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Actividad posbiotica de Lactobacillus plantarum y Streptococcus salivarius sobre
biofilms monoespecie y mixtos de Streptococcus mutans y Candida albicans: estudio in
vitro

Andrea Michelle Espinosa Martinez

amespinosam@estudiantes.uhemisferios.edu.ec

Resumen

Obijetivo: Evaluar la actividad posbidtica de sobrenadantes libres de células (CFS) de
Lactobacillus plantarum ATCC 8014 y Streptococcus salivarius ATCC 13419, aplicados
individualmente y en combinacién, sobre la biomasa de biopeliculas monoespecie y mixtas
de Streptococcus mutans ATCC 25175 y Candida albicans ATCC 10231.
Materiales y Métodos: Se realizé un estudio experimental in vitro . Se formaron biopeliculas
de S. mutans, C. albicans y mixtas (S. mutans + C. albicans) en microplacas de 96 pocillos
recubiertas con saliva humana. Tras 48 horas de maduracion, las biopeliculas fueron tratadas
con CFS de L. plantarum (Lp), S. salivarius (Ss) y su mezcla (Lp-Ss). La biomasa total se
cuantificd mediante el ensayo de cristal violeta a una longitud de onda de 570nm. El analisis
estadistico incluyo las pruebas de ANOVA de Welch, Kruskal-Wallis y comparaciones
maltiples post hoc, con un nivel de significancia de p < 0.05.
Resultados: EI biofilm mixto basal presentd una biomasa significativamente mayor que los
monocultivos, confirmando una sinergia virulenta. En todos los modelos bioldgicos, el
sobrenadante de L. plantarum demostré la mayor eficacia inhibitoria, logrando reducciones
significativas de biomasa frente a C. albicans, S. mutans y el biofilm mixto (p<0.05).
Contrariamente, la combinacion de posbidticos (Lp-Ss) resultd ser el tratamiento menos
efectivo, sugiriendo un antagonismo interespecifico. Aunque Lp fue el mejor tratamiento, la

biomasa remanente en el biofilm mixto fue superior a la de los monocultivos.



Conclusiones: Lactobacillus plantarum exhibe una potente actividad posbiotica de amplio
espectro, superior a S. salivarius y a la mezcla de ambos, posicionandose como un agente
prometedor para el control de biofilms cariogénicos. La resistencia del biofilm mixto y el
antagonismo observado entre cepas probidticas subrayan la importancia de seleccionar
monoterapias especificas y estrategias de modulacion ecoldgica para el manejo de
infecciones polimicrobianas en odontologia.

Palabras clave: Lactobacillus plantarum; Streptococcus mutans; Candida albicans; Biofilms;

Posbioticos; Sobrenadantes libres de células.
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Abstract

Objective: To evaluate the postbiotic activity of cell-free supernatants (CFS) from
Lactobacillus plantarum and Streptococcus salivarius, applied individually and in
combination, on the biomass of mono-species and mixed biofilms of Streptococcus mutans
and Candida albicans. Materials and Methods: An in vitro experimental study was
conducted. Biofilms of S. mutans, C. albicans, and mixed (S. mutans + C. albicans) were
formed in 96-well microplates coated with human saliva. After 48 hours of maturation,
biofilms were treated with CFS from Lactobacillus plantarum (Lp), Streptococcus salivarius
(Ss), and their combination (Lp-Ss). Total biomass was quantified using the crystal violet
assay, measuring optical density at a wavelength of 570 nm. Statistical analysis included
Welch’s ANOVA, Kruskal-Wallis test, and post hoc analyses. Results: The basal mixed
biofilm presented significantly higher biomass than mono-cultures, confirming virulent
synergy. Across all biological models, L. plantarum supernatant demonstrated the highest
inhibitory efficacy, achieving significant biomass reductions against C. albicans, S. mutans,
and the mixed biofilm (p < 0.05). Conversely, the posbiotics combination (Lp-Ss) proved to
be the least effective treatment, suggesting interspecific antagonism. Although Lp was the
superior treatment, the remaining biomass in the mixed biofilm was higher than in mono-
cultures. Conclusions: Lactobacillus plantarum exhibits potent broad-spectrum postbiotic
activity, superior to S. salivarius and their mixture, positioning it as a promising agent for
cariogenic biofilm control. The resistance of the mixed biofilm and the observed antagonism
between probiotic strains highlight the importance of selecting specific monotherapies and

ecological modulation strategies for managing polymicrobial infections in dentistry.

Keywords: Lactobacillus plantarum; Streptococcus mutans; Candida albicans; Biofilms;

Postbiotics; Cell-free supernatant
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Introduccion
Los probioticos son definidos por la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO) y la Organizacion Mundial de la Salud (WHO) como
microorganismos vivos que, administrados en cantidades adecuadas, confieren un beneficio
para la salud del huésped (Food and Agriculture Organization [FAO] & World Health

Organization [WHO], 2006).

Tradicionalmente, los microorganismos identificados como agentes probioticos,
especialmente los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, han demostrado multiples
beneficios para la salud del huésped, entre los que se incluyen la modulacion de la microbiota
intestinal, el fortalecimiento de la respuesta inmunologica y la competencia con
microorganismos patdgenos por sitios de adhesion, nutrientes y factores de crecimiento, lo
que ayuda a mantener el equilibrio de la microbiota y protege la salud oral (Luo et al., 2024;
Ouwehand et al., 2002). Ademas de estos efectos beneficiosos, diversas cepas producen
compuestos antimicrobianos naturales, como bacteriocinas, altamente eficaces contra
patdgenos relevantes, incluyendo Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Salmonella spp.
y Staphylococcus aureus (Darbandi et al., 2022). Precisamente, la capacidad de estos
metabolitos bioactivos para ejercer efectos terapéuticos sin necesidad de células viables ha
impulsado el desarrollo de los "posbidticos", definidos como preparaciones de
microorganismos inanimados y/o sus componentes que confieren beneficios para la salud,
ofreciendo una alternativa estable y segura a los probioticos convencionales (Salminen et al.,

2021).

En la cavidad oral, se han investigado otras especies con potencial probidtico, entre
ellas Streptococcus salivarius K12y M 18, Weissella cibaria, Lactococcus lactis,
Propionibacterium freudenreichii y algunas especies del género Saccharomyces. Estas cepas

han demostrado efectos beneficiosos en la prevencion y control de enfermedades orales,



12

como caries dental, gingivitis, periodontitis y halitosis, mediante mecanismos que incluyen la
inhibicion competitiva de patdgenos, la produccion de compuestos antimicrobianos y la
modulacion de la respuesta inmune local. De esta manera, los probidticos no solo mantienen
el equilibrio microbiano, sino que también reducen la inflamacion y previenen la destruccion
de los tejidos orales, desempefiando un papel esencial en la promocion y el mantenimiento de

la salud bucal (Go6nczi et al., 2021; Gruner et al., 2016; Meurman & Stamatova, 2007).

La alta prevalencia de caries dental y enfermedades periodontales constituye un
desafio significativo para la salud publica a nivel global. Estas patologias estdn estrechamente
relacionadas con la formacion de biopeliculas orales de especies mixtas, comunmente
conformadas por Streptococcus mutans y Candida albicans, cuya interaccion sinérgica
potencia la virulencia microbiana y dificulta los tratamientos convencionales (Falsetta et al.,
2014a). Este panorama se ve agravado por el uso excesivo de antimicrobianos, lo que ha

generado unas alternativas terapéuticas mas sostenibles y eficaces (Zhu et al., 2025).

La caries dental es una enfermedad multifactorial caracterizada por la
desmineralizacion acida y la degeneracion de la matriz organica dental, lo que conduce a la
aparicion de lesiones cariosas. Entre los factores involucrados, los microorganismos juegan
un papel crucial en el desarrollo de la caries dental (Milgrom, 2000). En la cavidad oral se
han identificado mas de 700 especies microbianas, incluyendo bacterias, hongos, virus,
protozoos entre otros (Dewhirst et al., 2010). A pesar de la diversidad de comunidades
microbianas presentes en el biofilm oral, el Streptococcus mutans se ha considerado uno de
los principales patdégenos responsables en la iniciacion y progresion de la caries dental
(Caufield et al., 1993). Este microorganismo posee varios factores de virulencia y es el
principal patdégeno productor de acidos relacionado con la caries dental, al colonizar la
superficie dental y causar dafios en la estructura dental en presencia de carbohidratos

fermentables (Banas, 2004).
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El Streptococcus mutans tiene la capacidad de producir grandes cantidades de
polisacaridos extracelulares y acidos organicos tolerantes al pH bajo (Lemos & Burne, 2008);
ademads, puede fermentar rdpidamente la sacarosa presente en la dieta y sintetizar glucanos
extracelulares mediante exoenzimas como la glucosiltransferasa lo que favorece la adhesion
bacteriana a la superficie del diente (Aoki et al., 1986). Este proceso facilita la congregacion
de bacterias, contribuyendo a la formacion de biopeliculas compuestas de especies mixtas
altamente virulentas, y generando un microambiente acidogénico que desmineraliza el

esmalte dental (Loesche, 1986).

La Cdndida albicans es un hongo oral de gran relevancia que frecuentemente se
detecta en biofilms junto con Streptococcus mutans (de Carvalho et al., 2006). La presencia
de sacarosa en el ambiente juega un papel crucial, ya que favorece la coadhesion y la
coexistencia entre estos microorganismos en la cavidad bucal, presentando una interaccion
sinérgica entre ellos (Falsetta et al., 2014b) La glucosil transferasa se une a la superficie
celular de la Cdndida albicans lo que provoca la produccion de grandes cantidades de
glucanos en presencia de sacarosa. Esto aumenta los sitios de union para el Streptococcus
mutans, favoreciendo la formacion de una biopelicula de especies mixtas altamente patogena

(Hwang et al., 2015).

Las bacterias probioticas pueden inducir cambios quimicos y fisicos en el microbioma
de la cavidad oral (Tagg et al., 2023). Estas bacterias beneficiosas poseen una mayor
capacidad de adhesion a los tejidos orales en comparacion con los patogenos, lo que les
permite competir eficazmente por los sitios de union, nutrientes y factores de crecimiento,
favoreciendo la agregacion y co-agregacion bacteriana y la formacion de un biofilm con
propiedades beneficiosas para la salud oral (Homayouni Rad et al., 2023). Tras su adhesion,
los probioticos inhiben la colonizacion de bacterias patdgenas mediante la produccion de

compuestos antimicrobianos, como bacteriocinas, dcidos organicos, acidos grasos y peroxido
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de hidrogeno, contribuyendo asi al mantenimiento del equilibrio de la microbiota y a la

proteccion de la salud oral (Cheng et al., 2022; Luo et al., 2024).

En este contexto, el presente estudio in vifro se orienta a comprender de manera mas
precisa la dinamica microbiana involucrada en las biopeliculas asociadas a las caries,
enfocandose en la interaccion entre Streptococcus mutans ATCC 25175 'y Candida albicans
ATCC 10231, patogenos claves en la etiologia de esta enfermedad. Con base en ello, se
propone el empleo de los posbidticos de Lactobacillus plantarum ATCC 8014 y
Streptococcus salivarius ATCC 13419 como una alternativa bioterapéutica capaz de modular
o inhibir el desarrollo de estas biopeliculas, aportando un enfoque innovador desde la
microbiologia oral. La exploracion de estrategias probidticas resulta especialmente relevante
frente al uso excesivo de antimicrobianos, pues ofrece opciones mas sostenibles que podrian
contribuir a disminuir la presion selectiva asociada a la resistencia microbiana. En conjunto,
estos elementos fundamentan la importancia del presente trabajo, cuyo objetivo es evaluar el
efecto inhibitorio de Lactobacillus plantarum ATCC 8014 y Streptococcus salivarius ATCC
13419 sobre biopeliculas de especies simples y mixtas de Streptococcus mutans ATCC 25175
y Candida albicans ATCC 10231 mediante pruebas microbioldgicas in vitro, generando
evidencia aplicable al desarrollo de futuras estrategias preventivas y terapéuticas en salud

bucal.
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Materiales y métodos
Esta investigacion in vitro se disefld para evaluar el efecto inhibitorio del
sobrenadante (Posbidtico) producido por microorganismos probioticos, entre ellos:
Lactobacillus plantarum ATCC 8014, Streptococcus salivarius ATCC 13419, tanto de forma
individual (monoespecies) como en cultivos mixtos (multiespecies), frente a un biofilm
formado por el patégeno mas comun de la caries dental: Streptococcus mutans ATCC 25175
y una levadura persistente en infecciones de enfermedades bucales, Candida albicans ATCC

10231. El efecto inhibitorio fue determinado mediante el ensayo de cristal violeta.

Disefio experimental

El presente estudio fue de tipo experimental, longitudinal y transversal, realizado in
vitro . Para la seleccion de los microorganismos utilizados, se establecieron criterios de

inclusion y exclusion claramente definidos.

Los criterios de inclusion contemplaron el uso de los siguientes microorganismos
patogenos y probioticos cultivables, con capacidad comprobada para formar biopeliculas y
secretar compuestos antimicrobianos, respectivamente. Se seleccionaron las siguientes cepas:
Streptococcus mutans ATCC 25175 como patégeno cariogénico, Candida albicans ATCC
10231 como hongo oportunista oral, Lactobacillus plantarum ATCC 8014 y Streptococcus
salivarius ATCC 13419 como microorganismos probiéticos. Cada cepa fue cultivada en
medios especificos adecuados para su desarrollo: Streptococcus mutans ATCC 25175y
Streptococcus salivarius ATCC 13419 en agar sangre base enriquecido con 5 % sangre
cordero (ASC), Candida albicans ATCC 10231 en agar Sabouraud y Lactobacillus
plantarum ATCC 8014 en agar MRS (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ,

USA).
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Como criterios de exclusion, se consideraron aquellos microorganismos no patdogenos
ni probidticos, o que no presentaran capacidad de formar biopeliculas ni actividad
antimicrobiana conocida. También se excluyeron cepas que no fueran cultivables en las

condiciones experimentales establecidas.

Se definieron un total de 9 tratamientos terapéuticos, que se administraron después de
la formacion del biofilm de especies simples de Streptococcus mutans ATCC 25175 y
Candida albicans ATCC 10231 y especies mixtas de amabas, con el fin de evaluar la
efectividad en la eliminacion de biofilms ya establecidos. Cada grupo experimental se analiz6
mediante 25 repeticiones; ademas, se incluyeron controles positivos de hipoclorito de sodio al

2.5% y negativos de agua estéril, en total se realizaron 297 analisis.

Tabla 1.

Diserio experimental de los tratamientos evaluados con sobrenadantes posbioticos de
Lactobacillus plantarum, Streptococcus salivarius y su cultivo multiespecie sobre biofilms

monoespecie de Candida albicans, Streptococcus mutans y biofilms mixtos.

TRATAMIENTO NOMENCLATURA DESCRIPCION

Candida albicans ATCC 10231 vs Posbidtico de
Tratamiento 1 Ca/Lp Lactobacillus plantarum ATCC 8014

Candida albicans ATCC 10231 vs Posbidtico de
Tratamiento 2 Ca/Ss Streptococcus salivarius ATCC 13419

Candida albicans ATCC 10231 vs Posbiotico de cultivos
Tratamiento 3 Ca/Lp-Ss mixtos de Lactobacillus plantarum ATCC 8014 vy

Streptococcus salivarius ATCC 13419

Streptococcus mutans ATCC 25175 vs Posbidtico de

Lactobacillus plantarum ATCC 8014
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Tratamiento 4

Sm/Lp

Tratamiento 5

Sm/Ss

Streptococcus  mutans ATCC 25175 vs Posbidtico de

Streptococcus salivarius ATCC 13419

Tratamiento 6

Sm/Lp-Ss

Streptococcus mutans ATCC 25175 vs Posbidtico de cultivos
mixtos de Lactobacillus plantarum ATCC 8014 'y

Streptococcus salivarius ATCC 13419

Tratamiento 7

Ca-Sm/Lp

Especies mixtas de Candida albicans ATCC 10231 y
Streptococcus mutans ATCC 25175 vs Posbidtico de

Lactobacillus plantarum ATCC 8014

Tratamiento 8

Ca-Sm/Ss

Especies mixtas de Candida albicans ATCC 10231 y
Streptococcus mutans ATCC 25175 vs Posbidtico de

Streptococcus salivarius ATCC 13419

Tratamiento 9

Ca-Sm/Lp-Ss

Especies mixtas de Candida albicans ATCC 10231 vy
Streptococcus mutans ATCC 25175 vs Posbiodtico de cultivos
mixtos de Lactobacillus plantarum ATCC 8014 'y

Streptococcus salivarius ATCC 13419

Biofilms: Ca: Candida albicans ATCC 1023; Sm: Streptococcus mutans ATCC 25175; Ca=Sm Biofilm Mixto. Postbioticos: Lp:

Lactobacillus plantarum ATCC 8014, Ss: Streptococcus salivarius ATCC 13419; Lp-Ss: co-cultivo.

Fuente: Elaboracion propia

Activacion y caracterizacion de cepas microbianas

Para el presente estudio, las cepas certificadas de Lactobacillus plantarum (Lp) ATCC

8014, Streptococcus salivarius (Ss) ATCC 13419 y Candida albicans (Ca) ATCC 10231

fueron adquiridas a través de un proveedor especializado en reactivos de biociencias,

MEDIBAC. Por otro lado, la cepa de Streptococcus mutans (Sm) ATCC 25175 fue

proporcionada por el Laboratorio de Microbiologia General de la Universidad Hemisferios.
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Para la activacion de las cepas L. plantarum ATCC 8014, S. salivarius ATCC 13419 y
C. albicans ATCC 10231, se emplearon medios de cultivo especificos, para L. plantarum
ATCC 8014 agar Man, Rogosa y Sharpe (MRS), para Cdndida albicans ATCC 1023 agar
saboraud y para S. mutans ATCC 25175 y S. salivarius ATCC 13419 en agar sangre base
enriquecido con 5 % sangre cordero (ASC) (BD, USA)., los cuales fueron preparados
mediante la reconstitucion de los polvos deshidratados en agua destilada estéril, siguiendo las
proporciones recomendadas por el fabricante y ajustando el volumen a las necesidades del
experimento. Todos los cultivos se incubaron a 37 °C durante 48 horas; en el caso de S.
salivarius y L. plantarum, las placas inoculadas se colocaron previamente en una cdmara de
anaerobiosis antes de ser transferidas a la incubadora. En cuanto a C. albicans fue sembrada
en agar Sabouraud, las placas se incubaron en condiciones aerobias y de inmediato se

mantuvieron 24 horas a temperatura ambiente para su adecuada estabilizacion.

Para la caracterizacion de las cepas se realizaron las pruebas de tincion Gram,
catalasa, fermentacion de azucares, manitol, ureasa, asi como caracteristicas fenotipicas de
las colonias. En conjunto, los resultados obtenidos confirmaron la idoneidad de las cepas para

los ensayos posteriores.

Preparacion de posbioticos monoespecies y multiespecies de Lactobacillus plantarum y

Streptococcus salivarius

La obtencion de los sobrenadantes (posbioticos) se basé en la metodologia descrita
por (Srivastava et al., 2020), con ligeras modificaciones. Para la obtencion de los
sobrenadantes, se colocaron de 2 a 3 colonias de cada cepa probiotica (L. plantrum y S.
salivarius) en un tubo de ensayo con 3 ml de caldo MRS y caldo Brain Heart Infusion (BHI)
para L. plantarum 'y S. salivarius respectivamente, hasta alcanzar una concentracion de 0.5

McFarland. Para la preparacion del cultivo multiespecie Lp-Ss, se mezclaron volimenes
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iguales (1:1) de los cultivos ajustados previamente a 0.5 McFarland de L. plantarum y S.
salivarius, se utiliz6 caldo BHI modificado con 0.5% de glucosa (BHIglu) (BD, USA) como
medio de cultivo. Los inéculos fueron incubados en condiciones de anaerobiosis a 37 °C

durante 48 horas.

Transcurrido este tiempo, las suspensiones bacterianas fueron sometidas a
centrifugacion a 4000 rpm durante 15 minutos. Posteriormente, el sobrenadante fue
cuidadosamente recuperado con una micropipeta, evitando la perturbacion del pellet celular,
y transferido a microtubos estériles. Los sobrenadantes fueron esterilizados a través
membranas de 0,22 um y conservados a 4 °C en un contenedor refrigerado. Estos posbioticos

estandarizados se utilizaron inmediatamente en todos los tratamientos del estudio.

La verificacion de la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes se realizo, por
triplicado, mediante un ensayo de difusion en disco con el fin de confirmar la sensibilidad
preliminar de los patogenos frente a los metabolitos probidticos. Para ello, se inocularon
placas de Agar Sabouraud con C. albicans y Agar Sangre con S. mutans empleando la técnica
de hisopado masivo para obtener un crecimiento confluente. Posteriormente, se dispusieron
sobre la superficie del agar discos de papel filtro estériles, los cuales fueron impregnados con
20 uL de los sobrenadantes de L. plantarum, S. salivarius y su mezcla (multiespecie),
incluyendo ademas un control positivo. Con el objetivo de estandarizar las condiciones
experimentales y favorecer el metabolismo de los posbioticos, todas las placas se incubaron
en anaerobiosis a 37 °C durante 48 horas. Finalmente, la capacidad inhibitoria se determiné
cualitativamente mediante la observacion de los halos de inhibicidén formados alrededor de

los discos.
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Preparacion de biofilms monoespecies y mixtos de Candida albicans 'y Streptococcus

mutans

Previo a la formacién del biofilm en microplacas de 96 pocillos, estas fueron
recubiertas con saliva humana, con el fin de favorecer la adhesion a la superficie. La saliva
fue obtenida de un tinico donante sano, sin enfermedad periodontal, ni caries dental, quien
realizd un enjuague bucal con agua destilada y evit6 la estimulacion salival mediante agentes
externos, siguiendo protocolos previamente establecidos y con pocas modificaciones (Kim

et al., 2021). Aproximadamente 20 ml de saliva fueron recolectados en un frasco estéril.

Las muestras de saliva fueron centrifugadas a 4000 rpm durante 10 min; el
sobrenadante salival fue retirado cuidadosamente y luego esterilizado a través de una
membrana de 0,22 pm para asegurar la eliminacion de posibles contaminantes microbianos.
Posteriormente, se distribuyeron 100 pl de saliva en cada pocillo de las microplacas y se
incubaron a 37 °C durante 1 h. Transcurrido este tiempo, el excedente de saliva fue

eliminado, dejando los pocillos preparados para la formacion de los biofilms.

El cultivo inicial se preparo a partir de colonias de C. albicans y S. mutans, las cuales
fueron resuspendidas en PBS estéril con pH 7.2 y ajustadas a una turbidez equivalente a 0,5
en la escala de McFarland. Una vez estandarizadas, las suspensiones se emplearon para la
inoculacién en microplacas, utilizando caldo BHI suplementado con 0,5 % de glucosa
(BHIglu) como medio de crecimiento. En cada pocillo se colocaron 100 ul de C. albicans,
100 pl de S. mutans, y para el cultivo mixto se colocaron 75 ul de S. mutans mas 25 ul de C.

albicans. Posteriormente, se adicionaron 100 pul de BHIglu en cada pocillo.

Como controles experimentales se incluyeron hipoclorito de sodio al 2.5% (control

positivo), agua estéril (control negativo) y caldo BHI sin inoculacién en otros pocillos.
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Asimismo, se reservaron cuatro pocillos como blancos para la lectura en el

espectrofotémetro.

Finalmente, las placas fueron incubadas durante 48 horas en condiciones de
anaerobiosis, con agitacion suave a 80 rpm. La validacion de biofilm se confirmo, por
separado, mediante espectrofotometro de la marca AGILENT Bio Tek, a longitudes de onda
570nm cuando se tifieron con Cristal violeta y de 600nm sin Cristal violeta. Ademas, se
confirmo la presencia de las especies microbianas a través de cultivos en agares y pruebas

bioquimicas.

Tratamiento in vitro de biofilms monoespecie y mixtos de Candida albicans 'y
Streptococcus mutans mediante posbioticos derivados de Lactobacillus plantarum,

Streptococcus salivarius y su cultivo multiespecie

Posterior a la formacion y medicion de los biofilms, se afiadieron 50 pl de posbioticos
de L. plantarum, S. salivarius y Lp-Ss a los pocillos correspondientes que contenian los
biofilms establecidos (Ca, Sm, Ca-Sm). Las placas fueron incubadas durante 48 horas en
condiciones de anaerobiosis para evaluar el efecto de los sobrenadantes sobre la biomasa

microbiana.

Cuantificacion del efecto inhibitorio de los posbioticos de L. plantarum, S. salivarius y
cultivo multiespecie sobre biofilms de S. mutans, C. albicans y biofilms mixtos, mediante

ensayo de cristal violeta

La cuantificacion de los biofilms se realizé mediante el protocolo de cristal violeta
(Srivastava et al., 2020), la cual permite estimar la biomasa total del biofilm. Para ello, el
sobrenadante con células planctonicas fue retirado cuidadosamente de cada pocillo, seguido

de dos lavados con 200 pl de PBS pH 7.2 para eliminar restos celulares no adheridos. Los
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biofilms fueron fijados con 100 pl de metanol al 100 % durante 15 minutos a temperatura
ambiente y luego se retir el exceso. A continuacion, se afiadieron 100 pl de solucion de
cristal violeta al 0,1 % en cada pocillo y se incubaron durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, los pocillos se lavaron tres veces con agua estéril para eliminar el
exceso de colorante. El cristal violeta adherido al biofilm se disolvié con 100 pl de etanol al
95 % por pocillo por 15 minutos, y el extracto obtenido se transfirié a una nueva microplaca
estéril de 96 pocillos. La absorbancia de cada muestra se midi6 a 570 nm mediante

espectrofotometria.

Analisis estadistico de la eficiencia de los posbioticos Lactobacillus plantarum,
Streptococcus salivarius y cultivo multiespecie sobre biofilms orales de Candida

albicans, Streptococcus mutans 'y biofilms mixtos.

El procesamiento de datos y el andlisis estadistico se llevaron a cabo empleando el
software R, estableciendo un nivel de significancia de (p < 0.05) para todas las pruebas.
Inicialmente, se realiz6 un andlisis descriptivo para obtener medidas de tendencia central y
dispersion, seguido de la evaluacion de los supuestos de normalidad y homogeneidad de
varianzas mediante las pruebas de Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente. La seleccion de
la prueba de hipodtesis para las comparaciones entre grupos se determind en funcién del
cumplimiento de dichos supuestos: se aplic el Analisis de Varianza (ANOVA) de una via
con prueba post hoc de Tukey HSD para datos paramétricos homocedasticos; el ANOVA de
Welch seguido de la prueba post hoc de Games-Howell para datos con distribucién normal
que presentaron heterocedasticidad; y la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis,
complementada con comparaciones por pares mediante la prueba de Dunn con ajuste de

Holm, para aquellos conjuntos de datos que no siguieron una distribucion normal.
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Resultados

La evaluacion de la actividad posbidtica se llevo a cabo mediante un disefio
experimental sistematico que comprendio6 un total de 297 analisis, derivados de 25
repeticiones por cada uno de los 9 tratamientos terapéuticos evaluados. Estos incluyeron la
aplicacion de sobrenadantes libres de células (CFS) de Lactobacillus plantarum ATCC 8014,
Streptococcus salivarius ATCC 13419 y su combinacion, sobre biopeliculas maduras de
Candida albicans ATCC 10231, Streptococcus mutans ATCC 25175 y el modelo de biofilm
mixto. La validez del ensayo fue respaldada por la inclusion de controles negativos (agua
estéril) y controles positivos (hipoclorito de sodio al 2.5%), permitiendo una comparacion

estadistica de la biomasa remanente tras la intervencion con los posbidticos.

Analisis de la formacion de biofilms monoespecies de C. albicans, S. mutans y biofilms

mixtos

Dado que no todos los grupos cumplieron con el supuesto de normalidad, se
emplearon pruebas no paramétricas, las cuales demostraron diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05) tanto en la comparacion global como en las comparaciones por pares

(Tabla 3).

Tabla 2.

Estadistica descriptiva de la formacion basal de biofilms monoespecie y mixtos,

expresada con densidad optica 600nm.

Biofilms Media Mediana Maximo ler quartil 3er Desv.Estandar
quartil

Ca 0.7502 0.7488 1.0837  0.6767 0.8240 0.1023

Sm 0.6365 0.6308 0.8798  0.5637 0.7057 0.0959

Ca-Sm  0.9208 0.9065 1.1805  0.8645 0.9665 0.0819

Ca: Candida albicans ATCC 1023; Sm: Streptococcus mutans ATCC 25175; Ca-Sm Biofilm Mixto
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Tabla 3.

Comparaciones por pares de la formacion basal de biofilms monoespecie y el biofilm

mixto, obtenidas mediante el analisis post hoc de Dunn con ajuste de Holm.

Comparacion P.adj

Ca/Ca-Sm 1.108711 x
10—13

Ca/Sm 1.503833 x 107°

Ca-Sm 1.893002 x
10*34

Ca: Candida albicans ATCC 1023; Sm: Streptococcus mutans ATCC
25175; Ca=Sm Biofilm Mixto

La estadistica descriptiva (Tabla 2) evidenci6 que, a una longitud de onda de 600nm,
la media de la capacidad de formacion de biofilm mixto Ca-Sm presento los valores mas altos
(0.9208 £ 0.0819, seguido del monocultivo de Ca (0.7502 £ 0.1023), mientras que Sm
(0.6365 £ 0.0959) mostr6 la menor formacioén de biofilm (Figura 1), indicando que la
interaccion polimicrobiana favorece la formacion de una biopelicula més densa en

comparacion con los cultivos monoespecie.
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Figura 1.

Evaluacion de la formacion basal de biofilms monoespecies y mixto, mediante

espectrofotometria y expresada como densidad optica de 600nm.

1.2

1.0

Absorbancia OD 600nm
0.8

08
I

Ca Sm Ca-Sm

Ca: Candida albicans ATCC 1023; Sm: Streptococcus mutans ATCC 25175; Ca=Sm Biofilm Mixto

La evaluacion espectrofotométrica se realizo a una longitud de onda de 600 nm
utilizando un espectrofotometro Agilent BioTek. La lectura se llevé a cabo en placas de 96
pocillos, donde el haz de luz atraves6 cada pocillo de manera individual, permitiendo
cuantificar la densidad optica como indicador indirecto de la biomasa del biofilm. El analisis

se efectud mediante la medicion por areas en cada pocillo de la microplaca.

Se emplearon tres placas independientes: (2A) biofilm de Candida albicans, (2B)
biofilm de Streptococcus mutans y (2C) biofilm mixto (C. albicans - S. mutans). En cada
placa, los pocillos comprendidos entre A1 y F12 fueron destinados a la formacion de biofilm.
Los pocillos H1 y H2 correspondieron al control positivo (hipoclorito), mientras que los
pocillos H4, H5, H7 y HS se utilizaron como controles negativos (agua estéril). Como se

observa en la Figura 2, la distribucion experimental fue homogénea en las tres placas,
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permitiendo la comparacion entre biofilms monoespecie y mixto bajo las mismas condiciones

experimentales.

En cuanto a los resultados, el biofilm mixto (Figura 2C), correspondiente a Candida
albicans y Streptococcus mutans, present6 la mayor densidad de biomasa, lo que sugiere una
interaccion sinérgica entre ambas especies que favorece la formacion y estructuracion del
biofilm. En segundo lugar, el monocultivo de Candida albicans (Figura 2A) mostro una
capacidad intermedia de formacion, mientras que Streptococcus mutans (Figura 2B) presento
los valores més bajos de densidad 6ptica, indicando una menor produccion de biomasa en
condiciones individuales. En conjunto, estos resultados evidencian que la interaccion
polimicrobiana incrementa la formacion de biofilm en comparacion con los cultivos

monoespecie, en concordancia con la mayor complejidad estructural de los biofilms mixtos.
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Figura 2.

Distribucion de los biofilms en placas de 96 pocillos para Candida albicans (A),

Streptococcus mutans (B) y biofilm mixto (C. albicans - S. mutans) (C), evaluados mediante

espectrofotometria a una longitud de onda de 600 nm utilizando un equipo Agilent BioTek.

Los pocillos HI y H2 corresponden al control positivo (hipoclorito), mientras que los

pocillos H4, H5, H7 y HS8 corresponden a controles negativos (agua estéril).
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Analisis del efecto antimicrobiano Posbiotico sobre la formacion de biofilms

monosespecies y especies mixtas

El ensayo preliminar de difusion en disco confirmé la capacidad antimicrobiana de los
posbidticos evaluados, tras validar que las caracterizaciones bioquimicas de todas las cepas
fueron consistentes con sus perfiles de referencia. En el analisis de S. mutans (Figura 3A), se
identificaron halos de inhibicion pequefios pero definidos; el mayor diametro fue producido
por L. plantarum, seguido en orden decreciente por S. salivarius y la combinacion Lp-Ss. De
manera similar, frente a C. albicans (Figura 3B), se observo una respuesta inhibitoria de
menor magnitud con halos reducidos, donde el halo mas prominente correspondid
nuevamente a L. plantarum, mientras que el tratamiento combinado Lp-Ss evidencid la menor
actividad antifingica. En ambos modelos, el control positivo (Cl) mostrd una inhibicion total,
ratificando la susceptibilidad microbiana necesaria para proceder con los ensayos de

biopelicula.

Figura 3.

Ensayo de difusion en disco para la evaluacion cualitativa de la actividad

antimicrobiana posbiotica. (A) Modelo de Streptococcus mutans, (B) Modelo de Candida

albicans.
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El analisis estadistico de los datos obtenidos por espectrofotometria (ensayo de cristal
violeta), pudo evidenciar que en el modelo de Candida albicans, el ANOVA de Welch
presentd diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05). De acuerdo con la estadistica
descriptiva de la Tabla 4, el posbiotico de Lactobacillus plantarum (Lp) presentd la menor
formacion de biofilm (0.1915 + 0.0447), seguido por Streptococcus salivarius (Ss) (0.3325 +
0.0655), mientras que la combinacién Lp-Ss mostr6 la mayor biomasa (0.4722 + 0.0789). Las
comparaciones post hoc de Games-Howell (Tabla 5) confirmaron que todas las diferencias
entre grupos fueron estadisticamente significativas (p < 0.05). Estos resultados se observan

claramente en la distribucion de los datos en la Figura 4A.

Tabla 4.

Estadistica descriptiva del efecto de los posbioticos sobre la formacion basal de

biofilms monoespecie y biofilm mixto, expresada como densidad optica de 570nm.

Biofilms Media Mediana  Maximo ler quartil 3er quartil Desv.Estandar
Ca/Lp 0.1915 0.1988 0.2500 0.1547 0.2278 0.0447
Ca/Ss 0.3325 0.3238 0.4358 0.2843 0.3857 0.0655

Ca/Lp-Ss 0.4722 0.4718 0.6734 0.4218 0.5272 0.0789
Sm/Lp 0.1746 0.1612 0.2912 0.1157 0.2431 0.0695
Sm/Ss 0.2657 0.2752 0.4173 0.2018 0.3261 0.0767

Sm/Lp-Ss 0.3176 0.3113 0.4733 0.3013 0.3429 0.0473

Ca-Sm/Lp 0.3189 0.3113 0.4903 0.2352 0.3985 0.1023
Ca-Sm/Ss 0.4524  0.4602 0.6710 0.3952 0.5172 0.1036
Ca-Sm/Lp-Ss  0.6015 0.5893 0.7722 0.5473 0.6633 0.0802

Biofilms: Ca: Candida albicans ATCC 1023; Sm: Streptococcus mutans ATCC 25175; Ca=-Sm Biofilm Mixto. Posbioticos: Lp: Lactobacillus
plantarum ATCC 8014, Ss: Streptococcus salivarius ATCC 13419; Lp=Ss: co-cultivo.
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Tabla 5.

Comparaciones multiples por pares entre los tratamientos posbioticos sobre los

biofilms monoespecie y mixto.

Comparacion P.adj

Ca+Lp-Ss vs Ca+Lp 871 10"
Ca+Ss vs Ca+Lp 1.42 x 10
Ca+Ss vs Ca+Lp-Ss 1.32 x10°®
Sm+Lp vs Sm+Lp-Ss 3.36 x 107
Sm+Lp vs Sm+Ss 2.99 x 10
Sm+Lp-Ss vs Sm+Ss 2.15x107?
Ca-Sm + Lp-Ss vs Ca-Sm+ Lp 0.00 x 10°
Ca-Sm + Ss vs Ca-Sm + Lp 6.70 x 10°¢
Ca-Sm + Ss vs Ca-Sm + Lp-Ss 8.30 x 10t

Biofilms: Ca: Candida albicans ATCC 1023; Sm: Streptococcus mutans ATCC 25175; Ca=Sm Biofilm Mixto. Posbidticos: Lp: Lactobacillus
plantarum ATCC 8014, Ss: Streptococcus salivarius ATCC 13419; Lp-Ss: co-cultivo.

En el modelo de Candida albicans, el ANOVA de Welch evidencio diferencias significativas
entre tratamientos (p < 0.05). De acuerdo con la estadistica descriptiva presentada en la
(Tabla 4), el postbidtico de Lactobacillus plantarum (Lp) presentd la menor formacion de
biofilm (0.1915 + 0.0447), seguido por Streptococcus salivarius (Ss) (0.3325 + 0.0655),
mientras que la combinacion (Lp-Ss) mostrd la mayor biomasa (0.4722 + 0.0789). Las
comparaciones post hoc de Games-Howell (Tabla 5) confirmaron que todas las diferencias
entre grupos fueron estadisticamente significativas (p < 0.05). Estos resultados se observan

claramente en la distribucion de los datos en la Figura 4A.

De manera concordante, en los biofilms de Streptococcus mutans, la prueba de
Kruskal-Wallis evidencié diferencias significativas entre los tratamientos (p < 0.05). Segtn la
estadistica descriptiva (Tabla 4), el tratamiento con L. plantarum (Lp) presentd la mayor

capacidad inhibitoria (0.1746 + 0.0695), seguido por S. salivarius (Ss) (0.2657 + 0.0767),
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mientras que la combinacion (Lp-Ss) mostrd la menor eficacia (0.3176 + 0.0473). El anélisis
post hoc de Dunn (Tabla 5) confirmé diferencias significativas entre todos los grupos (p <
0.05). Estos hallazgos se visualizan en la Figura 4B, observandose ademas que la
combinacion Lp-Ss fue menos eficaz incluso que S. salivarius, lo que sugiere la ausencia de

un efecto sinérgico.

En el modelo de biofilm mixto (Candida albicans - Streptococcus mutans), el
ANOVA de una via evidencio diferencias significativas entre los tratamientos (p < 0.05). De
acuerdo con la estadistica descriptiva presentada en la Tabla 4, el tratamiento con L.
plantarum mostr6 la menor formacion de biofilm (0.3189 + 0.1023), seguido por S. salivarius
(0.4524 £ 0.1036), mientras que la combinacion Lp-Ss present6 la mayor biomasa (0.6015 +
0.0802). Las comparaciones multiples mediante la prueba de Tukey HSD (Tabla 5)
confirmaron diferencias significativas entre todos los grupos (p < 0.05). Estos resultados se
observan en la Figura 4C y evidencian que, aunque L. plantarum mantiene la mayor
capacidad inhibitoria, el biofilm mixto presenta mayor biomasa residual en comparacion con
los monocultivos, lo que sugiere una mayor resistencia del modelo polimicrobiano frente a

los tratamientos.
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Evaluacion de la efectividad de los tratamientos posbioticos sobre la biomasa de
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biofilms monoespecie y mixto, cuantificada mediante la técnica de cristal violeta y expresada

como densidad optica de 570nm.
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Biofilms: Ca: Candida albicans ATCC 1023; Sm: Streptococcus mutans ATCC 25175; Ca=Sm Biofilm Mixto. Posbidticos: Lp: Lactobacillus

plantarum ATCC 8014, Ss: Streptococcus salivarius ATCC 13419, Lp=Ss: co-cultivo.

Analisis comparativo del efecto del Posbiotico mas efectivo, Lactobacillus plantarum,

sobre la formacion de biofilms monoespecie y mixto

Finalmente, se realizo un analisis comparativo transversal para evaluar si la eficacia

del Posbiotico mas efectivo, L. plantarum, vari6 segin la complejidad estructural del biofilm.

Los datos descriptivos de la (Tabla 4) muestran que la formacion del biofilm fue mayor en el
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modelo mixto (Ca-Sm) (0.3189 + 0.1023), intermedia en C. albicans (0.1915 + 0.0447) y
menor en S. mutans (0.1746 £ 0.0695), evidenciando diferencias en la densidad de biomasa

basal entre los distintos sistemas bioldgicos.

Tabla 6.

Comparacion de la eficacia de los mejores tratamientos con Lactobacillus plantarum

sobre la formacion de biofilms monoespecie y mixtos.

Comparacion P.adj

Ca+Lp vs Ca-Sm+LP 4.302199 x 10~
Ca+Lp vs Sm+Lp 4.573072 x 107!
Ca-Sm+Lp Vs Sm+Lp 1.793749 x 10°¢

Biofilms: Ca: Candida albicans ATCC 1023; Sm: Streptococcus mutans ATCC 25175; Ca=Sm
Biofilm Mixto. Postbioticos: Lp: Lactobacillus plantarum ATCC 8014; Ss: Streptococcus
salivarius ATCC 13419, Lp=Ss: co-cultivo.

El grafico de comparacion de los mejores tratamientos con L. plantarum (Figura 5)y
los datos de la (Tabla 6) confirman que L. plantarum mantiene una alta capacidad inhibitoria
frente a los monocultivos de C. albicans y S. mutans, mientras que en el biofilm mixto (Ca-
Sm) la biomasa residual tras el tratamiento con L. plantarum fue significativamente mayor (p
< 0.05). Estos hallazgos indican que, aunque L. plantarum es el posbiotico mas eficaz en
todos los modelos evaluados, la complejidad polimicrobiana del biofilm mixto confiere una

resistencia estructural superior que limita su erradicacion completa.

Figura 5.

Eficacia inhibitoria de Lactobacillus plantarum (Lp) sobre biofilms monoespecie y

mixto, evaluada mediante densidad optica de 570nm.
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Discusion

El presente estudio se disefi6 con el proposito de evaluar el potencial de los
posbidticos derivados de Lactobacillus plantarum ATCC 8014 y Streptococcus salivarius
ATCC 13419 como agentes alternativos para el control de biofilms orales patogenos. Los
hallazgos principales revelaron que el sobrenadante de L. plantarum posee la mayor actividad
inhibitoria frente a Candida albicans ATCC 10231 y Streptococcus mutans ATCC 25175,
tanto en sus formas individuales como en co-cultivo, superando en eficacia a S. salivarius 'y,

de manera notable, a la combinacién de ambos probioticos.

En primera instancia, el analisis de la formacion basal de los biofilms confirm6 que la
interaccion entre C. albicans y S. mutans genera una estructura biologica significativamente
mas densa y resistente que la de las especies por separado. Este fenomeno de sinergia
corrobora los hallazgos fundamentales del estudio seminal de (Falsetta et al., 2014b) quienes
describieron por primera vez el mecanismo molecular mediante el cual las exoenzimas de S.
mutans se anclan a la pared celular del hongo. Investigaciones recientes, como la de (Du
et al., 2020), han revalidado este modelo, confirmando que dicha unién facilita la produccioén
de una matriz rica en glucanos y fructanos que actiia como un "pegamento bioldgico",
envolviendo a ambos microorganismos y creando un ambiente protegido que explica la alta

densidad de biomasa observada en los biofilms mixtos creados en la presente investigacion.

Respecto a las estrategias terapéuticas, el sobrenadante de L. plantarum demostro ser
el agente mas efectivo en todos los escenarios. La actividad antimicrobiana observada puede
atribuirse a la secrecion de acidos organicos y moléculas de bajo peso molecular. Estudios
recientes como el de (Zhang et al., 2020), han evidenciado que L. plantarum presenta
actividad antimicrobiana frente a Streptococcus mutans, reduciendo su crecimiento y

viabilidad, lo que podria estar relacionado con la accion de sus metabolitos bioactivos. De
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igual manera, su eficacia frente a C. albicans concuerda con lo expuesto recientemente por
(Parolin et al., 2021), quienes demostraron que los metabolitos de estos lactobacilos, tales
como acidos orgénicos (principalmente 4cido lactico), ejercen un efecto antifungico,

afectando la viabilidad y capacidad de colonizacion de este microorganismo.

Por otro lado, el sobrenadante de S. salivarius mostr6 una actividad inhibitoria
significativa, aunque inferior a la de L. plantarum. Este comportamiento se alinea con los
principios establecidos por (Tagg, 2004), investigador pionero que definid las sustancias
inhibidoras tipo bacteriocinas (BLIS) producidas por esta especie. Si bien estas proteinas son
efectivas para la competencia ecologica y la prevencion, revisiones sistematicas como la de
(Inchingolo et al., 2025; Poorni et al., 2019) sugieren que, una vez que el biofilm esta
maduro, estas macromoléculas tienen mayor dificultad para penetrar la estructura en
comparacion con los acidos orgénicos mds pequetios producidos por los lactobacilos, lo que

explicaria la diferencia de eficacia en nuestro estudio.

Un hallazgo relevante de esta investigacion fue que la combinacion de ambos
sobrenadantes resultd menos eficaz que su uso individual, lo que sugiriere una posible
interaccion antagonista. En este sentido, (Stavropoulou & Bezirtzoglou, 2020) sefialan que las
mezclas probidticas pueden presentar interferencias que afectan su actividad bioldgica.
Aunque en el presente estudio no se evaluaron parametros fisicoquimicos como el pH ni la
estabilidad de los metabolitos, es posible que interacciones entre los compuestos bioactivos
de ambas cepas hayan influido en la reduccion del efecto observado. Este resultado resalta la
importancia de evaluar la compatibilidad entre cepas en el desarrollo de terapias probidticas y

posbidticas combinadas.

Finalmente, se observo que el biofilm mixto (Ca-Sm) mantuvo una mayor biomasa

residual tras el tratamiento, en comparacion con los monocultivos. Este resultado valida la
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teoria clasica propuesta por (Costerton et al., 1999) en su articulo seminal sobre la resistencia
bacteriana, donde establecieron que la matriz de polisacaridos actiia como una barrera de
difusion fisica. Estudios modernos como el de (Bowen et al., 2018) confirman que, en
biofilms polimicrobianos, esta matriz crea microambientes dcidos que neutralizan o retienen a
los agentes terapéuticos en la superficie. Por tanto, aunque L. plantarum es una herramienta
potente, su aplicacion clinica en caries severa o su uso como coadyuvante de la remocion
mecanica para superar esta barrera estructural podria requerir concentraciones mayores. Por
ello, es necesario continuar evaluando los efectos de distintos probioticos y sus

combinaciones como una alternativa a procedimientos tradicionales.
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Conclusiones

En base a los resultados obtenidos, se concluye que el sobrenadante libre de células de
Lactobacillus plantarum fue el tratamiento mas efectivo evaluado en este estudio. Demostro
una capacidad superior y consistente para reducir la biomasa en todos los escenarios
propuestos, superando significativamente la efectividad de Streptococcus salivarius. Esto
indica que los metabolitos producidos por esta cepa poseen un potencial inhibitorio frente a
patogenos orales claves como Streptococcus mutans 'y Candida albicans, posicionandola

como una excelente alternativa bioldgica.

Por otro lado, se confirm6 que la interaccion entre Streptococcus mutans 'y Candida
albicans genera una biopelicula mixta mucho mas resistente y dificil de eliminar que las de
especie Unica. A pesar de la eficacia mostrada por Lactobacillus plantarum, la cantidad de
biomasa que permanecio en el grupo mixto fue mayor que en los monocultivos. Esto
corrobora que la sinergia entre bacterias y hongos crea una estructura mas compleja, lo que
representa un desafio mayor para cualquier estrategia terapéutica y explica la persistencia de

estas infecciones en la clinica.

Un hallazgo importante para destacar es que la combinacion de los dos probiodticos no
mejoro los resultados; al contrario, el tratamiento mixto fue el menos eficaz de todos. Esto
sugiere que, en lugar de potenciarse, existe una competencia o antagonismo entre
Lactobacillus plantarum y Streptococcus salivarius cuando se cultivan juntos, lo que
disminuye su poder inhibitorio. Por tanto, se desaconseja la mezcla de estas cepas sin

estudios previos de compatibilidad.

Finalmente, desde un enfoque de Operatoria Dental y Estética, estos resultados

validan el uso de posbioticos derivados de Lactobacillus plantarum como una estrategia
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coadyuvante para el control del biofilm. Su aplicacion podria ayudar a reducir el riesgo
cariogénico y preservar la integridad de las interfaces adhesivas en restauraciones estéticas,
ofreciendo una opcion de tratamiento que modifica el ambiente oral a favor de la salud sin los

efectos secundarios de los antimicrobianos tradicionales.
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