema inmunológico y facilitar su invasión en los tejidos del huésped. 

La conversión de la forma de levadura (blastosporas) a las formas filamentosas (hifas y 

pseudohifas) es clave en la virulencia de C. albicans, ya que la forma de hifa es 

especialmente invasiva y está asociada con infecciones más graves. Esta capacidad de 

transición está regulada por vías de señalización que responden a factores ambientales 

como la temperatura, el pH y la disponibilidad de nutrientes [10, 19]. 

 

Figura 2. Transición morfológica de C. albicans durante el proceso de infección 

[10]. 

Entre los genes que participan en la regulación de este proceso, se destacan efg1 y 
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cph1, ambos responsables de promover la formación de hifas en respuesta a estímulos 

ambientales, aunque funcionan de manera independiente. Efg1 está involucrado en la vía 

de señalización dependiente de Adenosin Monofosfato Cíclico (AMPc), mientras que 

cph1 actúa como un regulador paralelo. Además, el gen hgc1 es esencial para el 

alargamiento de las hifas, ya que su mutación impide la formación adecuada de las 

mismas. El gen ras1, por su parte, actúa a través de la vía de la proteína quinasa A (PKA, 

por sus siglas en inglés), controlando la transición entre las diferentes formas 

morfológicas. Otros genes como tec1, que regula la formación de pseudohifas, y nrg1, un 

represor que inhibe la formación de hifas en condiciones normales lo que ayuda a 

mantener la plasticidad morfológica de C. albicans [20]. 

1.2.2.2. Biopelícula 

Las infecciones orales por C. albicans asociadas a biopelícula son un desafío 

clínico considerable debido a su alta resistencia a los antifúngicos convencionales y a su 

compleja estructura. Estas biopelículas, que se desarrollan tanto en tejidos del huésped 

como en dispositivos médicos, comienzan con la adhesión inicial de las células de 

levadura, mediada por adhesinas como als3 y hwp1 [21]. Este paso es esencial para 

establecer la base de la biopelícula. 

El desarrollo de la biopelícula sigue un ciclo bien definido (Figura 3): adhesión, 

proliferación, maduración y dispersión. Durante la proliferación, las células fúngicas 

generan una estructura tridimensional, mientras que en la maduración producen una matriz 

extracelular compuesta por glucanos, proteínas y ADN [22]. Esta matriz protege a la 

biopelícula de la acción de los antifúngicos y del sistema inmune, incrementando hasta 

1000 veces la resistencia de las células en comparación con las planctónicas [23]. 
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Finalmente, en la dispersión, las células liberadas colonizan nuevas superficies, 

perpetuando la infección. 

En la cavidad oral, las infecciones oportunistas por Candida, principalmente C. 

albicans, se manifiestan como placas blanquecinas sobre las mucosas. Otras especies 

como Candida dubliniensis, Candida krusei, Candida parapsilosis y Candida glabrata 

pueden contribuir en menor grado[24]. Estos hongos forman biopelículas tanto en tejidos 

como en dispositivos médicos, donde su estrecho contacto con la mucosa palatina puede 

inducir inflamación [25]. Aunque las levaduras son resistentes, las biopelículas suelen ser 

dominadas por bacterias, lo que implica un abordaje terapéutico amplio[14]. 

Para enfrentar estos desafíos, se han desarrollado estrategias innovadoras, entre 

ellas nuevos antifúngicos como rezafungina e ibrexafungerp, efectivos contra biopelículas 

maduras [26]. Las terapias combinadas, como artemisininas con miconazol, potencian los 

efectos antifúngicos, mientras que los enfoques antivirulencia buscan impedir la 

formación de biopelículas sin inducir resistencia [27]. Además, enzimas como 

desoxirribonucleasa y glucanasa pueden degradar la matriz extracelular, optimizando así 

la acción de los tratamientos antifúngicos convencionales [28]. El uso de probióticos 

destaca como una terapia alternativa notable por su ausencia de efectos secundarios. Su 

aplicación, ya sea en monoterapia o en combinación con antifúngicos tradicionales, está 

emergiendo como una opción terapéutica prometedora. Especies como L. rhamnosus y L. 

plantarum han mostrado su capacidad para inhibir el crecimiento de C. albicans y 

disminuir la formación de biopelículas orales, actuando mediante la producción de 

compuestos antimicrobianos y la modulación del entorno microbiano [29–31]. Estas 

estrategias prometen mejorar el manejo de infecciones por biopelículas. 



9  

 

Figura 3. Fases de la formación de la biopelícula de C. albicans [10] 

 

 

1.3. Probióticos 

 

 

“El término probiótico hace referencia a aquellos microorganismos vivos que, 

administrados en cantidades adecuadas, resultan beneficiosos para la salud del huésped” 

[32]. Los probióticos han demostrado su efectividad en la regulación de la microbiota 

intestinal. Las familias más estudiadas incluyen Lactobacillaceae y Bifidobacteriaceae, 

las cuales desempeñan un papel fundamental en el mantenimiento del equilibrio 

microbiano del intestino. Investigaciones recientes han destacado la capacidad de los 

probióticos para mejorar la barrera intestinal, reducir la inflamación y promover una 

respuesta inmunitaria más equilibrada [33–36]. Además, varios estudios han mostrado que 

las especies de Lactobacillus, como L. acidophilus, L. rhamnosus y L. reuteri, poseen 

efectos antifúngicos, inhibiendo el crecimiento de C. albicans mediante la producción de 
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metabolitos como ácidos orgánicos, peróxido de hidrógeno y bacteriocinas[37]. Estas 

sustancias interfieren en la formación de biopelículas, adhesión celular y morfogénesis de 

la levadura. 

En el ámbito oral, donde C. albicans puede colonizar la mucosa y formar 

biopelículas, los probióticos han sido utilizados como tratamiento complementario en la 

candidiasis orofaríngea. Es importante destacar el impacto de cepas como Lactobacillus 

johnsonii MT4, que posee actividad quitinasa capaz de comprometer la integridad de la 

pared celular de C. albicans. Este mecanismo no solo disminuye la virulencia del hongo, 

sino que también facilita la recuperación de la microbiota oral, como se ha demostrado en 

modelos murinos [38]. Asimismo, probióticos como Lactobacillus salivarius han 

mostrado alta eficacia al competir con C. albicans por nutrientes y sitios de adhesión, 

además de estimular el sistema inmunológico mediante la activación de células dendríticas 

y linfocitos T, reforzando así la defensa del huésped frente a infecciones oportunistas [39]. 

Estos hallazgos posicionan a los probióticos como una alternativa terapéutica con 

potencial clínico. 

 

1.3.1. Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 

 

L. delbrueckii es una Bacteria Ácido Láctica (BAL) perteneciente al género 

Lactobacillus, con amplias aplicaciones en la industria alimentaria, especialmente en la 

fermentación de productos lácteos y ciertos quesos. Esta bacteria es clave en la producción 

de yogur, un alimento que su consumo ha sido vinculado a una reducción en la mortalidad 

por diversas causas, incluidas las enfermedades cardiovasculares. Su principal 
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característica es la capacidad de fermentar carbohidratos, en especial la lactosa, generando 

ácido láctico como producto final. Este proceso no solo mejora la textura y el sabor de los 

productos fermentados, sino que también crea un ambiente ácido que inhibe el crecimiento 

de microorganismos no deseados, lo que contribuye a la conservación del producto[40, 

41]. 

Más allá de su rol alimentario, esta bacteria ha despertado interés por sus 

propiedades probióticas. Produce metabolitos antimicrobianos como ácido láctico, con 

capacidad para inhibir patógenos como Escherichia coli, Salmonella enterica y 

Staphylococcus aureus[42, 43]. En el ámbito oral, se ha reportado que L. delbrueckii 

puede competir por sitios de adhesión en las mucosas, impidiendo la colonización de 

patógenos como Fusobacterium nucleatum, Streptococcus oralis y Streptococcus 

gordonii. Estas características destacan a L. delbrueckii subsp. bulgaricus como un 

microorganismo clave tanto en la salud intestinal como oral [44]. 

 

1.3.2. Lactiplantibacillus plantarum 

 

Lactiplantibacillus plantarum es una bacteria láctica ampliamente conocida por su 

presencia en alimentos fermentados como vegetales, chucrut, masa madre y quesos, donde 

desempeña un papel clave en los procesos de fermentación. [45]. Además, se ha destacado 

por sus propiedades probióticas, como la capacidad de modular la microbiota intestinal y 

fortalecer la barrera intestinal[46, 47]. Estas propiedades se deben en parte a la producción 

de compuestos antimicrobianos como plantaricina y ácidos orgánicos, los cuales también 

inhiben el crecimiento de patógenos alimentarios como Listeria monocytogenes y 
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Pseudomonas aeruginosa [48, 49]. 

En el ámbito de la salud oral, L. plantarum ha mostrado una acción eficaz contra 

microorganismos patógenos como S. mutans, C. albicans, Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans y Actinomyces naeslundii. Su capacidad para producir sustancias 

antimicrobianas, como ácido láctico y bacteriocinas, le permite inhibir el crecimiento de 

estos patógenos y dificultar la formación de biopelículas en superficies dentales [50] . 

Asimismo, esta especie puede modular genes asociados con la virulencia de los patógenos 

orales, lo que refuerza su papel en la prevención de caries e infecciones orales. 

De igual manera, L. plantarum se adhiere a células epiteliales y superficies 

recubiertas de saliva, donde forma biopelículas beneficiosas que compiten eficazmente 

con patógenos [51]. Su resistencia a la lisozima y al peróxido de hidrógeno, junto con su 

capacidad para reducir biopelículas perjudiciales para patógenos y proteger el esmalte 

dental, contribuye a disminuir el riesgo de caries [52]. Además, su actividad 

antiinflamatoria refuerza su potencial como probiótico en la prevención de infecciones 

orales. 

 

1.3.3. Lactobacillus acidophilus 

 

L. acidophilus es ampliamente reconocida por sus propiedades probióticas y su 

capacidad para mantener el equilibrio de la microbiota intestinal [53]. Produce ácido 

láctico y bacteriocinas, como la acidocina, que inhiben el crecimiento de bacterias 

patógenas y favorecen la salud digestiva, previniendo infecciones [53–55]. Además, su 

consumo mediante suplementos o alimentos ha demostrado ser efectivo en la prevención 

de infecciones vaginales y en el fortalecimiento del sistema inmunológico, aumentando la 
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producción de células inmunitarias [56, 57]. También se ha destacado su capacidad para 

combatir patógenos como Clostridium difficile y Helicobacter pylori, reforzando su 

potencial antimicrobiano en el tracto gastrointestinal [58]. 

En la cavidad oral, L. acidophilus desempeña un papel clave en el mantenimiento 

de una microbiota saludable. Inhibe el crecimiento de bacterias patógenas como S. mutans 

y Porphyromonas gingivalis mediante la producción de ácido láctico y bacteriocinas, 

previniendo caries y enfermedades periodontales [59, 60]. Además, tiene la capacidad de 

inhibir la producción de glucano por parte de S. mutans, lo que impide que este sea 

utilizado como sustrato para la formación de biopelículas. Estas propiedades lo posicionan 

como un candidato prometedor en terapias probióticas para la salud oral [60]. 

 

1.4. Postbióticos 

 

“El termino postbiótico hace referencia a la preparación de microorganismos 

inanimados y/o sus componentes que confieren un beneficio para la salud del huésped” 

[61]. A diferencia de los probióticos, que dependen de la presencia de microorganismos 

vivos, los postbióticos actúan independientemente de la viabilidad celular, lo que les 

confiere mayor estabilidad y durabilidad en su aplicación [62]. Este enfoque ha generado 

un creciente interés en el desarrollo de productos terapéuticos y suplementos funcionales 

que aprovechan los beneficios de los metabolitos microbianos sin la necesidad de 

mantener las bacterias vivas, lo que a menudo plantea desafíos en términos de costos y 

eficiencia productiva. 

Entre los componentes más comunes de los postbióticos se incluyen fragmentos 
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de membrana celular, Sobrenadante Libre de Células (CFS, por sus siglas en inglés), 

bacterias lisadas, Ácidos Grasos de Cadena Corta (SCFA, por sus siglas en inglés), 

enzimas, microrganismos inanimados y Exopolisacáridos (EPS, por sus siglas en inglés). 

Estos compuestos tienen efectos inmunomoduladores, antiinflamatorios y 

antimicrobianos, contribuyendo a la mejora de la salud intestinal y la prevención de 

diversas enfermedades. Los SCFA, por ejemplo, han demostrado regular el pH del colon, 

lo que inhibe el crecimiento de patógenos. [63], mientras que los EPS pueden actuar como 

prebióticos, favoreciendo el crecimiento de bacterias beneficiosas en el tracto 

digestivo[64]. La versatilidad de los postbióticos y sus beneficios a la salud los convierte 

agentes bioactivos prometedores. 

 

 

1.4.1. CFS 

 

El CFS es la fracción líquida que se obtiene después de cultivar los 

microorganismos. Este líquido contiene una variedad de metabolitos bioactivos, que 

pueden incluir ácidos orgánicos, peróxido de hidrógeno, diacetileno y Sustancias 

Inhibidoras Similares a las Bacteriocinas (BLIS, por sus siglas en inglés) [65]. La 

composición del CFS depende en gran medida de los nutrientes presentes en el medio de 

crecimiento del microorganismo, lo que influye en la producción y la actividad de los 

metabolitos generados durante la fermentación [62].  

Varios estudios han evidenciado que el CFS de las BAL es efectivo para combatir 

bacterias patógenas [66], inhibiendo tanto su crecimiento como la formación de 

biopelículas. Por ejemplo, se ha demostrado que el CFS de L. acidophilus ATCC 4356 es 
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eficaz contra P.aeruginosa [67]. En otro estudio, el CFS de L. plantarum mostró la 

capacidad de inhibir el crecimiento de patógenos como E. coli, S. aureus, Salmonella 

typhimurium y L. monocytogenes cuando se utilizó para marinar carne de res, manteniendo 

además su aceptabilidad sensorial [68] . Asimismo, se ha determinado que el sobrenadante 

del cultivo de L. rhamnosus presenta propiedades anticancerígenas y puede sensibilizar a 

las células cancerosas a los tratamientos quimioterapéuticos  [69]. 

Mientras que en la cavidad oral los CFS de Lactobacillus inhiben S. mutans, 

reduciendo su crecimiento y biopelículas sin depender del pH  [70]. Cepas como 

Lactobacillus fermentum 20.4 y Lacticaseibacillus paracasei 11.6, 20.3, 25.4 demostraron 

alta eficacia en superficies de hidroxiapatita gracias a compuestos bioactivos como 

bacteriocinas y ácidos orgánicos [70]. Estos CFS son una alternativa segura y prometedora 

para combatir patógenos orales y mantener la microbiota bucal en equilibrio [71]. 

 

1.4.2. Microorganismos Inanimados o Postbióticos 

 

El término "microorganismos inanimados" fue introducido en 2021 por la 

Asociación Científica Internacional de Probióticos y Prebióticos (ISAPP, por sus siglas 

en inglés). Aunque no ha sido completamente aceptado por la comunidad científica debido 

a la posible confusión con organismos abióticos, sin embargo, ha sido útil para 

estandarizar conceptos en las investigaciones sobre probióticos y postbióticos. [72]. 

 

1.4.2.1. Métodos de Producción de Postbióticos. 

 

La inactivación de probióticos puede realizarse mediante métodos mecánicos y no 
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mecánicos. Los métodos mecánicos suelen aplicar fuerzas físicas a las suspensiones 

celulares, mientras que los no mecánicos incluyen métodos físicos (cavitación, sonicación 

y compresión por gas), químicos (uso de solventes, detergentes y cambios de pH), y 

biológicos (inhibidores de membrana y enzimas) [73]. Algunos métodos físicos provocan 

la muerte del microorganismo, pero mantiene algunos de sus beneficios para la salud. El 

método elegido debe preservar las propiedades funcionales de los probióticos y una 

combinación de técnicas puede optimizar la inactivación de los microorganismos [74]. 

Los postbióticos, como los microorganismos inanimados, tienen aplicaciones en 

diversas áreas. Investigaciones recientes destacan el uso de esta tecnología en el ámbito 

alimentario, donde se emplean para producir productos funcionales y seguros sin 

comprometer su vida útil [75]. En el campo de la medicina, se ha observado que L. 

plantarum inactivado mejora la coagregación con patógenos como S. aureus 25923 y L. 

monocytogenes 15313 [76]. Además, en estudios con ratones diabéticos, apósitos 

infundidos con Lactococcus chungangensis CAU 1447 inactivado por calor promovieron 

la cicatrización al aumentar la expresión temprana de factores y citocinas (IL-4, IL-6, IL-

10 y TNF-α) [77].  

En la cavidad oral, los lisados bacterianos inducen una disminución significativa 

en los marcadores inflamatorios, como IL-6 y TNF-α, lo que contribuye a la regeneración 

de los tejidos periodontales afectados. Asimismo, inhiben el crecimiento de 

microorganismos patógenos, como A. actinomycetemcomitans y F. nucleatum [78]. Entre 

ellos, el lisado bacteriano Respibron® se presenta como una alternativa efectiva para el 

tratamiento de la periodontitis, ya que no solo normaliza el estrés oxidativo, sino que 

también promueve la reparación del tejido gingival [79]. Si bien se ha visto el beneficio 
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de los microorganismos inactivados por diferentes técnicas aún se desconoce con 

exactitud el mecanismo de acción de los mismos [80]. Este campo sigue siendo objeto de 

investigación para aplicaciones clínicas y alimentarias. 

1.5. Cocultivos 

 

Los cocultivos microbianos son una herramienta biotecnológica valiosa para 

replicar las condiciones en las que diversas especies microbianas interactúan, como ocurre 

en la naturaleza o en procesos industriales [81]. A diferencia de los cultivos puros, los 

cocultivos permiten aprovechar sinergias entre microorganismos, mejorando la 

producción de metabolitos bioactivos y la eficiencia de procesos biológicos. Esta técnica 

es esencial para la obtención de productos complejos, como antibióticos, enzimas o ácidos 

orgánicos, que serían difíciles de producir con una sola especie [82]. Además, los 

cocultivos facilitan el estudio de interacciones microbianas como competencia, 

mutualismo o antagonismo, lo que resulta clave para comprender y controlar comunidades 

microbianas en diversos contextos [83]. 

En la industria alimentaria, los cocultivos han demostrado su eficacia en la mejora 

de la seguridad y la calidad de los productos. Por ejemplo, en embutidos fermentados, el 

cocultivo de Lactobacillus y Staphylococcus reduce bacterias indeseables como 

Leuconostoc y Weissella durante la maduración, favoreciendo la presencia de 

microorganismos beneficiosos como Lactobacillus y Pediococcus. Este proceso también 

potencia la formación de compuestos volátiles, como el 2-nonenal, que mejoran el perfil 

sensorial de los productos finales [84]. En el caso de patógenos del camarón, el cocultivo 

de Lactobacillus con Vibrio cholerae y Vibrio parahaemolyticus ha mostrado ser 
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altamente efectivo para reducir la producción de cadaverina, una amina biógena 

perjudicial. Cepas como L. plantarum y Leuconostoc mesenteroides lograron disminuir 

en un 77-80 % los niveles de cadaverina en extracto de camarón y caldo de lisina. Estos 

resultados destacan el potencial de los cocultivos para mejorar la seguridad alimentaria, 

regular comunidades microbianas y optimizar procesos industriales, consolidándose como 

una estrategia clave en biotecnología aplicada [85]. 
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CAPÍTULO 2 

 

 

 

ANTECEDENTES 
 

C. albicans es un hongo que puede afectar diversas mucosas del cuerpo, 

incluyendo la oral, intestinal, vaginal y la piel [10]. En 2022, la OMS incluyó a C. albicans 

en su lista de patógenos fúngicos prioritarios debido a su creciente resistencia a los 

tratamientos disponibles[86]. Este microorganismo es difícil de combatir, ya que su 

diagnóstico temprano es complicado por la sintomatología inespecífica y su capacidad 

para evadir el sistema inmunológico [87]. Los principales antimicóticos utilizados para 

tratar infecciones por C. albicans incluyen azoles, polienos, equinocandinas, pirimidinas 

como la 5-fluorocitosina y alilaminas [88].  Sin embargo, el uso prolongado de algunos 

de estos antimicóticos, como los azoles y la 5-fluorocitosina, puede causar efectos 

adversos significativos, como la hepatotoxicidad [16, 89]. Además, la resistencia de 

Candida spp. a los antimicóticos ha ido en aumento. Según un informe de 2019 del Centro 

para el Control y la Prevención de Enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés) de EE. 

UU., más de 34,000 casos y 1,700 muertes anuales se deben a infecciones por Candida 

resistentes a los medicamentos[90]. 
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Debido a la creciente resistencia de C. albicans a los antimicóticos convencionales, 

se ha propuesto el uso de terapias alternativas como los probióticos y postbióticos [91]. 

Entre las cepas de probióticos que han mostrado potencial terapéutico se encuentran L. 

plantarum 299V (DSM 9843), L. delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842 y L. 

acidophilus ATCC 4356. Estas cepas están clasificadas como Generalmente Reconocidas 

como Seguras (GRAS, por sus siglas en inglés) por la Administración de Alimentos y 

Medicamentos de los EE. UU. (FDA, por sus siglas en inglés), debido a su capacidad para 

sobrevivir al paso por el sistema gastrointestinal[92–94]. Diversos estudios han 

demostrado que estas cepas son capaces de inhibir el crecimiento de patógenos, 

incluyendo varias especies de Enterobacteriaceae, regular la microbiota intestinal y frenar 

el crecimiento de otros microorganismos como Bacillus subtilis [84, 95, 96] 

Además de sus efectos frente a bacterias patógenas, estas cepas también han 

demostrado la capacidad de inhibir el crecimiento de C. albicans. Informes recientes sobre 

la interacción entre C. albicans y L. plantarum han evidenciado su efectividad. En 2018, 

un estudio con L. plantarum MG989 demostró que esta cepa inhibía aislados de C. 

albicans provenientes de mujeres con vulvovaginitis [97] En 2020, una investigación en 

ratas reveló que L. plantarum CCFM8724 podía prevenir y combatir caries inducidas por 

C. albicans y S. mutans [98]. En 2022, un estudio con cocultivos de C. albicans, S. mutans 

y L. plantarum 8014 mostró una inhibición significativa de C. albicans[31]. Más 

recientemente, en 2024, se llevaron a cabo cocultivos de L. plantarum y C. albicans que 

analizaron tanto las interacciones como la expresión génica de cada microorganismo [99].  

Las interacciones entre L. acidophilus y C. albicans han sido ampliamente 

investigadas. En 2015, un estudio demostró que L. acidophilus ATCC 4356 inhibía la 
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formación de biopelículas de C. albicans y atenuaba la candidiasis en el modelo in vivo 

de Galleria mellonella [100]. Posteriormente, en 2019, se encontró que esta misma cepa 

tenía la capacidad de inhibir el crecimiento de diversas cepas de C. albicans provenientes 

de aislados vaginales[101]. En 2023, se observaron diferencias significativas en la 

inhibición de la biomasa de C. albicans tras la exposición al CFS de L. acidophilus 

después de 24 horas de incubación [17]. 

Otra cepa que ha sido estudiada por su interacción con C. albicans es L. 

delbrueckii. Un estudio de 2019 mostró una reducción significativa de la infección por     

C. albicans en ratas después del consumo oral o tratamiento intravaginal con este 

probiótico [102]. En 2023, se cocultivó C. albicans ATCC 10231 con L. delbrueckii VG2, 

y se encontró una inhibición de 1 ciclo logarítmico del crecimiento de C. albicans [103]. 

Y en este año, Yocheva et al. (2024) demostraron que diversas cepas de L. delbrueckii 

aisladas de productos lácteos, humanos y vegetales tenían un efecto inhibitorio sobre C. 

albicans ATCC 10231 cuando se evaluó su interacción en cocultivo[104]. 

A lo largo de los años, se han realizado numerosos estudios sobre las interacciones 

entre las BAL y Candida albicans. Sin embargo, la mayoría de estas investigaciones han 

enfocado su atención principalmente en los efectos inhibitorios que generan los 

metabolitos de las BAL, como el peróxido de hidrógeno, el ácido láctico, las bacteriocinas, 

los biosurfactantes, los exopolisacáridos y los ácidos grasos[99, 104–107] . Los hallazgos 

sugieren que la capacidad de las BAL para inhibir a C. albicans varía según diversos 

factores, incluyendo la especie y cepa de la bacteria, la concentración celular, el tiempo 

de exposición y las condiciones ambientales en las que ocurre la interacción [104, 108, 

109]. 
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Además, se han observado discrepancias entre el porcentaje de inhibición de C. 

albicans en medios sólidos en comparación con medios semisólidos o líquidos, 

encontrándose mayor inhibición en los medios líquidos [104, 106]. La mayoría de los 

estudios se han centrado en cepas de C. albicans provenientes de colecciones como la 

ATCC o aislados vaginales, mientras que los aislados clínicos orales han sido menos 

estudiados [100, 110]. Asimismo, no se ha evaluado de manera exhaustiva el efecto 

antimicótico de los postbióticos, ya que la mayoría de los estudios se han centrado en los 

probióticos o en algunos de sus metabolitos [46, 99].  

Aunque se han realizado cocultivos entre BAL y C. albicans, aún no se ha evaluado 

cómo varía el comportamiento de diferentes cepas de Lactobacillus o Lactiplantibacillus 

a lo largo del tiempo, ya que muchos estudios solo han realizado conteos a las 0 y 24 horas 

[104]. Además, aunque se ha reportado inhibición a diferentes concentraciones de L. 

acidophilus y L. plantarum, no siempre se detallan los resultados de los controles de 

crecimiento, lo que dificulta las comparaciones en términos de porcentaje de inhibición 

entre distintas cepas de probióticos [111].  

Por lo tanto, resulta necesario llevar a cabo un estudio que compare de manera más 

exhaustiva las diferencias en la inhibición de C. albicans en medios líquidos y sólidos, así 

como el efecto inhibitorio de los probióticos, postbióticos y CFS bajo distintas condiciones 

experimentales. En este contexto, el presente estudio se propone investigar las 

interacciones antagónicas entre L. plantarum, L. acidophilus, L. delbrueckii y C. albicans, 

cocultivando estos microorganismos y evaluando su comportamiento a lo largo del 

tiempo. También se evaluará el efecto antimicótico de los CFS, los postbióticos y los 

probióticos. Con el fin de establecer una base científica para el desarrollo de terapias 
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alternativas, solas o en combinación con antibióticos, que contribuyan al tratamiento de 

infecciones por C. albicans en la mucosa oral. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



24  

 

 

 

CAPÍTULO 3 

 

 

 

HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

 

 
3.1. Hipótesis 

 

Las bacterias, el postbiótico y/o sobrenadante libre de células de L. plantarum 

299V (DSM 9843), L. delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842 y L. acidophilus ATCC 

4356 al cocultivarse con C. albicans son capaces de desarrollar una relación antagónica 

en el medio MRS fortificado. 

 

 

 

3.2. Objetivo General 

 

Determinar los efectos antagónicos de las bacterias L. plantarum 299V (DSM 

9843), L. delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842, L. acidophilus ATCC 4356, el 

postbiótico y/o sobrenadante libre de células al cocultivarse con el patógeno C. albicans 

en MRS fortificado. 
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3.3.  Objetivos Específicos 

 

1. Establecer un medio de cultivo que permita el crecimiento óptimo de L. plantarum 

299 V (DSM 9843), L. delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842, L. acidophilus 

ATCC 4356 y C. albicans.  

2. Evaluar el desarrollo a través del tiempo de L. plantarum 299 V (DSM 9843), L. 

delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842, L. acidophilus ATCC 4356 y C. 

albicans en el medio MRS fortificado tanto de manera individual como en 

conjunto. 

3. Evaluar la CMI de las BAL, el postbiótico y/o el sobrenadante libre de células de 

L. plantarum 299 V (DSM 9843), L. delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842, 

L. acidophilus ATCC 4356 contra C. albicans. 

4. Caracterizar uno de los mecanismos de interacción entre C. albicans y las  BAL, 

el postbiótico y/o el sobrenadante libre de células de L. plantarum 299 V (DSM 

9843), L. delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842 y L. acidophilus ATCC 

4356. 
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CAPÍTULO 4 

 

 

 

METODOLOGÍA 

 

 

 

4.1. Estrategia General del proyecto 
 

 

Figura 4. Estrategia general de trabajo 
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4.2. Localización 

 

 

Este proyecto se realizó en el Laboratorio de Biología Sintética y de Sistemas 

(LBSS), perteneciente al Laboratorio de Innovación y Desarrollo Biotecnológico del 

Centro de Investigación en Biotecnología y Nanotecnología (CIBYN) de la Facultad de 

Ciencias Químicas de la U.A.N.L. Los experimentos con C. albicans se llevaron a cabo 

en el Centro de Biotecnología FEMSA del Tecnológico de Monterrey. 
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4.3. Material, reactivos y equipo utilizado 

 

Tabla 1. Material  

 

 

Tabla 2. Reactivos 

 

  Reactivo Marca 

Agar bacteriológico BD Bioxon 

Caldo De Man, Rogosa Y Sharpe (MRS) Merk 

Caldo Yeast Mold (YM) Neogen 

Caldo Trypticase Soy Broth (TSB) BD Bioxon 

Cristal Violeta CTR 

Etanol al 96 %  CTR 

Pastillas de Phosphate Buffered Saline (PBS)  Merck 

Fenolftaleina Solución 1 % Etanólica  Merck 

Peptona bacteriológica  MCD LAB 
Fluconazol  Sigma Aldrich 

Eritromicina Sigma Aldrich 

Agua desionizada No aplica 

 

 

 

 

Material Marca 

Micropipetas capacidad 2-20, 20-200 y 100-1000 µL Thermo Fisher  

Puntillas para micropipeta Corning 

Filtros de jeringa de 0.22 µm Merck Millipore 

Cajas Petri de poliestireno BD 

Matraces Erlenmeyer 125, 250 y 500 mL Pyrex 

Tubos para cultivo HACH 

Tubos para centrífuga de 15 y 50 mL Corning 

Placas de 96 pocillos Corning 

Celdas para espectrofotómetro Brand 

Bureta graduada de 100 mL Kavalier 
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Tabla 3. Equipos 

  

Equipo Marca Modelo 

Incubadora Shell Lab Labtech 1575 

Balanza analítica Mettler Toledo ML54 /03 

Vortex Lab-Line 1195 

Contador de colonias Leica 3327 

Campana de flujo laminar Labconco 3621204 

Autoclave Sanyo MLS-3751 

Espectrofotómetro Optizen 2120 UV Plus 

Lector de placas Thermo Fisher Multiskan GO 

Centrífuga ThermoElectron Centrac-034 

Potenciometro Orion Star Thermo Fisher A210 

Ultracongelador ThermoFisher TDE40086FA 

Microondas Daewoo KOR-1NOAW 

Ultrasonicador QSonica Q125 

 

 

4.4. Acondicionamiento y Producción de Stocks Bacterianos y Fúngico 

 

Las BAL L. plantarum 299V (DSM 9843), Lactobacillus delbrueckii subsp. 

bulgaricus (ATCC 11842) y Lactobacillus acidophilus (ATCC 4356) fueron 

proporcionadas por el grupo de investigación Nutriniomics del Instituto Tecnológico de 

Monterrey. 

Por otro lado, C. albicans fue donada por el Hospital San Vicente en Monterrey, 

Nuevo León, México[112]. El protocolo de aislamiento de la levadura en el hospital 

consistió en tomar una muestra bucal de un paciente con un hisopo de algodón, frotando 

la cara interna de la mejilla. Luego, la muestra fue sembrada en CHROMagar Candida 

utilizando la técnica de estría cruzada. La identificación de esta cepa se realizó mediante 

el sistema VITEK 2 (BioMérieux, Marcy-l'Étoile, Francia), que también fue utilizado para 
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evaluar la susceptibilidad de la cepa a diversos antifúngicos, incluyendo fluconazol (≤ 0.5 

μg/mL), voriconazol (≤ 0.12 μg/mL), caspofungina (≤ 0.12 μg/mL), micafungina (0.06 

μg/mL), anfotericina B (≤ 0.25 μg/mL) y flucitosina (≤ 1 μg/mL), a través de la tarjeta 

AST-Y08. 

Los cultivos bacterianos y fúngicos se activaron incubándolos durante 24 horas a 

37°C en medios específicos: caldo MRS para las bacterias y medio YM para la levadura. 

Posteriormente, tanto las bacterias como la levadura se lavaron tres veces con PBS, 

eliminando el sobrenadante tras cada centrifugación, la cual se realizó a 10,000 x g durante 

10 minutos. Finalmente, cada microorganismo se resuspendió en una solución compuesta 

por 18 mL de PBS y 2 mL de glicerol. Esta mezcla se distribuyó en alícuotas de 1 mL en 

tubos Eppendorf y se almacenó a -70°C en un ultracongelador para su conservación [113].  

 

4.5.  Establecimiento del Medio de Cultivo que Permita el Cocultivo de los 

Microorganismos 

 

Para establecer un medio de cultivo adecuado que permitiera el cocultivo de C. 

albicans y las BAL, se realizaron pruebas en diferentes medios. Uno de los medios 

evaluados fue el agar TSBYE siguiendo con la metodología propuesta por Zeng et al., 

(2022) [31], compuesto por tripteína (17 g/L), peptona de soya (3 g/L), cloruro de sodio 

(5 g/L), fosfato dipotásico (2.5 g/L), glucosa (20 g/L) y extracto de levadura (0.5 g/L). 

También se probó el agar MRS, que incluye peptona (10.0 g/L), extracto de carne (5.0 

g/L), extracto de levadura (5.0 g/L), glucosa D (+) (20.0 g/L), fosfato dipotásico (2.0 g/L), 

citrato de amonio (2.0 g/L), acetato de sodio (5.0 g/L), sulfato de magnesio (0.1 g/L) y 

sulfato de manganeso monohidratado (0.05 g/L). Además, se evaluó una versión 
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suplementada del agar MRS, que incluye peptona bacteriológica (10.0 g/L) y extracto de 

levadura (5.0 g/L), así como el agar YM, compuesto por extracto de malta (3.0 g/L), 

extracto de levadura (3.0 g/L), peptona (5.0 g/L) y dextrosa (10.0 g/L). A todos los medios 

se les añadió agar (2.0 g/L). El crecimiento de los microorganismos se evaluó mediante 

diluciones seriadas, sembrando 100 µL de cada muestra en cajas Petri que contenían agar 

TSBYE, MRS, MRS fortificado y YM. Después de 48 horas de incubación a 37 °C, se 

realizaron los conteos de Unidades Formadoras de Colonias (UFC/mL) y se compararon 

con el crecimiento en los medios óptimos para estos microorganismos, específicamente 

YM para C. albicans y MRS para las BAL. Asimismo, se comparó el tamaño de las 

colonias en cada medio. 

 

4.6. Cocultivo de C. albicans y BAL 

 

Las combinaciones de los cocultivos se realizaron como se describe en la Tabla 4. 

Para el cocultivo se partió de los stocks de microorganismos previamente congelados y se 

les activó en 10 mL de caldo MRS las BAL y en 10 mL de YM para C. albicans a 37°C 

por 24 h sin agitación. Los cocultivos se realizaron en 250 mL de caldo MRS fortificado, 

se añadió una de las BAL a una concentración de 1×10³ UFC/mL, junto con C. albicans a 

una concentración de 1 × 10² UFC/mL. Como control, se sembraron las BAL y C. albicans 

de forma individual a las mismas concentraciones con el fin de comparar el crecimiento 

de los microorganismos de forma individual y en cocultivo. Los cultivos se incubaron a 

37°C durante 24 horas, y cada 6 horas se tomó una muestra de 30 mL de los cocultivos y 

controles para medir el pH, la acidez titulable y crecimiento. 
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Para determinar el crecimiento de los microorganismos, se realizó recuento en 

placa para lo cual se realizaron diluciones seriadas en agua peptonada (peptona 

bacteriológica 0.1 p/v) ya sea del cultivo o cocultivo, se tomaron 100 µL y se sembraron 

en el agar correspondiente. Los conteos de las BAL en el cocultivo se realizaron en el 

medio MRS con fluconazol 2 mg/mL para inhibir el crecimiento de C. albicans, mientras 

que para C. albicans se empleó agar YM con eritromicina 1 mg/mL para inhibir el 

crecimiento de las BAL. El crecimiento de los cultivos control se llevó a cabo en agar 

MRS para las BAL y en agar YM para la levadura[114, 115]. 

Tabla 4. Cocultivo C. albicans y L. plantarum, L. delbrueckii, L. acidophilus 

  

Cocultivo Microorganismos 

1 

2 

3 

C. albicans 1 × 10² UFC/mL + L. acidophilus 1 × 103 UFC/mL   

C. albicans 1 × 10² UFC/mL + L. delbrueckii 1 × 103 UFC/mL    

C. albicans 1 × 10² UFC/mL + L. plantarum 1 × 103 UFC/mL   

 

 

La medición de la acidez se realizó de la siguiente manera se tomó una muestra de 

10 mL del cultivo o cocultivo, se transfirió a un matraz Erlenmeyer y se añadió 50 mL de 

agua bidestilada para asegurar una correcta dilución. Posteriormente, se agregaron de 2 a 

3 gotas de fenolftaleína como indicador. La solución se tituló con una base estándar NaOH 

a 1 N. La base se añadió de manera gradual, gota a gota, mientras se agitaba 

constantemente la solución para garantizar una mezcla homogénea. El punto final de la 

titulación se alcanzó cuando la solución adquirió un color rosa persistente por 30 seg, 

indicando que los ácidos presentes en la muestra habían sido neutralizados [116]. Para 

calcular el porcentaje de ácido láctico se utilizó la siguiente fórmula: 
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% á𝑐𝑖𝑑𝑜 𝑙á𝑐𝑡𝑖𝑐𝑜 = (
𝑉2×𝑁×𝑚𝐸𝑞

𝑉1
) × 100                               (1) 

En donde  

V1= Volumen de la muestra 

V2= Volumen de NaOH dispensado 

N= Normalidad de la solución de NaOH 

mEq= 0.090 gr de ácido láctico 

 

4.7. Producción de Sustancias Antifúngicas postbióticos, CFS y BAL 

 

4.7.1. Postbiótico 

 

4.7.1.1. Sonicación.  

 

Para la producción de los postbióticos, se partió del stock de L. acidophilus 

previamente congelado y se activó en 10 mL de caldo MRS durante 24 horas a 37°C sin 

agitación. Posteriormente, se centrifugó a 10,000 x g durante 10 minutos, se eliminó el 

sobrenadante y la biomasa se resuspendió en 20 mL de PBS. Este proceso se repitió tres 

veces. 

La biomasa final se resuspendió en PBS al 1.7 % (p/v) y se congeló a -20°C por 

12 horas, no se utilizó ningún tipo de crioprotector con el fin de propiciar la lisis celular. 

Posteriormente, se descongeló a 24°C en un baño maría durante dos horas. Tras el 

descongelamiento, las muestras fueron vortexeadas con el fin de uniformizarlas y 

sometidas a la sonicación para lisar las células. Las condiciones específicas de 

sonicación se detallan en la Tabla 5, utilizando el equipo Q125 Sonicator (QSonica). 

Para evaluar la inactivación bacteriana, se realizó recuento en placa para lo cual se 

realizaron diluciones seriadas en agua peptonada del control que no recibió ningún 
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tratamiento, de la muestra luego de congelación y de la muestra que fue sometida a 

congelación y sonicación. 

 

 

Tabla 5. Condiciones de sonicación para la producción de postbióticos 

 

Tratamiento  

59 seg on 

20 seg off 

14 min 

70 % amplitud 

20 kHz 

  

 

4.7.1.2. Autoclavado. 

 

Para la producción de postbióticos, se activaron los stocks de cada una de las 

BAL y se procedió al lavado de la biomasa según el procedimiento descrito previamente 

en la sección 4.7.1.1. Posteriormente, la biomasa fue sometida a 121°C y 15 psi durante 

15 minutos en la autoclave para asegurar la eliminación completa de microorganismos 

viables. Finalmente, la biomasa se resuspendió en medio YM al 3 % (p/v) para su uso 

posterior. Se realizaron conteos en placa haciendo diluciones con agua peptonada con 

fin de corroborar que todos los microrganismos fueron muertos por calor. 

 

 

 

 



35  

4.7.2.  Producción del CFS pH normal y CFS a pH 7 

 

Para la producción del CFS, se activaron los stocks de cada una de las BAL como 

se describió anteriormente en la sección 4.6. Posteriormente, se centrifugó a 10,000 x g 

durante 10 minutos, se recolectó el sobrenadante y se filtró utilizando una membrana de 

0.22 µm y se almacenó a 5 °C para su uso posterior. Para descartar la actividad 

antimicrobiana de los ácidos presentes en el CFS, se siguió el mismo procedimiento; sin 

embargo, antes de la filtración, se ajustó el pH a 7 utilizando NaOH a una concentración 

de 8 M y luego se filtró a 0.22 µm. 

 

4.7.3. Producción de las BAL 

 

Para este procedimiento, se activaron los stocks de cada una de las BAL y se 

procedió al lavado de la biomasa según el procedimiento descrito previamente en la 

sección 4.7.1.1. Se centrifugó a 10,000 x g, se eliminó el sobrenadante y, posteriormente, 

se ajustó la concentración mediante la Densidad Óptica (OD) a un valor de 1.4≈1x109 

UFC/mL y 0.16 ≈1x106 UFC/mL. La OD fue leída a 600 nm utilizando un lector de 

microplacas. 

 

4.8.Evaluación de la actividad antimicrobiana del CFS, CFS pH 7 y Postbiótico 

de cada una de las BAL mediante el Método Difusión en Pocillos de Agar 

 

Para este ensayo se siguió la metodología de Yocheva et al., (2024) [104], con 

algunas modificaciones. Primeramente, se utilizó agar YM en doble capa, para lo cual 
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se vertió una capa de agar YM en una caja Petri y se dejó solidificar antes de añadir una 

segunda capa. A continuación, se inoculó C. albicans a una concentración de 1x107 

UFC/mL. Con un hisopo previamente esterilizado, se dispersó el inóculo en tres 

direcciones: horizontal, vertical y diagonal, asegurando que no quedaran espacios sin 

inocular. Luego, se perforaron pocillos de 6 mm de diámetro utilizando puntillas de 

micropipeta estériles. En cada pocillo, se añadieron 100 µL de las sustancias 

antimicrobianas producidas por las BAL (microorganismo inactivado, CFS, CFS pH7 y 

las BAL). Se dejaron incubar las cajas Petri a 37°C por 24 horas sin agitación. 

 

4.9. Evaluación de la Actividad Antimicrobiana del CFS, CFS pH 7 y Postbiótico de 

cada una de las BAL Mediante el Método de Concentración Mínima Inhibitoria 

(CMI). 

 

Para esta metodología, se siguió el protocolo descrito por (García-Gamboa  et 

al., 2022) [117], con algunas modificaciones. Inicialmente, se realizaron diluciones del 

CFS, CFS a pH 7 y del postbiótico, a una concentración del 100 % (sin diluir) y diluidas 

en el medio YM al 90 %, 80 %, 70 % y 60 % v/v. Luego, en una microplaca de 96 

pocillos, se colocaron 100 µL de cada dilución antifúngica en sus respectivas 

concentraciones. Esto resultó en concentraciones finales del 50 %, 45 %, 40 %, 35 % y 

30 % v/v junto con 100 µL de una suspensión de C. albicans a una concentración de 1 

× 106 UFC/mL previamente incubado a 37°C por 24 h sin agitación a partir de un stock 

congelado en medio YM. Las microplacas fueron incubadas a 37°C durante 24 horas sin 

agitación. 

Todos los ensayos se realizaron por triplicado, y se incluyeron controles de 

crecimiento y esterilidad. Transcurrido el tiempo se realizó la lectura de la OD en un 
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lector de microplacas a 600 nm. 

Para corroborar si los postbióticos inhibían a C. albicans, se realizó un conteo en 

placa. Se utilizó un cocultivo en partes iguales, mezclando 4 mL de una suspensión de C. 

albicans a una concentración de 1 × 10⁶ UFC/mL y 4 mL de los postbióticos de las BAL 

a una concentración del 50 % v/v, producidos según lo descrito en la sección 4.7.1.2. La 

mezcla se incubó durante 24 horas a 37°C. Se realizaron diluciones seriadas en agua 

peptonada y se sembraron muestras tanto al inicio (0 horas) como después de las 24 

horas de incubación. 

 

4.10. Evaluación Microscópica  

 

Con el objetivo de evaluar la posible coagregación entre los postbióticos derivados 

de las BAL y C. albicans, se realizaron tinciones a partir de cultivos mixtos de las mismas. 

Para ello, primero se fijaron las muestras en un porta objetos mediante calor, luego se 

aplicó Cristal Violeta CV durante 1 minuto. Posteriormente, se lavaron con agua destilada 

y se fijaron nuevamente al calor. Finalmente, las muestras se observaron bajo un 

microscopio óptico con un aumento de 100x, utilizando aceite mineral. 

 

4.11. Análisis estadístico 

 

 

En este estudio, todos los tratamientos y el control se llevaron a cabo por 

triplicado. Para determinar las diferencias significativas en los datos recolectados, se 

realizó un análisis de varianza (ANOVA) de un solo factor, seguido de un análisis post 

hoc de Tukey HSD (Honestly-Significant-Difference) con un intervalo de confianza del 
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95 %. Las pruebas estadísticas se realizaron utilizando Microsoft Excel, versión 2408. 

4.12. Manejo y disposición de residuos 

 

 

Los desechos generados por la ejecución de este proyecto fueron depositados en 

los contenedores proporcionados por el Departamento de Medio Ambiente y Seguridad 

de la Facultad de Ciencias Químicas, siguiendo lo establecido en el Procedimiento para 

la Clasificación de Residuos peligrosos PR-CLB-SRR/000. 
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CAPÍTULO 5 

 

 

 

RESULTADOS  

 

 

 
5.1.  Establecimiento del Medio de Cultivo que Permita el Cocultivo De Los 

Microorganismos 

 

Con el objetivo de establecer un medio adecuado para el cocultivo de C. albicans 

y las BAL, se probaron diferentes medios de cultivo. El crecimiento se evaluó mediante 

el conteo de UFC/mL en placa, y se comparó con los medios control: YM para C. albicans 

y MRS para L. acidophilus. La levadura C. albicans no mostró diferencias significativas 

(p<0.05) en su crecimiento entre los medios de prueba: MRS suplementado, TSBYE, 

MRS y YM, siendo este último su medio óptimo de crecimiento. En cambio, la bacteria 

L. acidophilus sí presentó diferencias en los medios YM y TSBYE, mientras que en el 

MRS suplementado no mostró diferencias significativas (p < 0.05) con respecto al control 

en el medio MRS (Tabla 6). 
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Tabla 6. Crecimiento de C. albicans y L. acidophilus (Log10 UFC/m/L) en los 

medios evaluados para el cocultivo 

 

 

* Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05)  

En cuanto a la morfología de las colonias, C. albicans presentó colonias blancas, 

blandas, cremosas y lisas, mostrando características similares en los medios MRS 

suplementado, TSBYE, MRS y YM (Figura 5). Por otro lado, L. acidophilus desarrolló 

colonias más pequeñas en los medios TSBYE y YM, mientras que en MRS y MRS 

suplementado las colonias fueron lisas, convexas y con bordes no definidos (Figura 6). 

Con base en los resultados de crecimiento y morfología observados, se decidió utilizar el 

medio MRS suplementado para realizar los cocultivos. 

 

 

 

 

 

 

 

Microorganismo Medio de cultivo 

 

 

 

C. albicans 

 

L. acidophilus 

MRS 

suplementado 

TSBYE MRS YM 

 

8.31 ± 0.04a 

 

9.91 ± 0.06a 

 

8.30 ± 0.15a 

 

 

9.61 ± 0.07b 

 

8.13 ± 0.04a 

 

 

9.92 ± 0.06a 

 

8.36 ± 0.12a 

 

9.71 ± 0.0b 
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Figura 5. Comparación de la morfología de las colonias de C. albicans en los medios         

A) YM, B) TSBYE, C) MRS, D) MRS suplementado. 
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Figura 6. Comparación de la morfología de las colonias de L. acidophilus en los 

medios A) YM, B) TSBYE, C) MRS, D) MRS suplementado. 
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5.2 Cocultivo de C. albicans y BAL 

 

Antes de proceder con el cocultivo de C. albicans con las BAL, fue necesario 

establecer las concentraciones adecuadas de antibióticos para permitir el conteo de las L. 

acidophilus e inhibir el crecimiento de C. albicans. Para ello, se utilizó MRS con 

fluconazol a una concentración de 2 mg/mL. Por otro lado, para realizar el conteo de C. 

albicans y suprimir el crecimiento de L. acidophilus, se utilizó YM con 1 mg/mL de 

eritromicina. Los microorganismos fueron sembrados en el medio que los inhibía para 

confirmar la ausencia de crecimiento de estos (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7. Confirmación de la inhibición del crecimiento de los microorganismos 

mediante el uso antibióticos A) L. acidophilus en medio YM con eritromicina 1 

mg/mL, B) C. albicans en medio MRS con fluconazol 2 mg/mL. 

El siguiente paso fue confirmar si había un crecimiento normal de los 

microorganismos en los medios con antibióticos. Para esto, C. albicans se sembró en 

medio YM con eritromicina (1 mg/L) y se comparó con su control en medio YM sin 

antibiótico, mientras que L. acidophilus se sembró en medio MRS con fluconazol (2 

mg/L) y se comparó con su control en medio MRS. El crecimiento de C. albicans en el 

A B 
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medio YM con 1 mg/L de eritromicina no mostró diferencias estadísticas significativas 

(p <0.05). De forma similar, no se encontraron diferencias estadísticas significativas en el 

crecimiento de L. acidophilus en el medio MRS con 2 mg/L de fluconazol comparado con 

su control en medio MRS sin antibiótico (Tabla 7). 

Tabla 7. Crecimiento de C. albicans y L. acidophilus (Log10 UFC/mL) en los 

medios con antibiótico y los medios control 

 

* Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05)  

Finalmente, se realizaron los cocultivos para evaluar la inhibición de las BAL 

contra C. albicans, se llevaron a cabo conteos en placa utilizando los medios descritos en 

la sección 4.6. Los resultados obtenidos se ilustran en las Figuras 8, 9 y 10, que muestran 

los cocultivos de L. plantarum, L. delbrueckii y L. acidophilus respectivamente, en su 

interacción con C. albicans, de igual manera se incluyeron controles de cada 

microorganismo. 

En la Figura 8, se observa que la inhibición hacia C. albicans por L. plantarum 

comienza a partir de las 12 horas, momento en el que su crecimiento empieza a disminuir. 

Un comportamiento similar se muestra en las Figuras 9 y 10, para L. delbrueckii y L. 

Microorganismo Medio de cultivo 

 

 

 

 

C. albicans 

 

L. acidophilus 

MRS 

 + 2 mg/L 

fluconazol 

MRS YM  

+ 1mg/L 

eritromicina 

YM 

 

- 

 

9.19 ± 0.17a 

 

 

 

- 

 

 

9.40 ± 0.21a 

 

 

 

7.72 ± 0.21a 

 

 

- 

 

7.76 ± 0.14a 

 
 

- 
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acidophilus, donde la inhibición de C. albicans también ocurre a partir de las 12 horas. 

A lo largo de estos cocultivos, el crecimiento de las BAL fue similar al de los 

controles, lo que indica que su desarrollo no se vio afectado por la presencia de C. 

albicans. Tanto las BAL como C. albicans pasaron por una fase de adaptación de 

aproximadamente 6 horas en los cocultivos y en sus cultivos individuales. Después de 

esta fase de adaptación, todos los microorganismos entraron en la fase exponencial de 

crecimiento, que se extendió desde las 6 hasta las 24 horas. La inhibición por parte de L. 

plantarum fue de 2.39 ciclos logarítmicos a las 24 horas, seguida por L. delbrueckii, con 

una inhibición de 1.28 ciclos logarítmicos, mientras que L. acidophilus mostró una 

reducción de 0.81 ciclos logarítmicos. 

 

Figura 8. Curva de crecimiento de L. plantarum vs. C. albicans en cocultivo y de 

forma individual. 
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Figura 9. Curva de crecimiento de L. delbrueckii vs. C. albicans en cocultivo y de 

forma individual. 

 

Figura 10. Curva de crecimiento de L. acidophilus vs. C. albicans en cocultivo y de 

forma individual 
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 En cada cocultivo se midieron el pH y la acidez, expresada como porcentaje de 

ácido láctico, el principal compuesto producido por las BAL utilizadas en este estudio.    

L. plantarum (Figura 11) fue el microorganismo que generó la mayor cantidad de ácido 

láctico 2.16 %, mientras que L. delbrueckii 1.67 % (Figura 12) y L. acidophilus 1.59 % 

(Figura 13) produjeron cantidades menores, pero similares entre sí. La producción de 

ácido se mantuvo constante tanto en los cultivos individuales de las BAL como en los 

cocultivos, lo que sugiere que las BAL regularon efectivamente el pH en los cocultivos. 

Además, se observó una relación inversa entre el aumento de la acidez y la disminución 

del pH en todos los casos. Por su parte, en los cultivos control de C. albicans, el pH y la 

acidez no variaron significativamente a lo largo del tiempo 

Figura 11. Acidez (% ácido láctico) y pH de C. albicans vs. L. plantarum  
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Figura 12. Acidez (% ácido láctico) y pH de C. albicans vs L. delbrueckii  

 

Figura 13. Acidez (% ácido láctico) y pH de C. albicans vs L. acidophilus  
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5.3. Producción de Sustancias Antifúngicas Microrganismos Inactivados, 

CFS y BAL 

 

5.3.1. Postbióticos 

 

5.3.1.1. Sonicación.  

 

Para inactivar las BAL, se probó la técnica de sonicación en L. acidophilus 

siguiendo el procedimiento descrito en la sección 4.7.1.1. Los resultados mostraron 

diferencias significativas en la viabilidad celular entre el control y el tratamiento que 

combinó congelación y sonicación, lo que indica que esta combinación afectó 

notablemente la viabilidad de L. acidophilus en comparación con el control Tabla 8.  

 

Tabla 8. Comparación de la viabilidad celular de L. acidophilus (Log10 UFC/mL) 

luego de los tratamientos de congelación y sonicación 
 

 

 

 

 

* Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05)  

5.3.1.2. Autoclavado. 

Se utilizó la técnica de sonicación, logrando una inactivación significativa de los 

microorganismos en comparación con el control. Sin embargo, no se alcanzó el objetivo 

de inactivar completamente los Lactobacillus. Por ello, se sometió la biomasa a 

condiciones de alta presión y temperatura, según lo descrito en la sección 4.7.1.2. Tras 

Microorganismo Tratamiento 

 

 

L. acidophilus 

Control Congelación Congelación 

+ sonicación 

 

8.31 ± 0.10a 

 

 

8.18 ± 0.02ab 

 

8.04 ± 0.00bc 
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este procedimiento, se realizaron conteos en placa para evaluar su efectividad, 

confirmando la ausencia de crecimiento. 

 

5.3.2. Producción del CFS pH normal y CFS a pH 7 

Para confirmar que los CFS pH normal y CFS a pH 7 fueron filtrados de manera 

adecuada se realizaron conteos en placa haciendo diluciones seriadas. No se encontró 

crecimiento microbiano en ninguna de las muestras de CFS. 
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5.4. Evaluación de la Actividad Antimicrobiana Mediante el Método de los Pocillos 

del CFS, CFS pH 7, postbiótico y las BAL 

No se encontró ningún tipo de inhibición hacia C. albicans por parte de las 

sustancias probadas al emplear este método (Figura 14). 

 

 

Figura 14. Actividad Antimicrobiana Mediante el Método de los Pocillos contra C. 

albicans. A) Postbiótico, B) BAL vivas, C) CFS, D) CFS pH7. 1. L. plantarum, 2. L. 

delbrueckii, 3.L. acidophilus 4.PBS como control negativo 
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5.5. Evaluación de la Actividad Antimicrobiana Mediante el Método CMI del CFS, 

CFS pH 7 y Postbiótico de cada una de las BAL. 

 

Otro tipo de ensayo que se realizo fue el de CMI con el fin determinar si las 

sustancias antifúngicas tenían inhibición sobre C. albicans al estar en un medio líquido. 

En los ensayos realizados se encontraron los siguientes resultados.  

 

5.5.1. CMI del CFS 

 

Todas las diluciones del CFS de L. plantarum (Figura 15) presentaron un efecto 

inhibitorio significativo (p<0.05) sobre C. albicans en comparación con el crecimiento 

del control. El CFS a una concentración 50 % v/v tuvo una inhibición del 74.59 %. El 

efecto inhibitorio fue dependiente de la concentración. 

 

Figura 15. Actividad antifúngica del CFS de L. plantarum contra C. albicans 

* Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). 
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En cuanto a la inhibición del CFS de L. delbrueckii (Figura 16), la concentración 

del 50 % v/v mostró la mayor inhibición del crecimiento de C. albicans, alcanzando un 

72.42 %. Todas las diluciones evaluadas presentaron un efecto inhibitorio 

estadísticamente significativo (p<0.05) en comparación con el control. Sin embargo, no 

se observaron diferencias en la inhibición cuando el CFS se encontraba a concentraciones 

del 45 % y 40 % v/v. 

 

Figura 16. Actividad antifúngica del CFS de L. delbrueckii contra                             

C. albicans. * Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). 

El CFS de L. acidophilus al 50 % v/v mostró una inhibición del 79.01 % contra C. 

albicans (Figura 17), con una diferencia significativa en comparación con el control. 

Todas las diluciones evaluadas presentaron un efecto inhibitorio significativo (p<0.05) 

sobre el crecimiento del patógeno, mostrando diferencias tanto en comparación con el 

control como entre las distintas concentraciones del CFS. 
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Figura 17. Actividad antifúngica del CFS de L. acidophilus contra C. albicans. 

* Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). 

 

5.5.2. CMI del CFS pH7  

 

Al evaluar el CFS de L. plantarum a pH 7 (Figura 18) en una concentración del 

50 % v/v, se observó una inhibición del 28.35 %, estadísticamente significativa (p<0.05) 

en comparación con el control. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas 

en la inhibición de C. albicans entre las concentraciones al 45 %, 40 % y 35 % v/v. 
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Figura 18. Actividad antifúngica del CFS pH 7 de L. plantarum vs. C. albicans.                      

* Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). 

Al tratar C. albicans con el CFS pH 7 de L. delbrueckii (Figura 19), se observó 

una inhibición significativa en todos los tratamientos en comparación con el control. La 

máxima inhibición, obtenida con el CFS al 50 % v/v, fue del 25.21 %. Sin embargo, no 

se encontraron diferencias significativas entre las concentraciones del CFS al 45 % y 40 

% v/v. 
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Figura 19. Actividad antifúngica del CFS pH 7 de L. delbreuckii vs. C. albicans 

* Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). 

En relación con la actividad antifúngica del CFS a pH 7 de L. acidophilus (Figura 

20) contra C. albicans, todos los tratamientos presentaron una inhibición significativa en 

comparación con el control. La mayor inhibición se obtuvo con el CFS al 50 % v/v, 

alcanzando un 23.43 %. 
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Figura 20. Actividad antifúngica del CFS pH 7 de L. acidophilus vs. C. albicans. 

* Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). 

 

5.5.3. CMI del postbiótico 

 

El postbiótico de L. plantarum (Figura 21) mostró una inhibición del 95.04 % en 

el crecimiento de C. albicans cuando se probó a una concentración 50 % v/v. Todas las 

diluciones ensayadas presentaron diferencias estadísticas significativas en comparación 

con el control, con una inhibición del crecimiento que varió entre el 95.14 % y el 88 %. 

El efecto inhibitorio fue dependiente de la concentración. 
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Figura 21. Actividad antifúngica del del postbiótico derivado de L. plantarum 

vs. C. albicans. * Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). 

 

El postbiótico derivado de L. delbrueckii (Figura 22) mostró una inhibición del 

86.5 % en el crecimiento de C. albicans cuando se probó al 50 % v/v. Todas las diluciones 

ensayadas presentaron diferencias estadísticas significativas en comparación con el 

control, con una inhibición del crecimiento que varió entre el 86.5 % y el 67.81 %. El 

efecto inhibitorio fue dependiente de la concentración. 
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Figura 22. Actividad antifúngica del postbiótico derivado de L. delbrueckii 

vs.  C. albicans. * Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05) 

 

El postbiótico derivado de L. acidophilus (Figura 23) mostró una inhibición del 

88.35 % en el crecimiento de C. albicans cuando se probó al 50 % v/v. Todas las 

diluciones ensayadas presentaron diferencias estadísticas significativas (p<0.05) en 

comparación con el control, con una inhibición del crecimiento que varió entre el 88.35 

% y el 70.81 %. El efecto inhibitorio fue dependiente de la concentración. 
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Figura 23. Actividad antifúngica del postbiótico derivado de L. acidophilus 

vs. C. albicans. * Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05) 

 

Para confirmar el efecto antimicótico de los postbióticos, se realizó un conteo en 

placa. Los postbióticos de L. delbrueckii, L. plantarum y L. acidophilus no mostraron un 

efecto inhibitorio significativo contra C. albicans (Figura 24), y no se encontraron 

diferencias significativas entre el control y los tratamientos. El crecimiento de C. albicans 

al cocultivarse con los postbióticos varió entre 7.39 y 7.51 ciclos logarítmicos, mientras 

que el control presentó un crecimiento de 7.72 ciclos logarítmicos. 
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Figura 24. Actividad antifúngica de los postbióticos vs. C. albicans. LD: L. 

delbrueckii LP: L. plantarum, LA: L. acidophilus conteo en placa. 

* Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). 

 

5.5.4. CMI del probiótico 

 

Las BAL vivas a una concentración de 1×10⁹ lograron una inhibición del 100 % 

contra C. albicans. En contraste, a una concentración de 1×10⁶, la inhibición fue del 78.72 

% para L. delbrueckii, 68.09 % para L. plantarum y 61.70 % para L. acidophilus (Figura 

25). 
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Figura 25. Actividad antifúngica de los probióticos vs. C. albicans. LD: L. 

delbrueckii LP: L. plantarum, LA: L. acidophilus. 

* Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). 

 

5.6. Evaluación Microscópica 

 

Al observar los cocultivos de C. albicans con los postbióticos de las BAL bajo el 

microscopio, se pudo ver que estos se coagregaban alrededor de la levadura (Figura 29-

31). 
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Figura 26. Postbióticos de L. delbrueckii. Aumento 100X. 
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Figura 27. Postbióticos de L. acidophilus. Aumento 100X. 
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Figura 28. Postbióticos de L. plantarum. Aumento 100X. 
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Figura 29. Coagregación de postbióticos de L. delbrueckii con C. albicans. Aumento 

100X. 
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Figura 30. Coagregación de postbióticos de L. acidophilus con C. albicans. Aumento 

100X. 
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Figura 31. Coagregación de postbióticos de L. plantarum con C. albicans. Aumento 

100X. 
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Figura 32. C. albicans. Aumento 100X. 
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CAPÍTULO 6 

 

 

 

DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

 

 
6.1. Establecimiento del medio de cultivo que permita el cocultivo de los 

microorganismos. 

 

En este estudio, se probaron diferentes medios de cultivo para realizar los 

cocultivos de C. albicans y las BAL. Al cultivar C. albicans en los medios MRS 

suplementado, TSBYE, MRS, y YM, no se observaron diferencias significativas 

(p<0.005) en su crecimiento, de acuerdo con los conteos realizados en placa en cada uno 

de estos medios. En cuanto al medio TSBYE, los resultados coinciden con lo reportado 

por Zeng et al. (2022)[31], quienes utilizaron este medio para cocultivar C. albicans con 

Lactobacillus. El crecimiento normal de la levadura en el medio MRS es consistente con 

los resultados de Yocheva et al. (2024) [104] quienes cultivaron conjuntamente C. 

albicans y Lactobacillus. 

El medio YM, por su parte, es el medio óptimo para el crecimiento de levaduras. 

Aunque en el medio MRS obtuvimos un crecimiento normal de C. albicans, fue necesario 

suplementarlo con peptona y extracto de levadura para proporcionar los nutrientes 

esenciales que tienen otros medios de crecimiento de levaduras. Este crecimiento estable 
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en todos los medios evaluados se puede atribuir a la presencia de glucosa, que es utilizada 

como la principal fuente de carbono por parte de C. albicans. De igual manera, el extracto 

de levadura provee carbono y proteínas, mientras que la peptona actúa como una fuente 

adicional de carbono, nitrógeno y aminoácidos [118, 119].  

Respecto a L. acidophilus, su crecimiento en el medio MRS y en el MRS 

suplementado fue similar. Sin embargo, en el medio TSBYE se observó un crecimiento 

diferente, y además las colonias presentaron un diámetro menor. Aunque este medio ha 

sido utilizado en diversos estudios para cocultivos líquidos de Lactobacillus, es difícil 

comparar nuestros resultados en cuanto a la morfología de las colonias, ya que no se 

realizaron conteos en placa en los estudios mencionados [31, 50]. La menor dimensión en 

las colonias de L. acidophilus podría estar relacionado con la menor concentración de 

glucosa en los medios TSBYE y YM, dado que la glucosa es la principal fuente de 

carbono para estos microorganismos. Además, la presencia de ingredientes  en el medio 

MRS que aportan iones metálicos, como el sulfato de magnesio y el sulfato de manganeso, 

así como tampones como el fosfato dipotásico y el acetato de sodio, ayudan a cubrir los 

complejos requerimientos nutricionales de los Lactobacillus [120]. 

 

6.2. Cocultivo de C. albicans y BAL 

Para realizar el conteo específico de cada microorganismo en los cocultivos, se 

emplearon antibióticos para inhibir el crecimiento del microorganismo no deseado en el 

conteo. Al sembrar L. acidophilus en medio MRS y comparar su crecimiento en el medio 

MRS que contenía 2 mg/L de fluconazol, no se observaron diferencias significativas 

(p<0.05) en los conteos en placa. Esto se explica por el mecanismo de acción del 
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fluconazol, que inhibe la síntesis de ergosterol al bloquear la enzima 14-alfa-desmetilasa, 

responsable de convertir el lanosterol en ergosterol, un componente esencial de la 

membrana celular de los hongos [121]. Este hecho respalda su uso en investigaciones que 

combinan terapias de Lactobacillus con fluconazol para tratar vaginitis causada por C. 

albicans [122, 123].  

Por otro lado, para cuantificar el crecimiento de C. albicans en los cocultivos, se 

utilizó medio YM suplementado con 1 mg/L de eritromicina. En nuestro estudio, este 

antibiótico no afectó el crecimiento de C. albicans. La eritromicina actúa uniéndose a la 

subunidad 50S del ribosoma bacteriano, inhibiendo la síntesis de proteínas; sin embargo, 

no tiene efecto sobre C. albicans debido a las diferencias estructurales en los ribosomas 

de los hongos, lo que la hace ineficaz contra ellos[124, 125]. En estudios previos, se ha 

empleado cloranfenicol a 50 mg/L para inhibir el crecimiento de las BAL y facilitar el 

conteo de C. albicans[126] . 

En los cocultivos se evaluó la interacción de C. albicans con cada una de las cepas 

de Lactobacillus durante 24 horas. En todos los cocultivos se observó una inhibición de 

C. albicans a partir de las 12 horas, coincidiendo con la disminución del pH a 3.94, 4.27, 

4.31 para L. plantarum, L. delbrueckii y L. acidophilus respectivamente manteniéndose 

así hasta las 24 horas. Esto se observó tanto en los cocultivos como en los controles de 

las BAL. Nuestros resultados difieren de los reportados por Zeng et al. (2022) [31], 

quienes cocultivaron  diferentes Lactobacillus con C. albicans y observaron inhibición a 

las 6 horas junto con una disminución del pH a 4 en ese mismo periodo, manteniéndose 

estable hasta las 20 horas. Esta diferencia podría deberse a que utilizaron el medio 

TSBYE, que no contiene tampones como los acetatos y fosfatos presentes en el medio 
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MRS, lo que provoca una reducción más gradual del pH en nuestro caso[120]. 

En el cocultivo con L. plantarum, se observó la mayor inhibición, coincidiendo 

con el pH más bajo 3.94 con una reducción de 2.4 ciclos logarítmicos a las 24 horas, lo 

que concuerda con lo reportado por Beck et al. (2019) [127], quienes encontraron la 

misma inhibición  hacia C. albicans por parte de L. plantarum. En otro estudio, 

cocultivaron C. albicans, S. mutans y L. plantarum en TSBYE con 1 % de glucosa, 

obtuvieron una inhibición de 1 ciclo logarítmico al compararlo con el control sin L. 

plantarum[50]. Por su parte, L. delbrueckii mostró una inhibición de 1.1 ciclos 

logarítmicos, en concordancia con lo reportado por Yocheva et al. (2024)[104] , quienes 

encontraron una reducción de 1.3 ciclos log al cocultivar C. albicans con esta cepa en 

medio MRS. En cuanto a L. acidophilus ATCC 4356, se observó una inhibición de 0.8 

ciclos logarítmicos, similar a lo encontrado en un estudio en G. mellonella infectada con 

C. albicans, donde el crecimiento del hongo se redujo en menos de 1 ciclo logarítmico 

luego de 24 horas de tratamiento con el probiótico [100]. 

Uno de los mecanismos de acción de los Lactobacillus frente a C. albicans es la 

producción de ácido láctico. La actividad antifúngica del ácido láctico está estrechamente 

relacionada con el pH, ya que a un pH de 3.86, la mitad de sus moléculas no están 

disociadas, lo que facilita su penetración en la pared celular del patógeno [128]. Una vez 

dentro de la célula, el ácido láctico se disocia en un ion hidrógeno (H⁺) y un ion lactato 

(C₃H₅O₃⁻) y provoca la acidificación de la célula. Esta acidificación altera la homeostasis 

celular, comprometiendo procesos esenciales como la síntesis de ARN y desencadenando 

desequilibrios metabólicos que pueden hacer a C. albicans más vulnerable al estrés 

oxidativo[129]. 
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El crecimiento de las BAL en cocultivo con C. albicans fue similar al del control, 

lo que sugiere que la presencia de la levadura no afectó significativamente su crecimiento. 

Estos resultados coinciden con lo reportado por Xu et al. (2024), quienes tampoco 

encontraron diferencias en el crecimiento de L. plantarum en cocultivo con C. albicans 

comparado con su control [99]. Sin embargo, aunque el crecimiento no fue afectado, Xu 

et al. observaron que L. plantarum tiende a sobreexpresar genes del sistema lamBDCA, 

involucrado en la detección de señales del ambiente y regulación de la adhesión. Además, 

reportaron la represión del sistema luxS/AI-2, que codifica proteínas responsables de la 

comunicación interbacteriana entre grampositivas y gramnegativas. También, otros genes 

que codifican proteínas de membrana y de respuesta al estrés fueron activados [99].  

En cuanto a C. albicans, se ha evidenciado la regulación negativa de los genes 

als3, hwp1, cph1 y bcr1, que están involucrados en la formación de hifas y adhesión, 

cuando fue cocultivada con L. rhamnosus [130]. De manera similar, otro estudio reportó 

que L. paracasei 28.4 suprimió los genes tec1 y ume6, responsables de la morfogénesis y 

elongación de hifas en C. albicans [131]. Aunque no se encontraron diferencias en el 

crecimiento de las BAL en presencia de C. albicans, existe evidencia de una regulación 

genética en ambos microorganismos.  
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6.3. Evaluación de la Actividad Antimicrobiana Mediante el Método de los Pocillos 

del CFS, CFS pH 7, Postbiótico de cada una de las BAL y las BAL. 

 

 

6.3.1. CFS Y CFS pH 7 

 

Los resultados obtenidos mostraron que los CFS y CFS ajustados a pH 7 de L. 

plantarum, L. delbrueckii y L. acidophilus no presentaron inhibición contra C. albicans. 

Estos resultados coinciden con los reportados por Yocheva et al. (2024), quienes tampoco 

encontraron zonas de inhibición con los CFS de L. bulgaricus LLB-02, L. acidophilus 

LLA-01 y L. plantarum LLP-2L. Sin embargo, reportaron una zona de inhibición de 14 

mm con otra cepa de L. plantarum LLP-4B. Además, en ninguno de los casos se observó 

inhibición cuando el CFS fue ajustado a pH 7, lo que sugiere que el ácido láctico juega 

un papel importante en la actividad antifúngica [104].  

Por otro lado, estudios que utilizaron el método de doble capa para evaluar la 

inhibición de C. albicans por el CFS de L. plantarum, reportaron halos de inhibición 

menores a 6 mm [105], lo que difiere de nuestros hallazgos. Sin embargo, nuestros 

resultados son consistentes con otro estudio que evaluó la actividad anticándida de 

aislados vaginales y no encontró inhibición en agar sólido mediante el método de pocillos, 

pero sí en medio líquido [106]. Lo que sugiere que la inhibición podría ser dependiente 

de la cepa utilizada, y que el contacto directo con la sustancia inhibidora es crucial para 

ejercer un efecto sobre el patógeno. 
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6.3.2. Postbióticos 

 

En nuestro estudio, no observamos halos de inhibición al utilizar postbióticos, lo 

que contrasta con los resultados de Miao et al. (2024). Ellos reportaron halos de inhibición 

al evaluar L. acidophilus IFFI 6005 inactivado por calor, con diámetros de 11.5, 16, 16.5 

y 15.5 mm frente a E. coli, S. enterica, Clostridium. perfringens y S. aureus, 

respectivamente, utilizando la técnica de difusión en pozos de agar [132]. Además, al 

utilizar L. delbrueckii subsp. bulgaricus NCDO 2394 inactivado por calor bajo 

condiciones similares, encontraron inhibiciones de 11.8 mm contra E. coli BCRC 10675 

y 13.5 mm frente a Klebsiella pneumoniae BCRC 110694 [133]. No se encontraron 

reportes en los que se haya evaluado la inhibición de los postbióticos contra C. albicans 

bajo esta técnica. Estas diferencias en los resultados podrían deberse a variaciones en las 

cepas bacterianas utilizadas o a diferencias en las metodologías empleadas para evaluar 

la inhibición. 

 

6.3.3. BAL 

 

En nuestro estudio, no se observó inhibición de C. albicans por parte de las BAL. 

Estos resultados contrastan con lo reportado por Xu et al. (2024), quienes detectaron halos 

de inhibición de 6 a 10 mm al evaluar la acción de L. plantarum frente a la levadura 

mediante la técnica de superposición con agar [99]. Un estudio adicional que utilizó la 

técnica de superposición de agar encontró una inhibición de 19 mm al evaluar L. 

paracasei 28.4 contra C. albicans [134]. La discrepancia podría deberse a que la 

interacción entre los microorganismos es mayor en la técnica de superposición, donde se 
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utilizó agar al 0.7 %, lo que facilita la difusión de los compuestos antifúngicos, en 

comparación con el agar al 2 % empleado en nuestra técnica. 

Por lo tanto, la falta de inhibición en nuestro experimento podría estar relacionada 

con la menor capacidad de difusión de compuestos en medios sólidos. Además, factores 

como la humedad, el grosor del agar, la volatilización de compuestos, así como el tamaño 

y la concentración de las sustancias evaluadas, pueden influir en la efectividad de la 

técnica de difusión en pozos de agar [93]. Las partículas de menor peso molecular, tienden 

a difundirse más fácilmente, lo que podría explicar la diferencia entre los resultados 

obtenidos con distintos métodos [135]. 

 

6.4. Evaluación de la Actividad Antifúngica Mediante el Método CMI del CFS, CFS 

pH 7 y postbiótico de cada una de las BAL. 

 

 

6.4.1. CMI del CFS 

 

En nuestros resultados, se observó que el CFS de L. plantarum pH 3.81, L. 

delbrueckii pH 3.84 y L. acidophilus pH 3.85 a una concentración de 50 % v/v inhibió 

significativamente el crecimiento de C. albicans en un 73.73 %, 72.42 % y 79.01 %, 

respectivamente (Figura 23). Estos resultados son acordes con estudios previos, donde se 

reportó una inhibición del 74.92 % por parte del CFS de L. plantarum sobre C. albicans 

[99]. Sin embargo, otros estudios muestran menores porcentajes de inhibición al evaluar 

el CFS de otras especies, como L. bulgaricus LLB-02 y L. acidophilus LLA-01, con 

valores de 9.7 % y 13.5 %, respectivamente[104].  Cabe destacar que un estudio con el 
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CFS de L. plantarum LS1 no observó ninguna inhibición contra la cepa C. albicans 

SC5314 [107], lo que resalta la variabilidad antimicrobiana entre cepas. 

A pesar de que se ha evaluado el efecto del ácido láctico comercial en 

concentraciones de 0 a 160 mM a pH 4, no se ha observado una inhibición significativa 

sobre C. albicans. Este resultado sugiere que la actividad antimicrobiana del ácido láctico 

podría no ser suficiente por sí sola para inhibir eficazmente el crecimiento de Candida. 

Es posible que su efectividad dependa de la sinergia con otros metabolitos bacterianos, 

como las bacteriocinas y el peróxido de hidrógeno, que, actuando en conjunto, podrían 

potenciar el efecto antimicrobiano y contribuir a la inhibición del crecimiento de C. 

albicans [136]. Por otro lado, un estudio previo demostró que el uso de ácido láctico a 

una concentración de 200 mM disminuye la formación de hifas en C. albicans, aunque 

también redujo la viabilidad celular de este hongo. Este hallazgo refuerza la idea de que 

el ácido láctico tiene un impacto en la morfología y supervivencia de C. albicans. 

Además, los autores señalaron que las condiciones ácidas son fundamentales para la 

efectividad del ácido láctico, lo que coincide con nuestra interpretación de que el ambiente 

ácido facilita la penetración del ácido láctico a través de la membrana celular, potenciando 

su acción antimicrobiana.[137]. En otro estudio, el sobrenadante del cocultivo de L. 

plantarum y C. albicans mostró mayor inhibición sobre C. albicans que el de 

monocultivo de L. plantarum. Este efecto podría estar relacionado tanto con la producción 

de metabolitos secundarios como con la disminución de nutrientes a lo largo del tiempo, 

lo que afecta la viabilidad de C. albicans. El efecto fue más pronunciado en los 

sobrenadantes recolectados a las 24 horas, lo que sugiere que el agotamiento de nutrientes 

y los metabolitos producidos juegan un papel importante en la inhibición observada. [99] 
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Aparte del ácido láctico los Lactobacillus tienen la capacidad de producir diversas 

sustancias con propiedades antimicrobianas que se liberan en su sobrenadante, tales como 

peróxido de hidrógeno, biosurfactantes y bacteriocinas.  

El peróxido de hidrógeno, un subproducto del metabolismo aeróbico de las BAL, 

puede penetrar las membranas celulares y generar especies reactivas de oxígeno (ROS, 

por sus siglas en inglés), las cuales dañan proteínas, lípidos y ADN, causando estrés 

oxidativo [138]. A pesar de su potencial, no todas las cepas de Lactobacillus o 

Lactiplantibacillus producen peróxido de hidrógeno y su efectividad depende de factores 

como la disponibilidad de oxígeno en el entorno [139]. Además, C. albicans es capaz de 

producir peroxidasas para neutralizar el estrés oxidativo, lo que podría reducir la eficacia 

de este mecanismo [140]. 

Los biosurfactantes producidos por las BAL son compuestos anfifílicos que 

pueden estar asociados a la pared celular o ser liberados extracelularmente. Estos 

reducen la tensión superficial y tienen propiedades antimicrobianas y antibiopelícula, lo 

que los hace útiles combatir infecciones [141, 142]. Su acción antimicrobiana se basa 

en la alteración de las membranas celulares de los patógenos, provocando la pérdida de 

iones esenciales y conduciendo a la muerte celular[143]. En el caso de C. albicans, el 

biosurfactante de Lactobacillus crispatus BC1 ha demostrado propiedades 

antiadhesivas en células epiteliales cervicales humanas, lo que podría ayudar a reducir 

la colonización y formación de biopelículas por parte del patógenos [144]. 

Finalmente, BLIS son proteínas o péptidos producidos principalmente por las 

BAL, capaces de inhibir el crecimiento de otros microorganismos. Se clasifican en tres 
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clases según su peso molecular: las de clase I (< 5 kDa) que son modificadas 

postraduccionalmente, las de clase II (< 10 kDa) que no sufren modificaciones 

postraduccionales, y las de clase III (> 30 kDa) [145]. Las bacteriocinas pueden actuar 

alterando la membrana citoplasmática, causando lisis celular, o interfiriendo con la 

síntesis de proteínas y la regulación genética [146]. Respecto a C. albicans, se ha 

reportado que las bacteriocinas producidas por L. delbrueckii subsp. lactis I, L. 

rhamnosus I y Lactobacillus. pentosus pueden inhibir su crecimiento incluso después 

de ser sometidas al calor y a pH 7 [147]. Asimismo, las BLIS de L. fermentum CS57 

han mostrado actividad inhibitoria contra C. albicans ATCC 60193. 

 

6.4.2. CMI del CFS 7 

 

En nuestros resultados, observamos que el CFS ajustado a pH 7 de Lactobacillus 

plantarum, L. delbrueckii y L. acidophilus mostró inhibiciones del 28.35 %, 25.21 % y 

23.43 %, respectivamente, sobre el crecimiento de C. albicans (Figura 24). Estos 

resultados coinciden en gran medida con los reportados por Scillato et al. (2021), quienes 

evaluaron las cepas L. fermentum 18 A-TV, Lactobacillus gasseri 1A-TV y L. crispatus 

35 A-TV, encontrando inhibiciones del 33.33 %, 33.33 % y 0 %, respectivamente, al 

ajustar el pH de sus CFS a 7.5 [148] 

El ajuste del pH a valores neutros, como el pH 7 en nuestro estudio, tiene un 

impacto notable en la eficacia antimicótica del ácido láctico, uno de los principales 

metabolitos producidos por las BAL. En condiciones de pH ácido, parte de sus moléculas 

se encuentran en la forma no disociada, lo que le permite atravesar de manera más 
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eficiente la membrana c citoplasmática de C. albicans. Mientras que, al ajustar el pH a 7, 

el ácido láctico se disocia en sus iones, lo que disminuye su capacidad para penetrar la 

membrana citoplasmática y, por tanto, reduce su actividad antimicótica [128, 129].    

 

6.4.3. CMI de los postbióticos  

 

Los postbióticos a una concentración de 50 % v/v mostraron una inhibición 

significativa en el crecimiento de C. albicans del 95.04 % por L. plantarum, 86.5 % por 

L. delbrueckii, y 88.35 % por L. acidophilus. Aunque estos resultados son prometedores 

en términos de inhibición del crecimiento del patógeno, es necesario analizar ciertos 

aspectos que pueden haber influido en los resultados. 

En primer lugar, se dio la coagregación entre los microorganismos en nuestras 

tinciones (Figura 26-32). Este fenómeno puede influir en la precisión de las mediciones 

de crecimiento, ya que los microorganismos agrupados tienden a dispersar menos luz que 

las células individuales [149]. En nuestro experimento, la prueba de CMI se llevó a cabo 

utilizando un espectrofotómetro lector de microplacas, midiendo la OD. En este tipo de 

técnica, un haz de luz atraviesa la muestra y la luz dispersada es detectada para calcular 

la OD, la cual se correlaciona con las UFC/mL [150]. Sin embargo, la relación entre OD 

y UFC/mL puede verse afectada por factores como la longitud de la trayectoria de la luz, 

la densidad del cultivo celular y el tamaño de las células [151].  

Para evaluar el efecto inhibitorio sobre C. albicans, se realizaron conteos en placa, 

pero no se observó inhibición, lo que confirma que la coagregación genera un efecto 

óptico capaz de reducir la OD sin reflejar actividad antimicrobiana directa. La 
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coagregación observada, al involucrar postbióticos, se limita a una interacción física 

con C. albicans, sin evidenciar un efecto inhibitorio sobre el patógeno. Sin embargo, 

estudios previos han destacado que los postbióticos pueden ofrecer importantes beneficios 

para la salud humana, incluyendo la activación de receptores inmunitarios como TLR2 y 

NOD2 mediante componentes celulares como peptidoglicano y ácido lipoteicoico, así 

como la regulación de citoquinas inflamatorias (TNF-α, IL-6) y antiinflamatorias (IL-10)  

[152]. Esto los posiciona como una alternativa segura, sin riesgos asociados a la 

translocación bacteriana ni a la resistencia a antibióticos[153]. No obstante, este estudio 

no abordó dichos beneficios, limitándose al análisis de su interacción física con C. 

albicans.  

 

6.4.4. CMI del probiótico  

 

Nuestros resultados muestran que la exposición de C. albicans a una 

concentración de 1 × 10⁹ de cualquiera de las BAL estudiadas produjo una inhibición 

completa (100 %) de su crecimiento. Estos resultados difieren de los reportados por Zeng 

et al. (2022), quienes observaron una inhibición de 1,5 ciclos log al utilizar L. plantarum 

a una concentración de 1 × 10⁸, junto con C. albicans y S. mutans a una concentración de 

1 × 10³. La menor inhibición en su estudio podría deberse al tipo de medio utilizado 

(TSBYE) y al cultivo mixto con otra bacteria. [31].  

Respecto a nuestros hallazgos sobre el cocultivo de C. albicans con L. delbrueckii, 

L. plantarum y L. acidophilus en proporciones iguales (1 × 10⁶), observamos inhibiciones 

del 78.82 %, 87.23 % y 68.09 %, respectivamente. Estos resultados son similares a los 
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reportados por Xu et al. (2024), quienes registraron una inhibición del 82,34 % tras 24 

horas de cocultivo en medio MRS suplementado con Extracto de Levadura, Peptona y 

Dextrosa (YDP, por sus siglas en inglés) de L. plantarum y C. albicans [99].  

El efecto inhibitorio del probiótico podría estar relacionado principalmente con la 

proporción de bacterias por cada célula de C. albicans. Dado que la levadura (6 μm) es 

significativamente más grande que las BAL (1.5 μm), un mayor número de bacterias se 

adheriría y cubriría una mayor superficie de la levadura a través de la coagregación y 

habrá mayor consumo de nutrientes por parte de las BAL al encontrarse en mayor 

proporción [154, 155]. Esta interacción física, sumada a la producción de metabolitos 

antimicrobianos como ácidos orgánicos, bacteriocinas, biosurfactantes y peróxido de 

hidrogeno, podría haber un contacto más directo y mayor efectividad de los compuesto 

antifúngicos producidos por las BAL [101].  Otro factor crucial en la inhibición de C. 

albicans por parte de las BAL es la competencia por nutrientes. Gracias a su menor tiempo 

de generación, las BAL consume los nutrientes esenciales, como la glucosa, de manera 

más rápida y eficiente que C. albicans, lo que limita la disponibilidad de estos recursos 

para la levadura. Este agotamiento de nutrientes no solo reduce el crecimiento de C. 

albicans, sino que también altera el entorno del cultivo, como el pH, creando condiciones 

desfavorables para su desarrollo y virulencia. Como resultado, las BAL puede inhibir la 

proliferación del patógeno al dominar el acceso a los nutrientes y modificar las 

condiciones del cocultivo [138, 156, 157]. 

6.5. Evaluación Microscópica 

 

Al observar las muestras de C. albicans bajo el microscopio, se evidenció una 
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clara coagregación entre ambos microorganismos tras 24 horas de incubación (Figura 26-

32). Un estudio previo mostró que la coagregación de L. plantarum, inactivado a 80°C 

durante 15 minutos, con L. monocytogenes aumentaba significativamente en comparación 

con el control sin tratamiento térmico[76]. Nuestros resultados son consistentes con los 

reportados por Salari et al. (2020), quienes también observaron la coagregación pero con 

probióticos vivos de L. plantarum y L. acidophilus con C. albicans [111]. De manera 

similar, en otro estudio reportaron la coagregación de células vivas de L. delbrueckii 

subsp. bulgaricus LLB-02 y L. acidophilus LLA-01 con C. albicans  [104]. Además, en 

otro estudio de cocultivos de Lactobacillus y Saccharomyces cerevisiae CNCM I-3856 

contra C. albicans determinaron que la coagregación jugaba un papel importante para 

evitar la adhesión del patógeno a tejidos epiteliales y incrementa el contacto entre C. 

albicans y los metabolitos antifúngicos de las bacterias y S. cerevisiae, promoviendo 

efectos sinérgicos [107].  

Esta coagregación parece estar mediada principalmente por las proteínas de la 

capa superficial (S-layer), cuya composición hidrófoba permite la interacción con los 

lípidos de la pared celular de otros microorganismos [158, 159]. En el caso de L. 

helveticus, se ha documentado que el gen slpA codifica para las proteínas S-layer, que se 

adhieren a la pared celular a través de interacciones con ácidos teicoicos y lipoteicoicos 

[159–161]. Este anclaje es crucial para la estabilidad de la capa S y su capacidad de mediar 

la coagregación. De hecho, estudios con cepas de L. plantarum han demostrado que la 

eliminación de la capa S reduce significativamente sus propiedades de adhesión [162]. 

Además, investigaciones con L. helveticus mostraron que la exposición a LiCl provoca el 

desprendimiento de las proteínas de la capa S, lo que disminuye notablemente la 



85  

coagregación tanto con otras BAL como con bacterias patógenas, lo que subraya la 

importancia de esta estructura en la interacción entre microorganismos [163] Otras 

moléculas importantes en la coagregación son las proteínas asociadas a la capa S (SLAPs, 

por sus siglas en inglés) también juegan un rol importante en la coagregación y la adhesión 

al tejido del huésped. Se ha reportado que la eliminación de las SLAPs puede reducir la 

adhesión bacteriana hasta en un 90 % [164, 165].  

Aunque no se han realizado estudios específicos sobre la desnaturalización de las 

proteínas de la capa S a altas temperaturas, se sabe que estas proteínas tienen la capacidad 

de autoensamblarse y resistir condiciones extremas, como pH por debajo de 3. Esto 

sugiere que las proteínas de la capa S podrían conservar su funcionalidad tras la 

exposición a altas temperaturas, permitiendo a los postbióticos formar coagregados con 

microorganismos vivos [166]. 

Por otro lado, C. albicans también demuestra capacidad de coagregarse con 

patógenos orales mediante diversos mecanismos.  En este contexto, efg1, un regulador 

morfológico asociado a la formación de hifas resulta fundamental al inducir la expresión 

de genes adhesivos clave como als3 y hwp1 [167]. Por ejemplo, en cocultivos con P. 

gingivalis, dicha interacción se establece a través de la adhesina fúngica als3 y la 

gingipaína RgpA, mientras que en las interacciones con S. mutans, los EPS sintetizados 

por esta bacteria generan una matriz rica en glucanos que contribuye a la estabilidad y 

cohesión del biofilm mixto [168]. Por lo tanto, la coagregación podría estar mediada no 

solo por los Lactobacillus, sino también por C. albicans. 
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CAPÍTULO 7 

 

 

 

CONCLUSIONES 

 

 

• El medio MRS suplementado con peptona bacteriológica (10.0 g/L) y extracto de 

levadura (5.0 g/L) permitió el crecimiento y cocultivo de L. plantarum 299 V (DSM 

9843), L. delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842, L. acidophilus ATCC 4356 y 

C. albicans sin encontrar diferencias significativas (p<0.05) en comparación con el 

crecimiento observado en el medio control MRS para las BAL y YM para C. 

albicans. Además, no se observaron cambios en la morfología de las colonias en 

ninguno de los microorganismos. 

• La bacteria L. plantarum 299 V (DSM 9843) mostró la mayor actividad antimicótica 

contra la levadura C. albicans en los cocultivos, reduciéndola en 2.39 ciclos 

logarítmicos a las 24 horas, seguida por L. delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 

11842, con una inhibición de 1.28 ciclos logarítmicos, mientras que L. acidophilus 

ATCC 4356 mostró una reducción menor de 0.81 ciclos logarítmicos.  

• La sonicación con ciclos de 59 segundos encendido y 20 segundos apagado, a una 
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amplitud del 70 % y una frecuencia de 125 KHz durante 14 minutos, no fue un 

tratamiento efectivo para matar todas las células de L. acidophilus ATCC 4356; sin 

embargo, mostró una reducción significativa de 0.28 ciclos logarítmicos (p<0.05) al 

compararla con su control. 

• Las BAL, su CFS y su postbiótico no mostraron inhibición frente a C. albicans 

mediante la técnica de difusión en pozos de agar. No obstante, a través de la CMI por 

microdilución en medio líquido se observaron diferencias significativas (p<0.05) en 

los porcentajes de inhibición respecto al control.  

• El CFS de L. acidophilus ATCC 4356, a una concentración del 50 % v/v, mostró la 

mayor inhibición frente a C. albicans, con un 79.01 % a pH 3.85, seguido por L. 

plantarum 299V (DSM 9843) con un 74.59 % a pH 3.81 y L. delbrueckii subsp. 

bulgaricus ATCC 11842 con un 72.42 % a pH 3.84, todos evaluados a la misma 

concentración. Sin embargo, al ajustar el pH de los CFS a 7 y mantener la 

concentración al 50 % v/v, la inhibición disminuyó significativamente: L. 

acidophilus ATCC 4356 alcanzó un 23.43 %, L. plantarum 299V (DSM 9843) un 

28.35 %, y L. delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842 un 25.21 %. 

• Los postbióticos, a una concentración del 50 % v/v, mostraron una aparente 

inhibición contra C. albicans: 95.04 % para L. plantarum 299V (DSM 9843), 88.35 

% para L. acidophilus ATCC 4356, y 86.5 % para L. delbrueckii subsp. bulgaricus 

ATCC 11842. Esta inhibición se observó utilizando la CMI. Sin embargo, los 

resultados estuvieron influenciados por interferencias ópticas debido a la 

coagregación entre los postbióticos de las BAL y C. albicans. Al verificar los 



88  

resultados mediante conteo en placa, no se detectó ningún tipo de inhibición. 

• La concentración de 1x10⁹ UFC/mL de las BAL vivas de las cepas estudiadas mostró 

un efecto antimicótico, ya que no se observó crecimiento de C. albicans después de 

24 horas de cocultivo. Este efecto podría estar relacionado con la coagregación de 

las bacterias alrededor de la levadura, lo que facilita una acción más directa del ácido 

láctico y otras sustancias inhibitorias. Además, debido a que los Lactobacillus tienen 

un tiempo de generación más corto, pueden consumir los nutrientes más rápidamente, 

lo que limita el crecimiento de C. albicans. 

• Con base en los resultados obtenidos, se concluye que las BAL estudiadas no 

presentan un único mecanismo de acción para inhibir a C. albicans. Por el contrario, 

la inhibición parece resultar de una combinación de diversos mecanismos que actúan 

de manera sinérgica. La coagregación observada se limita principalmente a una 

interacción física entre los probióticos y el patógeno, pero facilita un contacto más 

directo con las sustancias antifúngicas producidas. Además, el ácido láctico generado 

por las BAL, en condiciones de pH ácido, podría contribuir a la disrupción de la 

membrana de C. albicans, complementado por la acción de bacteriocinas y el 

peróxido de hidrogeno. Por otro lado, la rápida tasa de crecimiento de las BAL 

disminuye la disponibilidad de nutrientes esenciales, impactando negativamente el 

desarrollo del patógeno. 
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7.1. Perspectivas 

 

 

• Llevar a cabo un análisis detallado de la expresión génica de las BAL y Candida 

albicans durante el cocultivo a lo largo del tiempo, con el objetivo de identificar los 

cambios en la expresión de genes que puedan estar asociados con la inhibición de C. 

albicans. 

• Utilizar microscopía electrónica de barrido (SEM) para observar los coagregados 

formados entre los postbióticos de las BAL y C. albicans. Esta técnica permitirá 

obtener información detallada sobre las interacciones físicas entre las membranas de 

ambos microorganismos. 

• Separar las membranas de los postbióticos de BAL tras su inactivación mediante 

métodos químicos, como el uso de LiCl, y confirmar si persiste la coagregación entre 

los postbióticos y C. albicans, para explorar el papel de las proteínas S-layer en estas 

interacciones físicas. 
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