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ELABORACION DE UN RESTAURADOR DE MICROBIOTA UROGENITAL
CON ACTIVIDAD ANTAGONICA CONTRA CEPAS BACTERIANAS
AISLADAS DE PROCESOS DE INFECCION UROGENITAL

Introduccion. Los microorganismos probidticos a través de los afios han ido
desempefiando un rol importante en la restauracion de la microbiota ya sea
gastrointestinal como urogenital. Estos microorganismos han sido utilizados por la
produccién de metabolitos como ser los &cidos organicos, peréxido de hidrogeno,
bacteriocinas, entre otros. Cuando estos se encuentran enfrentados a otro microorganismo
causante de infeccion inhiben la propagacion de estos microorganismos perjudiciales
compitiendo por nutrientes y colonizando mucosas.

Objetivo. El objetivo de este trabajo fue formular un restaurador de microbiota urogenital
y evaluar la actividad antagonica de probidticos contra bacterias aisladas de pacientes con
diagnostico de infeccion urogenital.

Metodologia. Se trabajo con cepas probidticas de interés industrial pertenecientes al
banco de cepas del Instituto de Investigaciones Farmacéuticas y Bioquimicas, tales como
Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus casei sp rhamnosus, de las cuales, en otros
estudios, se demostré su capacidad de inhibir el crecimiento de cepas bacterianas
patdgenas y oportunistas, causantes de procesos infecciosos. Se aplicaron diferentes
técnicas de evaluacién de actividad antagonica a través del co-cultivo en placa, en caldo,
y empleando sobrenadantes de L. acidophilus y L. casei sp rhamnossus frente a E. coli
cepas bacterianas aisladas de procesos de infeccidn urogenital.

Resultados. El presente estudio permitié determinar por primera vez en nuestro medio
que Lactobacillus casei sp rhamnosus tiene la capacidad de inhibir el crecimiento de
cepas nativas bacterianas aisladas de procesos de infeccidén urogenital. Lactobacillus
casei sp rhamnosus (1,5x10"UFC/mL), demostrd ser la mejor cepa probidtica capaz de
inhibir en menor tiempo (48 a 72h) y con mayor eficacia a aquellas cepas bacterianas
aisladas de procesos de infeccion urogenital como ser E. coli, Proteus sp, reduciendo
completamente su poblacion inicial de 1,5x10’UFC/mL a 0 UFC/mL. Finalmente se
procedio a la elaboracion de un formulado probidtico intravaginal con células activas
inmovilizadas en matriz de gelatina y células liofilizadas en capsulas duras conteniendo
a L. casei sp rhamnosus (6,41x10’UFC/mL) las cuales cumplieron con las caracteristicas
de inhibicion y los parametros establecidos en las farmacopeas para su correcta
dosificacion.

Palabras clave. L. casei sp rhamnossus, E. coli, actividad antagonica, restaurador de
microbiota.



ELABORATION OF A UROGENITAL MICROBIOTA RESTAURER WITH
ANTAGONISTIC ACTIVITY AGAINST BACTERIAL ISOLATED FROM
UROGENITAL INFECTION PROCESSES

Introduction. Probiotic microorganisms over the years have been playing an important
role in restoring the microbiota either gastrointestinal or urogenital. These
microorganisms have been used for the production of metabolites such as organic acids,
hydrogen peroxide, bacteriocins, among others. When they are confronted with another
microorganism causing infection they inhibit the propagation of these harmful
microorganisms by competing for nutrients and colonizing mucous membranes.
Objective. The objective of this work was to evaluate the antagonistic activity of
probiotics against bacteria isolated from patients diagnosed with urogenital infection.
Methodology. For this purpose, we worked with probiotic strains of industrial interest
belonging to the strains bank of the Institute of Pharmaceutical and Biochemical
Researches, such as Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus casei sp rhamnosus,
from which, in other studies, its ability to inhibit the growth of pathogenic and
opportunistic bacterial strains that cause infectious processes. It was applied by different
techniques of evaluation of antagonistic activity through plaque co-culture, in broth, and
using supernatants of L. acidophilus and L. casei sp rhamnossus against E. coli bacterial
strains isolated from urogenital infection processes.

Results. The present study allowed us to determine for the first time in our country that
Lactobacillus casei sp rhamnosus has the capacity to inhibit the growth of native bacterial
strains isolated from urogenital infection processes. Lactobacillus casei sp rhamnosus
(1,5 x 10’ CFU / mL), proved to be the best probiotic strain able to inhibit in a shorter
time (48 to 72 hours) and more effectively those bacterial strains isolated from urogenital
infection processes such as E. coli, Proteus sp, completely reducing their initial
population from 1,5 x 10’ CFU / mL. An intravaginal probiotic formulation with active
cells immobilized on a gelatin matrix and lyophilized cells in hard capsules containing L.
casei sp rhamnosus (6,41 x 10’ CFU / mL), which complied with the characteristics of
inhibition and the parameters established in the pharmacopoeias for the correct
dosification.

Keywords. L. casei sp rhamnossus, E. coli, antagonistic activity, microbiota restaurer.



1.  Planteamiento del problema

Las infecciones urogenitales (IUG) estan entre las enfermedades infecciosas mas
prevalentes ya que representan el segundo proceso infeccioso de mayor incidencia,
después de las infecciones del aparato respiratorio. IUG es el principal motivo de consulta
en atencion primaria, especialmente en mujeres, representando las cistitis el 90% de las
IUG (Vedran S., 2010).

La recurrencia de los casos es del 20% y esto puede ser debido a la persistencia de
microorganismos oportunistas o patégenos en el tracto urinario, a un tratamiento
antibiotico inadecuado o demasiado corto, a que microorganismos oportunistas y
patdgenos se encuentren en un lugar inaccesible al antibidtico o a la existencia de
anomalias genitourinarias. Las reinfecciones son frecuentes, y son producidas por
distintos microorganismos meses después de la infeccion inicial.

La progresiva aparicion de resistencias a los antibiéticos usados habitualmente para el
tratamiento de las IUG, asi como la alteracién de la microbiota vaginal producida como
consecuencia del uso prolongado de antibioticos para prevenir las recurrencias, ha llevado
a buscar otras alternativas terapéuticas, entra ellas la administracion de probidticos.

Este estudio pretende determinar la capacidad que tienen los microorganismos
probidticos para inhibir el crecimiento de los microorganismos aislados de procesos de
infeccion urogenital garantizando la utilizacion de microorganismos probidticos como
restauradores de la microbiota urogenital, ya sea como prevencion de infeccion o después
de un tratamiento con antibi6ticos. Los microorganismos probioticos se prescriben en
otros paises para el tratamiento de 1UG, sin embargo, en nuestro medio no existen
estudios que demuestren su efectividad contra microrganismos circulante causantes de
IUG, la presente investigacion proporciona y genera informacién sobre la capacidad
antagénica que ejercen los probidticos contra microrganismos aislados de procesos
infeccion urogenital.

2. Justificacion

En nuestro medio, el tratamiento con antibiéticos en casos de infecciones urogenitales en
mujeres, es recurrente y prolongado, lo que conlleva a que las pacientes dejen el
tratamiento y no cumplan con lo establecido, produciéndose de esta manera una re-
infeccion y la resistencia de estos microorganismos causantes de infeccion a los
antibioticos primeramente prescritos, y conduciendo a la prescripcion de antibioticos de
mayor espectro, los cuales no solo inhiben el crecimiento de aquellos microorganismos
causantes de infeccion, sino también inhiben microorganismos que forman parte de la
microbiota normal urogenital.

La utilizacion de microorganismos probidticos como restauradores de la microbiota
urogenital, ya sea para la prevencion de infecciones o después de un tratamiento con
antibidticos, normalmente es empleada en otros paises (Nomoto K., 2005). Sin embargo,



debido a que en nuestro medio no se cuenta con estudios previamente realizados sobre la
eficacia y eficiencia que tienen los restauradores probioticos de microbiota urogenital,
contra cepas nativas causantes de infeccion, se estudié la actividad antagonica de
probiodticos como Lactobacillus casei sp rhamnosus y Lactobacillus acidophilus, contra
un banco de cepas bacterianas aisladas de pacientes mujeres con infeccion urogenital,
asistentes al instituto SELADIS, entre los meses Julio a Octubre de 2015.

Se evaluo la actividad antagénica de las cepas probidticas en placa, del sobrenadante
probidtico en microplaca y la actividad antagdnica del co-cultivo de Lactobacillus casei
sp rhamnosus, Lactobacillus acidophilus y cepas bacterianas aisladas de procesos de
infeccion urogenital, lo que permitio determinar la capacidad que tienen los
microorganismos probidticos para inhibir el crecimiento de cepas bacterianas presentes
en procesos de infeccion urogenital.

Ademaés, se elaboraron formulados probidticos como restauradores de microbiota, los
cuales demostraron garantizar calidad, seguridad y eficacia en estudios in vitro, para este
fin se realiz6 el control de calidad de los formulados a través de ensayos organolépticos,
fisicos, geométricos y microbioldgicos, cumpliendo asi con los parametros establecidos
en las farmacopeas portuguesa y americana para una correcta dosificacion y
administracion de estos.

3. Objetivos

Objetivo General

++ Elaborar un restaurador de microbiota urogenital con actividad antagénica
contra cepas aisladas de procesos de infeccidn urogenital.

Objetivos Especificos

¢+ Caracterizar cepas probidticas de Lactobacillus casei sp rhamnosus y
Lactobacillus acidophilus en funcion a pardmetros morfolégicos,
bioguimicos y cinéticos.

« Evaluar la actividad antagonica en placa de Lactobacillus casei sp.
rhamnosus y Lactobacillus acidophilus, contra bacterias aisladas de
procesos de infeccion urogenital con diagndstico de infeccion urogenital y
microorganismos que conforman la microbiota normal de la vagina.

+ Evaluar la actividad antagdnica del sobrenadante de Lactobacillus casei sp.
rhamnosus y Lactobacillus acidophilus, contra E. coli, microorganismo
predominante aislado de procesos de infeccion urogenital.



¢+ Seleccionar la cepa probidtica con mejor efecto antagonico, sobre un
mayor espectro de cepas aisladas de procesos de infeccion urogenital,
estableciendo dosis probi6tica efectiva y tiempo de accion.

++ Determinar la actividad antagdnica en co-cultivo de Lactobacillus casei
sp. rhamnosus y el banco de cepas aisladas de procesos de infeccion
urogenital, a través de la evaluacion de la reduccion de ciclos
logaritmicos en el tiempo.

« Elaborar los parametros de viabilidad, caracteristicas organolépticas,
geométricas, microbioldgicas, liberacion in vitro y su actividad antagonica
contra E. coli del formulado probidtico seleccionado.

4, Disefio Tedrico

Marco Referencial

La problemaética en nuestro pais sobre el uso indiscriminado de antibioticos y la poca
continuidad de los tratamientos hacen que las mujeres sufran de infecciones urogenitales
recurrentes. En muchos paises se prescriben capsulas intravaginales que contienen
microorganismos probidticos, los cuales ademés de prevenir estas infecciones
reconstituyen la microbiota normal urogenital después de un tratamiento con antibidticos
(Hoesl C., 2005). Una de las causas fundamentales de la imposibilidad de usar estos
restauradores de microbiota en nuestro pais, radica en el costo elevado, ademas de no
contar con estudios que avalen la actividad antagonica con cepas circulantes en nuestro
medio.

En el presente trabajo de investigacion se desarroll6 un formulado probidtico,
estableciendo la dosis probidtica requerida para inhibir el desarrollo de cepas aisladas de
procesos de infeccidn urogenital, cepa mayormente aislada E. coli la cual es el causante
namero uno de infeccidn urogenital. Ademas, se determind el tiempo en el cual la dosis
probidtica reduce la poblacién de cepas aisladas de procesos de infeccion urogenital en
condiciones aerobias y anaerobias. El formulado probidtico desarrollado fue evaluado en
funcién a la viabilidad de probidticos que alberga y el tiempo de liberacidn de los mismos
a través de su disolucion en un medio que simule las condiciones presentes en la vagina.

Descripcion del ambito de estudio

Los probidticos son microorganismos vivos, los cuales al ser administrados en cantidades
adecuadas confieren beneficios sobre la salud del hospedador, de acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Los probioticos tienen uso potencial para



mantener y restaurar la microbiota normal, estos pueden ser beneficiosos para la
prevencion de infecciones urogenitales.

Una de las funciones méas importantes de los probioticos es la resistencia que concede a
la invasion por agentes patdgenos a través de diversos mecanismos como la produccion
de bacteriocinas, acido lactico o perdxido de hidrégeno entre otros. Entre estos podemos
encontrar a los probioticos Lactobacillus casei sp rhamnosus y Lactobacillus acidophilus,
habitantes normales del tracto vaginal, que inhiben el crecimiento de bacterias causantes
de infeccién urogenital (Uehara S., 2006).

En este estudio se pretende determinar la actividad antagdnica de L. casei sp rhamnosus
y L. acidophilus frente a cepas aisladas de procesos de infeccidn urogenital y la capacidad
que tienen los probidticos para inhibir a estas. La elaboracion de formulados probidticos
con células activas e inmovilizadas (formulado 1) y liofilizados (formulado 2)
conteniendo a L. casei sp rhamnosus, las cuales conserven las mismas propiedades
inhibitorias que las células libres de L. casei sp rhamnosus frente a cepas aisladas de
procesos de infeccion urogenital.

5. Marco Tedrico

Probioticos

El concepto de probioticos data desde hace mas de 100 afios y recientemente se ha dado
una definicion amplia a este término: “microorganismos vivos, no patégenos los cuales,
administrados en cantidades adecuadas, conceden un beneficio saludable sobre la salud
del huésped o su fisiologia” (FAO/WHO, 2002).

Debido a que los lactobacilos constituyen una parte integral de la microbiota
gastrointestinal y urogenital en humanos, se cree que participan activamente en la
regulacion de la microbiota normal. Por lo que la propuesta de aumentar las defensas
microbianas comensales del huésped, usando organismos probioticos, tiene
consecuencias tan buenas para el intestino como para la vagina (Barroms, 2008). Los
beneficios potenciales propuestos de los probidticos incluyen: adherencia a las células;
eliminacién o disminucion de adherencia de patdgenos; capacidad para formar una
microbiota normal equilibrada; produccion de acidos, peréxido de hidrégeno vy
bacteriocinas que son antagonistas del crecimiento de patogenos. Dichos beneficios
constituyen caracteristicas seguras, no invasivas, no carcinogéenicas y no patogénicas
(Tachedjian, 2017).

Después de la introduccion comercial de L. casei shirota en Japon en 1930, los siguientes
probiédticos descubiertos y estudiados exhaustivamente fueron L. acidophilus (a mediados
de 1970), L. rhamnosus y L. fermentum para el tracto urogenital (1980 a 1985). Desde
entonces varios grupos de investigacion han tratado de identificar candidatos idoneos para
la colonizacion intestinal y vaginal (Mousavi, 2016). Se ha sugerido que las bacterias
utilizadas desde el punto de vista nutricional y terapéutico deben poseer ciertas cualidades
bésicas: ser habitantes de la microbiota normal o ser capaces de adaptarse al medio
ambiente del huésped; sobrevivir el paso a través del intestino y ser capaces de
establecerse en la region de interés; llevar a cabo funciones favorables para el huésped; y



la adicion de estos cultivos no debe interferir en la calidad de los alimentos o de la salud
(Merk, 2005).

Infeccidon del tracto urogenital

Excluyendo las infecciones de transmision sexual, casi todas las infecciones de la vagina
y la vejiga son causadas por microorganismos que se originan en el intestino. Hay una
gran relacion con la presencia de la microbiota nativa, particularmente de lactobacilos
formando parte de la microbiota normal de la vagina, y la ausencia de estos
microorganismos en pacientes con infecciones urogenitales. La alteracion de la
microbiota normal es causada por el amplio espectro antibidtico, espermicidas y
hormonas. Existen estudios preliminares que los microorganismos probioticos obtenidos
de ciertos alimentos y preparaciones farmacéuticas tienen un papel importante para la
prevencion de alteraciones en el tracto urogenital.

Los criterios para la seleccion de la efectividad de cepas probidticas han sido propuestas
por (Gregor Reid, 2007) y estas deben incluir la verificacion de que sean seguras y tengan
la capacidad de colonizar la vagina y la habilidad de reducir la colonizacién de los
patdgenos a traves de la competicion, la adherencia e inhibicion del crecimiento del
patdgeno.

Las infecciones urogenitales resultan del sobrepoblamiento de varias especies bacterianas
anaerobias y estan asociadas con la desaparicion de los lactobacilos, los cuales son
dominantes en la microbiota normal de la vagina. Muchas mujeres con infeccion
urogenital son asintomaticas corriendo riesgos mayores, desatdndose complicaciones
mayores como la inflamacion pélvica, y complicaciones en el embarazo incluyendo
riesgo de un parto prematuro. Existe evidencia clinica en los cuales sugieren que la
administracion oral e intravaginal de lactobacilos pueden erradicar las infecciones
urogenitales asintomatica y sintomatica (Reid et al., 2011).

La necesidad de los lactobacilos para la produccion de peroxido de hidrogeno ha sido
propuesta, pero al ser propensos a ser eliminados por los espermicidas, conlleva a la
combinacion de dos o mas cepas, una de las cuales sea productora de peroxido de
hidrogeno y las otras sean resistentes a los espermicidas, demostrando de esta manera ser
de mayor ayuda en la terapia.

Miles de millones de mujeres sufren de infecciones del tracto urogenital (IUG)
anualmente. Escherichia coli la cual se origina en el intestino es el agente responsable de
mas del 85% de los casos. La bacteuria asintomética es también comln de encontrar en
mujeres, y en algunos casos es seguida por IUG sintomaticas. Existe evidencia,
incluyendo estudios estadisticos que el uso de una capsula semanalmente de cepas de
lactobacilos liofilizados pueden restaurar la microbiota normal de lactobacilos y
disminuir el riesgo de contraer nuevamente una IUG. Con la creacién de una barrera de
lactobacilos en la vagina, muy pocos patdgenos pueden ascender a la vejiga, de este modo
se bloguea los procesos infecciosos (Kirjavainen PV, 2009).

Patogenia de las infecciones urogenitales

El tracto urogenital posee diversos mecanismos de defensa. Entre ellos se encuentra el
flujo unidireccional de la orina y la capacidad de las células uroepiteliales de atrapar



bacterias e impedir su fijacion. Considerando que la IU alta puede o no estar asociada con
anomalias anatomicas del tracto urinario, la infeccién puede deberse a una alteracion del
balance entre los factores antimicrobianos y los componentes del sistema inmune, con la
consiguiente invasion y multiplicacion bacteriana (Florentin, 2014).

Laorinay las vias urinarias son estériles, mientras que la uretra distal esta colonizada por
flora cutanea y vaginal: Corynebacterias, Estreptococos, Estafilococos, Lactobacilos,
etc., pudiendo en ocasiones y de forma transitoria, albergar a otros bacilos Gram negativo.

La infeccidn urinaria en una mujer se inicia cuando un microorganismo potencialmente
patdgeno, va desde el intestino, 0 mas excepcionalmente desde la vagina (como resultado
de una inoculacion directa durante la actividad sexual), y coloniza la mucosa periuretral
esta asciende a través de la uretra hasta la vejiga. En dias previos a un episodio de U,
aumenta sustancialmente la prevalencia de colonizacién por E. coli, y que al menos en el
90% de episodios de IU, E. coli la cual es productora de la infeccidn se encuentra también
en la flora fecal.

La orina colabora en la eliminacion de las bacterias, ademéas de poseer propiedades
antibacterianas (principalmente la osmolaridad, la concentracion de urea, de acidos
organicos y el pH). Si estas bacterias causantes de infeccion no pueden ser eliminadas por
estos mecanismos, se inicia su adhesion al uroepitelio y la posterior infeccion, esto
dependera del equilibrio entre el potencial virulento de dichas bacterias, su capacidad para
evadir los mecanismos defensivos del huésped, lesionar o invadir las células y tejidos del
huésped y estimular la respuesta inflamatoria. Ademas del tamafio del in6culo inicial, la
presencia de alteraciones anatomicas o funcionales del tracto urinario y ciertos factores
genéticos, aumentaran el riesgo de producir infeccion.

Mayormente los episodios de infeccidn urinaria se producen por via ascendente, a partir
de microorganismos provenientes del colon, mientras que una minoria posee una etiologia
exogena, estando producidos por microorganismos ambientales con frecuencia
introducidos en las vias urinarias durante su manipulacion (Pigrau, 2013).

Microorganismo Patogeno

Adherencia ala mucosa

Colonizacién

Multiplicacién microbiana
del patégeno

Respuesta Inflamatoria

Figura 1. Patogenia de infeccion urogenital.



Microbiota Vaginal

La vagina representa un ecosistema dinamico que permanece en equilibrio gracias a una
fina interaccion de factores tales como la microbiota normal bacteriana (Angeles-Lopez
y col., 2011). La microbiota normal vaginal esta constituida en un 96 % por especies de
Lactobacilos y Unicamente el 4 % por bacterias aerdbicas potencialmente patdgenas
(Staphylococcus aureus, Streptococcus grupo B y Escherichia coli) y micoplasmas
(Ravel, 2011). Estudios basados en cultivos de bacterias, seguidos de tipificacion
molecular, han mostrado que L. crispatusy L. jensenni son los organismos predominantes
en la mayoria de las mujeres sanas premenopausicas.

Un andlisis de la microbiota vaginal en el curso del ciclo menstrual ha mostrado que el
22 % de las mujeres mantienen una microbiota estable en la que predominan los
lactobacilos, mientras que el 78 % restante sufren una alteracion de la microbiota (Gajer,
2012). Los lactobacilos son bacterias Gram (+) que constituyen una pieza clave en la
microbiota vaginal normal. Algunas especies de lactobacilos tienen la habilidad para
producir &cido lactico, responsable de un pH &cido en la vagina el cual inhibe el
crecimiento de la mayoria de las bacterias patdgenas. La produccién de acido lactico es
considerada como el mejor mecanismo protector de los lactobacilos contra las infecciones
vaginales.

Algunos lactobacilos producen perdxido de hidrogeno (H202) en cantidades que exceden
la capacidad del microorganismo patégeno para degradarlo. Este compuesto puede inhibir
o eliminar otros microorganismos, particularmente aquellos que carecen o tienen bajos
niveles de peroxidasas o catalasas, enzimas responsables de su degradacién. Los
lactobacilos productores de H>O> tienen un efecto bactericida in vitro sobre diferentes
bacterias incluyendo Gardnerella vaginalis, Prevotella bivia y Neisseria gonorrhoeae
(Saxelin, 2005).

Mujeres adultas fértiles
pH bajo
Peroéxido de hidrogeno
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e
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Figura 1. Mucosa vaginal durante la vida adulta de una mujer, los niveles de estrégenos y de
glucégeno aumentan y proliferan los Lactobacilos.
Fuente. Beltran D., 2015.



L. casei sp rhamnosus

Ademas de su probado papel positivo como probiotico, es uno de los lactobacilos
frecuentemente aislados de la vagina. Ademas, produce sustancias proteinicas que
exhiben actividad antibacteriana, como la lactocina 160, una bacteriocina altamente
especifica en su accion antimicrobiana, eliminando microorganismos asociados a BV
pero dejando la microbiota vaginal intacta. Ademas, lactocina 160 provoca irritacion
minima y tiene un buen potencial para la aplicacion intravaginal.

Como producto farmacéutico ningin comportamiento patégeno ha sido asociado con esta
variedad y presenta una alta resistencia a las propiedades requeridas para probiotico. Se
investigaron las capacidades de adherencia in vitro de esta cepa usando células humanas,
se demostro su capacidad de deteriorar la adherencia de varios patdgenos. Ademas, la
actividad antimicrobiana de sus metabolitos de este probidtico se determind en una amplia
variedad de Gram-positivos y Gram-negativos patégenos humanos (Petricevic, 2008).

Produccién de acido lactico

El ambiente acido inhibe parcial o totalmente el crecimiento de la mayoria de las bacterias
del tracto digestivo y del medio ambiente, el cual es un mecanismo de proteccion de la
mucosa vaginal extremadamente eficaz. EI compuesto que produce acidez disminuyendo
el pH vaginal es el cido lactico, este es el producto final del metabolismo fermentativo
de carbohidratos, llevado a cabo por Lactobacilos, residentes en las células epiteliales de
la vagina y células vaginales las cuales tienden a acumular glucégeno, especialmente
durante el periodo comprendido entre la menarquia y la menopausia, se considera que
este es el origen de la acidez vaginal. Se cree que, tras la hidrolisis del glucogeno, la
glucosa se metaboliza &cido lactico. Hay pruebas de que la degradacion del glucogeno es
una caracteristica en general de estas bacterias. Es probable que el glucégeno vaginal se
degrade a glucosa por las células epiteliales vaginales propias y el papel de los
lactobacilos se limita Unicamente a fermentacion del azlcar para dar acido lactico,
responsable de la proteccion de la colonizacion por microorganismos no deseados
(Aldunate, 2015).

Estrogeno

Glucogeno

Acido Lactico

pH acido

Inhibicion de
microorganismos
patégenos

Figura 2. Ciclo virtual producido en la vagina en condiciones fisioldgicas.



Desarrollo y estudio de formulaciones probioticas vaginales

Los supositorios y dvulos son las formas farmacéuticas utilizadas para la administracion
de sustancias drogas por via rectal y vaginal. Por definicidn, los 6vulos son preparaciones
solidas cuya masa puede variar entre 1 y 15 g, con uno o mas sustancias de farmacos,
para la administracion vaginal en dosis unitaria, la forma, el volumen y la consistencia
deben ser apropiados para facilitar la administracion.

Los excipientes utilizados en estas preparaciones son los usados en supositorios, bases de
grasa se utilizan en ocasiones cuando se usa naturaleza lipofilica de las drogas. Las bases
hidréfilas también son ampliamente utilizadas, siendo la mezcla de sustancias auxiliares
clasica gelatina-glicerina-agua. La proporcion de los tres componentes involucrados
puede variar para adaptarse a la consistencia en funcion de la naturaleza del farmaco. Los
excipientes utilizados en la preparacion de los dvulos deben permitir que las formas
farmacéuticas preparadas se disuelvan en el fluido vaginal de la vaginaa 37 ° C.

Ademaés, tienen que cumplir una serie de propiedades adecuadas, a saber: ser seguro y
bien tolerado por la mucosa vaginal, que es bastante sensible e irritable; ser inertes;
estable frente a la accion de agentes externos; tener una consistencia adecuada, no siendo
ni demasiado blando ni demasiado rigido o quebradizo; solidificar en un intervalo de
tiempo muy corto, para asegurar la homogeneidad del ovulo; tener un cierto poder de
retraccion enfriar a facilitar el vaciado del molde y debe permitir la liberacion rapida y
completa de sustancia activa en la vagina (Thomson, 2012).

Control de calidad de capsulas

Existen diversas pruebas de control de calidad de productos farmacéuticos cuyos
parametros estan estandarizados en documentos oficiales como farmacopeas con el fin de
garantizar la calidad, seguridad y eficacia del farmaco.

Para formas farmacéuticas (6évulos o supositorios vaginales) el control de calidad se lo
realiza a diferentes niveles, tanto en materias primas, durante el proceso de manufactura
y en producto terminado. Los pardmetros de control de calidad en producto terminado
para Gvulos o supositorios vaginales farmacéuticas segun la Farmacopea USP-39.

- Ensayos organolépticos. Consiste en un conjunto de pruebas sensoriales con el fin
de detectar anormalidades en las que tenemos:

Color: Se evaltan caracteristicas como uniformidad, brillo, ausencia de moteados o
pigmentaciones con el fin de identificar algan tipo de deterioro.

Olor: La presencia de olor desagradable puede ser indicativa de una alteracion quimica
de alguno de sus componentes.

Aspecto: Se pueden evaluar caracteristicas y las irregularidades como deformaciones,
rupturas, textura, polvo suelto en la superficie, etc.

- Ensayos geometricos. Se evaltan dimensiones de la capsula como largo, diametro
y forma con ayuda de un calibrador nonio (vernier), variaciones significativas en
estos parametros podria conducir una mala dosificacion del farmaco.



- Ensayos posologicos. La uniformidad de dosificacion es una prueba oficial, se
realiza en diversas formas farmacéuticas y que esta destinada a determinar la
cantidad de principio activo que contiene cada unidad, se lo puede realizar
mediante uniformidad de peso o de contenido.

Variacion de peso: Procedimiento destinado a establecer la variabilidad de masa de
formas farmaceéuticas solidas. Es aplicable cuando estas contienen 50 mg o mas de
principio activo o cuando esta constituye el 50 % o mas del peso de la forma farmacéutica,
los pesos son medidos en una balanza analitica para lo cual se seleccionan 20 unidades y
los limites de aceptacion de variacion para capsulas farmacéuticas (Corréa 1., 2012).

- Ensayos microbiol6gicos

La contaminacion de los productos farmacéuticos, representa un riesgo para la salud para
los pacientes ya que un deterioro microbiano podria cambiar en las caracteristicas fisicas
y quimicas del farmaco o ser portadores de microorganismos contaminantes, patdgenos
u oportunistas que pueden producir enfermedades. Es por ello, que los productos
farmacéuticos deben ser sometidos a un control de calidad microbiol6gico que demuestre
que cumplen con ciertas especificaciones establecidas por los organismos oficiales, para
garantizar su calidad. Las preparaciones farmacéuticas 6vulos o supositorios vaginales
deben ajustarse a los criterios que se indican a continuacion:

Recuento de microorganismos aerobios totales (<10° UFC /g o mL)
Recuento de mohos y levaduras (<102 UFC /g o mL)

- Prueba de disolucion. La prueba de disolucion es una prueba fisicoquimica de
caracter farmacopeico en la que se mide la velocidad de disolucion de un farmaco
contenido en una forma farmacéutica sélida, en condiciones experimentales
controladas de temperatura, composicion del medio y agitacion (velocidad y tipo).
La prueba de disolucion se utiliza para evaluar la calidad de un producto
farmacéutico.

6. Marco Conceptual

Probidtico: Los lactobacilos son microorganismos bacilos Gram (+), principalmente
anaerobios facultativos o estrictos que generalmente tienen un exigente requerimiento
para su desarrollo. Prefieren un ambiente &cido y ayudan a crear uno produciendo acido
lactico y otros acidos. En general, los lactobacilos no se han asociado con la enfermedad
y durante méas de 100 afios han sido considerados como miembros no patdgenos de la
microbiota intestinal y genital. Algunos ejemplos que se pueden encontrar en que las
bacterias lacticas se han usado para tratar o prevenir infecciones de la piel, intestinal y
genital con diferentes grados de éxito (Marelli G1, 2004).

Infeccion Urogenital: Las infecciones urogenitales, afectan la vejiga, los rifiones, la
vagina, la uretra y el cuello uterino, estas constituyen un problema mundial que afecta a
mas de 300 millones de mujeres/afio, estas infecciones son una razén comdn para la visita
de una mujer a un médico de familia o urélogo. Para esas infecciones en el tracto urinario,
se ha estimado que cada episodio conduce a 6 dias de signos y sintomas. El principal
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resultado clinico es el malestar entre un gran porcentaje de la poblacién femenina, ademas
de enormes costos para el sistema de salud para el tratamiento.

Muchos pacientes experimentan una recurrencia de los sintomas, particularmente en el
primer afio de la infeccion original. Es de mayor preocupacion las infecciones que se
complican por la afectacion renal porque la hospitalizacion es generalmente necesaria y
el dafio renal o incluso la muerte puede ocurrir, ademas de complicaciones graves durante
el embarazo, que a veces conducen a un parto prematuro. Los datos historicos indican
que la gran mayoria (70%) de la infeccion del tracto urogenital (IUG) en una comunidad
suburbana no hospitalizada es causada por Escherichia coli, seguida por otras
enterobacterias y Staphylococcus saprophyticus (Reid G, 2011).

Antibioticos: Sustancia producida por unser vivo o derivado sintético, que mata o
impide el crecimiento de ciertas clases de microorganismos sensibles, generalmente son
farmacos usados en el tratamiento de infecciones por bacterias, de ahi que se les conozca
como antibacterianos.

Microbiota Normal: Especies microbianas que habitan en el tracto vaginal, jugando un
papel importante para el mantenimiento de la salud y la prevencion de infecciones. Méas
de 50 especies microbianas se han recuperado del tracto vaginal. Las especies que estan
presentes en la mucosa vaginal varian entre la mujer premenopausica y aquellos que han
pasado por la menopausia. La microbiota de una mujer premenopausica sana esta
generalmente dominada por especies de Lactobacilos, las mas comunes son L. iners, L.
crispatus, L. gasseri, L. jenesenii, followed by L. acidophilus, L. fermentum, L. plantarum,
L. brevis, L. casei, L. vaginalis, L. delbrueckii, L. salivarius, L. reuteri, y L. rhamnosus
(Sarah Cribby, 2008).

Restaurador de microbiota: Formulados constituidos por una 0 mas cepas concretas de
lactobacilos, idealmente aislados de la vagina, que deben haber mostrado capacidad de
colonizacion de dicha mucosa, actividad antagénica (por ejemplo, produccion de
peréxido de hidrogeno) y de co-agregacion con patdgenos. Ademas, que no posean
resistencia transmisible a antibidticos y que existan publicaciones en las que se haya
descrito que previenen y/o revierte un estado patologico.

Actividad antagonica: La capacidad que tienen muchos miembros del genero
Lactobacillus para inhibir bacterias indeseables, estas tienen importantes aplicaciones en
la industria alimentaria y farmacéutica en la seleccion de cultivos con fines probiéticos.

7. Formulacion de la hipdtesis de investigacion

Los microorganismos probioticos seleccionados y caracterizados para este estudio no son
capaces de inhibir el crecimiento de las cepas aisladas de procesos de infeccion urogenital
(Hipdtesis nula).

Los microorganismos probioticos son capaces de producir ciertos metabolitos, ademas de

disminuir el pH del medio, factores que ayudan en la inhibicion del desarrollo y
propagacion de cepas aisladas de procesos de infeccion urogenital (Hipotesis alterna).
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8.  Operacionalizacién de las variables en estudio

Variable Dimension Indicador
Crecimiento pH (Cuantitativa Continua)
Probictico Medio MRS Densidad Optica (Cuantitativa Continua)

UFC/mL (Cuantitativa discreta)

Microorganismo

Actividad A . Reduccion de Ciclos Logaritmicos
- Probiotico y Cepa aislada o >
Antagobnica g 2 : (Cuantitativa Continua)
de infeccion urogenital
Cepa Probidtica Dosis Probitica Tiempo de accion (Cuantitativa continua)

Concentracion (Cuantitativa Discreta)

Concentracion Probidtico (Cuantitativa

Elaboracion de Encapsulacion de Células Discreta)
Formulado P Porcentaje de Polimeros (Cuantitativa
Continua)

9.  Disefio metodologico

Poblacion en estudio, &mbito y periodo de investigacion

Poblacion en estudio: La poblacion en estudio son las cepas aisladas de procesos de
infeccion urogenital (E. coli, Proteus sp cepas causantes de infeccion urogenital y
Corynebacterium sp, S. epidermidis cepas de la microbiota normal) recolectados en el
Instituto SELADIS del laboratorio de Bacteriologia, para su posterior enfrentamiento a
L. casei sp rhamnosus y L. acidophilus.

Criterios de inclusion. Pacientes mujeres entre 18 a 45 afios, que no se hallaban en etapa
de gestacion, ni con enfermedades venéreas o inmunologicas.

Criterios de exclusion. No se tomd en cuenta muestras provenientes de pacientes
menores de edad, ni pacientes varones.

Ambito: El siguiente trabajo se llevé a cabo en el area de Biotecnologia Industrial del
Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas de la Facultad de Ciencias
Farmacéuticas y Biogquimicas.

Periodo de investigacion: Este trabajo se lo realizo desde la gestion 2015 hasta 2017.
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Tipo de investigacion

Esta investigacion implico el desarrollo de un estudio de “Investigacion cuasi-
experimental, aplicada y explicativa ",

Cuasi-Experimental ya que se sigui¢ diferentes procedimientos para determinar si los
microorganismos probidticos cuentan con la capacidad de inhibir el crecimiento de
aquellas cepas aisladas de procesos de infeccion urogenital.

Aplicada por que se elabor6 un formulado probiotico que cuenta con células activas
inmovilizadas y liofilizadas de L. casei sp rhamnosus capaces de inhibir el crecimiento
de cepas aisladas de procesos de infeccidn urogenital.

Explicativo, ya que se determind por medio de pruebas experimentales la concentracion

o0 dosis necesaria del probidtico para inhibir el crecimiento de cepas aisladas de procesos
de infeccidn urogenital y el tiempo requerido para tal efecto.

10. Materiales y métodos

El escenario del presente trabajo de investigacion es resumido en las siguientes figuras

en las cuales se describen las principales etapas desarrolladas como parte experimental.
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Microorganismo
Probiotico (L.
casel sp rhamnosus,
L. acidophilus)

Cepas Bacterianas
aisladas de
procesos de

infeccién

Activacién

Control Axenico

Criopreservacion

Caracterizacién macroscopica,
microscopica, bioquimica y perfil
de resistencia antimicrobiano

Caracterizacion
macroscopica y microscopica
y perfil de resistencia
antimicrobiano

Determinacioén de pardmetros
cinéticos Medio MRS (0XOID)
para L. caseil sp rhamnosus




Determinacién de Actividad
Antagonica

Estandarizacion de Técnicas
para evaluar la actividad
antagonica

Actividad antagonica
del Sobrenadante por
efecto del pH

Actividad antagonica del
Sobrenadante por efecto de la
concentracion de dcidos
orgdnicos
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Formulacién del
Restaurador Probiético

Celulas activas Liofilizado de L. casei sp
inmovilizadas de L. casei rhamnosus
sp rhamnosus (Formulado 1) (Formulado 2)
Evaluacion de Determinacién de

viabilidad de 7. caracteristicas Evaluacion de la
caseil Sp organolépticas, Actividad

rhamnosus en el geométricos, fisicas y Antagonica
tiempo microbiolégicos

Condiciones de cultivo de cepas probidticas (L. casei sp rhamnosus y
L. acidophilus) y cepas bacterianas aisladas de procesos de infeccion
urogenital

Las cepas probidticas empleadas en el presente estudio fueron Lactobacillus casei sp
rhamnosus (LCR35) y Lactobacillus acidophilus (DSM-20079), pertenecientes al banco
de cepas criopreservadas del Instituto de Investigaciones Farmaco -Bioquimicas. L. casei
sp rhamnosus y L. acidophilus (3% v/v) fueron activados en caldo Man-Rogosa-Sharpe
(MRS, Oxoid) y caldo MRS preparado por ingredientes, compuesto por (para 1L):
peptona de caseina 10g, extracto de carne 10g, extracto de levadura 5g, D-glucosa 20g,
tween 80 1g, citrato de amonio 2g, acetato de sodio 5g, K2HPO4 29, MgSO4x7 H>0 0,20g,
MnSQO4xH20 0,05g.

Ambos medios de cultivo fueron sometidos a condiciones anaerobias, mediante la técnica
de Hungate modificada (Breznak, 2007) saturando la atmosfera gaseosa con nitrégeno
libre de oxigeno, esterilizados por autoclave a 121°C, 1,5atm, 15min. Inoculados con L.
casei rhamnosus o L. acidophilus (3%, v/v) e incubados durante 24h a 37°C.

El banco cepas bacterianas aisladas de procesos de infeccion urogenital, fue colectado del
laboratorio de Bacteriologia del Instituto SELADIS. Las cepas fueron aisladas de mujeres
con diagnostico de infeccion urogenital, entre 18 a 45 afios. Las cepas bacterianas de
procesos de infeccion urogenital fueron aisladas a partir de muestras de mujeres que no
se hallaban en etapa de gestacion, ni con enfermedades venéreas o inmunologicas, y que
asistieron a este servicio entre los meses de Julio a Octubre de 2015.

El banco de cepas estuvo constituido por las siguientes bacterias: Escherichia coli (10
cepas) y Proteus sp. (2 cepas), ademas de cepas pertenecientes a la microbiota normal de
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lavagina S. epidermidis (5 cepas), Corynebacterium sp. (12 cepas), todas las cepas fueron
caracterizadas por pruebas bioquimicas en el laboratorio de Bacteriologia del Instituto
SELADIS. Las bacterias constituyentes del banco de cepas fueron inoculadas (3%, v/v)
en caldo BHI (Oxoid) e incubadas a 37°C por 12h en condiciones aerobias.

Evaluacion del control axenico de L. casei sp rhamnosus, L.
acidophilus y cepas bacterianas aisladas de procesos de infeccion
urogenital

De un cultivo activo de L.casei sp rhamnosus y L. acidophilus en caldo MRS con 14h de
incubacion a 37°C en anaerobiosis, se procedid a realizar diluciones. Se realizaron tres
diluciones 1:100 y una dilucion 1:20 con el proposito de asegurar recuentos bacterianos
en las placas con cantidades entre 25 y 250 UFC/mL. 100uL de la tltima dilucién de cada
cepa fue inoculado en agar MRS, realizando siembra por extension en superficie. Las
placas fueron incubadas por 48h a 37°C en condiciones anaerobias (GasPak system; BBL
Microbiology Systems, Cockeysville, Md.). Se verifico que el cultivo presente un solo
tipo de morfologia de colonia con las mismas caracteristicas de forma, color, apariencia,
y la pureza de los cultivos fue comprobada mediante tincién de Gram (Voravuthikunchai,
2006).

Para la evaluacion del control axenico del banco de cepas bacterianas aisladas de procesos
de infeccidn urogenital y cepas pertenecientes a la microbiota normal de la vagina, se
tuvo un cultivo de cada cepa bacteriana en caldo BHI con 12h de incubacién a 37°C en
aerobiosis. Se realizo tres diluciones 1:100 y una dilucion 1:20 para asegurar un recuento
bacteriano en las placas con cantidades entre 25 y 250 UFC/mL. 100uL de la Gltima
dilucion de cada cepa bacteriana se inoculo en agar BHI, realizando siembra por extension
en superficie. Las placas fueron incubadas 24h a 37°C en condiciones aerobias.

Se verifico que el cultivo de cada cepa bacteriana aislada de procesos de infeccion
urogenital y cepas pertenecientes a la microbiota normal de la vagina presente solo un
tipo de morfologia con las mismas caracteristicas de forma, color, apariencia, por medio
de tincion Gram se comprobd la pureza de cada cepa bacteriana aislada de procesos de
infeccion urogenital.

Criopreservacion de L. casei sp rhamnosus, L. acidophilus y cepas
bacterianas aisladas de procesos de infeccion urogenital

De un cultivo de L.casei sp rhamnosus y L. acidophilus en caldo MRS con 14h de
incubacion a 37°C en anaerobiosis, se procedié a la centrifugacion a 3500rpm por 10min
de 1 mL del cultivo fresco en tubos de criopreservacion estériles (3 veces), obteniendo de
esta manera un concentrado celular. Seguidamente se coloco en el concentrado celular
750uL de medio estéril MRS. Se incubo a 37°C por una hora, se agreg6 250uL de glicerol
estéril, resuspendiendo el concentrado celular. Se coloco por una hora a temperatura
ambiente, una hora a 4°C, a -20°C hasta el dia siguiente y preservo a -80°C hasta su uso.

Para la criopreservacion de las cepas bacterianas aisladas de procesos de infeccion
urogenital y cepas pertenecientes a la microbiota normal de la vagina, de un cultivo de
12h de incubacién a 37°C en caldo BHI en aerobiosis de cada cepa bacteriana aislada de
procesos de infeccidn urogenital, se centrifugo a 3500rpm por 10min, se coloco 1mL de
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cada cultivo en tubos de criopreservacion estériles (3 veces). En el cultivo celular
obtenido se coloc6 750uL de medio estéril BHI. Incubo a 37°C por una hora. Se agrego
250uL de glicerol estéril, resuspendiendo el concentrado celular. Se colocé por una hora
a temperatura ambiente, una hora a 4°C, hasta el dia siguiente a -20°C y preservo a -80°C
hasta su uso.

Caracterizacion morfoldgica de L. casei sp rhamnosus, L. acidophilus
y cepas bacterianas aisladas de procesos de infeccion urogenital

L. casei sp. rhamnosus y L. acidophilus fueron caracterizados en base a sus caracteristicas
macroscopicas y microscopicas, realizando siembra por extension en superficie en agar
MRS. Se realizo la respectiva observacion de las colonias, bordes, forma, superficie
consistencia y color. La caracterizacion microscopica fue realizada en base a tincién
Gram. Se observo la morfologia utilizando el objetivo 100X, tanto de L. casei sp.
rhamnosus como de L. acidophilus.

Para la caracterizacion de cepas bacterianas aisladas de procesos de infeccion urogenital
y cepas pertenecientes a la microbiota normal de la vagina, se realiz6 siembra por
extension en superficie en agar BHI de cada una de ellas. Observando las diferentes
caracteristicas de las colonias. Se caracteriz6 microscopicamente en base a tincion Gram,
observando la morfologia de cada bacteria utilizando objetivo 100X.

Caracterizacion bioquimica de L. casei sp rhamnosus y L. acidophilus

Se evalud para L.casei sp rhamnosus y L. acidophilus el perfil de fermentacién de
carbohidratos. Un cultivo activo de L. casei sp. rhamnosus y L. acidophilus (con 14h de
incubacion a 37°C en anaerobiosis). Fue inoculado (3% v/v) en una bateria de tubos los
cuales contenian caldo MRS sin glucosa, con el correspondiente carbohidrato a evaluar.

El stock de carbohidratos estuvo constituido por 10g/L de: Glucosa, Xilosa, Sorbitol,
Manitol, Lactosa, Maltosa, Sacarosa, Fructosa, Myo-inositol, Glucosamina, Galactosa,
Celobiosa y Glicerol como fuentes de carbono y esterilizado por filtracion (0,20um de
didmetro de poro). Se afiadio parafina caliente privando al cultivo del contacto con el
oxigeno. La bateria de tubos fue incubada por 24h a 37°C. La reduccién de pH fue
registrada, determinando de esta manera si el microorganismo probiético fue capaz de
fermentar el correspondiente carbohidrato. Se utiliz6 como control negativo a caldos sin
carbohidrato. Cada ensayo fue realizado por triplicado (Hui Cail, 2007).

Determinacién de parametros cinéticos durante el crecimiento de L.
casei sp rhamnosus

Se determinaron los pardmetros cinéticos de crecimiento de L.casei sp rhamnosus en
caldo MRS comercial, a través de la realizacion de una curva de crecimiento en
condiciones anaerobias y aerobias. Para este fin, un cultivo activo de L.casei sp
rhamnosus (de 14h de incubacion a 37°C en anaerobiosis) fue inoculado (3%, v/v) en un
vial de caldo MRS estéril (50mL) empleando N libre de O (condicién anaerobia) y aire
(condicion aerobia) en la atmosfera gaseosa. Se incubaron a 37°C y se tomaron muestras
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cada 2h por 48h seguidas, se determino el incremento de la densidad celular a través de
la lectura de densidad 6ptica a 540nm de longitud de onda, utilizando como blanco agua
destilada esteril, realizando diluciones cuando la absorbancia sobrepas6 un valor de 0,9.

Ademas, se determind el pH de cada muestra recolectada. Los datos fueron graficados en
Excel, extrapolando Densidad Optica versus Tiempo. Determinando el tiempo exacto en
el que los microorganismos probiéticos alcanzan una mayor poblacion viable. Todo el
experimento se realizé por triplicado.

Perfil de resistencia antimicrobiana de L. casei sp rhamnosusy L.
acidophilus y cepas bacterianas aisladas de procesos de infeccion
urogenital

Discos de antibioticos Sensidiscos-SDA (Diagnostico Clinico Eugenio Marin V.), fueron
utilizados para determinar el patron de resistencia antibidtica de L. casei sp rhamnosus,
L. acidophilus y cepas bacterianas aisladas de procesos de infeccion urogenital y cepas
pertenecientes a la microbiota normal de la vagina. Los discos incluyeron: Amikacina
(30ug), Nitrofurantoina (300ug), Norfloxacina (10ug), Acido Nalidixico (2ug),
Cefotaxima (30pg). L. casei sp rhamnosus y L. acidophilus fueron inoculados en caldo
MRS (3%, v/v) y cepas bacterianas aisladas de infeccion urogenital y cepas pertenecientes
a la microbiota normal de la vagina fueron inoculadas (3%, v/v) en caldo BHI, e incubadas
por 18 horas a 37°C.

L. casei sp rhamnosus y L. acidophilus, cepas bacterianas aisladas de procesos de
infeccion urogenital y cepas pertenecientes a la microbiota normal de la vagina con 24h
de crecimiento, fueron seleccionadas colonias que se encontraban aisladas y con la misma
morfologia, con un asa se transfirié a un tubo con caldo BHI e incubo por 4h a 37°C. La
densidad celular fue ajustada al tubo 0,5 de la escala de McFarland (1,5%x108UFC/mL),
fueron inoculadas con un hisopo estéril en placas Petri (9mm de diametro) en agar
Mueller Hinton, se colocd asépticamente cada disco de antibidtico en la superficie del
agar. L. casei sp rhamnosus y L. acidophilus fueron incubadas por 48h a 37°C en
anaerobiosis. Sin embargo, las cepas bacterianas aisladas de infecciones urogenitales y
cepas pertenecientes a la microbiota normal de la vagina fueron incubadas por 24h a 37°C
en condiciones aerobias.

Se midio el diametro de las zonas de inhibicion alrededor de los discos para cada cepa
bacteriana en estudio.

Determinacion de Actividad Antagdnica

Estandarizacion de técnicas para evaluar la actividad antagonica

La actividad antagonica in vitro producida por L. casei sp rhamnosus y L. acidophilus
sobre el banco de cepas bacterianas aisladas de procesos de infeccidn urogenital y cepas
pertenecientes a la microbiota normal de la vagina, descrito previamente, fue estudiado
evaluando la capacidad inhibitoria en medio sélido, en co-cultivo en caldo y el
sobrenadante probiotico en microplacas con las cepas bacterianas aisladas de procesos de
infeccion urogenital.
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Evaluacion de la actividad antagonica en placa: L. casei sp rhamnosus
y L. acidophilus contra cepas bacterianas aisladas de procesos de
infeccién urogenital

La actividad antagoOnica de L. casei sp rhamnosus y L. acidophilus contra las cepas
bacterianas aisladas de procesos de infeccion urogenital y cepas pertenecientes a la
microbiota normal de la vagina fue estudiada usando el método de spot test en agar (P.
Hu "ttJ. S., 2005). L. casei sp rhamnosus y L. acidophilus fueron activados en caldo MRS
en condiciones anaerobias durante 14h a 37 °C. 20 pL de suspension celular en NaCl
(0,9%, p/v), correspondiente al tubo 0,5 McFarland (1,5x108UFC/mL) y una dilucién
1:10 obteniendo una poblacion de 1,5x10°UFC/mL, fueron depositados en horadaciones
(3mm de didmetro) realizadas sobre agar MRS e incubados durante 18h a 37°C en
anaerobiosis (GasPak system; BBL Microbiology Systems, Cockeysville, Md.).

10mL de un cultivo activo en caldo BHI, de 12h de incubacion previas, de cada cepa
bacteriana aislada de proceso de infeccion urogenital y cepas pertenecientes a la
microbiota normal de la vagina fue centrifugado a 5000rpm durante 5min y re-suspendido
en NaCl al 0,9% (p/v). Cada suspension celular fue mezclada con agar soft BHI (0,5% de
agar) a 45 °C, con una concentracion celular resultante de 1,5x10"UFC/mL, esta mezcla
fue vertida sobre el agar MRS conteniendo L. casei sp rhamnosus y L. acidophilus, e
incubada durante 18h a 37°C. Nitrofurantoina (300ug) en disco fue empleado como
control positivo de inhibicién.

La actividad antagdnica del probidtico fue evaluada midiendo el didmetro de la zona de
inhibicidn (en mm) causada por el probiotico alrededor de cada horadacion. Cada ensayo
fue realizado por duplicado.

Evaluacion de la actividad antagonica en microplaca empleando
sobrenadantes de L. casei sp rhamnosus y L. acidophilus contra cepas
bacterianas aisladas de procesos de infeccion urogenital

La actividad antagdnica del sobrenadante del cultivo de L. casei sp rhamnosus y L.
acidophilus fue evaluada contra E.coli (cepas bacterianas aisladas de procesos de
infeccion urogenital), utilizando la técnica de cultivo en microplaca del agente infeccioso
con el sobrenadante probi6tico libre de células (Fayol D, 2005).

En ese sentido, L. casei sp rhamosus y L. acidophilus fueron cultivados en caldo MRS a
37°C por 14h. 10mL de este cultivo fue centrifugado a 5000rpm por 5min y el
sobrenadante fue recuperado. EI pH fue determinado para cada sobrenadante. Los
sobrenadantes fueron separados en dos fracciones, ajustando el pH de una fraccion a 7,0
+/- 0,1 con NaOH (0,1N). Posteriormente, los sobrenadantes fueron filtrados utilizando
una membrana de 0,20um de diametro de poro y alicuotados en vollimenes iguales.
100uL del sobrenadante de los cultivos de L. casei sp rhamnosus y L. acidophilus de pH
ajustado a 7,0 +/- 0,1 y no ajustado, fueron vertidos en una microplaca conteniendo 100uL
de medio BHI.
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Paralelamente, las cepas bacterianas aisladas de procesos de infeccion urogenital fueron
cultivadas en caldo BHI a 37°C por 12h en condiciones aerobias e inoculadas a una
concentracion de 1,5x10” UFC/mL. Controles axénicos conteniendo sobrenadante
probidtico (100uL) y medio BHI (100uL) fueron empleados. Posteriormente la
microplaca fue incubada en condiciones aerobias a 100 rpm, 37°C, y se evalud la turbidez
del medio a 540nm de longitud de onda, a las 0, 3, 6, 9, 12, 24h de incubacion.

Adicionalmente, se evaluaron sobrenadantes artificiales acidos y neutros, empleando
soluciones de acido lactico (0,5%) a pH 3,25 y acido acético (0,05%) a pH 3,10 y pH
ajustado a 7,0 con NaOH (0,IN) en ambos casos, empleando como control el
sobrenadante de L. casei sp rhamnosus a pH 3,96 y pH ajustado. Siguiendo el protocolo
descrito anteriormente se procedié a evaluar la viabilidad de E.coli en funcién al recuento
de UFC/mL, para determinar la reduccion de ciclos logaritmicos a las 0, 24, 48 y 72h de
incubacion, mediante recuento en placa empleando agar BHI. Cada ensayo fue realizado
por duplicado.

Evaluacion de la actividad antagénica empleando co-cultivo de L.
casei sp rhamonosus contra cepas bacterianas aisladas de procesos de
infeccidn urogenital

Para evaluar la actividad antagonica de la cepa probiotica seleccionada, L. casei sp
rhamnosus en co-cultivo (P. Hu "tt J. S., 2005) con cepas bacterianas aisladas de procesos
de infeccion urogenital y cepas bacterianas pertenecientes a la microbiota normal de la
vagina, L. casei sp rhamnosus fue activada en caldo MRS en condiciones anaerobias
durante 14h a 37°C. Asi mismo, las cepas bacterianas aisladas de procesos de infeccion
urogenital y cepas aisladas de la microbiota normal de la vagina, fueron activadas en
caldo BHI, durante 12h de incubacion a 37°C.

L. casei sp rhamnosus, cada cepa bacteriana aislada de procesos de infeccidn urogenital
y las cepas aisladas de la microbiota normal de la vagina, fueron centrifugadas a 5000
rpm durante 5min y re-suspendidas en NaCl al 0,9% (p/v). La concentracion celular para
cada cepa fue ajustada al tubo 0,5 de la escala McFarland (1,5x108 UFC/mL)
adicionalmente se realiz6 una dilucion de 1:10 obteniendo una poblacion de
1,5x10’UFC/mL. L. casei sp. rhamnosus (150uL) y cada cepa bacteriana aisladas de
procesos de infeccion urogenital y las cepas aisladas de la microbiota normal de la vagina
(150uL) fueron co-cultivados en volimenes iguales de caldo MRS y BHI (volumen final
15mL) a 37°C por 24h bajo condiciones anaerobias y aerobias.

El nimero de unidades formadoras de colonia (UFC) de cepas bacterianas aisladas de
procesos de infeccion urogenital y las cepas aisladas de la microbiota normal de la vagina,
después del co-cultivo, fue determinado mediante un recuento en placa en agar BHI. Cada
ensayo fue realizado por duplicado.
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Formulacion y evaluacion del formulado probiético vaginal con L.
casei rhamnosus

De acuerdo con la Farmacopea Portuguesa 9.0, las preparaciones vaginales pueden ser
liquidas, solidas, semi-solidas, estas pueden contener una o varias sustancias activas y
tener un nimero de excipientes apropiado. La preparacion vaginal evaluada en el presente
estudio fue del formulado de L. casei sp rhamnosus activo e inmovilizado (Formulado 1)
y liofilizado de L. casei sp rhamnosus (Formulado 2), los cuales fueron sometidos a
evaluacion de caracteristicas organolépticas, geométricos, fisicas y ensayos
microbiologicos.

Formulado probidtico vaginal con ceélulas activas de L. casei sp
rhamnosus inmovilizadas

De un cultivo de L. casei sp rhamnosus de 14h de incubacion a 37°C en caldo MRS, se
centrifugo 10mL a 3500rpm por 10min, se desecho el sobrenadante y resuspendié las
células en tampon PBS (Phosphate buffered saline) (pH 7,4), este lavado celular fue
realizado dos veces.

Para la elaboracion del formulado conteniendo células de L. casei sp rhamnosus activas
e inmovilizadas en vehiculo de gelatina, se tom6 como referencia la formulacion descrita
en la farmacopea USP-39 (United States Pharmacopeia) para capsulas intravaginales
empleando 20% gelatina, 70% glicerol y 10% agua. Sin embargo, se realizd una
modificacion a esta formulacién disminuyendo la concentracion de gelatina al 16% e
incrementando al 14% el contenido de agua (Formulado 1).

Esta matriz fue disuelta a una temperatura de 70°C. El cultivo preparado de L. casei sp
rhamnosus se mezcld con la matriz cuando esta estaba atemperada a 45°C +/-1°C. La
mezcla se agitd gentilmente y fue vertida en un molde previamente estéril (esterilizado
con alcohol etilico al 70% e irradiado con luz UV por 20 min) con el cuidado de no formar
burbujas. Las capsulas fabricadas conteniendo L. casei rhamnosus activo e inmovilizado
fue secada a temperatura ambiente por 10 a 15 min, para promover la gelificacion.
Posteriormente, se retiraron las capsulas (formulado 1) de L. casei sp rhamnosus con
cuidado de no realizar rupturas o grietas (Rodrigues F. , 2011).

Formulado probidtico vaginal con células liofilizadas de L. casei
sp rhamnossus

De un cultivo de L. casei sp rhamnosus de 14h de incubacion a 37°C en caldo MRS, se
centrifugo 60mL a 3500rpm por 10min, se desecho el sobrenadante y resuspendié las
células en tampdn PBS (pH 7,4), este lavado celular fue realizado dos veces. El pellet
obtenido fue mantenido por una hora a temperatura ambiente, una hora a 4°C, 18h a -20°C
y preservo a -80°C hasta la liofilizacién. Las células fueron liofilizadas en un liofilizador
(Marca VIRTIS modelo ADVANTAGE XL, USA.), con un ciclo completo de 48 horas,

22



iniciando a una temperatura de congelacion de -40 °C durante 4 horas, seguido por un
secado primario de 24h a -40°C y 12h de secado secundario a -20 °C.

El polvo fino conteniendo células liofilizadas de L. casei sp rhamnosus (almacenado a
temperatura ambiente 20+2 °C) fue pesado y se realizaron los céalculos necesarios para
determinar la dosis probiotica del formulado. Se mezcl6 las células liofilizadas (aprox.
4mg) de forma uniforme en condiciones estériles con lactosa anhidra (aprox. 496mg)
empleada como excipiente, y esta mezcla fue rellenada en capsulas de gelatina duras
vacias (tapa y base) y se procedio a pesar (Capsula mas formulado) (Rodrigues F. , 2011).

Evaluacion de la actividad antagonica del formulado probidtico
vaginal con L. casei rhamnosus inmovilizado y liofilizado

Para determinar la actividad antag6onica de los formulados probioticos 1 y 2 conteniendo
L.casei sp rhamnosus en co-cultivo con E. coli (cepas bacterianas aisladas de procesos de
infeccion urogenital). E. coli fue activado en caldo BHI, durante 12h de incubacion a
37°C, se centrifugo a 5000 rpm durante 5min y re-suspendio en NaCl al 0,9% (p/v). La
concentracion celular fue ajustada al tubo 0,5 de la escala McFarland (1,5x108 UFC/mL)
adicionalmente se realiz6 una dilucion de 1:10 obteniendo una poblacion de
1,5%10"UFC/mL. E. coli (150uL) y una capsula del formulado 1y 2 conteniendo L. casei
sp rhamnosus fueron co-cultivados en volimenes iguales de caldo MRS y BHI (volumen
final 15mL) a 37°C por 24h bajo condiciones aerobias.

El nimero de unidades formadoras de colonia (UFC) de E. coli, después del co-cultivo,
fue determinado mediante un recuento en placa en agar BHI. Cada ensayo fue realizado
por duplicado.

Evaluacion de los formulados probioticos: L. casei sp rhamnosus
activo e inmovilizado (Formulado 1) y liofilizado de L. casei sp
rhamnosus (Formulado 2)

Ensayos organolépticos de los formulados probidticos 1y 2

De acuerdo a lo establecido por la farmacopea USP-39 (United States Pharmacopeia), las
capsulas se evaluaron por observacion empleando una lupa, y caracteristicas como:
apariencia, brillantez, homogeneidad de la superficie, presencia de fisuras,
irregularidades o deformaciones, y color, fueron determinadas para los formulados
probidticos 1y 2.

Ensayos geométricos y uniformidad de peso de los formulados
probioticos 1y 2

Se evaluaron las dimensiones geométricas de cada capsula (formulados probidticos 1 y
2) empleando un nonio (vernier), midiendo la longitud (mm) y el didmetro de cada
capsula (mm).
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Se peso en una balanza analitica cada una de las capsulas (formulados probioticos 1y 2)
conteniendo a L.casei sp rhamnosus y capsulas que no contenian a L.casei sp rhamnosus,
determinando la uniformidad de peso de cada capsula.

Perfiles de liberacion in vitro y evaluacion de la viabilidad de L. casei
rhamnosus a partir de los formulados probioticos 1y 2

Para determinar el tiempo de liberacion de L. casei sp rhamnosus de las capsulas
(formulados probidticos 1 y 2), se prepar6 el medio simulado de fluido vaginal (FVS,
Owen y Watz 1999), el cual estuvo constituido por (1L): Cloruro de sodio 3,51g,
hidroxido de potasio 1,4g, hidroxido de calcio 0,22g, acido lactico 2g, acido acético
glacial 1g, glicerina 0,16g, urea 0,49, glucosa 5g, acido clorhidrico (0,1N) en una cantidad
necesaria hasta alcanzar un pH 4,2 +/- 0,1.

Las capsulas recién preparadas con una poblacion aproximada de 1x10’UFC/mL, fueron
disueltas en 20 mL de medio FVS e incubadas a 37°C, se recolectaron muestras a los O,
30 y 60min. Cada muestra fue sembrada en agar MRS e incubada en aerobiosis por 48h
a 37°C. Se observo la disolucion de la capsula y se realizo el recuento de colonias,
determinando de esta manera no solo la disolucién de la capsula sino también la poblacion
viable que contiene, este procedimiento fue realizado por triplicado. Este experimento
permitio determinar también la viabilidad de L. casei rhamnosus de los Formulados 1y
2, para asegurar la dosis efectiva probiética (Juarez M., 2007).

Ensayos Microbioldgicos

Para formas farmacéuticas semi-solidas se realiza el control microbidlogico a través del
recuento de microorganismos aerobios totales, mohos y levaduras, y Escherichia coli
mediante la técnica de recuento en placa por extensién en superficie.

Recuento de microorganismos aerobios totales y de mohos levaduras

Se colocé una capsula de formulado probidtico 1y 2, y se disolvié en 9 mL de tampén
PBS a pH 7,4. Se sembr6 100 pL de la muestra en placas de Agar Soya Tripticasa (TSA)
para el recuento microorganismos aerobios totales y de Agar Sabouraud para recuento de
mohos y levaduras. Se incubo para recuento de microorganismos aerobios totales a 37°C
durante 3 dias y para el recuento de mohos y levaduras de 3-5 dias a 25°C. Se realizo el
conteo de unidades formadoras de colonias (UFC/mL). Cada ensayo fue realizado por
triplicado

Recuento de Escherichia coli

Se colocé una capsula de formulado probidtico 1y 2, y se disolvio en 9 mL de caldo Soya
Tripticasa. Se incubo durante 1h a temperatura ambiente, se agito el recipiente y se
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transfirio ImL a 100mL de caldo MacConkey, e incubo este a 37°C durante 24h. Se
subcultivo en agar MacConkey e incubo de 37°C durante 48h. El crecimiento de colonias
tipicas indico la presencia de Escherichia coli.

11. Procesamiento de los datos

Recoleccion
Los datos se recopilaron en el transcurso o al final de cada prueba segun lo requerido, los
mismos fueron transcritos en la bitdcora de laboratorio y tablas Excel elaborando una base
de datos.

Elaboracion
Se elaboraron tablas, cuadros y graficas a partir de los datos obtenidos en los
experimentos realizados durante la investigacion, utilizando el programa GraphPad,
prisma version 6.0 y Microsoft office Excel 2016.

Andlisis Estadistico
Los datos se analizaron mediante t-student pareado usando el programa GraphPad, prisma
version 6.0 y Microsoft office Excel 2016. Diferencias significativas se determinaron en
P < 0,05. Todos los analisis fueron realizados por duplicado o triplicado.

12. Resultados y discusién

Caracterizacion de L. casei sp rhamnosus y L. acidophilus

L. casei sp rhamnosus crecido en agar MRS comercial (OXOID), se desarrolla en colonias
circulares de 1,5mm, blanquecinas, de superficie convexa y aspecto mucoide (Fig. 1A).
La morfologia microscopica de L. casei sp rhamnosus sometido a tincion Gram, presenta
bacilos cortos G (+) dispuestos en pares (Fig. 1B). Sin embargo, L. acidophilus crecido
en medio MRS preparado por ingredientes, presenta dos variantes en colonias, un tipo de
colonia de forma circular, color blanquecino, con una superficie convexa, de aspecto
mucoide y brillante y un segundo tipo de colonia de forma irregular, de color blanquecino-
opaco y con una superficie granular (Fig. 1C). La morfologia de L. acidophilus bajo
observacién microscopica (100X) corresponde a bacilos largos G (+) dispuestos en
cadena (Fig. 1D).
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Figura 1. A. Colonias de L. casei sp rhamnosus cultivado en agar MRS. B. Morfologia de L.casei
sp rhamnosus bajo observacion microscépica (100X). C. Colonias de L. acidophilus cultivado en
agar MRS por ingredientes. D. Morfologia de L. acidophilus bajo observacién microscopica
(100X).

L. casei sp rhamnosus empleado en este estudio corresponde a la cepa LCR35
caracterizada como bacilos de Ddderlein, el cual fue aislado por Hansen en el afio 1968
(Hansen 1968, Collins et al. 1989) y forma parte de la microbiota vaginal normal, por ello
se fundamenta su aplicacion como restaurador de microbiota en el presente estudio. La
caracterizacion de L. casei sp rhamnosus en otros estudios revela su crecimiento en
colonias circulares y blanquecinas, bajo observacion microscopica son bacilos G (+)
rectos o curvos que estan sueltos o en cadena corta (Am. J. Obst. & Gynec. December,
1948), caracteristicas que contrastan con las observadas en el presente estudio, sin
embargo, la morfologia macroscépica varia dependiendo de la edad del cultivo y la
naturaleza del medio de cultivo. Adicionalmente, en algunos casos L. acidophilus se
presenta en forma de bacilos largos normalmente dispuestos en cadenas, esto cuando es
cultivado en medio sélido MRS por ingredientes.

Fenotipicamente, especies de Lactobacilos responden a condiciones variables durante su
crecimiento in vitro a través de cambios morfoldgicos que se hacen evidentes bajo
observacion microscopica e incluso cambios macroscéopicos que se reflejan en la
morfologia de las colonias en medio sélido (Huys, 2013). L. acidophilus crecido en MRS
agar presenta dos variantes en colonias, un tipo de colonia de forma circular, color
blanquecino, con una superficie convexa, de aspecto mucoide y brillante y un segundo
tipo de colonia de forma irregular, de color blanquecino-opaco y con una superficie
granular. Estudios realizados por (Endo, 2015) reportaron esta caracteristica de
heterogeneidad durante el crecimiento de L. acidophilus en MRS agar, que usualmente
se presenta en formas R (colonia irregular y opaca) y S (colonia de borde definido y
brillante).

Por lo cual, en el presente estudio esta variante en la morfologia de las colonias no se
debe a contaminacion en el cultivo de L. acidophilus, ya que examinado
microscOpicamente permanece invariable, sino mas bien a una diferencia fenotipica como
resultado del efecto de las condiciones de cultivo. Asi mismo, la caracterizacion
bioquimica de los dos morfotipos Sy R, de L. acidophilus revel6 su homologia de especie
(datos no mostrados).
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Caracterizacion bioquimica de L. casei sp rhamnosusy L.
acidophilus

La fermentacion de carbohidratos para L. casei sp rhamnosus se determind en base a la
acidificacion del medio de cultivo donde se desarrolld, se evalu6 la capacidad metabdlica
de L. casei sp rhamnosus de fermentar sustratos presentes en el medio incrementando la
turbidez del mismo, y ocasionando un descenso de pH.

Los resultados muestran formacién de acido a partir de glucosa, sorbitol, manitol, lactosa,
fructosa, glucosamina, galactosa, celobiosa, maltosa y sacarosa con un descenso de pH
inicial de 6,95 a 4,33. L. casei sp rhamnosus no fermenta myo-inositol ni glicerol con un
pH inicial de 6,95 a 6,06. La fermentacion de xilosa conduce a una limitada reduccion de
pH del medio en comparacion a otros sustratos que fueron fermentados con un pH inicial
de 6,95 a 5,88 (Tabla 1). Otros estudios reportan que xilosa no es fermentada y myo-
inositol es fermentado por L. casei sp rhamnosus (Denkova, 2012) resultados que no
contrastan con el presente estudio.

Por otro lado, la fermentacion de carbohidratos por parte de L. acidophilus, fue evaluado
por medio del descenso de pH ocasionado por la actividad metabodlica de L. acidophilus.
Los resultados muestran que hubo fermentacion de glucosa, lactosa, sacarosa, fructosa,
glucosamina, celobiosa y galactosa con un descenso de pH de 6,85 a 4,31. Sorbitol,
manitol, myo-inositol y glicerol no fueron fermentados por L. acidophilus con un
descenso de pH de 6,85 a 6,17. Maltosa y xilosa mostraron un limitado descenso de pH
en el medio en comparacion a los demas carbohidratos partiendo de un pH de 6,85 a 5,62
(Tabla 1). Sin embargo, otros estudios demuestran que maltosa es fermentada por L.
acidophilus y xilosa no puede ser metabolizada (Boyd, 2005).

Las técnicas fenotipicas como el sistema de fermentacion de carbohidratos todavia se
toman como poderosas herramientas capaces de discriminar entre las especies de
Lactobacilos, el producto de fermentacion de cada especie de Lactobacilos depende de
donde se aislen estas cepas, por lo cual la variacién de resultados de fermentacion con
otros estudios.

27



Tabla 1. Caracterizacion bioquimica de L. casei sp rhamnosus y L. acidophilus.

L. casei sp rhamnosus Lactobacillus acidophilus

Sustrato 10g/L [ Este Succi Denkova Este Melo Boyd

Estudio 2005 2012 Estudio 2011 2005
Glucosa + + + + + +
Xilosa I+ - . +/- - -
Sorbitol + + - - -
Manitol + + - ND ND
Lactosa + + + +
Maltosa +/- + + +/-
Sacarosa +/- + + + ND ND
Fructosa + + ND + ND +
Myo-inositol + + +/- - ND ND
Glucosamina - + ND + ND ND
Galactosa + ND +
Celobiosa + ND +
Glicerol - - - - ND ND

+: Positivo, -: negativo y +/-: variable, escasa acidificacion del medio, ND: no determinado

Determinacion de parametros cinéticos durante el
crecimiento de L. casei sp rhamnosus

Debido a que L. casei sp rhamnosus es un anaerobio facultativo, los pardmetros cinéticos
durante el crecimiento de este en condiciones anaerobias y aerobias, fueron evaluados. El
monitoreo de la curva de crecimiento de L. casei rhamnosus en condiciones aerobias y
anaerobias, revelo el crecimiento bacteriano en tres fases: a) Fase de adaptacion, en este
periodo L. casei sp rhamnosus se adapta a las condiciones de crecimiento, y no posee la
capacidad de dividirse, esta fase ocurre tanto en condiciones aerobias y anaerobias y dura
alrededor de 4h. b) Fase Exponencial. Este periodo es caracterizado por la duplicacién
celular, esta fase en condiciones aerobios es de 10h, aproximadamente. Sin embargo, en
condiciones anaerobias esta fase dura alrededor de 8h. ¢) Fase estacionaria, caracterizada
por la tasa de crecimiento de L. casei sp rhamnosus estable, esta fase es alcanzada cuando
las bacterias empiezan a agotar los nutrientes disponibles.

Para L. casei casei sp rhamnosus ocurre después de las 12h de cultivo en aerobiosis y 14h
de cultivo en anaerobiosis. Comparando los resultados se determind que no existe
diferencia significativa en cuanto a la cinética de crecimiento de L. casei sp rhamnosus
en condiciones aerobias y anaerobias (p < 0,05, Tabla 2). (Siaterlis, 2009) reporta que la
fase logaritmica de L. casei sp rhamnosus es alcanzada a las 4-5h y la fase estacionaria
alrededor de las 14h de cultivo, concordando asi con nuestros resultados.
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En la Fig. 3, se muestra que la poblacion bacteriana maxima en la fase exponencial tardia
de crecimiento (18h de cultivo) es de alrededor de 4,20x10° UFC/mL en anaerobiosis y
2,50x10° UFC/mL en aerobiosis, resultados obtenidos por recuento en placa. Otros
estudios reportan, que en el recuento bacteriano de L. casei sp. rhamnosus no existe
diferencia cuando estas son incubadas en condiciones anaerobias o aerobias ya que esta
bacteria es anaerobia facultativa). (Siaterlis, 2009) y (Annuk et. al., 2005).

En este estudio la fase estacionaria temprana fue a las 12h en anaerobiosis y 14h en
aerobiosis. (Jurado G., 2015) reporta un resultado similar de 16h de la fase estacionaria.
La velocidad de crecimiento de L. casei sp rhamnosus en anaerobiosis fue de 0,30 h'ty
aerobiosis de 0,29 h*. El tiempo de generacion en anaerobiosis fue de 3,3h y en aerobiosis
de 3,4h. (\Valik, 2008), reportaron una velocidad de crecimiento de L. casei sp rhamnosus
de 0,28 h't y un tiempo de generacion de 1,23h. Se pudo observar que existe variabilidad
con los resultados obtenidos esto pudo deberse a que en otros estudios se utiliz6 medio
MRS formulado en ingredientes, por lo cual estuvo sujeto a variaciones en composicion,
ocasionando un efecto en el crecimiento del microorganismo.

En nuestro estudio los resultados de ambas condiciones tanto anaerobias y aerobias
muestran que L. casei sp rhamnosus logro generar mayor nimero de UFC/mL en
anaerobiosis.

Tabla 2. Parametros cinéticos de la curva de crecimiento de L. casei sp rhamnosus.

Pardmetro Cinético Aerobiosis Anaerobiosis
Fase de adaptacion (h) 0-4 0-4

Fase Exponencial (h) 4-14 4-12

Fase Estacionaria (h) 14-24 12-24
Velocidad de crec.(h-1) 0,29 0,30

Tiempo de generacioén (h) 3,4 3,3

—@— Anaerobiosis

@— Aerobiosis

Ln OD 540nm

Tiempo (Horas)

Figura 2. Cinética de crecimiento del probiético L. casei sp rhamnosus en condiciones aerobias
y anaerobias a 37°C.
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Figura 3. Poblacion bacteriana maxima del probidtico L. casei sp rhamnosus en condiciones
aerobias y anaerobias a 37°C.

Perfil de resistencia antimicrobiana de L. casei sp
rhamnosus y L. acidophilus

Los agentes probidticos muestran gran resistencia a antibioticos preescritos comiunmente
en infecciones urogenitales (Tabla 3). L. casei sp rhamnosus muestra resistencia a
Amikacina (30ug), Norfloxacina (10ug), Ac. Nalidixico (2ug) y es sensible a
Nitrofurantoina (300ug) con un halo de inhibicion de 24mm y Cefotaxima (30ug) con un
halo de inhibicion de 18mm. L. acidophilus es resistente a Amikacina (30ug),
Norfloxacina (10ug) y Ac. Nalidixico (2ug) y muestra sensibilidad a Nitrofurantoina
(300pg) con un halo de inhibicion de 20mm y Cefotaxima (30ug) con un halo de
inhibicion de 20mm. Mostrando similar perfil de resistencia y sensibilidad en otros
estudios (Halder, 2016) (Tabla. 3).

El antibiograma a cepas probidticas se realizé con el fin de determinar el efecto de los
antibioticos frente a los microorganismos que forman parte de la microbiota normal de la
vagina. Dando como resultado la inhibicion de los probiéticos frente a Nitrofurantoina
(300ug) y Cefotaxima (30ug), antibiéticos prescritos en infeccidn urogenital. Ademas, se
determind que el antibiotico Nitrofurantoina (300pg) inhibia a los probi6ticos en estudio,
por lo cual se utiliz6 como control positivo a este antibidtico en la prueba de actividad
antagoénica en placa.

Los microorganismos probidticos mantienen un ecosistema vaginal sano. Ademas, reduce
la incidencia de infecciones, asociada al consumo de antibidticos. Este depende en gran
medida de su capacidad para sobrevivir a las condiciones estresantes junto con el
antibidtico dado. En consecuencia, la seleccion de una cepa probidtica para una aplicacion
como agente profilactico debe tener en cuenta los cambios en su susceptibilidad a los
antibidticos debido a diversos factores estresantes encontrados en el tracto vaginal
(Kheadr, 2006).
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Tabla 3. Perfil de resistencia antimicrobiano de L. casei sp rhamnosus y L. acidophilus

Antibiotico
Cepa Amikacina  Nitrofurantoina  Norfloxacina Nalﬁlci:;(ico Cefotaxima
(30pg) (300pg) (10pg) (2ug) (30pg)
L. casel sp R S (24mm) R R S(18mm)
rhamnosus
L. acidophilus R S (20mm) R R S(20mm)

Caracteristicas morfologicas y fisiologicas de cepas
bacterianas aisladas de procesos de infeccion urogenital y
cepas pertenecientes a la microbiota normal de la vagina

Estudios reportan que E. coli es el uropatogeno predominante ya que es frecuentemente
aislado de pacientes con infecciones urogenitales. Ademas, es capaz de desarrollar multi-
resistencia a los diversos antibidticos prescritos causando infecciones urogenitales
complicadas (Ouno, 2013).

Como se puede observar en la tabla 4, los resultados en nuestro estudio muestran que E.
coli fue predominante durante el aislamiento de cepas bacterianas en muestras de mujeres
(18 a 45 afios) con infecciones urogenitales. Después de colectar las cepas bacterianas
aisladas de procesos de infeccion urogenital y cepas pertenecientes a la microbiota normal
de la vagina del laboratorio de Bacteriologia del Instituto SELADIS, se procedio a realizar
la caracterizacion de las mismas, cuyas caracteristicas morfologicas macroscépicas y
microscopicas son descritas en la Tabla 4.

Tabla 4. Caracterizacién morfolégica de cepas de bacterias aisladas en procesos de infeccion
urogenital y cepas pertenecientes a la microbiota normal, cultivos enriquecidos en medio BHI.

Caracteristicas

Caracteristicas Macroscépicas . P
Microscopicas

N.° de Tamano Forma de Color de la o
Cepa de la . ) Tincion Gram
muestras ; la colonia colonia
colonia
E. coli 10 2mm . Plana Grisacea Bacilo corto G (-)
irregular
Proteus sp 2 1,5mm Convexa  Grisacea Bacilo corto G (-)
Corynebacterium 12 1 mm Convexa  Grisacea Bacilo Recto G (+) en
sp Forma de V

S. epidermidis 8 15 Convexa Blanca Cocos G (+) en

racimos
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Perfil de resistencia antimicrobiana de cepas bacterianas
aisladas de procesos de infeccibn urogenital y cepas
pertenecientes a la microbiota normal de la vagina

En el perfil de resistencia y sensibilidad con antibiéticos cominmente prescritos en
infecciones urogenitales realizado a las cepas bacterianas aisladas de procesos de
infeccion urogenital y cepas pertenecientes a la microbiota normal de la vagina en
pacientes mujeres entre 18 a 45 afios que asistieron al instituto SELADIS con diagnostico
de infeccion urogenital, los resultados se reportan como S: microorganismos sensibles al
antibidtico (didmetro de inhibicion en mm) y R: microorganismos resistentes al
antibidtico (con halo de inhibicion por debajo de lo aceptable por la norma de la NCCLS
para antibiogramas de difusion o sin halo de inhibicion) como se muestra en la Tabla 5.

E.coli es resistente a Ac. Nalidixico (2ug), Norfloxacina (10ug) y Cefotaxima (30ug) y
sensible a Amikacina (30ug), Nitrofurantoina (300ug). Corynebacterium sp, S.
epidermidis y Proteus sp muestran resistencia a Ac. Nalidixico (2upg), Norfloxacina
(10ug) y Cefotaxima (30ug) y son sensibles a Amikacina (30ug) y Nitrofurantoina
(300pg) (Tabla 5).

Los resultados obtenidos del perfil antimicrobiano son similares a otros estudios (Darquea
Leoro, 2014). Las cepas bacterianas aisladas en procesos de infeccion urogenital y cepas
pertenecientes a la microbiota normal exhibieron una mayor sensibilidad hacia
Nitrofurantoina (300ug), por lo cual se utilizé como control positivo a este antibidtico en
la prueba de actividad antagonica en placa. El antibiograma realizado a cepas
pertenecientes a la microbiota normal de la vagina de igual manera mostraron ser
inhibidas por los antibidticos prescritos cominmente en infecciones urogenitales
demostrando de esta manera una disminucion en la poblacion de estos en la vagina.

Tabla 5. Perfil de resistencia antimicrobiano de cepas bacterianas aisladas en procesos de
infeccion urogenital y cepas pertenecientes a la microbiota normal de la vagina.

Antibiotico
Cepa Amikacina  Nitrofurantoina  Norfloxacina Nalﬁj(i:;(ico Cefotaxima
30 300 10 30
(30u9) (300ug) (10ug) (2u0) (30u9)
E. coli S (20mm) S (25mm) R R R
Corynebacterium
sp S (20mm) S (22mm) R R R
Proteus sp S (20mm) S (20mm) R R R
S. epidermidis S (24mm) S (20mm) R R R

S: sensible (diametro del halo de inhibicion en mm), R: resistente
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Determinacion de Actividad Antagénica

Pruebas de actividad antagonica en Placa: L. casei sp rhamnosusy L.
acidophilus contra cepas bacterianas aisladas de procesos de infeccion
urogenital

Como se observa en la tabla 6, figura 4, el microorganismo probiotico L. casei sp
rhamnosus (20 pL con 10’UFC/mL), produjo una zona de inhibicion contra E. coli
(28mm), Proteus sp (20mm) Corynebacterium sp (20mm) y S. epidermidis (14mm). El
halo inhibicion de nitrofurantoina (300g), empleado como antibiotico control, fue de 20-
25mm para las cepas mencionadas. EI crecimiento de las cepas bacterianas aisladas de
muestras urogenitales, fue inhibido efectivamente por la presencia de L. casei sp
rhamnosus a las 24h de incubacidn.

La inhibicién causada por L. casei sp rhamnosus hacia el microorganismo causante de
infeccion E. coli fue mayor, ya que los halos de inhibicion obtenidos, fueron superiores
comparados con el halo de inhibicion del antibi6tico control, por tanto, se registr6 una
inhibicidn superior a la producida por Nitrofuratoina, antibidtico que es usualmente
recomendado en el tratamiento de infecciones urogenitales. Este experimento ha
procurado proporcionar una vision general de la actividad inhibitoria de L. casei sp
rhamnosus contra bacterias aisladas del ecosistema de la vagina humana.

Por otro lado, la cepa L. acidophilus (20uL con 10’UFC/mL), produjo una zona de
inhibicién contra E.coli (20mm), Corynebacterium sp (14mm), Proteus sp (12mm), S.
epidermidis (10mm). El halo de inhibicion de nitrofurantoina (300ug), el cual fue
empleado como antibiético control, fue de 20-25mm para las cepas mencionadas. La
inhibicion del crecimiento de las cepas bacterianas aisladas de muestras urogenitales, fue
menor en presencia de L. acidophilus en comparacion a L. casei sp rhamnosus y
nitrofurantoina (300g) después de 24h de incubacion.

Los resultados de la técnica de evaluacion de actividad antagdnica en placa demostraron
que tanto L. casei sp rhamnosus como L. acidophilus, y su relacion 1:1 con las cepas
bacterianas aisladas de infecciones urogenitales, muestran una inhibicién de G () como
E. coli y Proteus sp.

Como los resultados indican, los didmetros de las zonas de inhibicidn variaron, oscilando
entre 20 a 28mm (Tabla 6,7). Esto revel6 que tanto L. casei sp rhamnosus como L.
acidophilus inhibieron a las cepas bacterianas aisladas de procesos de infeccion
urogenital. Teniendo en cuenta que las cepas bacterianas aisladas de procesos de infeccion
urogenital E. coli G (-), la mayor actividad inhibitoria del crecimiento fue observada
cuando se empled L. casei sp rhamnosus, tanto en condiciones aerobias como anaerobias,
después de 24h de incubacion, mostrando resultados similares a lo descrito por (Pascual
L., 2008). Schillinger menciond que la inhibicion era positiva si la anchura de la zona
clara alrededor de las colonias de la cepa productora era de 20mm o mayor. Un estudio
similar fue realizado por Kalalou que estudio la actividad de los Lactobacilos sobre
algunas bacterias patogenas G (+) y G (-) tales como E. coli, Pseudomona aeroginosa,
Klebsiella pneumonia, Staphylococcus aureus y las zonas de inhibicion oscilaron entre
14 a 28 mm.
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La presente investigacion demostré que L. casei sp rhamnosus posee actividad inhibitoria
superior, lo cual podria ser explicado debido a que es capaz de producir sustancias
inhibitorias del crecimiento de bacterias uropatogenas. El uso de placas en spot test
proporcioné una forma de examinar la interaccion de dos bacterias y de determinar
algunas propiedades generales del efecto inhibidor sin excluir los efectos de acido y pH.

Tabla 6. Inhibicién de cepas bacterianas aisladas de procesos de infeccion urogenital por el
microorganismo probidtico L. casei sp rhamnosus

c bacteri Halos de inhibicién (mm) NuUmero de
~—epas bacterianas Numero de cepas
aisladas de infeccion ] L. casei sp inhibid
urogenital cepas Nitrofurantoina ' inhibiaas
9 (300 um) rhamnosus (%)
H (107 UFC/mL)
E. coli 10 20 28 100
Corynebacterium sp 12 25 20 100
Proteus sp 2 23 20 100
S. epidermidis 5 25 14 100

Figura 4. Actividad antagdnica en placa mostrando los halos de inhibicién de cepas bacterianas
aisladas de procesos de infecciébn urogenital por el microorganismo probiético L. casei sp
rhamnosus usando como control positivo al antibidtico Nitrofurantoina (300ug) A. E. coli B.
Corynebacterium sp. C. Proteus sp. D. S. epidermidis.
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Tabla 7. Inhibicién de cepas bacterianas aisladas de procesos de infeccion urogenital por el
microorganismo probid6tico L. acidophilus.

Cepas bacterianas inhibicié Numero de
“ep _ AS Numero de Halos de inhibicion (mm) cepas
aisladas en infeccion : - : : inhibid
urogenital cepas Nitrofurantoina L. acidophilus  'nhibiaas
%)
(300p9) (107 UFC/mL) (
E. coli 10 20 20 100
Corynebacterium sp 12 24 14 100
Proteus sp 2 23 12 100
S. epidermidis 5 25 10 100

Figura 5. Actividad antagonica en placa mostrando los halos de inhibicidon de cepas bacterianas
aisladas de procesos de infeccidn urogenital por el microorganismo probiético L. acidophilus
usando como control positivo al antibiético Nitrofurantoina (300ug) A. E. coli B. Corynebacterium
sp. C. Proteus sp. D. S. epidermidis.

Pruebas de actividad antagonica en microplaca empleando
sobrenadante L. casei sp rhamnosus y L. acidophilus contra cepas
bacterianas aisladas de procesos de infeccion urogenital

En este experimento, se evalud la actividad de los sobrenadantes de: L. casei sp
rhamnosus de pH 3,96 y pH ajustado a 7,0, y L. acidophilus de pH 4,09 y pH ajustado a
7,0. Los sobrenadantes fueron filtrados a través de una membrana de poro 0,20um, para
su evaluacion de actividad antagdnica contra cepas aisladas de procesos de infeccién
urogenital. El objetivo del presente experimento fue determinar si la actividad antagonica
fue debida al efecto del pH acidificado durante el crecimiento de las cepas probidticas.

Los resultados mostraron que el sobrenadante de L. casei sp rhamnosus con un pH de
3,96 tiene actividad inhibidora contra E. coli retardando su crecimiento, registrado por
leve incremento de la turbidez (DO: 0,171 a 0,429). En contraste, el sobrenadante de L.
casei sp rhamnosus con un pH ajustado de 7,0 no tiene actividad inhibidora contra E. coli,
debido a que se registré un marcado incremento de la turbidez del cultivo (DO: 0,299 a
1,479). Por tanto, el crecimiento de E.coli se afect6 significativamente (P < 0,05)
empleando el sobrenadante de L. casei sp rhamnosus con un pH de 3,96 (Tabla 8).
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Por otro lado, el sobrenadante de L. acidophilus no inhibio el crecimiento de E. coli
significativamente (P > 0,05), observando un incremento de la turbidez de 0,284 a 1,280
(pH 4,09) y 0,335 a 1,401 (pH 7,0) (Tabla 9).

El sobrenadante de L. casei sp rhamnosus de pH de 3,96, afecto el crecimiento de E. coli
significativamente (P < 0,05), si es comparado con el sobrenadante de L. acidophilus de
pH de 4,09. Ademas, no existié inhibicion cuando los sobrenadantes del cultivo de
Lactobacilos se neutralizaron con NaOH (0,1N) a un pH de 7,0, lo que sugiere que la
inhibicidn del crecimiento de las cepas de E. coli fue resultado de la produccion de acidos
orgénicos liberados por el metabolismo fermentativo de ambas cepas que conducen a la
acidificacion del medio. Resultados similares a los obtenidos a Hutt et al. (2005) que
describen una reduccién del efecto inhibidor de 6 ciclos logaritmicos del sobrenadante de
L. casei sp rhamnosus libre de células pH acido.

La inhibicion del crecimiento de cepas de E. coli en este estudio se debi6 muy
probablemente a la produccion de acidos organicos por L. casei sp rhamnosus. Esto
coincide con los resultados de (A. Berenice Arias O., 2013), reportando que el
crecimiento de cepas de E. coli y Salmonella fue inhibido debido a la produccién de
acidos organicos por aislados de Lactobaciloss. Por otra parte, (Lebeer, 2008) informo
que la accion antibacteriana producida por L. casei sp rhamnosus se debi6 probablemente
a una combinacion de factores incluyendo acidos organicos, peréxido de hidrogeno y
otras sustancias inhibidoras tales como bacteriocinas.

Debe observarse que las cepas de L. casei sp rhamnosus y L. acidophilus estan
compuestas de grupos heterogéneos sobre la base de la homologia ADN-ADN (Berger,
2006). Por lo tanto, es probable que las actividades antibacterianas variables contra cepas
de E. coli puedan reflejar tal heterogeneidad de estos probioticos. Estos resultados
sugieren que E. coli es mas resistentes a los &cidos que produjo L. acidophilus, que posee
un metabolismo heterofermentativo. Los investigadores han asociado una alta actividad
antagonica de los lactobacilos con la produccion de éacidos organicos dando como
resultado una disminucién del pH (Ouwehand, 2004).

Tabla 8. Actividad antagdnica del sobrenadante de L. casei sp rhamnosus frente E. coli (D.O.
540nm).

Densidad Optica a 540nm

Tiempo Control

(Horas) Abibtico Control (+) pH Neutro pH Acido
0 0,095 0,176 0,299 0,171
3 0,094 0,319 0,425 0,234
6 0,094 0,893 1,020 0,224
9 0,094 1,128 1,211 0,214
12 0,094 1,168 1,229 0,214
24 0,092 1,354 1,479 0,429

Control abidtico. Caldo BHI con sobrenadante de L. casei sp rhamnosus

Control (+). Caldo BHI conteniendo a E.coli

pH neutro. Sobrenadante de L. casei sp rhamnosus a pH 7,0 conteniendo E. coli
pH acido. Sobrenadante de L. casei sp rhamnosus a pH 3,96 conteniendo E. coli.
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Tabla 9. Actividad antagdnica del sobrenadante de L. acidophilus frente E. coli (D.O. 540nm).

Densidad Optica a 540nm

-(I-,L%T;Sc; Control Abiotico Control (+) pH Neutro pH Acido
0 0,095 0,176 0,335 0,284
3 0,094 0,319 0,561 0,471
6 0,094 0,893 0,957 0,844
9 0,094 1,128 1,037 0,921
12 0,094 1,168 1,041 0,926
24 0,092 1,354 1,401 1,280

Control abiotico. Caldo BHI mas sobrenadante de L. acidophilus
Control (+). Caldo BHI conteniendo a E. coli

pH neutro. Sobrenadante de L. acidophilus a pH 7,0 conteniendo E. coli
pH acido. Sobrenadante de L. acidophilus a pH 4,09 conteniendo E. coli

Los resultados obtenidos en este experimento permitieron seleccionar a L. casei sp
rhamnosus por su mayor actividad antagonica contra E. coli. Sin embargo, para
determinar su efecto en la reduccion de la viabilidad de E. coli, se evalu la reduccion del
namero de sus ciclos logaritmicos, en base a la técnica de recuento en placa, la cual
proporciona resultados exactos del nimero de bacterias viables después del contacto con
el sobrenadante probio6tico, a diferencia de una medida de turbidez, la cual no discrimina
entre bacterias viables y no viables.

Como se puede ver en la Tabla 10, no se observé efecto inhibitorio cuando se emplea el
sobrenadante de L. casei sp rhamnosus con pH ajustado a 7,0, frente a E. coli, debido a
gue no existid una reduccién de la poblacion, manteniendo 7 ciclos logaritmicos (Log
UFC/mL) de 0 a 72 h de contacto entre el sobrenadante y E. coli, en contraste a una
disminucion de 7 ciclos logaritmicos a las 48 h cuando se emplea el sobrenadante de L.
casei sp rhamnosus con pH 3,96. Asi mismo, se pudo observar que el &cido inhibidor
probablemente producido por L. casei sp rhamnosus es acido lactico (0,5%) ya que hubo
una disminucion significativa de ciclos logaritmicos al igual que en el control (reduccién
de 7 ciclos logaritmicos a las 48h de contacto) y no asi con el acido acético (sin reduccién
de ciclos logaritmicos a las 72h).

Se revelaron las correlaciones positivas entre el pH, el tipo y la concentracién de acido
producido y el rango de actividad antagonica para los probiéticos evaluados. Es posible,
que L. casei sp rhamnosus produjera acido lactico en mayor concentracion para lograr un
efecto inhibidor mas fuerte frente a las bacterias seleccionadas en este estudio, sin
embargo, es necesario determinar la concentracion de acido lactico producida por este
microorganismo para aseverar esta hipétesis. La inhibicion del crecimiento bacteriano
debido al &cido lactico puede explicarse por una fuga eficiente de iones hidrégeno a través
de la membrana celular que provoca la acidificacion del citoplasma y la disipacién del
gradiente de pH (Pehrsonl, 2015).
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Tabla 10. Efecto antagénico de: sobrenadantes artificiales de acido lactico 0,5% y acido acético
0,05% y de L. casei sp rhamnosus en contacto con E. coli (Log UFC/mL).

Ciclos Logaritmicos

Tiempo | E. coli Acido Léctico Acido Acético Sobrenadante de L. casei
0,5% 0,05% sp rhamnosus

Horas Co(r_lkt)rol écﬁlc;io neFL)JIt_iro A(F:)ino I\Fl)glutro PH Acido pH Neutro
0 7 7 7 7 7 7 7
24 9 4 7 7 9 6 7
48 9 0 7 7 7 0 7
72 10 0 7 7 7 0 7

Control (+). Crecimiento de E. coli en caldo BHI

Acido L&ctico 0,5% pH acido 3,25 y pH neutro 7.

Acido Acético 0,05% pH acido 3,10 y pH neutro 7.

Sobrenadante L. casei sp rhamnosus pH acido 3,96 y pH neutro 7.

Prueba de actividad antagénica empleando co-cultivo
L. casei sp rhamnosus y E. coli

En este experimento se selecciond L. casei sp rhamnosus, para evaluar su actividad
antagoénica en co-cultivo contra bacterias aisladas de infeccion urogenital, y determinar
la reduccion cuantitativa de su poblacion viable causante de infeccion y el tiempo de
accion del probiotico. Es importante mencionar, que al determinar la concentracion activa
con capacidad antagonica de L. casei rhamnosus, se estaria estableciendo la dosis activa
probidtica capaz de combatir infecciones si esta dosis fuera administrada en
formulaciones intravaginales.

En este experimento, se evalud la actividad antagénica del co-cultivo de L. casei sp
rhamnosus contra E. coli. La inhibicion del crecimiento de E. coli se establecio debido a
la reduccion del numero de ciclos logaritmicos (log10 UFC/mL) de ésta (Tabla 11). El
objetivo del experimento fue determinar la reduccion de la viabilidad de E. coli y el
tiempo en el que se alcanza la reduccion total, esto fue realizado en base a la técnica de
recuento en placa posterior al co-cultivo de los microorganismos, es decir, después del
contacto con el probidtico.

Se ha determinado en estudios previos que las cepas vaginales de Lactobacilos controlan
la microbiota vaginal, colonizando el epitelio e inhibiendo el crecimiento de otros
microorganismos (Michalkiewicz, 2006). Es asi que las cepas de Lactobacilos, como
candidatos para probioticos vaginales, se evallan in vitro por su capacidad para adherirse
al epitelio vaginal, su actividad antimicrobiana y su produccion de H202 que, segun varios
autores, pueden ser los responsables de la actividad inhibitoria (Reid G. J., 2009). L. casei
sp rhamnosus revela diferentes mecanismos antimicrobianos mostrados en ensayos in
vitro.
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La actividad antagonica en co-cultivo en caldo es favorecida por la rapida difusion de
compuestos antimicrobianos, incluyendo los &cidos organicos y la co-agregacion de
Lactobacilos con los patdgenos. Adicionalmente, se ha demostrado que los lactobacilos
producen acidos organicos y bacteriocinas de manera diferente en condiciones anaerobias
y aerobias (Annuk et al., 2006). En este sentido, fue necesario evaluar la actividad
antagonica de L. casei rhamnosus contra E. coli en condiciones aerobias y anaerobias,
para determinar si las condiciones de crecimiento favorecerian la actividad antagénica de
L. casei rhamnosus en co-cultivo.

Utilizando este enfoque se determiné que L. casei sp rhamnosus (1,5x107 UFC/mL) en
co-cultivo con E. coli (1,5x10" UFC/mL), en condiciones anaerobias y aerobias (tabla
11), fue capaz de inhibir totalmente a E. coli, con una reduccion de 7 ciclos logaritmicos,
a las 36h y 48h de co-incubacion, en anaerobiosis y aerobiosis, respectivamente. Ademas,
que no existio diferencia significativa (P < 0,05) de la actividad antagonica en ambas
condiciones (Fig. 6), por lo cual se realizd los deméas experimentos en condiciones
aerobias. En este estudio, la inhibicién total de E. coli ocurri6 debido al efecto antagonico
del probiotico, ya que ésta no fue inhibida y desarrollo 6ptimamente en el medio control
carente de probi6tico. Alain L., (2008) concuerda con los resultados obtenidos en nuestro
estudio, ya que L. casei sp rhamnosus logra reducir hasta 7 ciclos logaritmicos de E. coli,
aislado de infecciones urogenitales.

Tabla 11. Actividad antagonica co-cultivo en caldo en condiciones anaerobias y aerobias de L.
casei sp rhamnosus contra E. coli (Log UFC/mL).

Tiempo Control (+) Co-cultiv_o en Co-c_ulti_vo en
(Horas) E.coli (Log Anaerobiosis Aerobiosis (Log
UFC/mL) (Log UFC/mL) UFC/mL)
0 7 7 7
8 8 8
12 9 8 8
18 9 8 8
24 10 7 7
36 10 0 5
48 10 0 0
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Figura 6. Actividad antagonica en co-cultivo de L. casei sp rhamnosus y E. coli en condiciones
anaerobias y aerobias.

Prueba de actividad antagdnica empleando co-cultivo L. casei sp
rhamonosus con cepas que conforman la microbiota normal de la
vagina y cepas bacterianas aisladas de procesos de infeccion
urogenital

L. casei sp rhamnosus se seleccion para la evaluacion antagdnica en co-cultivo con todas
las cepas bacterianas aisladas de procesos de infeccion urogenital. Los resultados de la
actividad antagénica de L. casei sp rhamnosus contra las cepas bacterianas aisladas en
procesos de infeccidn urogenital y cepas de la microbiota normal de la vagina: E. coli,
Proteus sp, Corynebacterium sp, S. epidermidis se resumen en las Figuras 7, 8, 9, 10,
respectivamente.

En la Figura 7 se observa la inhibicion de 10 cepas de E. coli aisladas de muestras
infecciosas. La reduccion total de los ciclos logaritmicos de E. coli (7 ciclos logaritmicos
= 1,13x10UFC/mL iniciales reducidos a 0 ciclos = 0 UFC/mL) varia en funcién al
tiempo. 6 de las 10 cepas de E. coli fueron inhibidas a las 48h de incubacién en co-cultivo,
otras 4 fueron inhibidas a las 72h de incubacion. Esta diferencia puede ser explicada
debido a que las 4 cepas inhibidas a las 72h presentan mayor resistencia. A pesar de ser
este un fendmeno natural de los microorganismos, el proceso de inhibicion puede ser
retardado por diversos factores, entre ellos, un inadecuado uso de los antibi6ticos en el
control de enfermedades (Martinez-Pacheco D, 2013).

La inhibicién de las cepas de E. coli fue debida al probidtico empleado, ya que, en
controles carentes de L. casei rhamnosus, E. coli desarrollé normalmente alcanzando una
poblacion de 9 ciclos logaritmicos (de una poblacion inicial de 1,13x10’UFC/mL a
1,43*10°UFC/mL a las 72h de incubacion). Adicionalmente, se evalud la poblacion
probidtica resultante del co-cultivo, para determinar si E. coli afectd el crecimiento de
L.casei sp rhamnosus, (anexos 1), y se determind que E. coli no altera la viabilidad L.
casei sp rhamnosus la cual alcanza de 1,10x10’UFC/mL a 1,23x10°UFC/mL en 72h de
co-cultivo, anexos 1.
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Figura 7. Actividad antagénica en co-cultivo en caldo de L. casei sp rhamnosus y E. coli.

El efecto antagonico de L. casei sp rhamnosus contra Corynebacterium sp, S. epidermidis
y Proteus sp se evalu6 en ensayos de co-cultivo en caldo y se comparé con la capacidad
de crecimiento de cada cepa en el mismo medio de cultivo carente de la cepa probiotica
(Figuras 8, 9, 10). Una disminucion en la tasa de division celular de los tres
microorganismos se observo a partir de 24 horas de co-incubacion. Cuando se determind
la viabilidad de las 3 cepas aisladas sometidas a co-cultivo durante un periodo de tiempo
mas prolongado, se detecto actividad antagdnica total a las 48h de incubacion para todas
las 3 cepas aisladas, (disminucién de 7 ciclos logaritmicos después de 48 h de
incubacion).

En ningln caso hubo efecto inhibitorio contra L. casei sp rhamnosus, ya que el numero
de células viables se incrementd durante el periodo de incubacion (anexos 2,3,4). En un
estudio anterior, (Servin F. A., 2006), demostr6 que la actividad inhibitoria de
Lactobacilos contra cepas aisladas de infeccion urogenital era dependiente de la cepa de
Lactobacilos y se produjo dentro de las primeras horas de co-cultivo (24h). En nuestros
experimentos, se requirid un mayor tiempo de incubacion para observar la actividad
inhibitoria, probablemente debido a los diferentes parametros experimentales utilizados
en los ensayos. EI mecanismo 0 mecanismos que subyacen a esta actividad no se han
aclarado, pero es probable que sea multifacético y probablemente incluya la produccion
de peroxido de hidrogeno, &cido lactico y compuestos antibacterianos.

Se debe tomar en cuenta que Corynebacterium sp y S. epidermidis, fueron inhibidos por
el probidtico L. casei sp rhamnosus el cual también es considerado parte de la microbiota
normal de la vagina, por lo cual se recomienda determinar en estudios posteriores el efecto
real que tienen los restauradores probi6ticos sobre la vagina y sus consecuencias al afectar
la viabilidad de Corynebacterium sp y S. epidermidis.
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Figura 8. Actividad Antagbnica en co-cultivo en caldo de L. casei sp rhamnosus y
Corynebacterium sp.
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Figura 9. Actividad Antagonica en co-cultivo en caldo de L. casei sp rhamnosus y S. epidermidis.
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Figura 10. Actividad antagdnica en co-cultivo en caldo de L. casei sp rhamnosus y Proteus sp.

Formulacion y Evaluacion de un formulado probiotico
vaginal con L. casei rhamnosus

Formulado probiédtico vaginal con células activas de L. casei sp
rhamnosus inmovilizadas

Diversos estudios revelan que la disminucion de viabilidad de microorganismos
probidticos después del proceso de inmovilizacion es evidente, debido a que durante la
inmovilizacion los probioticos son expuestos a condiciones de estrés que afectan su
supervivencia (Lujan M., 2010).

Los resultados de investigacion muestran que L. casei sp rhamnosus sobrevive al proceso
de encapsulacion, registrandose una reduccion de 2 ciclos logaritmicos al evaluar su
viabilidad pre- y post- encapsulacién. Estudios realizados en nuestra institucion (Choque
J., 2015), muestran una reduccién de 2 ciclos logaritmicos después del proceso de post-
encapsulacion y post-secado, resultados similares a los obtenidos en la presente
investigacion. A pesar de la reduccion de ciclos logaritmicos, este estudio demuestra que
la poblacion de L. casei rhamnosus viable después del proceso de encapsulacion, es
correspondiente a una dosis de 6,4x10” UFC/mL.

Respecto a la dosis probidtica empleada en formulaciones farmacéuticas, resulta dificil
hacer una generalizacion, sin embargo, la dosis administrada flucta en un rango amplio
de 10° y 10° UFC diarias. En el presente estudio se demostrd que una dosis probiotica de
1,5%x107 a 6,4x10” UFC/mL es suficiente para inhibir totalmente poblaciones circulantes
de E. coli y Proteus sp. recuperadas de pacientes con diagnostico de infeccion urogenital.
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Formulado probiético vaginal con células liofilizadas de L. casei sp
rhamnossus

Priyanka (2011), demostré que las células libres siempre tienden a disminuir su viabilidad
cuando son sometidas a algun tipo de estrés, en comparacion a las células encapsuladas
que mantienen su viabilidad en las mismas condiciones de estrés. Asi mismo, se debe
considerar la evaluacién de la poblacion probiética (UFC inicial y final) comprobando de
esta forma que la pérdida o disminucion de los microorganismos no afecte la dosis
recomendada. En el presente estudid se determind experimentalmente la reduccion
microbiana durante el proceso de liofilizacion de las células de L. casei sp rhamnosus, la
misma que inici6 con una poblacién microbiana de 2,09x10° UFC/mL y después de este
proceso alcanzé una viabilidad de 6,83x10"UFC/mL, aun con esta reduccion (aproximada
de 2 ciclos logaritmicos) se mantuvo la dosis con capacidad antagénica.

Evaluacion de la actividad antagonica de un formulado probiético
vaginal con L. casei rhamnosus inmovilizado y liofilizado

(Sanae, 2011), sugieren que la insercion de Lactobacilos liofilizados en la vagina a través
de una céapsula restauradora es un método eficaz para incrementar el contenido de
Lactobacilos en la microbiota vaginal y conducir a su equilibrio, superando la poblacion
de algunos patdgenos y/o reduciendo su capacidad de sobrepoblacion, que normalmente
conduciria a un proceso infeccioso, limitando de esta manera la ocurrencia de infecciones
urogenitales. (Hussain, 2005), sugiere una dosis oral que requiere alrededor de 10°
bacterias viables, suministrada una o dos veces por semana, aungque también se demostrd
gue una administracion vaginal, una vez por dia durante tres dias inicialmente, podria ser
requerida para tratar infecciones del tracto urogenital.

Se ha demostrado, que la administracion de probidticos incluso normalizaria la
microbiota, abriendo oportunidades de un posible tratamiento a largo plazo para mujeres
embarazadas y aquellas susceptibles a infecciones del tracto urogenital. Estos estudios
revelan la posible aplicacion de probidticos liofilizados en dosis de 10° células por
capsula.

En esta investigacion, se ha determinado la dosis probiotica necesaria para reducir la
poblacion de las cepas aisladas de procesos de infeccion urogenital in vitro con una
poblacion de 1,5x10’UFC/mL de L. casei sp rhamnosus (resultados descritos en la
Seccion 4).

Por lo cual, se elaboraron dos tipos de restaurador, el primero (Formulado 1) con
probidticos viables y activos (6,4x10" UFC de L. casei rhamnosus por capsula)
inmovilizados en una matriz disefiada a base de gelatina al 16%, glicerol al 70% y agua
al 14%. Y el segundo (Formulado 2), con probiéticos liofilizados (6,83x107 de L. casei
sp rhamnosus por capsula) rellenados en una capsula dura comercial de gelatina (tapa
base). Ambas formulaciones fueron evaluadas en funcién a su actividad antagonica contra
E. coli (1,5%10” UFC/mL) en co-cultivo, empleando células libres de L. casei rhamnosus
(1,5%107 UFC/mL) como control.
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Los resultados muestran que existié actividad antagonica contra E. coli para los tres casos
(Formulado 1, 2 y control). Sin embargo, realizando un analisis de ANOVA se pudo
evidenciar que no existio diferencia significativa de la actividad antagonica, empleando
tanto el formulado 1, 2 y el control (Fig. 11), lo que sugiere que L. casei rhamnosus en su
forma activa viable inmovilizada (Formulado 1) o liofilizada (Formulado 2) no pierde su
actividad antagonica contra E. coli, resultados demostrados comparando las
formulaciones con una suspension de células libres de L. casei rhamnosus (control).
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Control. Células libres de L. casei rhamnosus

Formulado 1. Células viables inmovilizadas de L. casei rhamnosus

Formulado 2. Células liofilizadas de L. casei rhamnosus

Figura 11. Actividad antagonica de L. casei sp rhamnosus en formulado 1, 2 y Control contra E.
coli en co-cultivo.

Caracteristicas de los formulados probidticos:
Inmovilizado de células activas inmovilizadas (Formulado
1) y liofilizado de L. casei sp rhamnosus (Formulado 2)

Caracteristicas organolépticas de los formulados probioticos 1y 2

Las caracteristicas organolépticas de una formulacion farmacéutica determinan a menudo
su aceptacién por parte del consumidor final. La caracterizacion organoléptica de las
formulaciones desarrolladas se encuentra resumida en la Tabla 12. Los Formulados
probidticos 1 y 2 conteniendo L. casei sp rhamnosus inmovilizado y liofilizado,
respectivamente (Fig. 12), presentaron caracteristicas acordes a la USP-39 (United States
Pharmacopeia) de acuerdo al aspecto presentado por las diferentes formulaciones, color,
textura, uniformidad, superficie y presencia / ausencia de fisuras.
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Figura 12. Formulados probioticos. A. Control Formulado 1 sin probiético, B. Formulado 1.
Células viables inmovilizadas de L. casei rhamnosus, C. Formulado 2. Células liofilizadas de L.
casei rhamnosus.

Tabla 12. Caracteristicas organolépticas de Formulados probiéticos 1 y 2 con L. casei sp
rhamnossus.

Caracteristicas Organolépticas Control Formulado 1 Formulado 2
Color Amarrillo Translucido Amarrillo Brilloso Amarillento
Textura Suave Suave Suave
Superficie Lisa-brillante Lisa-opaca Lisa
Aspecto Homogéneo Homogéneo Polvo compacto
Fisuras Ausencia Ausencia -

Control. Formulado 1 sin probidtico
Formulado 1. Células viables inmovilizadas de L. casei rhamnosus
Formulado 2. Células liofilizadas de L. casei rhamnosus

Caracteristicas Geomeétricas y Uniformidad de Peso de los
Formulados Probidticos 1y 2

Los controles geométricos de los Formulados probidticos 1 y 2 fueron medidos
empleando un nonio (vernier), se registraron medidas de largo y didmetro homogéneas
con minima variabilidad en su tamafio lo cual contribuye a una correcta dosificacion del
probidtico. Asi mismo, se determinaron los pesos promedio de los Formulados
probidticos 1 y 2, los resultados evidenciaron que no existio variacion significativa en
peso (P <0,05), cumpliendo asi con las especificaciones de la farmacopea USP-39 (Tabla
13).
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Tabla 13. Controles Geométricos de los Formulados probioticos 1y 2.

Dimensiones Nimero de Repeticiones Promedio
Control Largo (cm) 24 24 24 24 24 24 2,4
Diametro (cm) 08 08 08 08 08 08 0,8
Peso (9) 157 158 157 157 158 1,58 1,57
Formulado 1 Largo 24 24 24 24 24 24 2,4
Diametro o8 08 08 08 08 08 0,8
Peso (9) 158 158 158 1,62 158 1,61 1,59
Total (cm) 2,0 2,0 2,0 2,0
Formulado 2 Tapa (cm) 1,1 1,1 1,1 1,1
Base (cm) 1,8 1,8 1,8 1,8
Diametro (cm) 0,7 0,7 0,7 0,7
Peso (g) 0,47 0,46 0,48 0,47

Perfiles de liberacion in vitro de L. casei rhamnosus a
partir de los Formulados probidticos 1y 2

En este experimento se evalud la liberacion de L. casei rhamnosus a partir de los
Formulados probidticos 1y 2, determinando la poblacién viable de L. casei sp rhamnosus
que es liberada a partir del formulado a lo largo del tiempo (entre 0 y 60 min). El ensayo
de liberacion in vitro sirve para determinar la tasa con la que los probi6ticos se liberan en
el medio (FVS), asi como la cantidad total de sustancia activa disponible después de una
liberacion completa.

El tipo de formulacion (inmovilizado, liofilizado encapsulado, etc.) puede afectar la tasa
de liberacion, por lo tanto, puede influir en la biodisponibilidad de los probidticos en el
medio. Este ensayo es de extrema importancia en el desarrollo galénico, ya que permite
la identificacion de variables criticas durante la produccion, y permite seleccionar una
formulacion adecuada e inclusive optimizar la misma. Un proceso de liberacion
inadecuada obliga a modificar la composicion de la formulacién para asegurar la
liberacion de la sustancia activa en un tiempo predeterminado y segin un objetivo
especifico. En realidad, actualmente, cualquier trabajo de formulacion y desarrollo de
formas sélidas es acompariado de ensayos de liberacion (Rodrigues F. , 2011).

La prueba de liberacién in vitro de L. casei rhamnosus a partir de los formulados
probidticos 1 y 2, demostr6 que el principio activo, L. casei rhamnosus, se libera
gradualmente entre los 30 a 60 min, en el medio artificial FVS a 37°C y con agitacién
suave cada 10min, no existiendo una diferencia significativa en los perfiles de liberacion
de ambos formulados (P < 0,05), estos resultados se hallan dentro de los pardmetros
establecidos por la F.P.9.0. (Farmacopea Portuguesa 9.0.) (Figura 13).
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Figura 13. Perfil de Liberacién de los Formulados 1y 2 con L. casei sp rhamnossus entre 0 a 60
min.

Control microbiologico de los formulados probioticos 1y 2

Los ensayos de control de contaminacion microbiana mediante la técnica de extension en
superficie demostraron que ninguna muestra proveniente de los formulados probidticos 1
y 2 superd los limites de contaminacion microbiana establecidos por la Farmacopea USP-
39 (United States Pharmacopeia), que establece un limite de: microorganismos aerobios
totales <103 UFC/g o mL de formulado, mohos y levaduras <10° UFC /g o mL y ausencia
de microorganismos patdgenos especificos como E. coli., parametros que son indicativos
de la inocuidad de los formulados probidticos 1y 2, demostrando que fueron elaborados
en un ambiente estéril y libre de contaminacion, contribuyendo a la seguridad de uso del
restaurador probiotico (Tabla 14).

Se debe tomar en cuenta que los formulados probidticos contaban con células de L. casei
sp rhamnosus y estos desarrollaron en los medios de cultivo utilizados para el control
microbioldgico, pero se descart6 la contaminacion cruzada que pudiera haber con otros
microorganismos fastidiosos realizando la debida caracterizacion morfolégica por medio
de tincion Gram y observacion al microscopio (100X).

Tabla 14. Resultados de los controles microbianos a los Formulados probidticos 1y 2.

Control Microbioldgico Control Formulado 1 Formulado 2
Microorganismos aerobios totales Ausencia Ausencia Ausencia
Mohos y levaduras Ausencia Ausencia Ausencia
E. coli Ausencia Ausencia Ausencia
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13. Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos se llegaron a las siguientes conclusiones:

La evaluacion de la actividad antagénica en placa de Lactobacillus casei sp rhamnosus y
Lactobacillus acidophilus demostrd que L. casei sp rhamnosus tuvo mayor actividad
contra las cepas aisladas de procesos de infeccion urogenital, produciendo halos de
inhibicion mayores al antibiotico empleado como control.

La actividad antagonica del sobrenadante probidtico de L. casei sp rhamnosus y de L.
acidophilus en microplaca contra E. coli demostré que el sobrenadante de L. casei sp
rhamnosus tuvo mayor efecto inhibitorio contra todas las cepas de E. coli (1,5x10°
UFC/mL).

Se demostré que L. casei sp rhamnosus (1,5%107 UFC/mL) en co-cultivo con cada cepa
aislada de procesos de infeccion urogenital (1,5x10” UFC/mL) inhibié totalmente las
poblaciones en 48-72h de co-incubacion.

El ensayo de actividad antagdnica en co-cultivo determind la dosis probidtica de L. caseli
sp rhmanosus (1,5x10’UFC/mL) y el tiempo necesario para inhibir a las cepas aisladas
de procesos de infeccién urogenital (48-72h).

L. casei sp rhamnosus tuvo actividad antagonica sobre las cepas de Corynebacterium sp
y S. epidermidis por lo cual es necesario la evaluacion de L. casei sp rhmanosus en un
futuro estudio sobre los efectos que esto podria ocasionar en la vagina.

Los Formulados probidticos 1 y 2 presentaron actividad inhibitoria contra E. coli
reduciendo 7 ciclos logaritmicos (de 7 a 0 ciclos logaritmicos) en 72h de co-incubacion.

Los Formulados probioticos cumplen con lo establecido en farmacopea portuguesa 9.0 y
farmacopea americana USP-39 para su correcta administracion.
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Proteus sp.
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Figura 3. Actividad antagdnica en co-cultivo en caldo de L. casei sp rhamnosus y S.

epidermidis.
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Figura 4. Actividad antagdnica en co-cultivo en caldo de L. casei sp rhamnosus y
Corynebacterium sp.
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