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RESUMEN

La Vaginosis Bacteriana (VB) es la afeccion mas comdn en mujeres en edad fértil,
caracterizada por el desequilibrio de la microbiota vaginal autdctona, debido al incremento en la
poblacion de G. vaginalis (uno de los principales agentes etioldgicos), y la reduccion de
poblaciones del género Lactobacillus. El tratamiento de eleccion para VB es el metronidazol. Sin
embargo, debido a la problematica actual de recurrencia de infecciones aunado a la resistencia a
antimicrobianos, es de gran importancia, evaluar alternativas de tratamiento para reducir la
incidencia de VB.

El presente estudio abordd la evaluacion del efecto antagonico del probidtico

Lactobacillus casei sp.rhamnosus LCR35 frente a cepas nativas de G. vaginalis, aisladas de
mujeres en edad fértil asistentes al Centro Departamental de Vigilancia Informacion y Referencia
La Paz-Bolivia (CDVIR). 54 cepas nativas de G. vaginalis fueron aisladas e identificadas,
mediante pruebas bioquimicas, a partir de 150 muestras positivas a examen directo de VB.
La reduccion de poblaciones de G. vaginalis, se evalud en 4 escenarios de tratamiento para VB,
que incluyen: efecto de metronidazol (Ensayo 1); efecto del probiético LCR35 para la reduccion
de G. vaginalis sobreviviente a la exposicion a metronidazol (Ensayo 2); efecto de LCR35 contra
G. vaginalis como tratamiento alternativo a metronidazol (Ensayo 3) y tratamiento combinado
simultaneo probidtico LCR35 y metronidazol contra G. vaginalis (Ensayo 4).

El Ensayo 1 demostr6 que la exposicion a metronidazol durante 48 horas, no reduce
completamente la dosis infectante de G. vaginalis (de 3x108 ufc/mL a 2,09x10°8 ufc/mL). LCR35
reduce completamente poblaciones G. vaginalis, sobrevivientes a metronidazol, después de 12
horas de co-cultivo (Ensayo 2). Se evidencio el efecto antagénico de LCR35, reduciendo
totalmente G. vaginalis, a las 18 horas de co-cultivo (Ensayo 3). Asimismo, la reduccién
completa de G. vaginalis debido al efecto antagénico de LCR35 en presencia de metronidazol se
registré a las 18 horas de co-cultivo (Ensayo 4). Por ultimo, los 54 aislados nativos de G.
vaginalis fueron sometidos al Ensayo 4, evidenciando que el total de poblaciones de G.

vaginalis, fue reducido hasta las 18 horas de co-cultivo.

El presente trabajo demuestra que el tratamiento probiotico LCR35 en presencia de
metronidazol, es eficaz para reducir completamente dosis infectantes de G. vaginalis. La dosis de

LCR35 (6x108 ufc/mL) y su tiempo de accion in vitro (18 horas) constituyen una alternativa de



tratamiento para VB, y establecen la linea base para el desarrollo de un restaurador de microbiota

vaginal.

Palabras clave: Gardnerella vaginalis, Lactobacillus casei LCR35, efecto antagonico



ABSTRACT

Bacterial VVaginosis (BV) is the most common vaginal infection affecting young women.
BV is caused by a dysbiosis of the indigenous due to the increase of G. vaginalis populations and
decrease of Lactobacillus populations. Metronidazole is used for the treatment of VB. However,
due to the current problem of recurrent infections linked to antimicrobial resistance, alternative

treatments for reducing BV are of great interest.

This study evaluate the antagonistic effect of Lactobacillus casei sp. rhamnosus LCR35
against native strains of G. vaginalis isolated from young women attending the Centro
Departamental de Vigilancia Informacion y Referencia La Paz-Bolivia (CDVIR). 54 native G.
vaginalis strains were isolated and identified by biochemical traits, from 150 positive samples to
VB.

The reduction of G. vaginalis populations was evaluated under 4 scenarios of BV
treatment: by the effect of metronidazole (assay 1); antagonistic effect of LCR35 on G. vaginalis
previously exposed to metronidazole (assay 2); effect of LCR35 against G. vaginalis (assay 3);

and combined treatment of LCR35 and metronidazole against G. vaginalis (assay 4).

Assay 1 showed that exposure to metronidazole for 48 hours does not reduce completely
the infecting dose of G. vaginalis (3x10® cfu/mL to 2,09x10° cfu/mL). LCR35 reduces
completely G. vaginalis (previously exposed to metronidazole) after cultivation of 12 hours
(assay 2). The results showed the antagonistic effect of LCR35 reducing completely G. vaginalis,
after 18 hours of cultivation (assay 3). Additionally, the complete reduction of G. vaginalis
populations by the effect of LCR35 and metronidazole was registered at 18 hours of cultivation
(assay 4). Finally, the last experiment showed that all isolated native G. vaginalis populations

subjected to assay 4, were reduced at 18 hours of cultivation.

This thesis validates that a treatment with the LCR35 and metronidazole assures the
complete of infective doses of G. vaginalis. Dose of LCR35 (6x102 cfu/mL) and action time in
vitro (18 hours) are parameters towards an alternative treatment of BV and the baseline to

develop a restoring microbiota formulation.

Keywords: Gardnerella vaginalis, Lactobacillus casei LCR35, antagonistic effect
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Efecto antagonista probidtico contra Gardnerella vaginalis, aislada de muestras
pertenecientes a mujeres con diagnostico de Vaginosis Bacteriana, asistentes al Centro

Departamental de Vigilancia Informacion y Referencia (CDVIR) La Paz-Bolivia

1. Introduccion

La presente tesis es una investigacion que tiene por objetivo evaluar el efecto antagonista
de diferentes probioticos, pertenecientes al banco de cepas del Instituto de Investigaciones
Farmaco Bioquimicas (IIFB) y seleccionar la cepa que presente mayor efecto frente Gardnerella
vaginalis, aisladas de muestras pertenecientes a mujeres con diagnostico de Vaginosis Bacteriana
(VB) provenientes del laboratorio clinico del Centro Departamental de Vigilancia Informacion y
Referencia (CDVIR), La Paz-Bolivia.

Existen varias razones para estudiar el efecto antagénico de los probidticos frente a
diferentes microorganismos oportunistas y/o patégenos. EIl incremento de resistencia a los
antimicrobianos (Tomusiak, Strus, & Heczko, 2011), las reacciones adversas que provocan los
farmacos (Vicente & Pérez-Trallero, 2009), entre otros, generan la necesidad de buscar nuevas
alternativas para tratar, mitigar o controlar las diferentes patologias de origen infeccioso, por
ejemplo la (VB), que afecta a una poblacion vulnerable de amplio rango (mujeres en edad fértil
de 18 a 45 afios de edad, aproximadamente), ademas de contraer otros factores de riesgo muy

complicados cuando no se diagnostica y se trata adecuadamente por el personal de salud.

El trabajo experimental, fue dividido en cinco fases, en la primera, se llevé a cabo una
colecta de muestras pertenecientes a mujeres en edad fértil con diagnostico positivo a VB del
CDVIR, de las cuales se aislaron e identificaron, por pruebas bioquimicas, cepas nativas de G.
vaginalis. En la segunda fase, se evaluaron las cepas probiéticas con efecto antagénico. En la
tercera fase, se evalud, la actividad antagonica de las cepas probioticas contra G. vaginalis por
co-cultivo en medio sélido, donde fue seleccionada la cepa probidtica con mayor efecto
antagonista. La cuarta fase, consistié en estandarizar poblaciones bacterianas de G. vaginalis y
LCR35 (probidtico con mayor efecto antagonico), en funcion al numero de células viables,
ademas, se determind el perfil de sensibilidad a antimicrobianos, con la finalidad de seleccionar
un antibiotico para suplementar en medio TSA+S+G, para inhibir el desarrollo de LCR35 y
permitir el crecimiento de G. vaginalis. Y en la fase final, se evalud la reduccion de la poblacion

de G. vaginalis en cuatro escenarios: Por efecto del metronidazol (tratamiento habitual en caso
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de VB, Ensayo 1), efecto del probidtico seleccionado en la reduccion de la poblacion de G.
vaginalis sobreviviente a metronidazol (Ensayo 2), efecto del probiotico seleccionado contra G.
vaginalis (tratamiento alternativo al metronidazol en caso de VB, Ensayo 3) y efecto del
probidtico seleccionado contra G. vaginalis en presencia de metronidazol (tratamiento
combinado simultaneo probidtico y metronidazol, Ensayo 4). Por altimo, se evalud el efecto
antagonico combinado del probiotico y metronidazol sobre el banco de 54 cepas nativas de G.

vaginalis.

En concreto, la investigacion soporta evidencia cientifica para la utilizacién de los
probidticos como tratamiento alternativo de la VB causada por G. vaginalis. Sobre esta linea
base, se prospecta la formulacion de un restaurador de microbiota vaginal efectivo en nuestro

medio, promocionando la inclusion de los probidticos como parte del tratamiento de eleccion.

2. Antecedentes

En diciembre de 1983, se estudié el efecto del metronidazol sobre la vaginosis anaerobia
0 vaginitis no especifica (actualmente VB) utilizandose un estudio doble ciego y controlado con
placebo, donde se concluyd que, la vaginosis especifica es una infeccién mixta donde estan
presentes G. vaginalis y otros microorganismos anaerobios. Por otro lado, el diagnostico fiable
de VB se basa en la visualizacion de células clave en la tincion de Gram, donde el tratamiento
con metronidazol durante siete dias elimina y cura la vaginosis anaerobia (Blackwell, Phillips,
Fox, & Barlow, 1983). Ademas, en diciembre de 1995, se aislaron cepas de lactobacilos de
mujeres sanas y cepas de G. vaginalis de mujeres con sospecha de VB, enfrentando las cepas
mediante el método de superposicion y difusion de pozos, también, trataron de definir y
cuantificar la naturaleza de la sustancia inhibitoria. Todas las cepas aisladas de lactobacilos
inhibieron el crecimiento de G. vaginalis, asimismo, se observé que el pH bajo y el &cido lactico

son factores muy importantes para la inhibicion de G. vaginalis (McLean & McGroarty, 1996).

El metronidazol es el tratamiento de eleccion en mujeres no gestantes, sin embargo,
adicionalmente se investigaron las ventajas de administrar a largo plazo el probiotico L.
rhamnosus después del tratamiento oral con metronidazol para prevenir la recurrencia de VB
(Marcone, Rocca, Lichtner, & Ettore, 2010). De ahi, un total de 49 mujeres con diagnéstico de
VB fueron divididas al azar en dos grupos (A y B), se les administro 500 mg de metronidazol a

ambos grupos durante siete dias, pero solo el grupo B se le administro, ademas, 40 mg de L.
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rhamnosus una vez a la semana durante seis meses. Los resultados mostraron que los pacientes
del grupo “B” durante 12 meses contaban con un ecosistema vaginal equilibrado a diferencia el
grupo “A” que aumentd el nimero de mujeres con ecosistema vaginal en desequilibrio con
recurrencia de VB, se concluy6 que la administracion del probidtico L. rhamnosus, estabiliza el

ecosistema vaginal y reduce la recurrencia de VB.

Otra investigacion reporta la evaluacion de 135 cepas de lactobacilos vaginales por el
fragmento 16S del ARN ribosomal comparando su potencial probidtico, evidenciando la
actividad antagonista probidtica contra E. coli, C. albicans, C. glabrata y G. vaginalis (Htt, y
otros, 2016). Por altimo, un estudio demostré la capacidad de L. fermentum LF5 para inhibir in
vitro a diferentes especies de Candida y G. vaginalis. Los resultados muestran que existe una
reduccién significativa de la poblacion de cinco especies de Candida, ademas, se reporto la
inhibicion del 80% de G. vaginalis, concluyendo que dicha cepa probidtica trata eficazmente las
infecciones mixtas (Deidda, y otros, 2016).

2.1. La microbiota humana

Theodor Escherich en la década de 1880 estudio la relacion entre la digestion y las heces
fecales. Mas tarde, Albert Doderlein en 1892 reveld la proteccion que brindan los lactobacilos en
la mucosa vaginal (Suarez, 2015). La presencia de microorganismos en los epitelios no ocurre de
forma espontéanea, el feto dentro del utero es estéril, y durante el nacimiento entra en contacto
con la microbiota vaginal de la madre y del entorno que lo rodea (Martinez, Castro, & Aguilera,
2012), en el infante existe una predominancia de bacterias &cido lacticas y coliformes (Berg,
1996).

Existen regiones determinadas del organismo donde se alojan microorganismos
autoctonos desempefiando una funcién en los diferentes nichos (Sociedad Espafiola de
Probidticos y Prebidticos, 2016). El conjunto de microorganismos que recubren la epidermis y
las mucosas de todo el cuerpo cumplen una funcion vital para mantener la homeostasis, hasta tal
punto que seria imposible el desarrollo de la vida en ausencia de los microorganismos
pertenecientes a la microbiota humana, coexisten pacificamente en un buen ejemplo de
mutualismo que beneficia a ambos, pero en caso de una disfuncion del sistema inmunitario, la
relacion puede convertirse en parasitaria (Suarez, 2015). Los sistemas inmunes, innatos y

adaptativos, evolucionaron para reconocer bacterias que cumplen una funcion benéfica en la
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regulacion del desarrollo intestinal y eliminar a patogenos especificos (Macpherson & Nicola,
2004).

En los tiempos actuales, dentro del contexto de las enfermedades infecciosas, los
postulados de Koch no siempre logran cumplirse, por el hecho de que estan involucrados varios
microorganismos (enfermedades polimicrobianas), como por ejemplo las enfermedades
periodontales, infecciones oportunistas, Sindrome de inmunodeficiencia Adquirida Yy
enfermedades respiratorias (Proctor, 2016). Muchas de las enfermedades polimicrobianas son
provocadas por microorganismos oportunistas que forman parte de la microbiota autoctona. Los
microorganismos oportunistas, normalmente no son patdgenos, pero pueden provocar una
infeccion cuando las defensas del hospedero estan disminuidas o como resultado de factores
iatrogénicos o nosocomiales (Clinica Universidad de Navarra, 2016). La variedad de las
comunidades microbianas que pertenecen a la microbiota autoctona se ilustra en la Tabla 1, sus
genes, genomas y su metabolismo colectivo tienen una coevolucién con la especie hominida;

estos interactlan entre si y con el huésped humano (Proctor, 2016).

Tabla 1

Diversidad Taxonomica de Microorganismos que Pertenecen a la Autdctona

Dominio Reine Filo Clase Ejemplo

Archaca Archaca AL Euryarcheota Mcthanobacteria Mecundgenos intestinales

Gammaprotcobacteria  Esdlterichia (intestino grueso)

B.XILI. Protcobacteria
Epsilonprotcobacteria  Helicobacter (cstomago)

Lachnospira, Faecalibacterium, Roseburia

Clostridia (intestino grueso)

B.XIIIL Firmicut
Bacteria Bacteria s Bacilli Lactobacitlus (vagina, intestino delgado),
i Staphylococecus (picl), Streproceccus (boca)

Bifidobacterium (intestino grucso),
B.XIV. Actinobacteria  Actinobacterin Propionibacterium (picl, intcstino grucso),
Corynebacterium (picl), Gardnerella (vagina)

B. XX. Bacteroidetes  Bacteroidetes Bacteroides, Prevotella (intestino grucso)

L Rhizopoda Amebas comensales (boca, intestino)

Protista Protozoa
Mastigophora Giardia (duodeno)
Eukaryota Eiinied Ascomycota Saccharomycetes Candida (vagina, boca, intestino grucso)
ung

R Basidiomycota Exobasidiomycctes Malassezia (picl)

Animalia Arthropoda Arachnida Dentodex (dcaros de la picl)

Nota. Recuperado de Suérez (2015)



2.2. La microbiota del aparato genitourinario

Los oOrganos que constituyen el aparato genitourinario son los Organos urinarios vy

reproductores, los cuales se trataran por separado a pesar de su proximidad anatomica, debido a

que cumplen funciones muy distintas como ser: excreciones de residuos metabdlicos y

reproduccion (John L. Ingraham, 1998).

Hombre. - el conducto urinario y genital concuerdan en la uretra, con dos implicaciones,
primero que existe un lavado de la uretra por la orina habitualmente, lo que dificulta la
colonizacién de microorganismos en el rifion y vejiga. Segundo, el orificio anal, principal
foco de infeccion, estd muy separado de del aparato urinario. Lo anteriormente expuesto
indica que una infeccion urinaria en hombres es muy atipica salvo situaciones
preponderantes como el uso de pafales (Sociedad Espafiola de Probi6ticos y Prebidticos,
2016).

Mujer. - debido a la disposicion anatémica, el conducto urinario y genital no concuerdan,
esto indica que la orina no lavara la vagina periddicamente existiendo un asentamiento
estable de una microbiota sobre la mucosa vaginal, bajo ese entendido estd claro que
también sera susceptible a infecciones por microorganismos patdgenos oportunistas.
También el orificio anal estd muy cercano a la vulva vaginal, unido por un surco que
contribuird a ser un foco de infeccion que es rico en nutrientes, humedad y templado, lo
que predispone a la infeccion por bacterias entéricas. Otro punto que se tiene que tener en
cuenta, es que la colonizacion de microorganismos hacia la vejiga es mas factible por el
tramo corto de la uretra, desencadenando cistitis pudiendo complicarse a cuadros de
pielonefritis y otras afecciones renales (Sociedad Espafiola de Probiéticos y Prebi6ticos,
2016).

2.3. Microbiota vaginal normal

Actualmente recién se estd consiguiendo percibir lo complejo, dinamico y lo abundante

de las poblaciones microbianas de la vagina y su relacion en la salud de la mujer (White,
Creedon, Nelson, & Wilson, 2011).

Las comunidades microbianas vaginales desarrollan un papel fundamental en la

promocion de la homeostasis, ademas, de brindar una proteccion contra microorganismos



patogenos, actualmente los mecanismos por los que ejercen su influencia no estan esclarecidos
por completo (Huang, Fettweis, Brooks, Jefferson, & Buck, 2014). En la Tabla 2, se muestra
microorganismos que se encuentran en la vagina de mujeres sanas. Varios de estos
microorganismos forman parte del tracto entérico, pero las frecuencias relativas son distintas en
las encontradas en la porcién final del tubo digestivo (Martin, Soberona, Vazqueza, & Suérez,
2008).

La mucosa vaginal no posee glandulas, sin embargo, esta recubierta por una secrecion
mucosa propia del epitelio y del cuello uterino, muy rica en glucosa y aminoécidos que facilitan
la proliferacion de la microbiota autoctona (Alvarez-Calatayud, Suarez, Rodriguez, & Pérez-
Moreno, 2015). Las condiciones mejoran con los estrogenos y progesterona, el estrogeno
favorece la proliferacion del epitelio vaginal y la formacion de glucdgeno intraepitelial. Por otro
lado, la progesterona ayuda en la citélisis de las células epiteliales que liberan el glucgeno. Los
lactobacilos son capaces de metabolizar el glucgeno, glucosa, maltosa y producen &cido lactico
que regula el pH acido vaginal de 3,8 a 4,4 aproximadamente; factor que es considerado como un

sello distintivo de salud vaginal (Mendling, 2016).

Tabla 2

Géneros de Microorganismos que se Encuentran en la Vagina de Mujeres Sanas

Cocos y bacilos grampositivos Lactobacillus
anaerobios acrotolerantes Streptococcus

Cocos y bacilos grampositivos Corynebacterium
anacrobios facultativos Gardnerella

Bacilos gramnegativos
anaerobios facultativos

Micoplasmas

Bacilos y cocos grampositivos
anacrobios estrictos

Bacilos gramnegativos
anaerobios estrictos

Staphylococcus
(fundamentalmente
S. epidermidis)

Escherichia

Klebsiella

Proteus

Mycoplasma (sobre todo
M. hominis)

Ureaplasma

Atopobium

Peptococcus

Peptostreptococcus

Clostridium

Bifidobacterium

Propionibacterium

Eubacterium

Bacteroides
Prevotella

Nota. Recuperado de Martin, Soberéna, Vazqueza, & Suérez (2008)



2.3.1. Variaciones de la microbiota vaginal en la mujer

Durante diferentes etapas de la vida, la vagina femenina esta regulada por la actividad
endocrina, que influye en la colonizacion por diferentes microorganismos (Figura 1). La
microbiota vaginal se establece desde el nacimiento, cuando el neonato paso por el canal del
parto, se transfiere microbiota de la madre a la hija (Martinez, Castro, & Aguilera, 2012). El
sistema endocrino estd en reposo en las niflas que tendran su primera menstruacion, los
nutrientes son minimos y presenta una mucosa poco humeda y delgada, los microorganismos que
habitan en esta etapa serdn los que estan presentes en la piel y el intestino. En mujeres que
atraviesan la pubertad, el sistema endocrino se activa segregando estrégeno que favorece al
aumento de grosor de la mucosa vaginal y la secrecion de un exudado rico en nutrientes que
propicia la colonizacién de lactobacilos. Durante el embarazo existe, un incremento en la
poblacion de lactobacilos, en consecuencia, una disminuciéon del pH vaginal, que protege la
mucosa vaginal (Alvarez-Calatayud, Suarez, Rodriguez, & Pérez-Moreno, 2015). Asi mismo, se
presenta una inmunosupresion, con liberacion de mediadores antiinflamatorios 'y
concomitantemente una disminucion de mediadores proinflamatorios, esta modulacion
descendente de la respuesta inmune a los microorganismos, es vital durante la gestacion (Ramos,
Kanninen, Sisti, & Witkin, 2015). Cuando se atraviesa la menopausia los niveles de estrogeno
disminuyen gradualmente, por consecuencia también disminuye el glucdgeno en las células
epiteliales vaginales, la disminucion del exudado vaginal y la disminucion de las poblaciones
microbianas (Hillier & Lau, 1997).

NEONATA 1MES PUBERTAD R EMBARAZO | MENOPAUSIA
SEXUAL |
4+ — + - +++ =

ESTROGENOS
EPITELIO
GLUCOGENO
pH 45 7 7-5 45 3,545 67
MICROBIOTA Estéril Escaso Mixto L L Mixto
Tactobacillus

Figura 1. Fluctuaciones de la microbiota vaginal en funcion de los cambios fisioldgicos que aparecen en las distintas etapas de la mujer.
Recuperado de Alvarez-Calatayud, Suarez, Rodriguez, & Pérez-Moreno (2015)



2.4. Microbiota vaginal anormal

Existen distintos factores fisicos, quimicos y mecanicos (Martinez, Castro, & Aguilera,
2012); ademas de interferencias externas como ser: higiene vaginal, relaciones sexuales con
maltiples parejas, terapia hormonal y antibioticos, que alteran la homeostasis dentro la cavidad
vaginal, que conducen a desequilibrios microbianos o disbiosis, provocando diversas
enfermedades. Ahora bien, los microorganismos que normalmente pertenecen a la microbiota
autoctona (Tabla 1) como por ejemplo: G. vaginalis, C. albicans; en determinadas circunstancias
pueden proliferar causando patogenicidad, si las condiciones son favorables para su colonizacién
(Huang, Fettweis, Brooks, Jefferson, & Buck, 2014). A continuacion se describen las

enfermedades caracterizadas por el desequilibrio o disbiosis vaginal.

2.4.1. Vulvovaginitis candidiasica

JS Wilkinson en 1949, establecid la relacion de vaginitis con levaduras en la vagina,
debido a que no todas las vaginitis son causadas por las especies del género Candida,
actualmente se denomina vulvovaginitis micotica (Barrenetxea, 2002). En ginecologia C.
albicans es la especie oportunista patdgena diagnosticada (Sobel J. , 1996). Un factor para la
patogénesis es la adhesion de esporas, por un ambiente hiperestrogénico, por lo tanto, en estadios
de premenarquia y postmenopausia (ambiente hipoestrogénico) las infecciones por C. albicans es
menos habitual. Otro factor que inhibe la adhesion de C. albicans son los lactobacilos de la
microbiota vaginal, una espora es incapaz de penetrar el epitelio vaginal, para ello es necesario la
germinacion, desarrollo de hifas y micelios, una vez formada dichas estructuras, C. albicans
logra invadir y penetrar el epitelio vaginal, causando la vulvovaginitis, ocasionando leucorrea,
eritema y edema (Barrenetxea, 2002). El clotrimazol es el farmaco de eleccion para el
tratamiento de vulvovaginitis candidiasica, en una dosis de 100 mg cada noche durante 7 dias
(Ergueta, Evia, & Santivafiez, 2012).

2.4.2. Tricomoniasis

La tricomoniasis se desarrolla por la presencia del protozoo flagelado Trichomonas
vaginalis, en el tracto urogenital del hombre y de la mujer, es una infeccion de transmision
sexual (ITS) a diferencia de la vulvovaginitis candidiasica (Cadena, Miranda, & Calderén, 2006).
En la superficie de la membrana de T. vaginalis existe N-acetilglucosamina y alfa D-manosa, que

facilitan la adherencia al epitelio uretral y vaginal. (Arroyo & Alderete, 1995), los eritrocitos



proveen los lipidos y la produccion de proteasas regulada por el ion hierro. Existe una
infiltracion de polimorfonucleares y neutrofilos cuando los parésitos se multiplican en la vagina
(Carrada-Bravo, 2006).

Las manifestaciones clinicas en el sexo masculino pueden provocar uretritis, prostatitis
irritativas o ser asintomaticas. A diferencia del sexo femenino donde los sintomas que presenta
son: prurito vulvar, ardor irritacion genital dolorosa hasta provocar dispareunia y una leucorrea
de color amarillento verdoso o gris de olor marcado o inodora (Cadena, Miranda, & Calderén,
2006). La tricomoniasis se trata con 6vulos de 500 mg de metronidazol, durante 10 dias (Ergueta,
Evia, & Santivariez, 2012).

2.4.3. Vaginosis bacteriana

Gardner (1983), establecié la relacion de Haemophilus vaginalis (al momento
denominada Gardnerella), con una condicion previamente clasificada como vaginitis
inespecifica actualmente llamada vaginosis bacteriana (VB) (Csang6, 1982). Dado que vaginosis
describe una condicién de vagina enferma o anormal, dicho agente etioldgico rara vez provoca
un cambio histoldgico, reaccion inflamatoria o irritaciones; a diferencia de vaginitis que tiene

una connotacion de inflamacion, sintomas desagradables y alteraciones anormales.

La VB es un sindrome polimicrobiano que afecta frecuentemente a mujeres en edad fértil,
donde existe un reemplazo de Lactobacillus sp (disbiosis), por bacterias anaerobias y facultativas
como, por ejemplo: G. vaginalis, Mycoplasma hominis, Mobiluncus sp., Prevotella sp y
Atopobium vaginae, que recientemente fue identificado (Fredricks, Tina L. Fiedler, & Marrazzo,
2005). Varias mujeres que posiblemente padecen este sindrome, se quejan de una descarga
vaginal excesiva, con un olor fétido similar al pescado, el olor es mas pronunciado después de un
acto sexual debido al pH alcalino del semen, al reaccionar con las aminas producidas, no
obstante, el 50% de las mujeres se muestran asintomaticas (Caballero, Batista, Cué, Ortega, &
Rodriguez, 2000). Entre las complicaciones que acarrea podemos citar: ruptura de membranas.
Sin embargo, el mecanismo por el cual la VB induce al parto prematuro no ha sido elucidado por
completo (McGregor & French, 2000; Nelson, y otros, 2014). Otra complicacion, se atribuye a la
enfermedad inflamatoria pélvica (Haggerty, y otros, 2016), que puede ser un factor favorable

para la transmision de VIH entre parejas heterosexuales (Al-Harthi, y otros, 1999). A través del



tiempo la VB sufrio muchos cambios en su denominacién (Tabla 3) hasta su denominacion

actual.

La VB es conocida hace varias décadas atras, sin embargo, en los tiempos actuales no se
logra esclarecer los factores causales. Una posible explicacion se debe a que la VB no solamente
es un estado caracterizado por crecimiento excesivo de microorganismos, sino también incluye la
formacion de una biopelicula adherente polimicrobiana con un contenido elevado de G. vaginalis
en la mucosa vaginal, que esta presente solo en pacientes que padecen esta enfermedad y no asi

en pacientes sanos (Swidsinski, y otros, 2005).

Tabla 3
Historia de la Nomenclatura de la Vaginosis Bacteriana

Afeccion Bacterias sospechadas

Vaginitis no especifica Diplobacillus variabilis. (Henriksen, 1947).7 Anaerobios (Pheifer
etal. 1978)". Estreptococos anaerobios (Kronig,1982).

Vaginitis Haemophilus vaginalis Haemophilus vaginalis. (Gardner and Dukes, 1955).°

Vaginitis Corynebacterium Corynebacterium vaginale. (Zinnerman and Turner, 1963)."

Vaginitis Gadnerella Gadnerella vaginalis. (Greenwood and Pickett, 1980)"

Vaginosis anaerdbica Anaerobios. (Blackwell and Barlow,1982).12

Vaginosis bacteriana Polimicrobiana. (Westrom et al, 1984).°

Vaginosis no especifica Polimicrobiana. (Thomason, 1990).°

Nota. Recuperado de Caballero, Batista, Cué, Ortega, & Rodriguez (2000)

La evaluacion de los signos clinicos es vital para el diagnéstico de VB, la agudeza de
detectar dichos signos, depende del personal de salud que hace la prueba. El diagndstico se
establece por la presencia de al menos 3 de 4 criterios establecidos en el Simposio Internacional
sobre Vaginosis Bacteriana en Estocolmo, como ser: descarga de flujo vaginal homogénea
blanca grisacea, células epiteliales vaginales recubiertas por bacterias (células clave), liberacion
de un olor a pescado de la secrecion vaginal con hidroxido de potasio al 10% (prueba de olor) un
pH mayor a 4,5 (Amsel, y otros, 1983). Otro forma de diagnosticar la VB, que resulta ser menos
costosa y mas accesible en todo laboratorio clinico, es mediante la tincion Gram de los frotis

vaginales, desarrollando criterios estandarizados (Spiegel, Amsel, & Holmes, 1983). Ademas,
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existe un sistema de puntuacion modificado que va de 0 hasta 10; donde O a 3 se considera
normal, 4 a 6 intermedio y 7 a 10 es el criterio de VB (Nugent, Krohn, & Hillier, 1991).

El diagndstico mediante el cultivo de G. vaginalis, no es una prueba fehaciente de que la
paciente padece de VB, debido a que dicho microorganismo se encuentra en el 5 a 60 % de
mujeres sanas, por tal hecho se recomienda el soporte de pruebas de laboratorio y evidencias
clinicas (Caballero, Batista, Cué, Ortega, & Rodriguez, 2000).

El tratamiento que se emplea en la actualidad en mujeres no gestantes es el metronidazol
por ser altamente efectivo contra anaerobios y otros microorganismos, la dosis recomendada es
de 2 g en dosis Unica. En mujeres gestantes, el antibiético de eleccion es la clindamicina y el
régimen recomendado es de 300 mg cada 12 horas durante 7 dias (Ergueta, Evia, & Santivafiez,
2012).

2.5. Gardnerella vaginalis principal agente etiologico de VB
2.5.1. Taxonomia, estructura y composicion

La presencia de un microorganismo muy similar al género Haemophilus, pleomorfico en
forma de bastdn, Gram-negativo, se aislé de mujeres con cervicitis y hombres con prostatitis
(Leopold, 1953). Transcurrido un par de afios otros investigadores reportaron un microorganismo
similar (descrito anteriormente) llamandolo Haemophilus vaginalis, ademas lo relacionaron
como el agente etiolégico de la vaginitis inespecifica (Gardner & Dukes, 1955). Al no requerir
los factores de crecimiento V' y X, se descartd que pertenece al género Haemophilus (Greenwood
& Pickett, 1980), en consecuencia, se recomendd el cambio, al género Corynebacterium por
tener similar morfologia microscopica, pero en disparidad a su reaccion a tincion de Gram
(Gram-positivo), una disposicion de letras chinas (Zinnemann & Turner, 1963) y al no existir
géneros compatibles, se propuso el nuevo género Gardnerella (Greenwood & Pickett, 1980)

denominada asi actualmente.

Debido a las contradicciones entre reportes de distintas investigaciones, en relacion a la
reaccion de la tincion de Gram, por presentar una gran variabilidad surgio el conflicto de
clasificarlo. Entonces se realiz6 el estudio de la pared celular a nivel estructural, donde se reportd
gue es un microorganismo que tiene propiedades mas cercanas a los Gram-negativos, debido a la

cantidad de peptidoglucano presente en su pared celular, alrededor de 20 %, muy similar a la E.
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coli de 23 %, en comparacion con un Gram-positivo de 40-97 %, asimismo no se detectd acidos
lipoteicoicos caracteristicos de las bacterias Gram-positivas (Criswell, Marston, Stenback, Black,
& Gardner, 1971). Dichos resultados fueron refutados por varios autores; otra investigacion
evidencio que G. vaginalis tiene una pared celular delgada, dicha caracteristica explicaria la
tendencia de tefiirse de Gram-negativo o0 Gram-variable, considerando que el envejecimiento de
la pared celular afecta a la tincion de Gram, no presenta una membrana externa y no se detecta
lipopolisacaridos, por consiguiente, se concluye inequivocamente que la pared celular es Gram-
positiva (Sadhu, Chow, Nelligan, Cheng, & Costerton, 1989). Las citolisinas dependientes del
colesterol (CDC) se evidenciaron solo en bacterias Gram-positivas, G. vaginalis produce una
CDC denominada vaginolisina, por lo tanto, se proporciona una evidencia mas para catalogarlo
como Gram-positivo, a pesar de su caracteristica de tincién variable (Gelber, Aguilar, Lewis, &
Ratner, 2008).

El anélisis de secuencia del 16S rDNA, es un método taxonémico muy util en la filogenia
de las bacterias, se analiz6 21 especies de Bifidobacterium y G. vaginalis, donde se concluyo que
ambos pertenecen a un grupo filogenético (Miyake, Watanabe, Watanabe, & Oyaizu, 1998).
Fenotipicamente G. vaginalis muestra actividad fructosa-6-fosfato fosfocetolasa, tipica del
género Bifidobacterium, pero, el contenido de G+C es demasiado diferente para que se considere
G. vaginalis una especie del género Bifidobacterium, entonces, se establece que ambos
microorganismos representan distintos géneros pertenecientes a un unico linaje filogenético (Van
Esbroeck, y otros, 1996).

2.5.2. Mecanismos de patogenia

En las infecciones bacterianas recalcitrantes se producen biopeliculas que mejoran la
fijacion bacteriana a las superficies epiteliales, propiciando poblaciones bacterianas mas altas y
desestabilizando los mecanismos inmunes, previniendo de esta forma que los antimicrobianos
lleguen a su blanco (Costerton, y otros, 2003); por consiguiente, son un factor patogénico muy
importante. En un estudio se demostrdé que en pacientes con diagnostico positivo de VB, se
produce una biopelicula polimicrobiana con alto contenido de G. vaginalis alcanzando una
concentracion de 10! bacterias por milimetro cuadrado, ademés, de otros microorganismos.
También demostraron que las células epiteliales vaginales recubiertas por bacterias (células

clave), estan revestidas por una biopelicula (Swidsinski, y otros, 2005). Es posible un enlace
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entre la produccion de sialidasas y la produccion de biopeliculas bacterianas en la VB (Lopes dos

Santos Santiago, y otros, 2011).

La respuesta inmune del huésped, mediada por la inmunoglobulina A, ocurre durante la
VB, la cual sirve como marcador de dicha enfermedad, y se produce en respuesta a una toxina
proteica (vaginolisina) generada por la G. vaginalis, que actia como una hemolisina y es
miembro de las CDC, asimismo es muy selectivo por las células humanas. La molécula
reguladora del complemento CD59 interviene en la especificidad del huésped (Gelber, Aguilar,
Lewis, & Ratner, 2008). La presencia de bacterias Gram-variables se evidencia la adhesion a las
células clave mediante una capa fibrilar externa, igualmente se observan fimbrias (Scott, Curran,
& Smyth, 1989).

2.5.3. Aislamiento e identificacion de G. vaginalis

La G. vaginalis es un microorganismo con exigencias nutricionales, requiere de un medio
de cultivo de alta calidad nutricional, es asi que, inicialmente se logré aislar en agar proteosona
N°3, suplementado con sangre de cordero (Gardner & Dukes, 1955). Ahora bien, los compuestos
que requieren son: la tiamina, riboflavina, niacina, félico &cido, biotina y al menos dos purinas y
pirimidina bases, pero no requieren la nicotinamida adenina dinucleotido y hemina (Dunkelberg
& McVeigh, 1969). Habitualmente pueden crecer en agar chocolate y agar colistina-acido
nalidixico (CNA). Para obtener mayores tasas de aislamiento en muestras clinicas se utiliza el
medio de cultivo semiselectivo Agar Sangre Humana con Bicapa-Tween (Totten, Amsel, Hale,
Piot, & Holmes, 1982). La temperatura optima de crecimiento es de 35 a 37°C, en condiciones de
microaerofilia incubado de una jarra de anaerobiosis por extincion de vela, ahora bien, el
anticoagulante polianetol sulfonato de sodio (SPS) utilizado en los hemocultivos podrian
interferir en el aislamiento ya que inhibe su crecimiento, en efecto, la gelatina al 1% v/v puede

evitar el efecto del SPS sobre G. vaginalis (Reimer & Reller, 1984).

Las caracteristicas macroscépicas de G. vaginalis en medios de cultivo suplementados
con sangre humana (5%), muestran una B hemolisis con bordes difusos, de un diametro de 0,3 a
0,5 mm. Ahora bien, respecto a sus caracteristicas microscopicas, presentan forma de
cocobacilos de reaccion variable a la tincion de Gram. La identificacion bioguimica (Tabla 4),
presenta un alto nivel de incertidumbre que dirigen a resultados irreales, ya que la identificacion

de G. vaginalis en esta tesis se basa precisamente en métodos bioquimicos, por lo tanto, se
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requiere métodos que sean confiables, y para ello existen los métodos moleculares que tienden a
hacer los procesos de identificacion mas fiables. El gen 16S rRNA es utilizado para la deteccion
de G. vaginalis (Nath, Sarosy, & Stylianou, 2000).

Tabla 4

Caracteristicas Bioquimicas para la Identificacion de G. vaginalis
Caracteristica Reaccion
Hemolisis B
Oxidasa -
Catalasa -
Hidrolisis del hipurato +
Produccion de acido a partir de:
Glucosa +
Maltosa +
Sacarosa +
Manitol
Almidon +
Zona de inhibicion de crecimiento con:
Metronidazol (disco de 50 ug) +
Trimetoprim +
Sulfonamida +

Nota. Extraido de Winn, y otros, (2013)

2.6. Bacterias acido lacticas

El hombre desde tiempos antiguos fue empleando bacterias acido lacticas para la
conservacion de sus alimentos, es posible que el descubriendo del efecto de las bacterias acido
lacticas sobre la leche fue accidental, sin embargo, actualmente muchas industrias aplican las
bacterias &cido lacticas en diferentes procesos (Agurto & Ramos, 2008). Las bacterias &cido
lacticas tienen la particularidad de transformar los carbohidratos en acido lactico. Ademas, son
un grupo taxonomico diverso, Gram positivos, facultativos o anaerobios, no patégenos, no
toxigenicos, no forman esporas y no producen pigmentos (Crittenden, 2009), también, forman
parte de la microbiota humana, localizados en el tracto gastrointestinal y genitourinario donde
cumplen funciones en beneficio del hospedero (Guarner & Malagelada, 2003), en consecuencia,
son considerados como organismos GRAS (General Regarded As Safe) (Obed, 2011). Ahora

bien, presentan una capacidad biosintética limitada, por lo tanto, son exigentes nutricionalmente,
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debido a que requieren precursores de acidos nucleicos como vitaminas y aminoacidos

(Dellaglio, de Roissart, Torriani, Curk, & Janssens, 1994).

2.6.1. Clasificacion de las bacterias acido lacticas

Los géneros que pertenecen a este grupo de bacterias son los siguientes: Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus y la especie Streptococcus thermophilus. A pesar de que
otros géneros como Propionabacterium y Bifidobacterium no estan emparentados
filogenéticamente con las bacterias acido lacticas (Schleifer & Ludwig, 1995), tienen una
aplicacion industrial similar y también se encuentran en los mismos nichos ecoldgicos, por lo
tanto, son incluidos tradicionalmente en el grupo de bacterias &cido lacticas. En ese sentido, en el
presente trabajo se evalud el efecto antagonico de Lactobacillus y Bifidobacterium, por ende, se

describiran sus caracteristicas mas importantes.

2.6.2. Género Lactobacillus

Los Lactobacillus se caracterizan por reaccionar positivamente a la tincion de Gram, y
visualizarse mediante un microscopio Optico en forma de bastoncillos, agrupados en cadenas, su
crecimiento es favorecido por anaerobiosis, crecen entre 2°C a 53°C, son resistentes a pH &cidos
y generan una produccion elevada de &cido lactico, aproximadamente de 27 g/L (Agurto &
Ramos, 2008).0Otra caracteristica de este género es su heterogeneidad en su ADN por su
proporcion de G+C que varia del 32 al 52 % (Kandler & Weiss, 1986). A nivel de especie se
pueden clasificar segun el tipo de fermentacion (homofermentadoras, heterofermentadoras
facultativas o heterofermentadoras estrictas) y su temperatura optima de crecimiento (meséfilas o
termofilas moderadas) (Flores, 2007). Sin embargo, Orla-Jasen, (1919); los clasifica en tres

grupos que se describiran a continuacion:

2.6.2.1. Grupo I: Lactobacillus homofermentativos estrictos

Los Lactobacillus homofermentativos estrictos, estan conformados por dos subgrupos, el
subgrupo acidophilus que a su vez se divide en: L. acidophilus, L. gasseri, L. crispatus, L.
johnsonii y L. helveticus (caracterizado por ser el mayor productor de acido lactico) (Kandler &
Weiss, 1986). Y el otro subgrupo, que forma parte de los homofermentativos estrictos, es

delbrueckii, que a su vez esa conformado por las siguientes subespecies: L. delbrueckii subsp.
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delbrueckii, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. delbrueckii subsp. lactis y L. delbrueckii subsp.
leichmanii (Agurto & Ramos, 2008).

2.6.2.2. Grupo I1: Lactobacillus homofermentativos facultativos

Este grupo de microorganismos se caracteriza por el metabolismo de las hexosas
homofermentativo (Kandler & Weiss, 1986). Las especies que forman parte de este grupo son
muy heterogéneas, entre ellas: L. plantarum, L. sakei, L. curvatus y L. casei. Ademas, cabe
resaltar que la especie L. casei a su vez estd conformada por tres genotipos, la cepa tipo (L.
casei) con tres subespecies (L. casei subsp. casei, L. casei subsp. pseudoplantarum y L. casei
subsp. tolerans) por ltimo, L. casei subsp. rhamnosus (Agurto & Ramos, 2008).

2.6.2.3. Grupo I11: Lactobacillus heterofermentativos estrictos

El metabolismo heterofermentativa se caracteriza por la bioconversién de hexosas,
gluconato y pentosas a acido lactico y acético. Los pertenecientes a este grupo son: L. reuteri, L.

brevisk, L. buchneri y L. fermentum, existe baja homologia entre especies (Flores, 2007).

El género Lactobacillus taxonémicamente pertenece al filo Firmicutes, clase Bacilos,
orden Lactobacillales, familia Lactobacillaceae, y estd compuesta por mas de 170 especies
(Kleerebezem & Vaughan, 2009). Los lactobacilos que habitan el tracto gastrointestinal incluyen
las especies, L. casei, L. plantarum, L. fermentum, y L. rhamnosus (Turroni, y otros, 2014),
también otros lactobacilos que habitan la cavidad vaginal, son: L. crispatus, L. gasseri, L.
jensenii, L. vaginalis y L. iners (De Gregorio, Juarez Tomas, Leccese Terraf, & Nader-Macias,
2014).

2.6.3. Género Bifidobacterium

Las bifidobacterias estdn presentes en el tracto gastrointestinal humano y de otros
animales, en la actualidad el género Bifidobacterium cuenta con 28 especies ilustradas en la
Tabla 5 (Collado, 2004). Los miembros de este género son anaerobios estrictos, sin embargo,
segun la especie y el medio de cultivo, existe un grado de tolerancia al oxigeno (De Vries &
Stouthamer, 1969), la morfologia es bacilar concava con extremos en forma de espatula, de
reaccién positiva a la tincion de Gram, se los puede observar en cadenas, en forma empalizada o
en forma de V, Y, T. La temperatura optima de crecimiento oscila entre 36°C a 38°C para

especies aisladas de origen humano y de 41°C a 43°C para especies aisladas de origen animal, un
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dato importante es que no existe crecimiento a temperaturas inferiores de 20°C y tampoco
resisten temperaturas superiores a 46°C (Collado, 2004). Existe una inhibicion del crecimiento a

un pH menor a 4, o mayor a 8, por lo tanto, el pH ideal oscila entre 6,5 a 7 (Scardovi, 1986).

Las bifidobacterias se diferencian de las bacterias acido lacticas, en el metabolismo de las
hexosas/pentosas llevado a cabo por la ruta de la fructosa-6-fosfato/xilulosa-6-fosfato-
fosfocetolasa que produce &cido acético y acido lactico, pero, no produce CO2, denominada
también bifid-shunt (derivacion bifida) (De Vries & Stouthamer, 1969).

Tabla b
Taxonomia del Género Bifidobacterium

Dominio Bacteria
Linaje Firmicutes
Clase Actinobacteria

Subclase Actinobacteridae
Orden Bifidobacteriales

Familia Bifidobacteraceae

Bifidobacterium (28 especies)
Gardnerella (1 especie)
. Aeriscardovia (1 especie)
Generos
Parascardovia (1 especie)

Scardovia (2 especies)

Nota. Extraido de Collado, (2004)

Actualmente, una microbiota vaginal saludable en mujeres de edad reproductiva esta
caracterizada por la colonizacion de los lactobacilos. Sin embargo, estudios demuestran que las
bifidobacterias son miembros dominantes de algunos microbiomas vaginales en mujeres sanas
(B. breve y B. longum especies encontradas en la cavidad vaginal), lo cual sugiere que el género
Bifidobacterium tiene potencial para ser tan protector como los lactobacilos de acuerdo a la
compresion actual de un microbioma (Freitas & Hill, 2017).
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2.6.4. Aplicaciones de los probioticos

La microbiota autéctona de la piel, boca, tracto gastrointestinal, tracto respiratorio y
tracto genitourinario, conforma un microecosistema sumamente complejo, que esta en equilibrio
entre si y con el hospedero Esta microbiota cumple diversas funciones, entre ellas digestiva,
asimilacion de nutrientes, estimulacion y maduracion de tejidos, regulacion de respuesta inmune
del hospedero y una de las mas sobresalientes: logra prevenir o proteger al hospedero de la
colonizacién por microorganismos patogenos (Backhed, Ley, Sonnenburg, Peterson, & Gordon,
2005). Dentro del grupo de los microorganismos autdctonos se encuentran los géneros
Lactobacillus y Bifidobacterium, que en la actualidad son reconocidos por su efecto positivo
sobre la salud humana (Wang, Gao, Zhang, & Pan, 2016; Collado, 2004).

Los efectos de los probiotico en beneficio del hospedero dependen de la adaptacion al
entorno que colonizan, en ese sentido, la guia publicada por la FAO/OMS en mayo 2002
establece los criterios para la evaluacién de los probi6ticos. Es asi que, los géneros Lactobacillus
y Bifidobacterium, deben ser identificados a nivel de especie, para garantizar el efecto benéfico
de estos microorganismos, ya que no se puede generalizar su efecto respecto al género (Collado,
2004), Otra caracteristica del beneficio de los probioticos radica en su tolerancia a acidos
gastricos, sales biliares, durante el transito gastrointestinal para llegar a colonizar esta superficie
(Fuochi, Petronio, Lissandrello, & Furneri, 2015). Otra propiedad que poseen los probioticos, es
la adherencia hacia las células epiteliales de las mucosas, para ejercer efectos
inmunomoduladores, asimismo, la adherencia es muy importante, para promover la colonizacion
en la célula hospedera. Entre otras propiedades también se resalta la capacidad antogdnica que
ejercen los probioticos, ya sea por el desplazamiento de patdégenos y la competicion por
nutrientes (Sengupta, y otros, 2013). También, los probidticos sintetizan una variedad de
metabolitos bioactivos como ser: peroxido de hidrogeno, bacteriocinas, acido lactico y acido
fenilacético con capacidad antimicrobiana contra bacterias, virus, hongos y paréasitos (Dec,
Puchalski, Urban-Chmiel, & Wernicki, 2014).

Se ha reportado que varias cepas probidticas mejoran la biodisponibilidad de los
nutrientes mediante la sintesis de factores de crecimiento y vitamina B (Turpin, Humblot,
Thomas, & Guyot, 2010), también, los lactobacilos tienen la capacidad de degradar la lactosa

resolviendo problemas digestivos relacionados con la intolerancia(de Vrese, y otros, 2001).
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Los efectos de los probioticos, se aplican en prevencion y tratamiento de enfermedades,
como por ejemplo, la leche fermentada por las cepa L. rhamnosus GG y L. helveticus NS8,
pueden ser Utiles para la prevencion y tratamiento de enfermedades asociadas a la inflamacién
(Yoda, y otros, 2014; Rong, y otros, 2015). Aunque, se sabe que los probidticos de origen
humano no son efectivos contra E. coli diarreogenica, sé ésta realizando otros estudios de las
cepas L. fermentum, L. paracasei, L. plantarum y L. rhamnosus, para la prevencién de

infecciones intestinales (Davoodabadi, Soltan Dallal, Lashani, & Tajabadi Ebrahimi, 2015).

Los lactobacilos tienen una funcién muy importante en el equilibrio ecolégico del tracto
genitourinario, varias infecciones se caracterizan por la disminucién de los lactobacilos
naturalmente presentes en la cavidad vaginal. La restauracion de la microbiota autdctona normal
urogenital, es posible con el uso de los probidticos como alternativa, ya que se han reportado
tratamientos prometedores, usandolos de forma independiente o adicional a la terapia
antimicrobiana (Kovachev & Vatcheva-Dobrevska, 2016). Muchos estudios emplean diferentes
cepas probioticas por via local, realizando un seguimiento de su capacidad de colonizacion de la
cavidad vaginal en pacientes con VB (Hallen, Jarstrand, & Pahlson, 1992). Estudios sobre
LCR35 demostraron en condiciones in vitro, las caracteristicas requeridas para la colonizacion,
adherencia répida a la pared vaginal e inhibicion de patégenos como P. bivia y G. vaginalis

(Coudeyras, Jugie, Vermerie, & Forestier, 2008).

3. Justificacion

En la actualidad varias mujeres en edad reproductiva que padecen de VB, siendo la
afeccion vaginal mas comdn (Sobel J. , 1997), tiene una prevalencia de hasta un 21,1 % de la
poblacién (Monterrosa-Castro, Blaquicet-Anaya, Cantillo-Cabarcas, Mufoz-Marrugo, &
Valverde-Farre, 1996), un dato muy similar reportado por la Unidad de Epidemiologia del
Servicio Departamental de Salud, La Paz-Bolivia, detallado en el Perfil Epidemioldgico de
Enfermedades Transmisibles, indica que en la gestion 2009 de cada 100 muestras para VB, 24
fueron positivas (Servicio Departamental de Salud La Paz, 2016). Ademas, el desarrollo de este
tipo de infeccidén da lugar a varias complicaciones como endometritis, ruptura prematura de
membranas, parto prematuro (Nelson, y otros, 2014), enfermedad inflamatoria pélvica

(Haggerty, y otros, 2016). Existen indicios de que la VB seria un factor favorable para que, en
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parejas heterosexuales, se pueda transmitir el virus de la inmunodeficiencia humana (Al-Harthi,
y otros, 1999).

Actualmente en Bolivia la VB es tratada con metronidazol y en el caso de mujeres
embarazadas con clindamicina (Ergueta, Evia, & Santivafiez, 2012), a pesar de la alta eficacia de
estos antimicrobianos existen reincidencias aproximadamente en el 30 % de los casos, los
sintomas clinicos retornan en tres meses y en el primer afio hasta un 80% después del tratamiento
(Sobel, Schmitt, & Meriweather, 1993). El incremento en la resistencia bacteriana a los agentes
antimicrobianos y las dificultades en el manejo de las infecciones recurrentes (Palmeira de
Olveira, Palmeira de Olveira, & Palmeira de Olveira, 2015), disminuye la posibilidad de un
tratamiento eficaz y puede que en un futuro cambien los esquemas de tratamiento (Tomusiak,
Strus, & Heczko, 2011). En ese sentido, sin lugar a dudas existe la necesidad de controlar la
propagacion de la resistencia, lo que conlleva a estudiar otras modalidades de tratamiento, ya sea
nuevos medicamentos, basdndose en, principios activos de extractos vegetales y mediante el uso
de la restauracion de la microbiota normal, empleando microorganismos probioticos. El
antagonismo de los probioticos contra microorganismos patdgenos causantes de la VB es una
alternativa muy estudiada (Aroutcheva, y otros, 2001). Sin embargo, en Bolivia no existen
estudios para este fin.

Otro factor importante es, que el grupo mayoritario que asiste al CDVIR para su
respectivo control y diagnostico de enfermedades, son trabajadoras sexuales. En el desempefio de
su trabajo existe una prevalencia en el consumo de bebidas alcohdlicas, y en el caso hipotético de
que se encuentren con el tratamiento de metronidazol, es posible que se desarrolle el efecto que
genera reacciones adversas de tipo disulfiram (Vicente & Pérez-Trallero, 2009). Lo que
provocaria el abandono y fracaso terapéutico, ademas, de la resistencia a metronidazol por las

complicaciones que pueden producirse.

La importancia de esta investigacién radica entonces en buscar un tratamiento de
alternativo o coadyuvante al metronidazol. Es asi que se evalud el efecto de los probidticos,
definidos como microorganismos vivos que cuando se administran en cantidades adecuadas
confieren un beneficio a la salud del hospedador (FAO/OMS, 2006).
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4. Objetivos

4. 1. Objetivo general

Evaluar el efecto antagonista probidtico contra G. vaginalis, aislada de muestras provenientes

de mujeres con diagndstico de Vaginosis Bacteriana asistentes al Centro Departamental de

Vigilancia Informacion y Referencia (CDVIR) La Paz-Bolivia, entre los meses de marzo a

agosto de la gestion 2016.

4.2. Objetivos especificos

Aislar e identificar por pruebas bioquimicas cepas de G. vaginalis, a partir de muestras
provenientes de mujeres en edad fértil con diagnostico positivo de Vaginosis bacteriana,

asistentes al Centro Departamental De Vigilancia Informacién y Referencia (CDVIR).

Determinar la actividad antagénica de diferentes probidticos, provenientes del banco de

cepas del Area de Biotecnologia Microbiana del 1IFB contra G. vaginalis.

Seleccionar y caracterizar el probiético con mayor actividad antagdnica contra las cepas

identificadas de G. vaginalis.

Comparar escenarios para la reducciéon G. vaginalis in vitro: por efecto del metronidazol,
por efecto del probidtico LCR35 y por el efecto del probidtico LCR35 en presencia de

metronidazol.

Evaluar la reduccién del banco de cepas nativas de G. vaginalis in vitro, por efecto del

probidtico LCR35 en presencia de metronidazol.
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5. Metodologia
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@ Evaluacion de cepas probidticas
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5.1. Aislamiento y caracterizacion de cepas de G. vaginalis

5.1.1. Recoleccidn y transporte de muestras positivas a VVaginosis Bacteriana (VB)

El personal del Centro Departamental de Vigilancia, Informacion y Referencia (CDVIR-
La Paz), colecté muestras de exudado vaginal pertenecientes a trabajadoras sexuales (mujeres en
edad fértil, entre 18 a 45 afios, sexualmente activas y que no se encontraban en estado gestacion),
las cuales asistieron para su control sanitario a este centro de referencia, entre los meses de

marzo a agosto del 2016.

Las muestras fueron inmediatamente remitidas a la Unidad de Laboratorio Clinico del
CDVIR, para diagnostico de Vaginosis Bacteriana, entre otros. 150 muestras positivas a
vaginosis bacteriana (debido a la presencia de células clave y prueba positiva de aminas) fueron
transferidas al Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas (I1FB) para esta investigacion.
Para este fin, 0.5 mL de exudado vaginal suspendido en solucién fisiologica estéril (proveniente
de muestras positivas a vaginosis bacteriana), fueron inoculados en Caldo Soya Triptona andxico
(TSB), y transportados a temperatura ambiente al Laboratorio de Biotecnologia Microbiana del
IIFB, para su posterior procesamiento.

5.1.2. Aislamiento de G. vaginalis

El inoculo proveniente de muestras positivas transportadas en caldo TSB anoxico, fue
inmediatamente sembrado por estria de agotamiento en placas de Agar Soya Triptona
suplementado con sangre humana al 5 % (denominado como TSA+S), e incubado en
microaerofilia a 37°C durante 24 horas. Las colonias desarrolladas que presentaron el morfotipo
presumible de G. vaginalis (colonias puntiformes de 0.3-0.5 mm de didmetro con beta hemdlisis

difusa) fueron colectadas y resembradas en TSA+S en las condiciones previamente descritas.

5.1.3. Caracterizacion de G. vaginalis

La identificacién morfoldgica de G. vaginalis se basé en las caracteristicas macroscépicas
de colonias desarrolladas en TSA+S. Para la determinacion de las caracteristicas macroscopicas
se realizo una inspeccion de la superficie de las placas observando la forma, densidad, elevacion,
borde, B-hemolisis y el tamafio de las colonias. Para la determinacion de la morfologia
microscopica se colectd colonias de un cultivo de 24 horas de incubacién en TSA+S, y se

observo la reaccion a la tincion de Gram y la morfologia bacteriana en un microscopio oOptico,
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empleando una magnificacion de 1000x. Adicionalmente, se realizd la caracterizacion fisioldgica
a través de pruebas bioquimicas segun el esquema de identificacion para cepas de G. vaginalis
propuesto por Winn y otros (2013), que incluye: reaccion de oxidasa, reaccion de catalasa,
produccion de &cido a partir de glucosa, sacarosa, maltosa, manitol y almidén, hidrolisis de
hipurato, evaluacion de la sensibilidad a metronidazol y polianetol sulfonato de sodio (SPS).
Todos los morfotipos similares a G. vaginalis, fueron sometidos a las pruebas bioquimicas

mencionadas, empleando un cultivo activo (24hrs) desarrollado en medio TSA+S.

La determinacion de la reaccion de oxidasa, hidrolisis de hipurato, e inhibicion de
crecimiento con metronidazol (50 pg) y SPS (1000 pg), se llevd a cabo empleando un cultivo
activo de G. vaginalis sometido a tabletas Diatabs™: OXI, HIP, MTR50 y SPS, respectivamente
(Rosco, Dinamarca), de acuerdo a las instrucciones de uso (Rosco, 2003). La determinacién de la
reaccion de catalasa se realiz6 depositando colonias sobre un portaobjetos, y adicionando una
gota de perdxido de hidrogeno (3 %, v/v), la formacién de efervescencia demostr6 una reaccién

positiva.

Para determinar la produccion de &cido a partir de glucosa, maltosa, sacarosa, manitol y
almiddn, se empleo la técnica descrita por Brown (1974), para esto, se prepar0 una bateria de
tubos con tapas a presion: en el primer tubo se depositaron 1000 uL de Solucion de Trabajo
[compuesta por: 10 mL de Solucién amortiguadora de fosfatos equilibrada BBS (K2HPO4 0,40 g,
KH2PO4 0,10 g, KCI 8 g, para 100 mL), 90 mL de agua destilada y 0.5 mL de rojo fenol (1%,
p/v), a pH 7,0; esterilizada por filtracion] y se suspendié biomasa bacteriana hasta obtener una
turbidez similar al tubo 2 de la escala de McFarland. En los 5 tubos restantes, se depositdé 200 pL
de Solucién de Trabajo, 100 pL de glucosa, maltosa, sacarosa, manitol o almidon (20% p/v),
esterilizados por filtracion, e inoculé 100 uL del primer tubo a cada uno de ellos, incubandolos a

37°C durante 24 horas. El viraje a un color amarillo determind la reaccion positiva.

5.1.4. Criopreservacion de cepas de G. vaginalis

A partir de cultivos activos desarrollados en placas con Agar Soya Triptona suplementada
con sangre humana (5 %) y glucosa (20 g/L), denominado como TSA+S+G, se suspendié la
biomasa bacteriana en 5 mL de Caldo Soya Triptona suplementada con 20 g/L de glucosa
(denominado como TSB+G) hasta obtener una turbidez similar al tubo 2 de la escala de

McFarland. 750 pL de esta suspension fueron dispensados en tubos de criopreservacion con 250
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ML de glicerol esteril, se homogenizo y almacen6 a 4°C por una hora, después a -20°C durante 24

horas y finalmente a -80°C.

Para obtener cepas activas de G. vaginalis a partir de criopreservados, estos fueron
trasladados de -80°C a -20°C (1hora), 4°C (1 hora), temperatura ambiente (1hora) y finalmente a
37°C hasta su procesamiento. Los criopreservados fueron inoculados en placas TSA+S+G por
estria agotamiento, incubando a 37°C durante 24 horas en microerofilia, posteriormente se

realizaron tres subcultivos para obtener células de G. vaginalis activas.

5.2. Evaluacién de Cepas Probidticas
5.2.1. Activacion de cepas probioticas

Lactobacillus acidophilus DSM-20079, Lactobacillus casei subsp. casei DSM-20011,
Bifidobacterium adolescentis DSM-20083, Bifidobacterium animalis subsp. lactis DSM-10140 y
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus LCR35, fueron empleados como cepas probidticas en esta
investigacion. Un liofilizado de cada cepa (proveniente del banco de cepas probioticas del 11FB)
fue suspendido en medio de cultivo comercial MRS estéril (CMO359 OXOID), preparado en
condiciones anaerobias de acuerdo a la técnica de Hungate (1969), el medio fue incubado a 37°C
durante 24 horas. Posteriormente, se realizaron tres subcultivos para obtener células probidticas

activas.

5.2.2. Criopreservacion de cepas probioticas

15 mL de un cultivo activo de cada cepa probidtica (24 horas de incubacion) fueron
centrifugados a 3500 rpm por 10 minutos, el paquete celular fue resuspendido en medio liquido
MRS fresco hasta obtener una turbidez similar al tubo 4 de la escala de McFarland, se dispensé
750 pL en tubos de criopreservacion que contenian 250 pL de glicerol estéril, se homogenizo y

almaceno en el rango de temperaturas descrito en la seccion 5.1.4.

Para obtener cepas probioticas activas a partir de criopreservados, estos fueron
trasladados de -80°C a -20°C (1hora), 4°C (1 hora), temperatura ambiente (1hora) y finalmente a
37°C hasta su procesamiento. Los criopreservados fueron inoculados en caldo MRS anaerobio,
incubando a 37°C durante 24 horas, posteriormente se realizaron tres subcultivos para obtener

células probidticas activas.
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5.3. Evaluacion de la actividad antagonica de cepas probidticas frente a G. vaginalis por co-

cultivo en medio solido
5.3.1. Evaluacién de medios para el co-cultivo en placa de cepas probioticas y G. vaginalis

Para determinar la actividad antagonica de cepas probidticas frente a G. vaginalis por co-
cultivo en medio sdlido, fue necesario evaluar medios de cultivo que permitan el crecimiento de
ambas cepas debido a que poseen requerimientos nutricionales diferentes. En este sentido, se
evalu6 el medio Agar Soya Triptona con sangre humana al (5% v/v) y glucosa (20g/L)
denominado TSA+S+G, como medio propuesto para el cultivo de G. vaginalis y con suplemento
de glucosa para impulsar la fermentacion probiotica, empleando como controles: medio Agar
Soya Triptona suplementado con sangre humana (5% v/v) denominado TSA+S para favorecer el
crecimiento de G. vaginalis y medio MRS agar empleado para el cultivo de cepas probidticas. En
este sentido, células activas de G. vaginalis (preparacion descrita en la seccion 5.1.4.) y cepas
probidticas (preparacion descrita en la seccion 5.2.2.) fueron resuspendidas en solucion
fisiolégica hasta obtener una turbidez similar al tubo 0.5 de la escala de McFarland, se realizaron
diluciones y se sembré 100 pL de la suspension bacteriana en placas de TSA+S+G, TSA+S y
MRS. Las placas fueron incubadas en condiciones de microaerofilia a 37°C por 48 horas. Se
evalud la poblacién bacteriana de G. vaginalis y cepas probioticas por recuento en placa. Para
este ensayo fueron utilizadas 5 cepas de G. vaginalis (aisladas e identificadas como se describe

en las secciones 5.1.2.; 5.1.3.) y seleccionadas al azar.

5.3.2. Evaluacion semicuantitativa de la actividad antag6nica de cepas probioticas frente a
G. vaginalis por co-cultivo en medio sélido

La determinacién de la actividad antagonica de las cepas probidticas frente a G.
vaginalis, fue realizada mediante el ensayo de difusion en pozos (Schillinger & Lucke, 1989) con
las siguientes modificaciones: Cultivos activos de G. vaginalis y cepas probioticas desarrollados
en placas de TSA+S+G, fueron resuspendidos en 1 mL de solucion fisioldgica, realizando dos
lavados celulares a 5000 rpm durante 5 minutos, y obteniendo densidades celulares similar al
tubo 1 de la escala de McFarland para G. vaginalis y tubo 2 en el caso de las cepas probidticas.
G.vaginalis fue inoculada en toda la superficie de la placa TSA+S+G empleando un hisopo
estéril. Posteriormente, se realizaron horadaciones de 5 mm en la superficie de las placas y se

depositaron 20 pL de las cepas probidticas a ser evaluadas. Se emple6 como control positivo de
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inhibicion discos de metronidazol (50 pg). Las placas se incubaron a 37°C durante 48 horas, en
microaerofilia a excepcion de Bifidobacterium adolescentis DSM-20083 que fue incubado en
condiciones anaerobias. Este ensayo fue realizado empleando 5 morfotipos de G. vaginalis del
banco de cepas nativas (11307, 21008, 11104, 10508 y 20508), seleccionados al azar, aislados e
identificados como se describe en las secciones (5.1.2.) y (5.1.3.). Se determinaron los halos de

inhibicion para seleccionar la cepa probiética que presentd mayor actividad antagonica.

5.4. Evaluacién in vitro del crecimiento de G. vaginalis y L. casei subsp. rhamnosus LCR35
Para llevar a cabo los ensayos cuantitativos de actividad inhibitoria de L. casei subsp.
rhamnosus LCR35 (en adelante LCR35) frente a G. vaginalis, fue necesario determinar las
poblaciones bacterianas a inocular al inicio de cada ensayo (descrito en la seccion 6.6.), por otra
parte, se determind el perfil de sensibilidad contra antimicrobianos con el objetivo de seleccionar
un antimicrobiano, al cual G. vaginalis fue resistente y LCR35 sensible (seccién 6.3.1.).
Finalmente, se evalud distintas concentraciones del antimicrobiano seleccionado para desarrollar
un medio selectivo para G. vaginalis e inhibitorio para LCR35 (descrito en la seccion 6.5.).
Todos los ensayos de la presente seccion, se llevaron a cabo por la cepa probidtica LCR35 y la

cepa 11307 de G. vaginalis.

5.4.1. Estandarizacién de la poblacién de G. vaginalis y LCR35 en funcion al nimero de

células viables

En experimentos anteriores el crecimiento de poblaciones bacterianas G. vaginalis y
LCR35, fue determinado de forma indirecta a través del método turbidimétrico, comparando la
turbidez de suspensiones bacterianas con la escala de McFarland (Meyer, Kiippeli, & Fiechter,
1985). Sin embargo, este método no fue aplicable para determinar con exactitud poblaciones
viables de G. vaginalis, por tanto, fue necesario estandarizar una equivalencia entre la turbidez y
concentracion de bacterias viables (en ufc/mL) de G. vaginalis y LCR35, dado que para ensayos
cuantitativos de actividad antagdnica (descritos en la seccién 6.6.) es necesario determinar la
reduccidn de poblaciones bacterianas. Para este fin, se prepararon patrones de la escala de
McFarland, correspondientes a los tubos 0.5, 1, 2, 3, 4, 5 y 6 (Rojas, 2011). Posteriormente, se
determinaron las densidades Opticas a 600 nm para cada tubo (Pérez, 2003). Células activas (24
horas) de G. vaginalis y LCR35, fueron resuspendidas en 1 mL de PBS (pH 7,2), realizando dos
lavados celulares a 5000 rpm durante 5 minutos, cuyo paquete celular fue resuspendido en
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TSB+G, obteniendo una bateria de tubos con densidades Opticas similares a las establecidas para
la escala de McFarland. Posteriormente, se realizaron diluciones para cada tubo y se sembraron
100 pL en placas TSA+S+G, las cuales fueron incubadas en microaerofilia a 37°C durante 48
horas para realizar el recuento de colonias de G. vaginalis y LCR35.

5.4.2. Susceptibilidad antimicrobiana de G. vaginalis y LCR35

Cuando G. vaginalis y LCR35 desarrollaron conjuntamente en medio de cultivo soélido no
fue posible su recuento. Por otro lado, la evaluacion cuantitativa de la actividad antagénica del
probiotico frente a G. vaginalis, se basa en la reduccion de la carga bacteriana contable. En ese
sentido, fue necesario evaluar antimicrobianos que inhiban el crecimiento de LCR35 y permitan

el desarrollo de G. vaginalis.

A efecto de determinar el comportamiento de G. vaginalis y LCR35 frente a diferentes
antimicrobianos se emplearon cultivos activos de estos microorganismos (24 horas) para ser
sometidos a pruebas de sensibilidad por difusion de discos (Bauer, Kirby, & Sherris, 1966)
empleando: metronidazol (50 pg), clindamicina (2 pg), azitromicina (15 pg), eritromicina (15
Kg), vancomicina (30 pg), lincomicina (2 pg), penicilina (10 Ul), colistina (10 pg), neomicina
(30 ug), amikacina (30 pg), ciprofloxacino (5ug), cefotaxima (30 pg), gentamicina (10 ug),
nitrofurantoina (300 pg), amoxicilina (30 pg), fluconazol (25 ug), clotrimazol (10 pg), nistatina
(50 pg), en TSA+S+G, como medio de cultivo, en condiciones de microaerofilia, a 37°C, durante
48 horas. Los resultados se evaluaron segun los criterios de interpretacién de CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute, 2017) que incluyen: halos de inhibiciéon >20 mm sensible, 15 -19

mm intermedio y <14mm resistente.

5.4.3. Evaluacion de medio selectivo para G. vaginalis

El método desarrollado por Bauer y otros (1966), define si un microorganismo es sensible
0 resistente por el tamafio del halo de inhibicion formado alrededor de sustancias
antimicrobianas. Esta prueba semicuantitativa permite seleccionar antimicrobianos efectivos. En
esta investigacion fue necesario evaluar el efecto de la concentracion de neomicina (antibioético
seleccionado en la seccion 5.4.2.), que permita el desarrollo de G. vaginalis e inhiba LCR35.
Para este fin, biomasa de cultivos activos desarrollados en TSA+S+G durante 24 horas, fueron

suspendidos en 1mL de PBS (pH 7,2), realizando 2 lavados celulares a 5000 rpm durante 5
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minutos. Los pellets fueron resuspendidos en TSB+G hasta obtener concentraciones de 3x108
ufc/ml y 6x10% ufc/mL, de G. vaginalis y LCR35, respectivamente (concentraciones
estandarizadas en la seccion 5.4.1.). Posteriormente, se realizaron diluciones y se sembr6 100 pL
en placas de TSA+S+G suplementado con neomicina 0.1 mg/ml, 0.05 mg/ml y 0.025 mg/ml
(medio denominado TSA+S+G+N), las cuales fueron incubadas a 37°C en microaerofilia durante
48 horas. Los resultados fueron evaluados en base al recuento de colonias de G. vaginalis y la
completa inhibicion de LCR35, en los medios suplementados con neomicina a las
concentraciones descritas, empleando como control positivo placas TSA+S+G sin suplemento de

neomicina.

5.5. Ensayos cuantitativos de actividad antagonica de LCR35 in vitro contra G. vaginalis
Para demostrar cuantitativamente la reduccién de la carga de G. vaginalis por efecto del
probiotico, fue necesario evaluar un escenario constituido por cuatro ensayos, en los que se
estudio el crecimiento de G. vaginalis expuesta a metronidazol (Ensayo 1), el efecto de LCR35
contra G. vaginalis sobreviviente a metronidazol (Ensayo 2), el efecto de LCR35 contra G.
vaginalis en presencia de metronidazol (Ensayo 4) y el efecto antagonico de LCR35 contra G.
vaginalis (Ensayo 3). Los ensayos fueron realizados a través de la evaluacion de la actividad
antagonica mediante co-cultivo en caldo de las cepas en estudio, empleando 5 morfotipos de G.

vaginalis (descritos en la seccion 5.3.2.).

5.5.1. Evaluacién del crecimiento de G. vaginalis expuesta a metronidazol (Ensayo 1)

Un cultivo activo de 24 horas de G. vaginalis desarrollado en TSA+S+G, fue suspendido
en 1 mL de PBS (pH 7,2), realizando 2 lavados celulares a 5000 rpm por 5 minutos. El paguete
celular fue resuspendido en caldo TSB+G (de composicion descrita en la secciéon 5.1.4.),
obteniendo 3x10® ufc/mL de G. vaginalis (poblacion bacteriana estandarizada en la seccion
5.4.1). Posteriormente, 1 mL de la suspension celular fue distribuido en dos microtubos, a los
que se adicion6 sangre humana (5 % v/v). Uno de los tubos fue suplementado con metronidazol
50 pg/mL (Cavera, Volski, & Chikindas, 2015), y el otro con PBS (mismo volumen de
metronidazol, tubo control). Se incubaron ambos tubos en microaerofilia a 37°C y se colectaron
muestras a las 0, 24 y 48 horas, las cuales fueron diluidas e inoculadas (100 pL) en placas de

TSA+S+G. Subsecuentemente, las placas fueron incubadas en microaerofilia, a 37°C durante 48
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horas, para determinar por recuento de colonias la poblacién de G. vaginalis sobreviviente de la

exposicion a metronidazol en el tiempo.

5.5.2. Evaluacion de la actividad antagonica de LCR35 contra G. vaginalis sobreviviente de

la exposicion a metronidazol (Ensayo 2)

En este experimento se evalud la actividad antagonica de LCR35 contra G. vaginalis
proveniente del Ensayo 1 (sub-cultivo de G. vaginalis proveniente de la exposicion a
metronidazol), para determinar el efecto de LCR35 en la reduccion de la poblacion de G.

vaginalis viable después del tratamiento con metronidazol.

La evaluacion de la actividad antagonica de LCR35 contra G. vaginalis se realiz6 en co-
cultivo en caldo de acuerdo a la técnica descrita por (Sung-Mee & Dong-Soon, 2008). Cultivos
activos de LCR35 y G. vaginalis (Ensayo 1) desarrollados en TSA+S+G, fueron suspendidos en
1 ml de PBS, realizando dos lavados celulares a 5000 rpm durante 5 minutos. Ambos pellets
celulares se resuspendieron en 1mL de TSB+G para su co-cultivo en un microtubo, conteniendo
3x108 ufc/mL y 6x108 ufc/mL, de G. vaginalis y LCR35, respectivamente (concentraciones
estandarizadas en la seccion 5.4.1.). Microtubos conteniendo solo 3x10® ufc/mL de G. vaginalis
0 6x10% ufc/mL de LCR35 fueron empleados como controles. Posteriormente, todos los
microtubos fueron suplementados con sangre humana (5 % v/v). Los mismos se incubaron en
microaerofilia a 37°C colectando muestras a las 0, 6, 12, 15, 18, 24 y 48 horas. Estas muestras,
fueron diluidas e inoculadas (100 uL) en placas de TSA+S+G+N como medio selectivo para G.
vaginalis y TSA+S+G como medio para recuento de LCR35 y microtubos control. Todas las
placas fueron incubadas en microaerofilia a 37°C durante 48 horas. Posteriormente, se realiz
recuento de colonias, para determinar la reduccion de la poblacion de G. vaginalis y el desarrollo
LCR35.

5.5.3. Evaluacion de la actividad antagénica de LCR35 contra G. vaginalis (Ensayo 3)

La evaluacion de la actividad antagdnica de LCR35 contra G. vaginalis, se realizé segln
Sung-Mee & Dong-Soon, (2008). Cultivos activos en placa de G. vaginalis y LCR35, fueron
sometidos al procedimiento descrito en la seccion 5.5.2.; con la diferencia que G. vaginalis no
fue expuesta previamente a metronidazol. Los microtubos se incubaron en microaerofilia a 37°C

colectando muestras a las 0, 6, 12, 15, 18, 24 y 48 horas. Estas muestras, fueron diluidas e
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inoculadas (100 pL) en placas de TSA+S+G+N como medio selectivo para G. vaginalis y
TSA+S+G como medio para recuento de LCR35 y microtubos control. Todas las placas fueron
incubadas en microaerofilia a 37°C durante 48 horas, posteriormente se realizé recuento de
colonias, para determinar la reduccion de la poblacion de G. vaginalis y el desarrollo de LCR35.

5.5.4. Evaluacion de la actividad antagonica de LCR35 contra G. vaginalis en presencia de
metronidazol (Ensayo 4)

En este experimento se evalué la actividad antagonica de LCR35 contra G. vaginalis en
presencia de metronidazol, para determinar si la actividad antagdnica de LCR35, es afectada por
metronidazol en dosis habitualmente empleada para el tratamiento de VB.

La evaluacion de la actividad antagonica de LCR35 contra G. vaginalis, en presencia de
metronidazol, se realizé segun Sung-Mee & Dong-Soon, (2008). Cultivos activos en placa de G.
vaginalis y LCR35, fueron sometidos al procedimiento descrito en la secciéon 5.2.2, con las
siguientes modificaciones: al co-cultivo de LCR35 y G. vaginalis, se suplementd metronidazol
50 pg/mL y al tubo control de G. vaginalis se suplemento 50 pg/mL de PBS (el mismo volumen
de metronidazol). Los mismos se incubaron en microaerofilia a 37°C colectando muestras a las 0,
6, 12, 15, 18, 24 y 48 horas. Estas muestras, fueron diluidas e inoculadas (100 pL) en placas de
TSA+S+G+N como medio selectivo para G. vaginalis y TSA+S+G como medio para recuento

de LCR35 y microtubos control.

5.5.5. Evaluacion del efecto antagonico de LCR35 frente al banco de cepas G. vaginalis
nativas, en presencia de metronidazol

Este ensayo fue realizado con todos los morfotipos de G. vaginalis, aislados e
identificados como se describe en las secciones (5.1.2.) y (5.1.3). Empleando el procedimiento
descrito en la seccion (5.5.2.), donde se aplicaron condiciones de tratamiento combinado
simultaneo probiotico y metronidazol (Ensayo 4) colectando muestras a las 0, 6, 12, 15, 18 y 24

horas.

6. Resultados y discusiones

6.1. Gardnerella vaginalis proveniente de muestras infecciosas
Las infecciones vaginales se caracterizan por un flujo vaginal con sintomas como

molestia, ardor, dolor, prurito y mal olor genital, entre otros, y constituyen una de las causas mas
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frecuentes de consulta ginecologica en mujeres de edad fértil, sexualmente activas (Salas,
Ramirez, Ruiz, Torrez, & Jaramillo, 2009). Se ha determinado que mas el 90% de los casos de
infeccion es causado por grupos de agentes etioldgicos, clasificados por orden de prevalencia en:
1) bacterias anaerobias, entre ellas G. vaginalis, Mobiluncus sp, Prevotella sp, Mycoplasma
hominis, y otras; 2) Levaduras del género Candida sp y 3) parasitos como Trichomonas
vaginalis, entre otros (Salas, Ramirez, Ruiz, Torrez, & Jaramillo, 2009). Entre las infecciones
maés frecuentes la VB, es causada por agentes del grupo 1) y se caracteriza por el desbalance de
la microbiota vaginal normal, con un decremento de bacterias del género Lactobacillus sp, y un
incremento de otros anaerobios oportunistas-patdgenos, como G. vaginalis (Koumans, y otros,
2007). En la presente investigacion se evaluaron 150 muestras vaginales, obtenidas entre los
meses de marzo a agosto de la gestion 2016, provenientes del Centro Departamental de
Vigilancia Informacion y Referencia, el cual desarrolla un conjunto de actividades orientadas a la
promocion, prevencion, control y vigilancia epidemioldgica de las infecciones de Transmision
Sexual (ITS), VIH y SIDA (Centro Departamental de Vigilancia Informaciéon y Referencia,
2017). En este sentido, la afluencia de pacientes mujeres en edad fértil, sexualmente activas, y
con sintomas de infeccion vaginal es frecuente. El diagnostico de VB desarrollado por el
CDVIR, se basa en la verificacion de al menos dos de, los cuatro criterios de Amsel y otros
(1983) (consensuado por el Simposio Internacional sobre Vaginosis en Estocolmo), los cuales
son aceptables para confirmar la enfermedad la presencia de células clave y la prueba positiva de
aminas (Thomason, y otros, 1990). La Tabla 6, describe el nimero de muestras con diagnostico
positivo de VB colectadas durante el tiempo de estudio, reportando una mayor ocurrencia de

casos positivos en el mes de junio de la gestién 2016.

Las 150 muestras colectadas presentaron las caracteristicas descritas anteriormente para
el diagnostico positivo a VB, por lo cual fueron procesadas para el aislamiento de G. vaginalis,
principal microorganismo causal de la enfermedad. De las 150 muestras procesadas se
recuperaron 107 aislados bacterianos con el morfotipo de G. vaginalis, desarrollados en Agar
Triptona Soya suplementado con sangre humana al 5 % v/v (TSA+S), las cuales presentaron las
siguientes caracteristicas macroscopicas: colonias de 0,3 - 0,5 mm didmetro, borde liso,
puntiforme, B-hemolisis difusa. Asimismo, también se observaron caracteristicas microscopicas
como ser: cocobacilos Gram-variables, caracteristicas tipicas de G. vaginalis descritas también

en estudios previos (Winn, y otros, 2013). En este sentido, se recuperd G. vaginalis de alrededor
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del 70% de las muestras que fueron positivas al examen directo. Otros criterios no considerados,
como pH vaginal y flujo vaginal homogéneo grisaceo-lechoso (Amsel, y otros, 1983), pudieron
haber contribuido a una mejor seleccion de la muestra para aislamiento. Otro de los factores que
pudo haber influido en el aislamiento y la recuperacion de G. vaginalis a partir de las muestras
colectadas, fue el medio de cultivo enriquecido empleado, que permitio el desarrollo de otros
microorganismos anaerobios o facultativos, con velocidades de crecimiento superiores a G.
vaginalis, que limitaron su desarrollo imposibilitando su aislamiento, lo cual pudo haber sido
corregido empleando medio semi-selectivo como el agar sangre humana con bicapa-Tween
(Totten, Amsel, Hale, Piot, & Holmes, 1982).

Tabla 6
Muestras Colectadas del Laboratorio Clinico del CDVIR entre los Meses Marzo hasta Agosto
del 2016

Muestras con Aislados
Diagnostico bacterianos

Meses confirmado  con morfotipo
de VB de G. vaginalis

Marzo 27 16

Abril 25 15

Mayo 18 16

Junio 35 26

Julio 22 13

Agosto 23 21

Total 150 107

Nota. Fuente: Elaboracion propia.

6.1.1. Aislados bacterianos identificados como Gardnerella vaginalis

La identificacion mediante pruebas bioquimicas fue posible en 54 (50%) aislados
bacterianos identificados como G. vaginalis, otros 9 (8%) aislados exhibieron caracteristicas
bioguimicas similares a G. vaginalis, sin embargo, presentaban resistencia a metronidazol
(caracteristica poco frecuente en biotipos de G. vaginalis). No fue posible la identificacion de 44
(41 %) aislados debido a su baja viabilidad durante el proceso de identificacion bioquimica
(Tabla 7). La identificacién definitiva de G. vaginalis por pruebas bioquimicas rutinariamente se
desarrolla de acuerdo a las reacciones descritas en la Tabla 4 (Winn, y otros, 2013). En este
sentido, 54 cepas identificadas como G. vaginalis, fueron recuperadas de 150 muestras

colectadas, constituyendo el banco de cepas nativas de G. vaginalis criopreservadas para
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evaluacion; otros 9 morfotipos de G. vaginalis resistentes a metronidazol no fueron considerados

en posteriores experimentos.

Tabla 7
Caracteristicas Bioquimicas de los Morfotipos de G. vaginalis Aislados
Numero de aislados °
g 8§ § 8 8§ 3 § 3
bacterianos conmorfotipp &€ = 8 & & E ¥ £ 2
X & =2 £ g & E g o
de G. vaginalis S ¢ o =2 & =2 < g
54 - -+ 4+ 4+ - + S 5
9 - - + + + - + R S
44 Aislados no viables/no identificados
G. vaginalis
(Winn, y otros, 2013) - - + + + - + S S

Nota. +, reaccion positiva; -, reaccion negativa; S, sensible (halo de inhibicion mayor a 12mm para
metronidazol y 10 mm para SPS); R, resistente. Fuente: Elaboracion propia.

6.2. Cepas Probidticas

Las bacterias probidticas provenientes del banco de cepas del 1IFB, fueron activadas en
medio MRS (CMO359 OXOID) y exhibieron caracteristicas macroscopicas y microscopicas
descritas en la Tabla 8. El cultivo de Lactobacillus casei rhamnosus LCR35 desarrollado en
medio sélido presenta colonias de 3 — 4 mm de didmetro, a diferencia de L. acidophilus DSM-
20079 que se desarrolla formado colonias de 1 — 5 mm. Ambas especies de Lactobacillus poseen
morfologia bacilar con tendencia de formar cadenas siendo positivos a la tincién de Gram. En
relacion a las cepas del género Bifidobacterium, el tamafio de las colonias oscila desde 1 a 6 mm,
generalmente poseen morfologia bacilar con ramificaciones y abultamientos en los extremos, de
forma muy variada (letra Y, T y V), siendo positivos a la tincion de Gram. Es importante
mencionar que a partir de B. animalis subsp. lactis DSM-10140, se obtuvieron 3 morfotipos
diferenciados por el tamafio de colonias, denominados morfotipo G, M y P a colonias grandes,
medianas y pequefias, respectivamente. Todos los morfotipos G, M y P de B. animalis subsp.
lactis DSM-10140 fueron evaluados en ensayos semicuantitativos para determinar su actividad
antagonica (seccion 6.3.2.).

Existen reportes demostrando que las colonias de L. acidophilus DSM-20079 presentan
dos variantes morfologicas, una de ellas (S) colonia de borde definido y brillante y otra

denominada (R) colonia irregular y opaca (Klaenhammer & Kleeman, 1981), estas variantes
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morfoldgicas también fueron observadas en el presente estudio (Tabla 8). Esta variacion se debe
a la disociacion bacteriana, un fenémeno de cambios observados en la morfologia de las colonias
bacterianas [denominadas lisa (S), rugosa (R), mucoide (M) o Intermedia ()] y cambios en las
propiedades antigénicas. La alteracion morfoldgica de la colonia es una expresion fenotipica
mediada por el ambiente y no asi por cambios genéticos. Este fendmeno se puede explicar al
observar la morfologia de colonias en sub-cultivos con pases entre medios liquido a sdlido,
ocasionando variaciones morfoldgicas que pueden estar acompafiadas por cambios quimicos en

la célula, como ser perdida de un polisacarido u otro componente (Braun, 1947).

Tabla 8
Caracteristicas Macroscopicas y Microscépicas de Cepas Probidticas

Tincibn Tamano

Cepa probiotica Codigo Qe de colonia Descripcion de las colonias
referencia
Gram (mm)
L. casei rhamnosus LCR35 + 3_4 Blanquecinas, brillantes, convexas, mucoides,
ovaladas o redondas, borde liso
L. acidophilus DSM-20079 + 1-5 Blanquecinas, brillantes, convexas, con dos
tipos de bordes rugoso (R) y liso (S)
L. casei subsp. casei DSM-20011 + 1-3 Blanqu_ecinas, brillantes, convexas, redondas,
borde liso
B. animalis subsp. lactis (G) DSM-10140 + 5_6 Blanqu_ecinas, brillantes, convexas, redondas,
borde liso
B. animalis subsp. lactis DSM-10140 + 4_5 Blanqu_ecinas, brillantes, convexas, redondas,
(M) borde liso
B. animalis subsp. lactis (P) DSM-10140 n 4_5 Blanqu_ecinas, brillantes, convexas, redondas,
borde liso
B. adolescentis DSM-20083 n 1-4 Blanqu_ecinas, brillantes, convexas, redondas,
borde liso

Nota. Fuente: Elaboracion propia

El género Bifidobacterium presenta colonias de diametros muy variables, redondas y
brillantes, a consecuencia de las condiciones de anaerobiosis y en funcion al medio que se
emplee, por consiguiente, para la identificacion del género, la morfologia de la colonia no es un
buen referente (Collado, 2004). Asi mismo, esta variacion pude ser explicada por el fenomeno
anteriormente descrito para L. acidophilus DSM-20079 (Braun, 1947).
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6.3. Actividad antagodnica de cepas probioticas frente a G. vaginalis por co-cultivo en medio
solido
6.3.1. Medio 6ptimo para el co-cultivo en placa de cepas probidticas y G. vaginalis

En esta seccion se evaluo el crecimiento de cepas probidticas y G. vaginalis en co-
cultivo, seleccionando el medio que permitié el desarrollo de ambos microorganismos para
posteriormente evaluar el efecto antagénico de cepas probidticas frente a G. vaginalis en el
medio seleccionado. Rutinariamente, se emplean los medios enriquecidos, Agar Soya Triptona
(TSA) suplementado con sangre humana (S) al 5% y medio comercial MRS para el cultivo de G.
vaginalis y cepas probidticas, respectivamente. Es importante destacar que el medio Soya
Triptona (CM0129, OXOID) esta compuesto por: hidrolizado pancreético de caseina, peptona de
soya, fosfato dipotasico, cloruro de sodio y glucosa (2,5 g/L); aporta grandes cantidades de
fuente de nitrogeno y carbono para el desarrollo de G. vaginalis que carece de mecanismos
biosintéticos eficaces, por lo que se considera una bacteria fastidiosa de dificil crecimiento
(Dunkelberg & McVeigh, 1969). Asi mismo, el medio comercial MRS (CM0359, OXOID)
descrito por Man, Rogosa y Sharpe (1960), empleado para el cultivo de probidticos, posee
algunos componentes similares al TSA, ademas, de extracto de carne, extracto de levadura,
mono-oleato de sorbitan, acetato de sodio, citrato de triamonio, sulfato de magnesio, sulfato de
manganeso Y glucosa (20g/L). Es asi, que en estos tipos de medios existe una variacion en el
aporte de nutrientes. Dado el hecho de que G. vaginalis no crece en medio comercial MRS, en el
presente estudio se evalud la alternativa de emplear TSA+S (medio de rutina para G. vaginalis) y
TSA+S suplementado con 20g/L de glucosa (TSA+S+G), para favorecer el desarrollo de G.
vaginalis y el metabolismo fermentativo de las cepas probidticas, en co-cultivo en placa. En la
Tabla 9, se observan los resultados de la evaluacion de dos medios de cultivo TSA+S y
TSA+S+G, para el desarrollo de cepas viables probidticas y G. vaginalis. Se destaca que, no
existe una diferencia significativa (p>0.05) en la viabilidad celular (Log10 ufc/mL) para cada
una de las cepas, empleando TSA+S o TSA+S+G. No se realizd un analisis estadistico t de
student, para evaluar el rendimiento celular alcanzado con el medio MRS comercial, debido a

que este no permite el desarrollo de G. vaginalis.

A pesar de que se obtuvo una viabilidad celular similar empleando TSA+S y TSA+S+G,
se seleccion6 el medio TSA+S+G para experimentos subsecuentes, debido a que permitié el

desarrollo de colonias més robustas, caracteristica reflejada en el tamafio de colonia (Tabla 9).
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No existen reportes del empleo de TSA+S+G como medio de cultivo para G. vaginalis y cepas
probidticas, sin embargo TSA base suplementado con sangre humana es empleado para el
desarrollo de microorganismos fastidiosos (Chen, Abercrombie, Jeffrey, & Leung, 2012), por lo
que, en esta investigacion se propone emplear este medio de cultivo que favorece el desarrollo de
ambos tipos de microorganismos, ya que no afecta drasticamente el rendimiento celular si se
compara con medios de referencia TSA+S+G y MRS para G. vaginalis y cepas probidticas,

respectivamente.

Tabla9
Viabilidad Celular, Tamafio de las Colonias, de Cepas Probiéticas y G. vaginalis, en los Medios
de Cultivo TSA+S, TSA+S+G y MRS

Medio de cultivo

TSA+S TSA+S+G MRS comercial

~  Viabilidad ~  Viabilidad -~ Viabilidad

Microorganismo Tamano celular Tamano celular Tamano celular
wona (ogio  COME(Logrg M og1g

ufc/mL) ufc/mL) ufc/mL)

Lactobacillus casei rhamnosus LCR35 1-2 8,52+0,06 3-4  8,47+0,03 3-4 8,07x0.04
L. acidophilus DSM-20079 1-2 7,72+0,10 1-3 7,660,26 1-5 7,99+0,01
B. animalis subsp. lactis DSM-10140 (G) 1-2 7,87+0,16 3-4  7,85+0,20 5-6 8,13%0,05
B. animalis subsp. lactis DSM-10140 (M) 1-2 8,04+0,11 3-4  8,05%0,09 4-5 8,34%0,06
B. animalis subsp. lactis DSM-10140 (P) 1-2 8,14+0,17 3-4 8,11+0,28 4-5 8,37+0,05
Gardnerella vaginalis Cepa 11307 <0,5 7,53+0,33 <0,5 7,51+0,28 N/C N/C

Nota. (N/C) No Crece; TSA+S (Agar Soya Triptona +Sangre 5%); TSA+S+G (Agar Soya Triptona +Sangre 5%+Glucosa20g/L). Fuente:
elaboracion Propia.

6.3.2. Inhibicién de G. vaginalis en placa y seleccion de cepas probidticas

Una disminucion de la poblacién de lactobacilos en la cavidad vaginal estd fuertemente
asociada con el desarrollo de VB (Alvarez-Olmos, y otros, 2004), favoreciendo las condiciones
para el crecimiento de microorganismos oportunistas y/o patdgenos. En la microbiota vaginal de
mujeres sanas, se encuentran en equilibrio las poblaciones de G. vaginalis y los lactobacilos,
junto a otros microorganismos, con una poblacién de lactobacilos que oscila entre 4,5x108 -
6,3x108 ufc/mL (Chooruk, y otros, 2013; Jespers, y otros, 2012; Mikamo, Sato, Hayasaki, Hua,
& Tamaya, 2000) y de G. vaginalis en concentraciones de 6,3x10° - 3,7x10” ufc/mL (Mikamo,
Sato, Hayasaki, Hua, & Tamaya, 2000; Zariffard, Saifuddin, Sha, & Spear, 2002). Al contrario,

en mujeres que padecen VB, las concentraciones de lactobacilos se reducen a 2x10° - 8,5x10°
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ufc/mL (Blackwell, Phillips, Fox, & Barlow, 1983; Hillier, Krohn, Rabe, Klebanoff, &
Eschenbach, 1993; Chooruk, y otros, 2013; Zariffard, Saifuddin, Sha, & Spear, 2002) y existe un
incremento en la poblacion de G. vaginalis que fluctua entre 1,6x10% - 2,1x10% ufc/mL
(Blackwell, Phillips, Fox, & Barlow, 1983; Spiegel, Amsel, Eschenbach, Schoenknecht, &

Holmes, 1980), lo descrito anteriormente se resume en la Figura 2.
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Figura 2. Concentracion de Lactobacillus sp. y G. vaginalis en mujeres sanas (VB-) y con VB (+). Los datos son promedios de resultados
reportados en Chooruk, y otros, 2013; Jespers, y otros, 2012; Mikamo, Sato, Hayasaki, Hua, & Tamaya, 2000; Zariffard, Saifuddin, Sha, &
Spear, 2002; Blackwell, Phillips, Fox, & Barlow, 1983; Hillier, Krohn, Rabe, Klebanoff, & Eschenbach, 1993; Spiegel, Amsel, Eschenbach,
Schoenknecht, & Holmes, 1980; y las barras de error son las desviaciones estandar.

En funcidn de lo anteriormente descrito, para la evaluacion de la actividad antagonica de
los probidticos frente a cepas nativas de G. vaginalis identificadas mediante pruebas bioquimicas
en este estudio, se emplearon poblaciones similares a las presentes en dos condiciones reales:
6x10°8 ufc/mL de Lactobacillus sp, concentracion habitual en mujeres sanas (dosis protectora de
lactobacilos) y 3x108 ufc/mL de G. vaginalis concentracion habitual en mujeres con VB (dosis
infectante de G. vaginalis), asumiendo un periodo infeccioso caracteristico por su alta dosis de
G. vaginalis y el posible uso de un restaurador probiotico con alta dosis del mismo. Otros
estudios, también reportan el empleo de una poblacion bacteriana de 10® ufc/mL de cepas
probidticos y patogenos asociados a la vaginosis, con la finalidad de, determinar su efecto
antagonico (Coudeyras, Jugie, Vermerie, & Forestier, 2008). Ademas, es importante destacar
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que, el efecto antagdnico ocurrio por contacto directo (ambos microorganismos se inocularon en
el medio de cultivo al mismo tiempo), a diferencia de otros estudios, donde el probidtico tiene la
ventaja de desarrollar durante un tiempo previo, incrementando su concentraciéon celular y
posteriormente el microorganismo patogeno/oportunista es expuesto al cultivo desarrollado
(McLean & McGroarty, 1996; Soleimani, Kermanshah, Yakhchali, & Sattari, 2010). Por lo
expuesto anteriormente, en ensayos cuantitativos, es muy importante determinar, las poblaciones
iniciales en co-cultivo de las cepas probidticas y G. vaginalis, para la evaluacion real del efecto
antagonico.

El efecto antagonico generado por las cepas probioticas frente a cepas de G. vaginalis,
indica su grado de inhibicion y se ilustra en la Figura 3, Figura 4 y Figura 5. Este efecto, se
evalud mediante la medicion de didmetro de halo, en comparacion al del antimicrobiano

metronidazol (50 pg) empleado como control agua destilada.

B. animalis
subsp. lactis (G)

Metronidazol
(50pg)

B. animalis
subsp. lactis (M)

B. animalis
subsp. lactis (P)

Agua destilada
estéril

Figura 3. Efecto antagonista en placa de las cepas probiéticas B. animalis subsp. lactis DSM-10140 (G), (M), (P) frente a G. vaginalis (cepa
11307).

‘ Metronidazol (50pg) L. acidophilus

DSM 20079

Agua destilada

LCR35

Sin inocular

Figura 4. Efecto antagonista en placa de las cepas probiéticas LCR35 y L. acidophilus DSM-20079 frente a G. vaginalis (cepa 11307).
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Figura 5. Efecto antagonico generado por las cepas probi6ticos frente a G. vaginalis en co-cultivo en placa. Los datos son promedios de la

evaluacion de 5 cepas de G. vaginalis realizados por duplicado. Las barras de error indican la desviacion estandar.

Los resultados obtenidos de la Figura 5, presentan didmetros de inhibicion (mm) para
Lactobacillus casei rhamnosus LCR35 de 16,2 + 0,90 mm; resultado que difiere con McLean &
McGroarty (1996) que reportan halos de inhibicion de 30 mm. B. animalis subsp. lactis DSM-
10140 (G), (M), (P) expres6 halos de inhibicion de 15,7 + 0,44mm; 15,7 + 0,67mm; 15,7 +
0,67mm; respectivamente y para la cepa probidtica Lactobacillus casei subp. casei DSM-20011,
15 + 0,35mm. Entre estas cepas probioticas no existe diferencia significativa (p>0.05), en
consecuencia, se puede utilizar cualquiera de los probi6ticos, lo que conlleva, a seleccionar al
probidtico de acuerdo a las ventajas y desventajas que presenten. Ahora bien, las cepas
probidticas restantes, B. adolescentis DSM-20083 (12,5 = 0,86mm) y L. acidophilus DSM-20079
(11,3 £ 1,35mm) respecto a LCR35, B. aninalis subsp. lactis y L. casei subsp. casei, presentan
una diferencia significativa (p<0.05), segun los resultados los halos de inhibicién son menores,
razon por la cual se descartaron para la evaluacion en posteriores experimentos. Por ultimo, el

antimicrobiano de control (Metronidazol) presenté un halo de 29,6 + 4,33mm, por lo tanto, el
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efecto inhibitorio fue el mayor en comparacion a las cepas probiéticas, ademas, este resultado
concuerda con otras investigaciones donde se reporta 29 + 3,67mm de inhibicién (McLean &
McGroarty, 1996).

Las especies que pertenecen al género Bifidobacterium son exigentes nutricionalmente,
requieren sustancias bioldgicas complejas, y son incapaces de desarrollar en medios totalmente
sintéticos, la necesidad de anaerobiosis hace que su cultivo sea laborioso (Poch & Bezkorovainy,
1988; Collado, 2004) y dificultoso al momento de formular un suplemento probidtico con células
viables. Por otro lado, Lactobacillus casei subp. casei DSM-20011, aislado inicialmente del
queso (BacDive, 2017), no es comunmente empleado como restaurador de la microbiota vaginal.
En ese sentido, la cepa probiotica Lactobacillus casei rhamnosus LCR35, fue seleccionada para
estudios posteriores de actividad antagonica contra cepas nativas de G. vaginalis, debido a que,
es una de las cepas probiéticas que presentd mayor efecto antagdnico. Asimismo, LCR35 es
constituyente de la microbiota normal, se encuentra habitualmente colonizando tejido humano
(Forestier, De Champs, Vatoux, & Joly, 2001), y es producido a nivel industrial por diferentes
compafiias farmaceuticas (Nivoliez, y otros, 2012). Cabe resaltar que muchos investigadores
documentaron las caracteristicas de LCR35 in vitro e in vivo (Bohbot & Cardot, 2012;
Coudeyras, Jugie, Vermerie, & Forestier, 2008; De Champs, Maroncle, Balestrino, Rich, &
Forestier, 2003; Kovachev & Vatcheva-Dobrevska, 2014; Kovachev & Vatcheva-Dobrevska,
2016; Petricevic & Witt, 2008). Sin embargo, no existen estudios de su efectividad contra cepas
nativas de G. vaginalis, circulantes y causantes de numerosos casos de VB reportados
diariamente por el CDVIR en Bolivia (Servicio Departamental de Salud La Paz, 2016).

6.4. Relacion entre la viabilidad de LCR35, G. vaginalis y su medida turbidimetria

La determinacion de masa celular por métodos indirectos como la turbidimetria dptica, se
realiza comparando suspensiones bacterianas con estandares quimicos, preparados a partir de
reacciones de precipitacion con cloruro de bario en presencia de acido sulfdrico. Este método se
basa en la comparacion visual, y resulta ser subjetivo y poco preciso, ya que no permite
discriminar la poblacién celular viable de la no viable (McFarland, 1907). Por lo tanto, para
evaluar la actividad antagonica es imprescindible determinar la concentracién de poblaciones

bacterianas viables para ensayos cuantitativos, lo cual solo es posible si se determinan unidades

43



formadoras de colonias (bacterias viables). En la Figura 6 se ilustra la curva de relacion del

numero de células viables en funcidn a la densidad oOptica.
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Figura 6. Correlacion entre la densidad 6ptica en funcion a las ufc/mL de la cepa 11307 de G. vaginalis y LCR35.

Los estandares de la escala de McFarland de los tubos N.%: 0,5; 1; 2; 3; 4, 5y 6
tedricamente corresponden a una poblacion bacteriana de (expresada en ufc/mL): 1,5x108;
3,0x108; 6,0x108; 9,0x10%; 1,2x10% 1,5x10° y 1,8x10°, respectivamente (Rojas, 2011). A partir
de dichos estandares, se determinaron sus densidades opticas a 600 nm (Pérez, 2003) y se realiz
una curva (Figura 6, en lineas punteadas). Los resultados muestran, que los valores tedricos de
ufc/mL de los estandares de la escala de McFarland presentan una correlacion con los valores de
viabilidad encontrados para LCR35 (en ufc/mL), no existiendo diferencia significativa (p>0,05).
Es decir que, para determinar la poblacién bacteriana de la cepa probidtica LCR35 es factible
utilizar los valores tedricos de la escala de McFarland. En ese sentido, para alcanzar una
poblacion de 6x10% ufc/mL (concentracion de Lactobacillus en mujeres sanas sin VB) es
necesaria una densidad éptica de 0,61 aprox., siempre que se emplee un cultivo activo de

LCR35. Respecto a G. vaginalis, existe una diferencia significativa (p<0,05) entre los valores
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teoricos de la escala de McFarland y la viabilidad de G. vaginalis. Similares densidades celulares
determinadas por turbidimetria Optica corresponden a menores poblaciones viables de G.
vaginalis (Fig. 6). Esto podria estar relacionado a las caracteristicas intrinsecas de G. vaginalis,
su morfologia y sensibilidad al medio ambiente. No existen otros estudios que reporten un
modelo de relacion entre la densidad oOptica y la viabilidad de G. vaginalis. Debido a esta
diferencia significativa, se empled densidades Opticas proximas a 2 para obtener 3x108 ufc/mL

(concentracion de G. vaginalis) para ensayos subsecuentes.

6.5. Perfil de sensibilidad/resistencia a antimicrobianos

Los antimicrobianos, por sus diversos mecanismos de accion, inhiben a los
microorganismos y su eficacia incide en la supresion de la infeccidén. Sin embargo, existen
microorganismos con mecanismos de resistencia a los antimicrobianos (Daza, 1998). En Bolivia
cuando una mujer presenta un cuadro infeccioso de VB, es incluida en el programa de Atencion
de Enfermedades de Transmision Sexual (Ergueta, Evia, & Santivafiez, 2012) y se le aplica un
esquema preestablecido de tratamiento antimicrobiano que incluye el uso de Metronidazol (2g en
dosis Unica) como tratamiento de eleccion en mujeres no embarazadas, y Clindamicina (300 mg
cada 12 horas durante 7 dias) en mujeres embarazadas (Ergueta, Evia, & Santivafiez, 2012). A
pesar de la eficacia de este esquema, el mismo no considera recurrencia de infecciones, por lo
que los microorganismos infecciosos pueden adquirir resistencia a estos antimicrobianos y el
tratamiento puede fracasar. Por lo tanto, una evaluacion constante de la susceptibilidad a
antimicrobianos, guiaria al personal de salud a tomar decisiones acertadas.

En concordancia con la presente investigacion, se obtuvo el perfil de sensibilidad y
resistencia de LCR35 y G. vaginalis a diferentes antimicrobianos ilustrados en la Tabla 10. Los
resultados, muestran la sensibilidad de G. vaginalis a metronidazol y clindamicina, que también
fueron reportados previamente por Knupp de Souza, y otros, (2016). Y en contraposicion,
LCR35, fue resistente a ambos antimicrobianos (Charteris, Kelly, & Morelli, 1998). El
metronidazol tiene un amplio espectro sobre bacterias anaerobias, protozoos y algunas
microaerofilicas (Vicente & Pérez-Trallero, 2009), este ingresa a la célula por difusién pasiva y,
en un ambiente fuertemente reductor, es reducido y activado al recibir un electron del complejo
ferredoxina o flavodoxina, que se libera durante la conversion del piruvato a acetil coenzima A,
el metronidazol reducido, desestabiliza la estructura helicoidal del ADN e inhibe la sintesis de

acidos nucleicos, ocasionando asi la declinacion de los microorganismos (Samuelson, 1999). Por
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consiguiente, el tratamiento de eleccidn aplicado en la actualidad, es relativamente efectivo para

tratar la VB al ocasionar la declinacion de su agente etioldgico, sin embargo, se pueden generar

mecanismos de resistencia a metronidazol por parte de G. vaginalis, datos reportados en otros

estudios y que serén discutidos méas adelante (Knupp de Souza, y otros, 2016; Tomusiak, Strus,

& Heczko, 2011).

Tabla 10

Perfil de Sensibilidad/Resistencia de LCR35 y G. vaginalis

L. casei o
Antimicrobiano Concentracién rhamonsus G- vaginalis

LCR35 Cepa 11307
Metronidazol 50 ug R S (22mm)
Clindamicina 2 ug R S (>30 mm)
Azitromicina 15 pg R S (>30 mm)
Eritromicina 15 ug R S (>30 mm)
Vancomicina 30 ug R S (30 mm)
Lincomicina 2 ug R S (>30 mm)
Penicilina 10 Ul R S (15 mm)
Colistina 10 pg R R
*Neomicina 30 ug S (25 mm) R
Amikacina 30 pg S (22 mm) R (12 mm)
Ciprofloxacina 5 pg S (24mm) S (22 mm)
Cefotaxima 30 ug S (23mm) S (>30 mm)
Gentamicina 10 ug S (21 mm) S (15 mm)
Amoxicilina 30 ug S (>30mm) S (>30 mm)
Nitrofurantoina 300 pg S (>30mm) S (>30 mm)
Fluconazol 25 ug S (>30mm) S (>30 mm)
Clotrimazol 10 pg S (>30mm) S (>30 mm)
Nistatina 50 ug R R

Nota: R (Resistente); S (Sensible)

*Antimicrobiano seleccionado para estudios subsecuentes. Fuente: Elaboracién

propia

Respecto a otros antimicrobianos, la vancomicina logra inhibir el desarrollo de G.

vaginalis, por el contrario, LCR35 es resistente, esto puede ser explicado por la ausencia del
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dipéptido D-alanina-D-alanina y la presencia de D-alanina-D-lactato (Elisha & Courvalin, 1995).
Ademas, existe resistencia por parte de ambos microorganismos hacia la colistina, antibidtico
con actividad a microorganismos Gram-negativos multirresistentes (Falagas & Kasiakou, 2005).
Asimismo, el medio semiselectivo para G.vaginalis es el agar sangre humana con bicapa-Tween
(Totten, Amsel, Hale, Piot, & Holmes, 1982) que es suplementado con colistina y acido
nalidixico, en consecuencia, G.vaginalis es intrinsecamente resistente a ambos antibioticos,
caracteristica evidenciada también en el presente estudio, al ser G.vaginalis resistente a colistina.
Sin embargo, en esta investigacion no se evalud la resistencia de G.vaginalis y LCR35 a &cido
nalidixico. Respecto a ciprofloxacina, se esperaria que G. vaginalis, fuera resistente a este
antibidtico por pertenecer a la familia de las quinolonas, pero su sensibilidad indica discrepancia
con otros estudios (Martinez, y otros, 2004). Por otro lado, la cepa probiética LCR35 fue
sensible a ciprofloxacina, dato concordante con Charteris, Kelly, & Morelli (1998). Ademas, G.
vaginalis fue sensible y LCR35 resistente a los siguientes antibioticos: azitromicina,
eritromicina, lincomicina y penicilina, dichos antibioticos pueden ser utilizados como alternativa
opcional al tratamiento de eleccion al no inducir la muerte celular del lactobacilo. No obstante,
ambas bacterias fueron sensibles a cefotaxima, gentamicina, amoxicilina y nitrofurantoina. Por
otra parte, G. vaginalis y LCR35 son resistentes a nistatina y sensibles a fluconazol y

clotrimazol, antifngicos utilizados para tratar infecciones vaginales.

Ademas de aportar informacion, el perfil de sensibilidad, también tuvo como finalidad
seleccionar a un antimicrobiano, con la capacidad de inhibir el crecimiento de LCR35 y permitir
el desarrollo de G. vaginalis, para evaluar la viabilidad de esta por recuento en placa, cuando es
sometida al antagonismo de LCR35. En ese sentido, se evidencié que G. vaginalis es resistente a
neomicina y este antibidtico inhibe totalmente el desarrollo de LCR35 (Figura 7).
Alternativamente, amikacina también inhibe el desarrollo de LCR35, y G. vaginalis es resistente,
sin embargo, en esta investigacion amikacina no fue considerada para estudios de actividad
antagonica, debido al halo de inhibicion producido (12mm para G. vaginalis), muy cercano al
limite que indica sensibilidad (>14mm, Clinical and Laboratory Standards Institute, 2017), rango

poco confiable para evaluar el efecto antagénico de LCR35 sobre G. vaginalis.
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Neomicina
30 ug

Figura 7. (A) Sensibilidad de LCR35 a neomicina (30ug), (B) Resistencia de G. vaginalis a neomicina (30ug)

La determinacion del efecto antagonico de LCR35 frente a G. vaginalis, ambas en co-
cultivo en medio liquido, se fundamenta en la cuantificacion de la reduccion de la poblacién
bacteriana de G. vaginalis en el tiempo, para ello es necesario emplear un medio selectivo para
G. vaginalis que permita el recuento exclusivo de sus colonias, sin la existencia de interferencias
que afecten la fidelidad de los resultados. Segun el perfil de sensibilidad y resistencia (Tabla 10),
se selecciond neomicina como agente de seleccion en el medio de cultivo (TSA+S+G). Sin
embargo, fue necesario evaluar concentraciones del antibidtico para su optimizacion. Los
resultados muestran que cuando el medio de cultivo TSA+S+G no se encuentra suplementado
con neomicina, existe el desarrollo simultaneo de LCR35 y G. vaginalis (8,84+0,12 y 8,54+0,06
Logl0 ufc/mL respectivamente) (Tabla 11). Ahora bien, cuando el medio de cultivo es
suplementado con neomicina a concentraciones de 0,025 a 1 mg/mL, el desarrollo de LCR35 es
completamente inhibido, por el contrario, existe desarrollo de G. vaginalis. Por consiguiente, se
utilizé, la minima concentracién (0,025 mg/mL de neomicina), para realizar los protocolos de

evaluacion de la actividad antagénica de LCR35 frente a cepas nativas de G. vaginalis.

El efecto bactericida de la neomicina, radica en la inhibicién de la sintesis de proteinas a
nivel de subunidad 30 S de los ribosomas ademas induce lecturas erréneas del RNAm, debido a

que puede penetrar en las células por un sistema de transporte activo dependiente de oxigeno.
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Tabla 11.
Viabilidad de LCR35 y G. vaginalis en TSA+S+G Suplementado con Diferentes

Concentraciones de Neomicina

— G. vaginales Cepa
. . LCR35 Viabilidad T
Medio de cultivo (Log10 ufc/mL) 11307 Viabilidad

(Log10 ufc/mL)
TSA+S+G sin neomicina 8,84+0,12 8,54+0.06
TSA+S+G y neomicina al 0,1 mg/mL 0 8,57+0.07
TSA+S+G y neomicina al 0,05 mg/mL 0 8,50+0,10
TSA+S+G y neomicina al 0,025 mg/mL 0 8,57+0,02

Nota. Fuente: Elaboracion Propia

6.6. Reduccidon de poblaciones nativas de Gardnerella vaginalis bajo diferentes escenarios
La prevencion y el tratamiento de VB, documentado en varios estudios, involucran el uso
de agentes quimicos y/o bioldgicos que tienen como funcion reducir poblaciones nativas de G.
vaginalis que habitan la mucosa vaginal (Mur, Mateo, Ramirez, & Vela, 2016). En Bolivia
comunmente se utiliza metronidazol como agente quimico de eleccion (Ergueta, Evia, &
Santivafiez, 2012), debido al amplio espectro que presenta (protozoos, bacterias anaerobias y
facultativas). Asimismo, en otros paises se utilizan probidticos del género Lactobacillus en
tratamiento combinado con metronidazol o pos-tratamiento (Palmeira de Olveira, Palmeira de
Olveira, & Palmeira de Olveira, 2015; Krauss-Silva, y otros, 2011). A pesar de recetarse y
expenderse probidticos como post tratamiento en VB, no existen estudios que evallen la
efectividad de ambos agentes, tanto de metronidazol como la cepa probidtica LCR35, sobre
cepas circulantes nativas de G. vaginalis en nuestro medio. En ese sentido, la presente
investigacion contempla la evaluacion de la reduccion de poblaciones de G. vaginalis, bajo 4
escenarios que representan las condiciones en las que estos agentes antimicrobianos podrian
prescribirse de forma combinada o independiente, estos incluyen: efecto de metronidazol en la
reduccidn de poblacion de G. vaginalis (tratamiento habitual en caso de BV, Ensayo 1), efecto de
LCR35 en la reduccion de la poblacion de G. vaginalis sobreviviente a la exposicion a
metronidazol (tratamiento combinado no simultaneo: prescripcion de probidtico después un
tratamiento con metronidazol, Ensayo 2), efecto de LCR35 contra G. vaginalis (tratamiento
alternativo al metronidazol en caso de VB, Ensayo 3) y efecto de LCR35 contra G. vaginalis en
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presencia de metronidazol (tratamiento combinado simultaneo probi6tico y metronidazol,
Ensayo 4). Esta comparacion de condiciones de tratamiento podria encaminar a la eleccién del

maés efectivo y/o adecuado, en caso de VB.

6.7.1. Efecto del metronidazol frente a G. vaginalis (Ensayo 1)

El metronidazol tiene un amplio espectro contra bacterias anaerobias propias de la
microbiota vaginal como ser: Prevotella sp., Porphyromonas sp., Bacteroides sp., Mycoplasma
hominis, A. vaginae y G. vaginalis (uno de los agentes etiologicos mas importantes en la VB)
(Shipitsyna, y otros, 2013). Sin embargo, los lactobacilos son resistentes a su actividad
inhibitoria (Danielsen & Wind, 2003), en efecto, es el antimicrobiano estdndar para tratar la VB,
pese a estudios que reportan el incremento de la resistencia de G. vaginalis (Tomusiak, Strus, &
Heczko, 2011; Knupp de Souza, y otros, 2016). Para el tratamiento de VB en mujeres en edad
fertil, se administra 2g de metronidazol por via oral en dosis Unica (Ergueta, Evia, & Santivafiez,
2012), esa dosis administrada, equivale a una concentracion sérica de 40 pg/mL después de 1 a 2
horas de absorcion (Vicente & Pérez-Trallero, 2009). Asimismo, otros estudios reportan la
concentracion minima inhibitoria (CIM) de metronidazol es 50 pg/mL para G. vaginalis (Cavera,
Volski, & Chikindas, 2015). En el presente estudio se evalud la actividad inhibitoria de 50
pg/mL de metronidazol frente a la concentracion de G. vaginalis reportada en cuadros
infecciosos de VB (3x102 ufc/mL), empleando como control la dosis infectante de G. vaginalis,
en ausencia de metronidazol. Los resultados que se muestran en la Figura 8, presentan una
diferencia significativa (p<0,05) entre las poblaciones de G. vaginalis expuestas a Metronidazol
(50pg/mL) y el control. Asimismo, inicialmente existio una poblacion de G. vaginalis
equivalente a la dosis infectante aproximadamente, 8,4 + 0,04 ciclos logaritmicos (2,98x108
ufc/mL) tanto en el experimento como en el control (tiempo 0). A las 24 horas, la poblacion de
G. vaginalis sometida a metronidazol, es reducida a 7,45 + 0,05 ciclos logaritmicos (2,82x10’

ufc/mL) a diferencia del control que mantiene su concentracion con una ligera disminucion.

Ahora bien, a las 48 horas, la poblacion de G. vaginalis expuesta a metronidazol se redujo
hasta 6,3 + 0,07 ciclos logaritmicos (2,09x10° ufc/mL) y la poblacion control de G. vaginalis, se
redujo a 7,24 + 0,15 ciclos logaritmicos (1,58x107 ufc/mL). Por lo tanto, en condiciones in vitro,
cuando G. vaginalis es sometida al antimicrobiano existe una disminucién de 2,16 ciclos

logaritmicos (1,47x10? ufc/mL) hasta las 48 horas, sin embargo, cuando G. vaginalis no esta en
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contacto con el antimicrobiano, existe una reduccion de 1,23 ciclos logaritmicos (1,71x10*
ufc/mL), Por otro lado, a pesar de que, la evaluacion de la actividad inhibitoria en medio solido
(seccion 6.3.2.) reflejo que el metronidazol present6 el mayor efecto antagonista con un halo de
inhibicion de 29,3 mm, se podria esperar que este antimicrobiano elimine totalmente la dosis
infectante de G. vaginalis en un medio de cultivo liquido. Sin embargo, este ensayo permitid
evidenciar que existe una poblacion de G. vaginalis nativa sobreviviente, esto sugiere que se
evalle la efectividad de este antimicrobiano en condiciones mas controladas y otras alternativas
de tratamiento.

Ciclos Logaritmicos (Log10 ufc/mL)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Tiempo de exposicion a metronidazol (horas)

--0-- G. vaginalis Control —— G. vaginalis + Metronidazol (50 ug/mL)

Figura 8. Reduccion de la poblacién G. vaginalis en funcién al tiempo de exposicion a metronidazol (50ug/mL). G. vaginalis se expuso a
metronidazol durante 48 horas de incubacion en microaerofilia. Cada valor mostrado es la media de tres experimentos (+ desviacion estandar),

se utilizaron 5 biotipos de G. vaginalis nativas, se determin¢ la reduccidn de ciclos logaritmicos (Log10 de ufc/mL) a las 0, 24 y 48 horas.

Un estudio, mediante la prueba de Etest (Jaramillo, 1998), evalué cepas de G. vaginalis,
reportando que el 68,7% (46 de 76 pacientes) fueron resistentes a metronidazol y recomienda en
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futuros periodos cambiar el esquema de tratamiento (Tomusiak, Strus, & Heczko, 2011).
Asimismo, se han reportado estudios in vitro de resistencia de G. vaginalis a metronidazol, segln
diversas investigaciones, se observa una resistencia del 29% (Goldstein, y otros, 2002), 68%
(Austin, Meyn, & Hillier, 2006) y 70% (Teixeira, y otros, 2010). En ese sentido, nuestros
resultados también reflejan esa capacidad alta de sobrevivir al efecto del metronidazol, dicha
resistencia se esta reportando cada vez mas en todo el mundo (Nagaraja, 2008), Se ha reportado
que la resistencia de G. vaginalis a metronidazol, est4 asociada a la incapacidad de activar a
dicho antimicrobiano, por efecto de proteinas de transporte de electrones con potencial redox
significativamente negativo (Land & Johnson, 1999; Samuelson, 1999), esa explicacion podria

sostener la supervivencia de G. vaginalis determinada en este estudio.

6.7.2. Efecto antagdnico de LCR35 contra G. vaginalis sobrevivientes a metronidazol

(Ensayo 2)

El efecto de LCR35 en la reduccidn de la poblacion de G. vaginalis previamente expuesta
a metronidazol (tratamiento combinado no simultaneo: prescripcién de probiotico después de un
tratamiento con metronidazol), se evalud por la reduccion de la poblacion de G. vaginalis
sobrevivientes al tratamiento con metronidazol. Los resultados se muestran en la Figura 9, y
permitieron evidenciar que desde el tiempo inicial (0 horas) existe una reduccion gradual en
relacion a los ciclos logaritmicos, de 8,57 + 0,04 (3,76x108 ufc/mL) a 6,53 + 0,33 (3,47x10°
ufc/mL) de la poblaciéon de G. vaginalis sobreviviente al efecto del metronidazol, hasta las 6
horas. Interesantemente, a las 12 horas se registra una pérdida total de la viabilidad de G.
vaginalis, monitoreada hasta las 48 horas. EIl control empleado, cultivo axénico de G. vaginalis
sobreviviente a metronidazol, al no ser sometido al efecto antagonico de LCR35 presenta una
leve reduccion de la viabilidad de 8,52 + 0,03 (3,32x108 ufc/ml) a 7,78 + 0,16 (6,13x107 ufc/mL)
durante 48 horas de incubacion. Ademas, los resultados indican, que no existe diferencia
significativa (p>0,05), en la poblacion de LCR35 co-cultivado con G. vaginalis y la poblacion
LLCR35 control, que inicia con 8,7 + 0.04 ciclos logaritmicos (5,01x108 ufc/mL) y hasta las 48
horas, se registra 8,9 + 0.05 (7,94x102 ufc/mL) aproximadamente, demostrando que G. vaginalis
no influye en el desarrollo de LCR35 microorganismo probiotico sugerido como alternativa de
tratamiento post-metronidazol. Ademas, segun los resultados obtenidos con este ensayo, aun, no

se podria aseverar que el probiotico tiene un efecto antagdnico mayor al metronidazol, puesto
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que, los biotipos de G. vaginalis, fueron previamente expuestos a metronidazol por lo que
posiblemente pudieron presentar dafio celular y mayor sensibilidad al efecto probidtico, caso que

sera discutido en el ensayo 3.

10

Ciclos Logaritmicos (Log10 ufc/mL)

0 i i i i

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Tiempo de co-cultivo (horas)

- -O- = G. vaginalis Control
- -@ - LCR35 Control
—l— G. vaginalis (Sobrevivientes a Metronidazol 50 ug/mL) expuesta a LCR35

—{3— LCR35 expuesta a G. vaginalis (Sobrevivientes a Metronidazol 50 ug/mL)

Figura 9. Efecto de LCR35 en la viabilidad de G. vaginalis sobrevivientes a metronidazol, en funcion al tiempo de co-cultivo. G. vaginalis se co-
cultivo con LCR35 durante 48 horas en microaerofilia. Cada valor mostrado es la media de tres experimentos (+ desviacién estandar), se
utilizaron 5 biotipos de G. vaginalis para determinar la reduccion de los ciclos logaritmicos (Log10 ufc/mL) a las 0, 6, 12, 15, 18, 24 y 48 horas.

6.7.3. Efecto antagdnico de LCR35 contra G. vaginalis (Ensayo 3)

Para la evaluacion del efecto antagénico de LCR35 contra G. vaginalis (tratamiento
probidtico alternativo al metronidazol en caso de VB), se procedié de manera similar a la seccion
previa, co-cultivando LCR35 con G. vaginalis, no expuesta previamente a metronidazol. Los

resultados se muestran en la Figura 10, donde G. vaginalis co-cultivado con LCR35 presenta una
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disminucion gradual de ciclos logaritmicos, de 8,5 + 0,06 (3,23x10® ufc/mL) (Ohoras) a 7,7 +
0,11 (5,02x107 ufc/mL), a las 6 horas de co-cultivo. Ademas, dicha poblacion disminuye a 6,05 +
0,16 (1,13x10°8 ufc/mL) y 3,84 + 0,09 (7,04x10° ufc/mL) ciclos logaritmicos a las 12 y 15 horas
de co-cultivo. Interesantemente, a las 18 horas, se reduce totalmente la poblacion de G. vaginalis
no existiendo células viables de G. vaginalis. Asimismo, el control de G. vaginalis de poblacion
similar 8,5 + 0,06 (3,17x108 ufc/mL) reduce levemente su poblacion hasta las 48 horas de
incubacion, a una concentracion final de 6,91 + 0,28 ciclos logaritmicos (8,24x10° ufc/mL).
Respecto a la evaluacion de la poblacion de LCR35 en co-cultivo con G. vaginalis su
concentracion incrementa levemente de 8,7 + 0,08 ciclos logaritmicos (5,41x108 ufc/mL) a 9,31
+ 0,03 ciclos logaritmicos (2,04x10° ufc/mL) a las 15 horas, y posteriormente se reduce a 8,98 +
0,15 ciclos logaritmicos (9,62x10% ufc/mL) a las 48 horas. Asimismo, respecto a LCR35 control,
no existe una diferencia significativa (p>0,05) con LCR35 co-cultivado con G. vaginalis, en

relacion a los ciclos logaritmicos.

Comparando, G. vaginalis sobreviviente a metronidazol co-cultivada con LCR35 (ensayo
2), y G. vaginalis co-cultivada con LCR35 (ensayo 3). Se logra evidenciar, la actividad
antagonica de LCR35 para lograr la total reduccion de la poblacion de G. vaginalis a las 12 horas
(ensayo 2) y a las 18 horas (ensayo 3). La posible explicacion de esta diferencia de tiempos
puede fundamentarse en la previa exposicion de las cepas nativas de G. vaginalis al
antimicrobiano, cuyo efecto indicaria un dafio celular en G. vaginalis para que sea mMas
susceptible al efecto antagonista de LCR35, dicho resultado difiere de la investigacion de
McLean & McGroarty (1996), donde cepas de G. vaginalis sensibles a metronidazol, después de
5 subcultivos con exposicion a metronidazol adquirieron resistencia al antimicrobiano, dichas
cepas fueron menos suceptibles a la actividad antagdnica de los lactobacilos. Sin embargo, cabe
destacar que las cepas nativas de G. vaginalis evaluadas fueron sometidas a una sola exposicién
a metronidazol, por lo cual definitivamente no podria compararse este efecto. Por otro lado, otros
investigadores reportan que, el efecto antagonico de una cepa del género Lactobacillus, frente a
G. vaginalis se manifiesta en la primera hora de exposicién en co-cultivo (Atassi, Brassart, Grob,
Graf, & Servin, 2006).

Por otro lado, se ha reportado que la actividad antagonica de LCR35 en co-cultivo con G.

vaginalis es posible entre las 8 y 24 horas, asimismo, en ningun caso existe efecto antagonico
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contra LCR35, debido a que el numero de células viables de LCR35 fue consistente, resultados

concordantes con la presente investigacion (Coudeyras, Jugie, Vermerie, & Forestier, 2008).

Existen varios estudios que atribuyen que los lactobacilos proporcionan una barrera
natural contra potenciales microorganismos patégenos incluyendo G. vaginalis (Lopéz &
Domingo, 2007), dicho efecto benéfico puede ser explicado por diferentes mecanismos, entre
ellos, competicion con bacterias patogenas por los sitios de adhesién y por los nutrientes,
modificacion del pH debido a la segregacion del acidos organicos principalmente lactato,
acetato, propionato y butirato, produccion de sustancias antimicrobianas como bacteriocinas y
peroxido de hidrogeno (Rodriguez, Camuesco, Zarzuelo, & Galvez, 2008). Otro factor distinto a
los mecanismos mencionados anteriormente, es la cantidad de biomasa presente en la cavidad
vaginal de cepas pertenecientes al género Lactobacillus. Segun Aroutcheva, y otros (2001), la
biomasa o el nimero de bacterias esta relacionado con respecto a la concentraciéon de &cidos
organicos producidos, por lo tanto, la presencia de Lactobacillus y su capacidad para producir
acido lactico y otros, no es el Unico factor importante para mantener el ecosistema vaginal
saludable, también es importante el crecimiento activo dado por el incremento en el nimero de
bacterias. Dicho postulado, se logré verificar en la presente investigacion (datos no mostrados),
donde se co-cultivaron, G. vaginalis sobreviviente a metronidazol (ensayo 2) y LCR35, ambas
poblaciones a una concentracién de 6 ciclos logaritmicos (a diferencia del presente ensayo,
donde las poblaciones oscilan alrededor de 8 ciclos logaritmicos). Los resultados obtenidos
mostraron que, hasta las 24 horas, la poblacién de G. vaginalis sobrevivientes a metronidazol,
logro mantener su concentracion 6,27 + 0,16 ciclos logaritmicos (1,88x10° ufc/mL), en otras
palabras, LCR35 no logro la disminucién total de G. vaginalis, como ocurre en el co-cultivo de
la dosis infectante de G. vaginalis (3x10® ufc/mL) y la dosis protectora de LCR35 (6x108
ufc/mL) (ensayo 3) contrariamente, la disminucion total de G. vaginalis, se registro a las 48
horas (datos mostrados en el Anexo 2). En efecto, hasta ese momento, se especuld que G.
vaginalis sobreviviente a metronidazol (50 pg/mL), debido a la previa exposicion al
antimicrobiano, obtuvo la capacidad de ser resistente al efecto antagonista de LCR35, cuya
hipétesis fue descartada en el ensayo 2 (la completa extincion de G.vaginalis fue a las 12 horas).
En consecuencia, se sugiere evaluar el efecto antagonista de otras cepas probidticas utilizando la
dosis infectante de G. vaginalis (3x108 ufc/mL) y la dosis protectora de los lactobacilos (6x108

ufc/mL) o inclusive dosis mayores, que garanticen la eliminacién total de G. vaginalis.
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Ciclos Logaritmicos (Log10 ufc/mL)

B I
20 25 30 35 40 45 50

Tiempo de co-cultivo (horas)

--0O-- G.vaginalis Control - -@ - LCR35 Control
—— G. vaginalis expuesta a LCR35 —1— LCR35 expuesta G. vaginalis

Figura 10. Efecto de LCR35 en la viabilidad de G. vaginalis, en funcion al tiempo de co-cultivo. G. vaginalis se incubo con y sin LCR35 durante
48 horas en microaerofilia. Cada valor mostrado es la media de tres experimentos (+ desviacién estandar), se utilizaron 5 biotipos de G.
vaginalis para determinar la reduccion de los ciclos logaritmicos (Log10 ufc/mL) a las 0, 6, 12, 15, 18, 24 y 48 horas.

Por lo tanto, se podria afirmar que la previa exposicion de metronidazol a G. vaginalis,
causa un dafio celular, haciendo que la poblacién de G. vaginalis sea mas vulnerable al efecto
antagonico de LCR35. Asimismo, el presente estudio, no contempld, determinar la naturaleza de
la sustancia inhibitoria. No obstante, existen otros estudios con este fin, por ejemplo, McLean &
McGroarty (1996), concluyen, que el pH &cido y el peroxido de hidrogeno son la causa del 60 al
90 % de la actividad inhibitoria. Igualmente, otros investigadores, atribuyen, al acido lactico, por
el hecho de mantener un pH &cido en el ecosistema vaginal, eliminando a las bacterias causantes
de la VB (Aroutcheva, y otros, 2001).
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6.7.4. Efecto antagonico de LCR35 contra G. vaginalis en presencia de metronidazol

(Ensayo 4)

El efecto antagonico de LCR35 contra G. vaginalis, en presencia de metronidazol
(tratamiento combinado simultaneo: probi6tico y metronidazol), fue evaluado por la reduccion
de la poblacion de G. vaginalis (Figura 11). Los resultados muestran una disminucién gradual de
G. vaginalis co-cultivada con LCR35 y metronidazol (50ug/mL). Al respecto, inicialmente se
reporté 8,49 + 0,07 ciclos logaritmicos (3,09x108 ufc/mL), pero, a medida que trascurrio el
tiempo, los ciclos logaritmicos descienden; 7,71 + 0,15 (5,14x107 ufc/mL), 5,64 + 0,17 (4,37x10°
ufc/mL), 2,22 + 0,23 (1,68x10% ufc/mL) a las 6, 12 y 15 horas respectivamente. En ese sentido, a
las 18 horas se observa la completa reduccién de la poblacion de G. vaginalis. Por otro lado, la
concentracion de LCR35 co-cultivada con G. vaginalis en presencia de metronidazol, inicia con
8,71 + 0,07 ciclos logaritmicos (5,16x10® ufc/mL), finalizando con 8,86 + 0,08 ciclos
logaritmicos (5,79x108 ufc/ml) a las 48 horas. Los resultados del ensayo 3 y de la presente
seccion (ensayo 4), presentaron un grado de eficacia similar, demostrando eliminacion de la
poblacion de G. vaginalis a las 18 horas, ademas, no existe una diferencia significativa (p>0,05)
entre los ensayos 3 y 4. Por consiguiente, la administracién en monoterapia de probi6tico, en
comparacion con la administracion simultanea de probidtico y antimicrobiano tienen la misma
efectividad antagonica. Dicha actividad antagonica ejercida sobre G. vaginalis en condiciones in
vitro, es atribuible a LCR35, més que a metronidazol (razones discutidas en la seccién 6.7.1,
ensayo 1). Sin embargo, otro estudio concluye que la monoterapia probiética es menos eficaz en
comparacion al tratamiento simultaneo del probidtico y el antimicrobiano (Kovachev &
Vatcheva-Dobrevska, 2014).

La VB es una infeccion polimicrobiana donde interaccionan muchos microorganismos
como ser: Prevotella sp, Porphyromonas sp, Bacteroides sp, Mycoplasma hominis y A. vaginae,
ademas, de uno de los agentes etiologicos mas importantes como es G. vaginalis (Shipitsyna, y
otros, 2013). Las interacciones sinérgicas 0 antagonistas entre los microorganismos son muy
importantes durante condiciones sanas 0 en condiciones de enfermedad, a pesar de, que existen
pocos informes de las interacciones de los patdgenos involucrados en la VB, un estudio evalué la
posible produccion de sustancias antagonistas producidas por G. vaginalis, que produce

compuestos ya sean antagonistas o sinérgicos dependiendo de las condiciones de crecimiento
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(Teixeira, y otros, 2010). En efecto, la presente investigacion evalud, el efecto antagonico de
LCR35 frente a G. vaginalis, donde se verifico que LCR35 desarrolla sin inhibicién, es decir,
que posiblemente G. vaginalis no tiene la capacidad de inhibir el crecimiento de LCR35, y
tampoco el metronidazol interfiere en su desarrollo, resultado confirmado en las secciones 6.7.2.,

6.7.3 y la presente seccion (Bayer, Chow, Concepcion, & Guze, 1978).

Por otro lado, ante un proceso infeccioso tipico de VB, con tratamiento probiotico como
monoterapia, existiria la posibilidad de que otros microorganismos presentes (a diferencia de G.
vaginalis) produzcan sustancias antagonistas contra los probidticos. Asimismo, se desconoce el
efecto de LCR35 contra otros microorganismos presentes en cuadros clinicos de VB, e inclusive
su efecto sobre la microbiota normal vaginal, estudios que deben ser realizados en el futuro. Por
lo pronto, para garantizar un resultado favorable, se puede sugerir el tratamiento simultaneo
(administracion de LCR35 y metronidazol al mismo tiempo) en casos de VB, debido a que se
evidencia que en condiciones in vitro, el desarrollo de LCR35 no es afectado por metronidazol,
ensayo 2, 3y 4 (Bayer, Chow, Concepcion, & Guze, 1978). Otro factor que podemos acotar, es
que, aunque el tratamiento antimicrobiano es eficiente en la erradicacion de los microorganismos
patdgenos, a menudo se asocia con fracasos y altas tasas de recurrencia (Mastromarino, Vitali, &
Mosca, 2013), con un tratamiento antibitico y probidtico (administracion de LCR35 y
metronidazol al mismo tiempo) se esperaria reducir recurrencias de VB. EXxisten estudios que
concluyen que la administracién conjunta de probioticos y antimicrobianos disminuye las

recurrencias (Mur, Mateo, Ramimerez, & Vela, 2016; Krauss-Silva, y otros, 2011).
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Figura 11. Efecto de LCR35 y metronidazol (50pg/mL) sobre la viabilidad de G. vaginalis, en funcion al tiempo de co-cultivo. G. vaginalis se
incubo con y sin LCR35 mas metronidazol (50ug/mL) durante 48 horas en microaerofilia. Cada valor mostrado es la media + desviacion
estandar de tres experimentos, se utilizaron 5 biotipos de G. vaginalis se determiné las ufc/mL a las 0, 6, 12, 18, 24 y 48 horas.

6.7.5. Efecto antagonico de LCR35 frente al banco de cepas nativas de G. vaginalis en

presencia de metronidazol

Las evaluaciones de los ensayos descritos anteriormente, guian a la presente investigacion
para seleccionar las condiciones de tratamiento mas efectivas o adecuadas, demostradas en el
ensayo 4 (seccion 6.7.4.). Ademas, existen varios estudios que concluyen gque una terapia doble
(prescripcion de probidtico y metronidazol) reduce la recurrencia de VB y las tasas de
infecciones vaginales (Mur, Mateo, Ramirez, & Vela, 2016). En ese sentido, se realizd la
evaluacion de la reduccion de la poblaciéon de G. vaginalis por el efecto inhibitorio de la cepa
probidtica LCR35 en presencia de metronidazol, con 49 cepas nativas aisladas e identificadas

mediante pruebas bioquimicas como se describen en las secciones 5.1.2 y 5.1.3.

59



Los resultados muestran que existe una disminucion gradual de G. vaginalis expuesta a
LCR35 y metronidazol respecto a los ciclos logaritmicos, que va desde 8,47 + 0,07 (3x10°®
ufc/mL) tiempo inicial y 7,52 + 0,04 (3,34x107 ufc/mL); 5,72 + 0,09 (5,35x10° ufc/mL); 2,27 +
0,05 (1,88x10? ufc/mL), a las 6, 12, 15 horas respectivamente, la reduccion total de células
viables de G. vagianlis fue a las 18 horas (Figura 12). A diferencia de la poblacién de LCR35
expuesta a G. vaginalis en presencia de metronidazol que inicio con 8,76 + 0,06 (5,83x108
ufc/mL), y hasta las 24 horas se registro, 9,06 + 0,06 (1,16x10° ufc/mL). En efecto, los
resultados son similares a los del ensayo 4.

El LCR35 es una de las cepas probidticas mas estudiadas para la proteccion de la mucosa
vaginal como agente preventivo y curativo (Coudeyras, Jugie, Vermerie, & Forestier, 2008), sin
embargo, su rol contra cepas nativas de G. vaginalis, no fue estudiado en nuestro medio. Los
roles reguladores atribuidos, de las especies de género Lactobacillus, son una alternativa al
tratamiento contra VB, también existen otras cepas probidticas que presentan un efecto
antagonista frente a diferentes microorganismos patégenos (Reid & Burton, 2002). Sin embargo,
Mastromarino, Vitali, & Mosca, 2013, indican que los probidticos no podrian reemplazar el uso
de los antimicrobianos. Adicionalmente, la metodologia no sistematizada del uso de los
probioticos, hace que su aplicacion solo sea de recomendacion en el tratamiento de la VB y no
asi una alternativa (Mur, Mateo, Ramirez, & Vela, 2016). Por consiguiente, la variedad de
productos y la heterogeneidad de las metodologias, obliga a sugerir un estudio multicéntrico con
una muestra mayor que sea representativa y control prospectivo de las recurrencias (Mur, Mateo,
Ramirez, & Vela, 2016). Por otra parte, se sugiere evaluar la combinacion de dos 0 méas cepas
probidticas, con la finalidad de potenciar la actividad antagonica, contra G. vaginalis,

considerando también el efecto de las cepas probidticas sobre la microbiota normal.
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Figura 12. Efecto de LCR35 y metronidazol (50pug/mL) sobre la viabilidad de G. vaginalis, en funcidn al tiempo de co-cultivo. G. vaginalis se
incubo con y sin LCR35 mas metronidazol (50pg/mL) durante 24 horas en microaerofilia. Cada valor mostrado es la media (+ desviacion
estandar) de tres experimentos, se utilizaron 54 biotipos de G. vaginalis se determind las ufc/mL a las 0, 6, 12, 18 y 24 horas.
7. Conclusiones

La presente investigacion, es la primera demostracion formal en nuestro medio, del efecto

positivo de los probidticos en la reduccion de poblaciones de G. vaginalis nativas. De esa
manera, se recolectaron 150 muestras positivas a VB, del laboratorio clinico del CDVIR entre los
meses marzo hasta agosto de la gestion 2016. A partir de estas muestras se lograron aislar e
identificar por pruebas bioquimicas 54 cepas nativas de G. vaginalis. Por otra parte, segun

nuestros hallazgos, el medio de cultivo Optimo para realizar las evaluaciones del efecto
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antagonico de los probidticos, frente a cepas nativas de G. vaginalis, es el medio de cultivo Agar
Soya Triptona suplementado con sangre al 5% (v/v) y glucosa (20 g/L). Asimismo, para la
evaluacion del efecto antagonico en la presente investigacion, se empled 6x108 ufc/mL como
dosis protectora de probidticos y 3x108 ufc/mL como dosis infectante de G. vaginalis. Ahora
bien, el probidtico con mayor efecto antagonista, segun los ensayos en placa, fue LCR35 vy, por
ende, fue seleccionado para evaluaciones posteriores, cabe resaltar que fue seleccionado no solo
por presentar uno de los mayores halos de inhibicidn, sino también, por las caracteristicas
intrinsecas que posee. La estandarizacion entre DO y ufc/mL reveld que la viabilidad de LCR35
corresponde con la escala de McFarland. Sin embargo, G. vaginalis, por sus caracteristicas

intrinsecas no se correlaciona con la escala de McFarland.

El metronidazol, es el antimicrobiano utilizado en los esquemas para tratar la VB, segln
el perfil de sensibilidad realizado en la presente investigacion, revela la susceptibilidad de G.
vaginalis y la resistencia de LCR35. Ahora bien, el perfil de sensibilidad, también ayudo a
seleccionar un antibiotico (neomicina, a una concentracion de 0,025 mg/mL) para formular el
medio selectivo para G. vaginalis, constituido por Agar Soya Triptona suplementada con sangre

humana al 5 %, 20 g/l de glucosa y 0.025 mg/mL de neomicina.

La dosis de metronidazol por via oral utilizada en nuestro medio es 2g (dosis Unica), esa
dosis administrada equivale a una concentracion sérica de 40 pg/mL. La dosis utilizada para las
evaluaciones del efecto antagonista de LCR35 en relacion a la viabilidad de G. vaginalis, fue de
50 pg/mL de metronidazol. El ensayo 1 demostrd que después de la exposicién a metronidazol
(50 ug) existe una poblacion sobreviviente de G. vaginalis a las 48 horas de contacto (reduccion
de 8 a 6 ciclos logaritmicos). Dicha poblacion sobreviviente de G. vaginalis co-cultivada con
LCR35 (Ensayo 2), se redujo completamente a las 12 horas de co-incubacién con LCR35. Por
otro lado, el co-cultivo de G. vaginalis y LCR35 (Ensayo 3), la total reduccion de G. vaginalis, a
las 18 horas de co-incubacion. Ahora bien, el efecto antagonico, de LCR35 y metronidazol
contra G. vaginalis, (Ensayo 4), revelé una reduccion total de G. vaginalis a las 18 horas.
Asimismo, se demostro que el metronidazol no influye en el desarrollo de LCR35. Finalmente,
evaluando las 54 cepas nativas de G. vaginalis en co-cultivo con LCR35 y metronidazol (en

condiciones del Ensayo 4), revelo una total reduccion de G. vaginalis a las 18 horas.
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La presente investigacion no contempld el estudio del efecto de LCR35 contra otros
microorganismos presentes en procesos de VB, ni su efecto sobre la microbiota normal vaginal,
por lo cual se sugiere estudios posteriores. Sin embargo, el tratamiento combinado simultaneo
probidtico LCR35 y metronidazol, asegura el completo éxito in vitro para la reduccién de G.
vaginalis, como tratamiento de VB, considerando la restauracion de la microbiota normal de

lactobacilos para la reduccion de posible recurrencia de VB.
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ANEXos

Anexol
Relacion entre la viabilidad de LCR35, G. vaginalis y su medida turbidimetria.

Datos obtenidos para obtener la correlacion entre la densidad éptica en funcién a las ufc/mL de
la cepa 11307 de G. vaginalis y LCR35

Escala de Dggi;g: | ucf/mL 63?2:3:%. ufc/m_l_ d(_e
McFarland  escala de tedrico vaginalis G. vaginalis
McFarland
0.5 0.1779 1,5x108 0,17 1,61x10’
1 0.3684 3 x108 0,3237 3,13 x107
2 0.5663 6 x108 0,5284 8,80 x10/
3 0.9764 9 x108 0,9311 1,08 x108
4 12.659 12 x108 1,2254 1,71 x108
5 15.522 15 x108 1,5264 2,17 x108
6 16.822 18 x108 1,6805 2,31 x108
Nota. Las ufc/mL teoricos se reportan en Pérez (2003)
Escala de Dgg::g: | ufc/ml Dgns!dad ufc/mL de
McFarland  escala de tedrico optica LCR35
McFarland LCR35
0.5 0,1779 1,5x108 0,17 1,54 x108
1 0,3684 3x108 0,3237 3,19 x108
2 0,5663 6x108 0,5284 5,68 x108
3 0,9764 9x108 0,9311 8,31 x108
4 1,2659 1,2x10° 1,2254 1,26 x10°
5 1,5522 1,5x10° 1,5264 1,66 x10°
6 1,6822 1,8x10° 1,6805 1,95 x10°

Nota. Las ufc/mL tedricos se reportan en Pérez (2003)
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Anexo 2

Efecto antagonico de LCR35 contra G. vaginalis sobreviviente a metronidazol

Para este ensayo se procedié segln las condiciones descritas en la seccion 5.5.2.; con la
diferencia de poblaciones bacterianas de 3x10° ufc/mL de G. vaginalis y 6x10° ufc/mL de
LCR35 en co-cultivo. La razon para utilizar dichas concentraciones se explica de la siguiente
manera, se expuso una poblacion de 3x108 ufc/mL de G. vaginalis (ensayo 1) a metronidazol
(50pg/mL) durante 48 horas. Por efecto del metronidazol la poblacién de G. vaginalis se redujo
hasta 2,09x108 ufc/mL (existiendo una poblacion de G. vaginalis sobreviviente a la exposicion
de metronidazol). Por consiguiente, se disminuy6 los ciclos logaritmicos para realizar el co-
cultivo con LCR35 (6x10° ufc/mL). Segln estos resultados a las 24 horas la poblacion de G.
vaginalis, mantuvo su concentracion, por lo que se supuso que la previa exposicion a
metronidazol confirié una resistencia a G. vaginalis, cuando se expuso posteriormente a LCR35.
Lo que fue descartado al realizar el ensayo 2 de la presente investigacion (seccion 6.7.2), donde
logra evidenciar la completa eliminacion de G. vaginalis a las 12 horas. Por lo que se concluye
que la dosis probidtica influye en la reduccion de G. vaginalis.

Ciclos Logaritmicos (Log10 ufc/mL)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Tiempo de co-cultivo (horas)

- -O- = G. vaginalis Control

—— G. vaginalis (Sobrevivientes a Metronidazol 50 ug/mL expuesta a LCR35
—{1— LCR35 expuesta a G. vaginalis (Sobrevivientes a Metronidazol 50 ug/mL)
- -@ - LCR35 Control
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