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Actinomyces naeslundii, Actinomyces viscosus y Candida albicans se
encuentran asociados con caries de raiz. El objetivo de este estudio fue
determinar in vitro el efecto producido por las sustancias metabdlicas
elaboradas por Actinomyces naeslundii y Actinomyces viscosus sobre

C. albicans. Las cepas fueron aisladas de saliva. Se utilizé el método de difusion
en agar con doble placa (MDDP) y el método de difusion radial en agar (MDRP).
Se estudio el efecto del tiempo de incubacion y el efecto de diferentes
concentraciones de sustancias metabdlicas producidas por Actinomyces
naeslundii y Actinomyces viscosus sobre la cinética de crecimiento de

C. albicans. Posteriormente se determind la naturaleza de las sustancias
producidas por las dos cepas de Actinomyces. Se encontré que no hubo
inhibiciéon del crecimiento de C. albicans por A. naeslundii y A. viscosus por
MDDP y por MDRP. Hubo un estimulo del crecimiento de C. albicans por las
dos cepas de Actinomyces cuando se utilizo MDDP. En MDRP los resultados
fueron negativos. Las sustancias metabdlicas producidas por ambas especies
estimulan el crecimiento de C. albicans en bajas concentraciones mientras que
a altas concentraciones se observa inhibicién. La concentracion éptima de la
sustancia estimulante, que es una sustancia proteica estable a 70 °C,
corresponde a una dilucién de 1/80. La inhibicion del crecimiento de C. albicans
se produjo por disminucion del pH obteniéndose mayor efecto con la dilucién
1/5. Las sustancias metabdlicas producidas por A. naeslundii y A. viscosus
pueden tener efecto inhibitorio o estimulante sobre C. albicans, segun la
concentracion en que se encuentren. Estas interacciones metabdlicas podrian
condicionar la proporcion de C. albicans en los ecosistemas microbianos
bucales.

Actinomyces, Candida albicans, Interacciones microbianas

Effect of metabolic substances of oral Actinomyces
on Candida albicans

Actinomyces naeslundii, Actinomyces viscosus and Candida albicans are
associated with root cavity. The aim of this study was to determine, in vitro,
the effect produced by the metabolic substances elaborated by Actinomyces
naeslundii and Actinomyces viscosus on Candida albicans. The strains were
isolated of saliva. There were used the double plaque diffusion method (DPDM)
and the method of radial diffusion (MRD). The effect of the time of incubation
and of different concentrations of metabolic substances elaborated by
Actinomyces naeslundii and Actinomyces viscosus on the kinetics of growth of
C. albicans were studied. Later, the nature of the substances produced by the
two strains of Actinomyces was determined. It was found that there was no
inhibition of the growth of C. albicans by A. naeslundii and A. viscosus in the
DPDM and the MRD. There was stimulation of the growth of C. albicans by the
two strains of Actinomyces when the DPDM was used. In the MRD the results
were negative. Metabolic substances produced by both species stimulated the
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growth of C. albicans in low concentrations but at high concentrations inhibition
was observed. The best concentration of the stimulating factor, a protein
substance stable to 70 °C, corresponds to a dilution of 1/80. The inhibition of
the growth of C. albicans was produced by the decrease of the pH, the higher
effect being obtained with the dilution 1/5. The metabolic substances produced
by A. naeslundii and A. viscosus can have both inhibitory and stimulant effects
on C. albicans, according to their concentration. These metabolic interactions
would condition the proportion of C. albicans in the oral microbial ecosystems.
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En la cavidad oral puede vivir una gran variedad de
microorganismos que constituyen la microbiota humana.
Esto permite que una gran cantidad de especies microbia-
nas orales pueden unirse a las superficies duras y sobrevi-
vir en el medio bucal. Aquéllas que puedan adherirse y
colonizar el esmalte dentario como Streptococcus mutans,
Streptococcus sobrinus, Actinomyces naeslundii, Acti-
nomyces viscosus 'y Candida albicans podran crecer y
multiplicarse produciendo lesiones cariosas si las condi-
ciones ambientales lo permiten. Estas especies conviven
en el biofilm de la placa supragingival pudiendo interac-
tuar unas con otras produciendo interacciones bacterianas
e interacciones metabdlicas. Estas interacciones son com-
plejas y se producen en un tiempo determinado, llevando a
lo que se conoce como sucesioén autdgena. [29]

El género Actinomyces se encuentra presente en
proporciones considerables en la microbiota normal de la
cavidad oral [7,19,29]. A. naeslundii y A. viscosus se
encuentran asociados con caries de superficie radicular.
[4,11,26,27]. Los Actinomyces poseen fimbrias, que per-
miten la adhesion a las superficies duras y a las mucosas
de la cavidad bucal y la interaccién con otras bacterias ora-
les [3,8,9,18]. Poseen enzimas extracelulares utilizadas
para su crecimiento en ambientes desfavorables. Estas
enzimas influyen también sobre otras bacterias de la placa,
condicionando los distintos nichos ecoldgicos bucales. Las
caracteristicas mencionadas de este género favorecen la
colonizacién en la cavidad oral cumpliendo un importante
rol en la iniciacién del desarrollo de la placa. [10,14,20,22].

Las infecciones orales por hongos del género
Candida son una de las enfermedades infecciosas mas
comunes de la cavidad bucal. La especie C. albicans forma
parte de la microbiota normal de la boca como patégeno
oportunista y se ha encontrado también asociada a caries
de raiz [4,29,30]. Su virulencia no se debe a un unico fac-
tor, sino mds bien a un conjunto de atributos relacionados
con la habilidad para adherirse a superficies epiteliales y
protesis, y una gran capacidad de variar fenotipica y geno-
tipicamente, lo que le permite invadir los tejidos, evadir
las defensas del huésped y cambiar la resistencia a los anti-
fungicos. Esto explica la patogenicidad de este hongo poli-
morfo, responsable de una de las infecciones micéticas
mas frecuentes en la cavidad oral [2,5,6,23,25,28].

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, el
estudio de las interacciones metabdlicas entre especies de
Actinomyces y Candida es muy importante para conocer
mejor el mecanismo de formacién de las comunidades del
biofilm con el objeto de prevenir la sucesién microbiana
que llevaria a lesiones cariosas.

El propésito de esta investigaciéon fue estudiar las
interacciones in vitro de A. naeslundii y A. viscosus con
una cepa de C. albicans aislada de saliva para estudiar las
sustancias metabdlicas producidas por estos microorganis-
mos que influirfan en el establecimiento y crecimiento de
esta levadura en el biofilm oral.

Materiales y métodos

Microorganismos. Para esta investigacion se utili-
zaron dos cepas del género Actinomyces: A. naeslundii y
A. viscosus y una cepa del género Candida: C. albicans.
Las cepas estudiadas fueron inicialmente aisladas de
saliva. El aislamiento de las mismas se realizé de acuerdo
a las caracteristicas de cada una de ellas y la identificacion
se efectudé basindose en sus propiedades fenotipicas
[13,16,21,24]. Una vez identificadas las especies en estu-
dio, se activaron por tres pases sucesivos, cada 24 h
en caldo tioglicolato (Britania, Argentina) (CTG) para
A. naeslundii y A. viscosus y en caldo infusién de cerebro-
coraz6n (Britania) (CBHI) para C. albicans.

Medios de cultivo. Para investigar el efecto inhibi-
torio se usaron agar tioglicolato (ATG) y caldo tioglicolato
(CTG) para el crecimiento de A. naeslundii y A. viscosus,
y agar glucosado de Sabouraud(Britania) (ASG) y CBHI
para el crecimiento de C. albicans.

Para estudiar el efecto estimulante se us6 agar almi-
don caseina (ASC) (almidon, 1 g; caseina, 0,1 g; KoHPO,,
0,05 g; agar, 1,5 g; agua, 100 ml) y caldo almidén caseina
(CSC), en ambos casos medios de cultivo pobres en los
que ninguna de las cepas se desarroll6 al sembrarlas indi-
vidualmente (prueba control para estudiar estimulo).

Métodos usados para el estudio de inhibicion y
estimulo. El efecto de A. naeslundii y A. viscosus sobre el
crecimiento de C. albicans se estudi6 por el método de
difusién en agar con doble placa [17] y por el método
de difusién radial con pocitos [1,15]. Todas las pruebas
fueron realizadas por duplicado. En todos los casos se
ajustaron las cepas a una densidad 6ptica (DO) inicial
correspondiente a 1 x 10° UFC por mililitro de medio.

Se realizaron curvas de crecimiento enfrentando
C. albicans, desarrollando en CBHI y CSC con una DO
inicial de 0,05 con el sobrenadante de A. naeslundii y
A. viscosus para medir la cinética del crecimiento de
C. albicans.

a) Método de difusion en agar con doble placa
(MDDP). Se sembraron cultivos de 22 h de incubacién de
A. naeslundii y A. viscosus por estria en 10 ml de ATG
en la zona central de una placa de 9 cm de didmetro y se
incubaron en presencia de aire con un 5% de CO,, durante
72 h a 37 °C. Transcurrido este tiempo, se colocaron sobre
todos los medios desarrollados 10 ml de ASG (para el
estudio de inhibicién) y 10 ml de ASC (para estudiar
el efecto estimulante). La altura de la capa de ASG y de
ASC fue 2,5 mm. Se llevé a 4 °C durante 72 h para per-
mitir la difusién de los metabolitos producidos por
A. naeslundii y A. viscosus. Sobre este medio se sembré la
cepa activa de C. albicans (DO = a 1 x 10° UFC/ml de
medio) por diseminacién con espatula en toda la caja. Se
incubé en aerobiosis a 37 °C durante 72 h.



Para el estudio de estimulo del crecimiento se con-
sideré como resultado positivo el desarrollo de C. albicans
sobre el medio SCA. La inhibicion del crecimiento de
C. albicans alrededor de la estria central de la placa de
A. naeslundii y A. viscosus, indic6 resultado positivo. El
desarrollo de C. albicans sobre todo el medio ASG deter-
miné resultado negativo.

b) Método de difusion radial con pocitos (MDRP).
En CTG se inoculé A. naeslundii y A. viscosus durante
48 h a 37 °C. Estos cultivos fueron centrifugados a 10.000
rpm en centrifuga refrigerada a 4 °C durante 15 min. Los
sobrenadantes fueron filtrados en filtro Millipore mar-
ca Minisart de 0,2 pm. En ASG (10 ml), fundido y en-
friado a 45 °C, se sembraron 100 pl de un cultivo activo
de C. albicans (DO correspondiente a 1 x 10° UFC/ml de
medio). Luego de agitar suavemente se vertié el medio
inoculado en placas de Petri. Se realizaron orificios de
5 mm de didmetro en los cuales se colocaron 40 pl de
sobrenadantes de A. naeslundii y A. viscosus. Las placas
fueron mantenidas, durante 6 h, a temperatura ambiente
hasta la difusion de los sobrenadantes en el agar. Las pla-
cas se incubaron a 37 °C durante 72 h en aerobiosis.

Desarrollo alrededor del orificio, indicé prueba
positiva. Se inform6 reaccién negativa cuando no hubo
desarrollo alrededor del orificio. Un halo de inhibicién del
crecimiento de C. albicans indic6 resultado positivo. Se
consider6 resultado negativo cuando alrededor del pocito
habia desarrollo de C. albicans.

c) Efecto del tiempo de incubacion de A. naes-
lundii y A. viscosus sobre la cinética de crecimiento de
C. albicans. La experiencia se realizé enfrentando el cul-
tivo de C. albicans con el sobrenadante obtenido a partir
de cultivos, en medio CTG, de 24, 48 y 72 h de incubacién
de A. naeslundii y A. viscosus. Se realizé un control de
crecimiento de C. albicans. Las pruebas se realizaron en
CBHI y CSC y la incubacién se realizé en aerobiosis. El
inéculo de C. albicans se prepard a partir de un cultivo
activo de 24 h en CBHI. El ensayo se realizé colocando
una parte de sobrenadante de A. naeslundii en 19 partes de
CBHI / CSC (dilucién 1/20) mas el indculo. En todos los
casos se partié de una DO £ 0,05 (1,7 x 10* UFC/ml de
medio) para To. Las pruebas se realizaron por duplicado.
Las lecturas de DOseom, se efectuaron a 6, 12, 24 y 31 h de
incubacién. Se realiz6 el recuento de colonias y los resul-
tados fueron expresados en logaritmo de UFC.

d) Efecto de diferentes concentraciones de sobre-
nadante de A. naeslundii y A. viscosus sobre la cinética de
crecimiento de C. albicans. Se obtuvieron sobrenadantes
de A. naeslundii y A. viscosus de cultivos en CTG de 72 h
de incubacién y se efectuaron diluciones 1/5, 1/10, 1/20,
1/40 y 1/80. El inéculo de C. albicans se prepar6 de la
misma forma como se detalla en el ensayo anterior. Las
pruebas se realizaron por duplicado. Las lecturas de
DOss0mm, se efectuaron a 0, 12 y 24 h. La incubacion de los
cultivos se realizé en aerobiosis.

e) Estudio de la naturaleza de los sobrenadantes
de A. naeslundii y A. viscosus. Para el estudio de la natu-
raleza de las sustancias inhibitorias o estimulantes de
A. naeslundii y A. viscosus sobre C. albicans, a los sobre-
nadantes se les realizaron los siguientes tratamientos:
a) Calentamiento a 121 °C durante 15 min, 100 °C durante
30 min y 70 °C durante 60 min b) Neutralizacién (pH 7)
con una solucién de hidréxido de sodio 0,1 N. c) Tra-
tamiento con catalasa (concentracién final 10 mg/ml).
Se incubd a 37 °C durante 30 min. Se empled un tubo con-
trol para probar la actividad de la enzima catalasa. d) Tra-
tamiento con proteinasa tipo Il de Aspergillus oryzae
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(0,12 U/mg): a 2,5 ml de sobrenadante se agregaron 25 pl
de la solucién de proteinasa y se incubd a 37 °C durante 1 h.

Para estudiar si la inhibicién del crecimiento de
C. albicans se debia a la presencia de sustancias metabo-
licas producidas por A. naeslundii y A. viscosus o a la
disminucién del pH en el medio, que alcanza 3,90 (para
A. naeslundii) y 3,96 (para A. viscosus) en cultivos de
72 h, se hizo crecer a C. albicans en estas condiciones
de acidez. Esto se consideré como el control de pH.

Para estudiar la naturaleza de la sustancia estimulan-
te se us6 la dilucion 1/80 de sobrenadante de A. naeslundii
y A. viscosus, y la concentracién 1/5 para determinar la
sustancia inhibitoria. Las pruebas se realizaron por dupli-
cado. Las lecturas de DOseomm, se efectuaron a 0, 12 y 24 h.
La incubacion de los cultivos se realizé en aerobiosis.

Resultados y discusion

Se encontré que no hubo inhibicién del creci-
miento de C. albicans por A. naeslundii y A. viscosus tanto
en MDDP como en MDRP. Sin embargo, hubo estimula-
cién del crecimiento de C. albicans por las dos cepas de
Actinomyces probadas en este estudio cuando se utilizé
MDDP. En MDRP los resultados fueron negativos. El
efecto de las sustancias producidas por A. naeslundii y
A. viscosus en diferentes tiempos de incubacién sobre la ci-
nética de crecimiento de C. albicans se observa en la figu-
ra 1. Los sobrenadantes de los cultivos de A. naeslundii
producian un estimulo sobre el crecimiento de C. albicans
en CBHI y en CSC. Se encontré mayor estimulo a las
72 h. Solamente el sobrenadante de 72 h de A. viscosus
estimulé el crecimiento de C. albicans cuando crecia en
CBHI. Los sobrenadantes de 24, 48 y 72 h de A. viscosus en
CSC estimulaban el crecimiento de C. albicans (Figura 2).

Las sustancias metabdlicas producidas por A. naes-
lundii y A. viscosus en CBHI estimulaban el crecimiento
de C. albicans a bajas concentraciones, mientras que a
altas concentraciones se observaba una inhibicién. La dilu-
cién 1/5 es la que producia mayor inhibicién cuando
C. albicans crecia en CBHI. En CSC, los sobrenadantes de
A. naeslundii y A. viscosus estimulaban el crecimiento
de C. albicans con todas las concentraciones estudiadas.
Se encontré que, en ambos medios, la dilucién que produ-
cia mayor estimulo era la de 1/80 (Figuras 3 y 4).

Cuando los sobrenadantes de A. naeslundii y
A. viscosus (dilucion 1/5 para estudio de inhibicién y 1/80
para estimulo) se trataron con proteinasa o calor a 100 °C
durante 30 min y 121 °C durante 15 min se produjo una
pérdida del efecto estimulante sobre el crecimiento de
C. albicans. La sustancia estimulante era estable al trata-
miento de 70 °C durante 60 min. La neutralizacién a pH 7
provocé pérdida del efecto inhibitorio. El efecto inhibito-
rio sobre C. albicans no se debia al peréxido de hidrégeno
ya que al ser tratadas con catalasa no desaparecia dicho
efecto (Figuras 5y 6).

El género Actinomyces es uno de los primeros co-
lonizadores de la placa dental. A.viscosus, ademas, esta
asociado especialmente a caries radicular. El primer colo-
nizador parece ser Streptococcus sanguinis, seguido por
A. viscosus y, posteriormente, por otras especies del
género Streptococcus [12]. A. viscosus y A. naeslundii
desempefian un papel importante en las encias, los espa-
cios interdentales, los surcos y las placas por su capacidad
de coagregarse con bacilos gram-negativos periodontopa-
tégenos y con cocos gram-positivos. Las diferentes sustan-
cias producidas por A. naeslundii y A. viscosus serian
determinantes en la composicién y sucesién autégena de
la microbiota de la cavidad oral, de donde se deduce la
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Figura 1. Efecto de A. naeslundii sobre el crecimiento de C. albicans en CBHI y CSC.
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Figura 2. Efecto de A. viscosus sobre el crecimiento de C. albicans en CBHI 'y CSC.
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Figura 3. Efecto de diferentes concentraciones de sobrenadantes de A. naeslundii sobre el crecimiento de C. albicans en CBHI y CSC.
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Figura 5. Estudio de la naturaleza de las sustancias estimulantes e inhibitorias de A. naeslundii sobre C. albicans.
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importancia de las interacciones nutricionales en la com-
posicion del biofilm de la placa.

En este trabajo determinamos que A. viscosus y
A. naeslundii producen sustancias de naturaleza proteica
resistentes a 70 °C que a bajas concentraciones estimulan
el crecimiento de C. albicans. El desarrollo posterior de
los Actinomyces produce sustancias inhibitorias que des-
cienden el pH, lo que inhibe el crecimiento de C. albicans.
Las mismas podrian inhibir también la actividad de los
factores estimulantes.

El efecto estimulante del crecimiento de C. albicans
por las cepas de Actinomyces estudiadas es producido por
sustancias extracelulares y difusibles. No todos los méto-
dos de difusién permiten detectar el efecto de las sustan-
cias metabdlicas producidas por estos Actinomyces. Dicho
estimulo se observo al utilizar el MDDP. Esto estaria indi-
cando que cuando se realizan estos estudios in vitro deben
probarse varios métodos para ofrecer resultados fiables.

Si los resultados obtenidos en este trabajo son direc-
tamente trasladables al ecosistema oral, la colonizacion de
Actinomyces en etapas tempranas de formacién de la pla-
ca supragingival podria entonces aumentar el nimero de
C. albicans y otras especies del género Candida. Cuando
prosigue el crecimiento y la proporciéon de Actinomyces
aumenta, la formacién de dcidos, que producen descenso
de pH, regularian el desarrollo de C. albicans inhibiendo
su numero. Dichas interacciones metabdlicas condiciona-
rian la proporcién de esta levadura patégena oportunista en
los ecosistemas microbianos bucales.

Este trabajo fue subsidiado por el Consejo de
Investigacion de la Universidad Nacional de Tucumdn,

Los cultivos en caldo fueron necesarios para determinar el Argentina.
efecto estimulante y/o inhibitorio.
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