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RESUMEN

El microbioma vaginal presenta un dominio de bacterias del género Lactobacillus
que secretan metabolitos con actividad antimicrobiana como el &cido lactico,
peroxido de hidrogeno y bacteriocinas. Estos mantienen un pH idealmente &acido
para evitar la proliferacion de microorganismos patégenos como Gardnerella
vaginalis. A partir de una disminucion de Lactobacillus spp. se genera una
disbiosis en la microbiota, que conduce al desarrollo de la vaginosis bacteriana;
considerdndose comun en mujeres de edad feértii que pueden presentar
recurrencia al menos 3 veces al afio por la alta resistencia antibiética que genera
repercusiones. Por esta razén, es necesario encontrar alternativas que ayuden a
fortalecer la microbiota vaginal. Dentro de ellas, esta el empleo de probi6ticos,
que ayudan a inhibir la adhesion de patdgenos en el epitelio vaginal. Asimismo,
la importancia de este trabajo radica en determinar el mecanismo responsable de
la actividad anti-Gardnerella vaginalis en cepas probidticas de Lactobacillus,

esperando encontrar actividad mediado por acido lactico.

El método de difusion en pocillos que, junto a la cinética de inhibicidén bacteriana,
constato la eficacia de 3 cepas de Lactobacillus, L95 (98,43%), L108 (99,47%) y

L121 (98,63%) que presentaron la actividad antimicrobiana esperada.



ABSTRACT

The vaginal microbiome is dominated by bacteria of the species Lactobacillus that
secrete metabolites with antimicrobial activity such as lactic acid, hydrogen
peroxide and bacteriocins. These maintain an ideally acidic pH to prevent the
proliferation of pathogenic microorganisms such as Gardnerella vaginalis. From
a decrease of Lactobacillus spp. a dysbiosis is generated in the microbiota, which
leads to the development of bacterial vaginosis; it is considered common in
women of reproductive age who may present recurrence at least 3 times a year
for high antibiotic resistance that generates repercussions. Therefore, it is
necessary to find alternatives to help strengthen the vaginal microbiota. These
include the use of probiotics, which help to inhibit the adhesion of pathogens in
the vaginal epithelium. In addition, the importance of this work consists in
determining the mechanism responsible for the anti-Gardnerella vaginalis activity
in probiotic strains of Lactobacillus, expecting to find activity mediated by lactic
acid. The well diffusion method, which, together with bacterial inhibition kinetics,
confirmed the efficacy of three Lactobacillus strains, L95 (98.43%), L108

(99.47%) and L121 (98.63%), which showed the expected antimicrobial activity.

Xi



1. INTRODUCCION

La vaginosis bacteriana (VB) prevalece en la microbiota vaginal cuando existe
una deplecion de Lactobacillus spp. Y, a la vez, un incremento de cepas
patégenas, como Gardnerella vaginalis (Chetwin et al., 2019), causando una
pérdida de acidez en la secrecion vaginal. Algunos estudios afirman que la VB
se asocia a una considerable susceptibilidad de infecciones de transmision

sexual (ITS) y a diversas complicaciones reproductivas (Chetwin et al., 2019).

En la actualidad, existen varios tratamientos con probiéticos que en conjunto con
la aplicacion de antibiéticos han demostrado ser efectivos frente a la VB
recurrente. Sin embargo, la eficacia y caracteristicas de seguridad son
especificas para cada cepa probidtica y no se debe dar por hecho que alguna
nueva cepa comparta los mismos antecedentes con otras ya preexistentes

(Nader et al., 2021).

Un estudio sefialé que la terapia complementaria con metronidazol oral 500 mg
por 7 dias junto al probiético vaginal Lactobacillus crispatus durante 14 dias,
redujo la tasa de recurrencia de la VB. Los resultados arrojaron un 41% de VB

recurrente en el grupo placebo y un 21% para el grupo probiético L. crispatus



En otras palabras, se demostré que una administracion continua durante cuatro
ciclos menstruales produce una reduccion efectiva gracias al uso del probidtico

(Webb, 2021).

1.1. Generalidades del aparato reproductor femenino

Ante todo, la vagina es un musculo membranoso que presenta una longitud
media de 10 a 12 cm con un color rosado, aspecto aterciopelado, hUumedo y con
una secrecion caracteristica de apariencia incoloro a opalescente, que puede
cambiar discretamente durante el embarazo (Merchan et al., 2020). A lo largo de
la edad fértil, se considera un rango aceptable de pH fisiolégico entre 3,8 y 4,5
(Knapp, 2020), que se asocia a la secrecion de acido lactico, peréxido de
hidrogeno y probablemente bacteriocinas por algunos microorganismos
existentes en el microbioma vaginal (Zhu et al., 2022). Dicho de otro modo, tienen

como objetivo mantener una microbiota saludable.



1.2. Microbiota vaginal

Dentro de una microbiota vaginal saludable habita alrededor de un 70% de
bacterias &cido lacticas (BAL), que en su mayoria corresponden a Lactobacillus
spp. destacdndose algunas especies como L. crispatus, L. acidophilus, L.
rhamnosus, L. iners, L. gasseriy L. jensenii (Balasubramaniam Mohankumar et
al., 2022) e igualmente, existen otros microorganismos propios de la vagina, pero
éstos se encuentran en menor proporcion y a veces son considerados patégenos
causantes de infecciones. Por ejemplo, Gardnerella vaginalis, Atopobium
vaginae, Mycoplasma, Streptococcus  aureus, Staphylococcus vy

Enterobacteriaceae (Martinez et al., 2021).

En relacién a las etapas de la mujer, se sabe que tanto los cambios hormonales
como las alteraciones fisiolégicas y estructurales influyen en la cantidad de
Lactobacillus spp. (Martinez et al., 2021). Puesto que, inicialmente hay presencia
de un ambiente vaginal estéril para la infanta, que tras el comienzo de la lactancia
se incrementan los niveles de estrégenos y asi mismo, aumenta el glucégeno en
las células epiteliales vaginales, provocando la colonizacion por parte de los
Lactobacillus spp. (Hernandez, 2017). Por otra parte, tras la primera
menstruacion comienza la etapa fértil en una mujer y con ella los cambios en la

mucosa vaginal, debido a la alta produccion de estrégeno, lo cual deja una



microbiota principalmente de L. acidophilus. Sin embargo, ocurre un efecto
contrario después del embarazo y cuando llega la menopausia, ya que se
reducen los niveles de estrogenos y este cambio provoca una tendencia a
bacterias anaerobias como Gardnerella vaginalis. Por esta razon, se debe
complementar con terapias hormonales como el uso de anticonceptivos para que

haya una mayor incidencia de Lactobacillus spp. (Zhu et al., 2022).

Para contextualizar, cuando existe un elevado rango de Lactobacillus spp., estos
proporcionan un ambiente protector, pues aumentan la acidez vaginal mediante
la secrecién de agentes antimicrobianos, entre otros. Dado que, un ambiente
acido inhibe el crecimiento de bacterias potencialmente patégenas y protege a la

vagina de infecciones (Knapp, 2020).

1.2.1. Lactobacillus spp.

Los Lactobacillus spp. son bacilos que se caracterizan principalmente por ser
bacterias aerobios facultativas, no esporulados, fermentativos y Gram positivas
(Hernandez, 2017). Asimismo, presentan una morfologia bacilar que puede variar
de tamafo y grosor, tanto como su afinidad tintorial, estos pueden formar

cadenas y en general no tienen motilidad (Goldstein et al., 2015).



Las colonias de Lactobacillus en medios solidos son pequefias (2-5 mm),
convexas, suaves, con margenes enteros, opacas y sin pigmentos. Soélo en
algunos casos presentan coloracion amarillenta o rojiza. En cambio, en medio
liquido precipitan rapidamente después que el crecimiento cesa (Fernandez

&Castillo, 2007; Rajab et al., 2020).

Por otra parte, los Lactobacillus son la primera linea de defensa e impulsan
restauracion en la microbiota vaginal, que puede ocurrir por adhesién al epitelio
vaginal, ademas que son capaces de producir y secretar metabolitos con
actividad antimicrobiana como el &cido lactico, peroxido de hidrégeno y
bacteriocinas; quienes mantienen un pH idealmente &cido para evitar la
proliferacion de microorganismos patdgenos (Scillato et al., 2021) como

Gardnerella vaginalis.

1.2.1.1. Acido lactico

Los Lactobacillus spp. son capaces de producir acido lactico, compuesto que se

genera como producto final del metabolismo fermentativo de la glucosa.



Asimismo, el acido lactico es el responsable de no permitir la colonizacién de
microorganismos patdgenos y mantener el equilibrio de la microbiota vaginal
(Kalia et al., 2020). Algunas clasificaciones de Lactobacillus productores de acido
lactico son L. crispatus, L. gasseriy L. jensenii. Donde algunos hallazgos han
indicado que L. crispatus inhibe la actividad de Gardnerella vaginalis en la
mucosa vaginal (Plummer et al.,, 2021) De hecho, la concentracion del acido
lactico estd inversamente correlacionada con el pH, este vinculo muestra la
principal causa de la acidificacion en la vagina (Tachedjian et al., 2017). Por lo
tanto, la administracion de una cepa probidtica puede revertir una disbiosis

vaginal.

1.2.1.2. Perdxido de hidrégeno

La produccion de perdxido de hidrégeno (H2032) es realizada por Lactobacillus
spp. en presencia de oxigeno y esta sustancia antimicrobiana tiene efecto
bactericida debido a su capacidad oxidante (Martin et al., 2008). Sin embargo,
algunos estudios han mostrado que la produccion de H202 no tienen efectos

considerables para la prevencion de VB, debido a que en concentraciones



excesivas puede ser dafino para los Lactobacillus (Kalia et al., 2020; O'Hanlon

et al., 2011).

Por otra parte, es posible encontrar este metabolito en especies de Lactobacillus
como L. crispatus y L. jensenii que proporcionan proteccion a la mucosa ante
alteraciones causadas por otros microorganismos, debido a que son mas
estables en la microbiota vaginal (Martin et al., 2008). En cambio, hay otras
algunas cepas como L. helveticusy L. rhamnosus que producen altas
concentraciones de H202 y suprimen eficazmente las actividades patdgenas.
También, esta el caso de L. salivarius que registré una produccion moderada de
H20:2. Por ultimo, la especie de L. gasseri demostré tener una baja capacidad de

produccion de este metabolito (Pino et al., 2019)

1.2.1.3. Bacteriocinas

Las bacteriocinas se consideran una amplia familia de polipéptidos sintetizados
por los ribosomas (Perez et al., 2018). Poseen actividad antibacteriana y suelen
ser anfipaticas ya que originan la apertura de poros en las membranas

ocasionando incluso la lisis celular (Martin et al., 2008).



Ademas, estos péptidos biolégicamente activos de bajo peso molecular son
capaces de inhibir el crecimiento de diversos microorganismos patégenos
(Prabhurajeshwar &Chandrakanth, 2019) como es el caso de la Gardnerella
vaginalis, que aparecen en infecciones bacterianas cuando hay una disbiosis en

el microbioma vaginal.

1.2.2. Gardnerella vaginalis

Gardnerella vaginalis se caracteriza por ser un cocobacilo anaerobio facultativo,
pleomdérfico e inmaovil no capsulado (Sacoto, 2014), con un tamafio equivalente
entre 0.5um —-1.5um (Diaz, 2020) y puede observarse como bacteria Gram

positiva, Gram negativa, es decir, Gram variable (Sacoto, 2014).

En base a ello, para una correcta identificacion se deben realizar pruebas
bioguimicas y mediante un cultivo primordialmente de agar chocolate (Diaz,
2020) o de agar sangre se lograrian observar colonias pequefias circulares y de

color grisaceo (Diaz, 2020).



La actividad que provoca G. vaginalis en el microbioma femenino es
principalmente una secrecibn homogénea de consistencia lechosa y color
grisaceo a blanquecino que provoca un mal olor, debido a la volatilizacion de
aminas (Sanchez, 2018). Es decir, provoca una elevacion del pH por encima de
4.5y asi se desarrolla la VB. Ademas, las cepas de G. vaginalis tienen la facultad
de formar biopeliculas y se estima que es la primera bacteria patdégena que se
consolida en el epitelio vaginal actuando como un soporte de adhesion en que
precisa de asistencia de otras especies anaerobias para promover la VB. Por lo
tanto, suprimir la proliferacion de G. vaginalis es una estrategia viable para el
tratamiento de la VB. Por esta razon, la terapia antimicrobiana no es
completamente efectiva en alrededor de un 10% al 15% de los pacientes que
acuden a dicho tratamiento (Hyemin et al., 2021; Kalia et al., 2020; Qian et al.,
2021). Ademas, G. vaginalis posee factores de virulencia como la vaginolisina y

sialidasa asociadas a la VB y a infecciones intrauterinas (Qian et al., 2021).

El control del crecimiento de G. vaginalis requiere fortalecer el microbioma
vaginal con especies beneficiosas como lo son las bacterias Lactobacillus spp.,
ya que evitan que diversos tipos de microorganismos potencialmente dafinos se
adhieran al epitelio vaginal, por lo que dificulta el crecimiento y su colonizacion

(Knapp, 2020)



1.3. Vaginosis bacteriana

La VB es una disbiosis en la microbiota vaginal que indica un crecimiento
excesivo de bacterias anaerobias como es el caso de G. vaginalis, Atopobium
vaginae, Prevotella sp., Mobiluncus sp. y Micoplasma hominis que a su vez son
acompafnadas por un aumento de pH vaginal y un agotamiento considerable en
los niveles de las bacterias del acido Lactico (BAL) (Herrera, 2021; B.
Mohankumar et al., 2022; Park et al., 2023). Lo que provoca una serie de
molestias genitales como es el caso del exudado, prurito y flujo maloliente. Sin
embargo, pueden existir situaciones complejas como es el aborto espontaneo,
parto prematuro e infecciones de una herida postoperatoria, entre otras (Hyemin

et al., 2021).

Asimismo, la VB presenta tasas de recurrencia significativa en mujeres de edad
reproductiva, por lo general, acuden a la aplicacion de antibi6ticos, que en
innumerables ocasiones aumenta el riesgo de aparicion de cepas resistentes,

ademas de una alteracion persistente en la microbiota (Lehtoranta et al., 2020).
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Los factores de riesgo que predisponen una VB, son principalmente el uso de
antibioticos, algunos dispositivos intrauterinos, ademas de una higiene deficiente,
rutinas de lavado o duchas vaginales, tener multiples comparfieros sexuales,

tabaquismo, estrés entre otros eventos (Abou Chacra et al., 2021).

1.3.1. Prevalencia

A nivel mundial, se revel6 en el aflo 2002 que Sudafrica tenia un 58,3% de
prevalencia de VB. Asimismo, en 2004 se indicé que un 29,2% de la poblacion
de EE.UU. tenia VB moderada. No obstante, durante el 2008 se observé una baja
prevalencia de VB en paises subdesarrollados como el caso de Australia (4,7%),
Finlandia (8,6%) y en parte del continente europeo. En cambio, para Asia,
Ameérica Latina, se notifico una tasa moderada de VB, donde Chile destaco con
un 32% de VB, en el afio 2006. (Coudray &Madhivanan, 2020). Segun la guia
perinatal del MINSAL (Perinatal, 2015), la VB es una enfermedad prevalente en
Chile, que afecta principalmente a mujeres en etapa de embarazo. Donde, un

26% padece esta afeccion en un embarazo normal sin complicaciones.
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Ademas, hay prevalencia de un 43% con riesgo de parto prematuro. En el caso
de Chile, se ha demostrado que la VB es una infeccion frecuente, con mayor

prevalencia que la descrita en estudios internacionales.

1.3.2. Tratamiento

Los tratamientos recomendados son antibi6ticos como el metronidazol y la
clindamicina, puesto que ambos cuentan con una amplia cobertura para la VB
recurrente y se encuentran disponibles en formatos por via oral e intravaginal
(Vodstrcil et al., 2021). Entonces, se recomienda seguir con metronidazol durante
7 dias, equivalente a una dosis de 500 mg cada 12 horas por via oral. De otra
forma, en caso alternativo usar clindamicina (2%) en crema o metronidazol en gel
(0,75%), para un uso de 5 a 7 dias (Bagnall &Rizzolo, 2017). No obstante, existen
casos que ocurre una disbiosis persistente donde se puede experimentar a los
12 meses, 6 meses 0 de manera mensual en los casos mas graves, lo cual puede
requerir ciclos prolongados de terapias con antibiéticos. En otras palabras, se
necesita una terapia mas agresiva para una VB recurrente con los antibiéticos ya

antes mencionados.
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Puesto que, el centro de control y prevencion de enfermedades (CDC)
recomienda que las recurrencias poco frecuentes se puedan controlar con los
mismos medicamentos que se usan en una infeccion inicial (Bagnall &Rizzolo,
2017; Park et al., 2023). Por consiguiente, la busqueda de nuevas alternativas
para la prevencion de infecciones vaginales es importante para promover una
microbiota vaginal sana, debido a que el constante uso de antibioticos plantea
una resistencia a bacterias patégenas como G. vaginalis y es capaz de eliminar

una amplia gama de microorganismos beneficiosos en el microbioma vaginal.

1.4. Probidticos

Una alternativa que contribuye al fortalecimiento de la microbiota vaginal, y a su
vez se considera una medida de prevencion para la VB es el uso de probidticos
(Lyra et al., 2023). Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se definen
COMO microorganismos Vvivos que tienen un impacto positivo en la salud y en la
fisiologia de un individuo cuando se toman en cantidades suficientes (Akgul

&Karakan, 2018).
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Los criterios que caracterizan a un buen probiético es la capacidad de adherirse
a las células, asi como también impedir o disminuir la adherencia de
microorganismos patdgenos. Por otra parte, deben ser aptos para secretar o
producir acidos, peroxido de hidrogeno y bacteriocinas para inhibir el crecimiento
de microorganismos potencialmente dafinos. Asimismo, no pueden ser
invasivos, ni cancerigenos para una persona. Por ultimo, deben ser idoneos para
la formacién de una microbiota saludable y equilibrada (Akgul &Karakan, 2018).
Sin duda, los probidticos abarcan una gran variedad y pueden suministrarse
derechamente al tracto vaginal mediante capsulas, aplicadores, o dispositivos

intrauterinos cargados con lactobacilos entre otros (Tachedjian et al., 2017).

Aungue no es la Unica via, puesto que existen probiodticos orales que pueden
transportarse desde el tracto gastrointestinal hasta llegar a la microbiota vaginal
(Tachedjian et al., 2017). Diferentes estudios han descrito especies de
Lactobacillus que se han evaluado como probiéticos vaginales para tratamiento
0 prevencion de la recurrencia de VB, incluida las cepas de L. rhamnosus GR-
1,L. reuteriRC-14, L. acidophilus,L. brevis, L. plantarum, L. gasseri, L.

crispatus y L. fermentum (Tachedjian et al., 2017).
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1.4.1. Mecanismo de accién

En la figura 1, se muestran los cuatro mecanismos fundamentales: (1) Actividad
antimicrobiana mediante compuestos como el acido lactico, el peréxido de
hidrogeno y bacteriocinas que son capaces de regular el pH de la microbiota; (2)
inhibicion de biopeliculas patégenas; (3) coagregacion con los patdégenos; y (4)

modulacién en la respuesta inmune (Hyemin et al., 2021).

Inhibition of - ,

pathogens

[ |
anti-inflammatory actionf ‘ PH
POL3, PRI2, CEF3, RPS23A, 8.0 Lactic acid
ASC1, CDC19, PCK1,etc. 2°3
_— +
f— innate i r#fmity

system?

++ V4

Bacteriocins * «

Competitive exclusion
anti-adherence

Figura 1. Mecanismo potencial de probioticos. Obtenido de (Han &Ren, 2021)
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Cuando los probioticos son ingeridos por via oral y dispensados a través del
estdbmago, estos siguen por los intestinos hasta llegar a las células epiteliales de
la vagina. Donde, se adhieren y contribuyen al equilibrio del microbioma por
medio de bacterias acido lacticas (BAL), que regulan el pH mediante la secrecion
de diversos metabolitos como es el caso del &cido lactico, el peréxido de
hidrogeno, bacteriocinas, entre otros (Han &Ren, 2021). Por consiguiente, se
produce una competencia de exclusion entre BAL y patdgenos, que en el mejor
de los casos induce una actividad de inhibicién contra los microorganismos que

causaron la disbiosis.
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2. PRESENTACION DEL PROBLEMA

El tratamiento con antibidticos contra la VB conduce a una disbiosis de la
microbiota vaginal, 1o que se traduce en mayor susceptibilidad a infecciones

microbianas como la causada por Gardnerella vaginalis.

3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cudl sera el mecanismo de las cepas probidticas de Lactobacillus con actividad
anti-Gardnerella vaginalis en el cepario del Laboratorio de Patogenicidad

Bacteriana de la Universidad de Concepcion?

4. HIPOTESIS

En el cepario del Laboratorio de Patogenicidad Bacteriana de la Universidad de
Concepcidon existen cepas de Lactobacillus con actividad anti-Gardnerella

vaginalis, dada por la produccion de acido lactico.
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OBJETIVOS

5.1. General

Determinar cual es el mecanismo responsable de la actividad anti-Gardnerella

vaginalis de cepas Lactobacillus, provenientes del cepario del Laboratorio de

Patogenicidad Bacteriana de la Universidad de Concepcion.

1)

2)

3)

4)

5.2. Especificos

Determinar la actividad anti-Gardnerella vaginalis en las cepas de
Lactobacillus del cepario del Laboratorio de Patogenicidad Bacteriana.
Identificar la produccion de &cido lactico en las cepas que posean actividad
anti-Gardnerella vaginalis.

Establecer si la actividad anti-Gardnerella vaginalis esta dada por otros
factores como la producciéon de bacteriocinas o de peroxido de hidrégeno.
Determinar la cinética de inhibicion de las cepas de Lactobacillus que

presenten mayor actividad anti-Gardnerella vaginalis.
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MATERIALES Y METODOS

6.1. Materiales

6.2.1. Medios de cultivo

Agar Mann-Rogosa-Sharpe (MRS).

Caldo Mann-Rogosa-Sharpe (MRS).

Caldo Brain-Heart Infusion (BHI).

Agar Mueller-Hinton Infusion (AMH). Se adicion6 5% de sangre humana
en medios de cultivo para crecimiento de G. vaginalis

Suero fisiologico 0,9% p/v NaCl (TSL) en agua destilada

6.2.2. Reactivos

Tincién de Gram (Violeta de Genciana, Lugol, Alcohol/Acetona 80/20,
Safranina)

Ensayos difusiéon en pocillo con SST (Hidréxido de sodio; NaOH 1N,
enzimas peroxidasa y tripsina Sigma)

Otros (Glicerol grado técnico, Etanol 70%)
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6.2.3. Equipos e implementos

e Gabinete (Arquimed) e Tubos de vidrio con tapa rosca
e Estufa microaerobiosis e Tubos FALCON (15 y 50 ml)
(Thermo Scientifics) e Tubos Eppendorf (1,5y 2 mL)
e Centrifuga e Toérulas estériles
e Peachimetro (TCL) e Placas Petri
e Propipeta/Pipetas y e Gradillas
micropipetas ¢ Cajas de puntas
e Asas de siembra curva e Reglay plumén

6.2. Metodologia

6.2.1. Obtencién de cepas bacterianas

La obtencién de cepas aisladas de Lactobacillus y G. vaginalis se ha adquirido
del cepario perteneciente al laboratorio de Patogenicidad Bacteriana del

Departamento de Microbiologia en la Universidad de Concepcion.

Las condiciones en las que se encuentran almacenadas las cepas de
Lactobacillus corresponden a -80°C en 800 pl de caldo MRS (Mann Rogosa

Sharpe) con 200 pL de glicerol.
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En cambio, las cepas de G. vaginalis se presentan a -80°C en caldo BHI (Brain

Heart Infusion) suplementado con 5% de sangre humana.

6.2.2. Cultivo in vitro de cepas bacterianas

6.2.2.1. Fundamento

El cultivo in vitro tiene la finalidad de conseguir colonias aisladas de las cepas
bacterianas de interés, lo cual corresponde a un medio enriquecido de nutrientes

capaz de suplir los requerimientos de las bacterias en condiciones adecuadas.

6.2.2.2. Cultivo de Lactobacillus spp.

Las cepas de Lactobacillus obtenidas del cepario a -80°C, fueron seleccionadas
con un asa curva esterilizada en un mechero Bunsen y sembradas por estriado
en distintas placas Petri con agar MRS. Luego, se llevaron por un periodo de 48
horas a 37° C, a una estufa de cultivo en microaerobiosis (10% CO2) (Pessoa et

al., 2017).
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6.2.2.2.1 Sobrenadante de Lactobacillus spp.

El cultivo de colonias aisladas de Lactobacillus spp. en un tubo con caldo MRS
genero6 condiciones 6ptimas para que las bacterias lograran la fase logaritmica y

se pudieran desarrollar.

Entonces, al transcurrir el periodo de incubacién del cultivo anterior, se procedié
a seleccionar las colonias aisladas de Lactobacillus spp. obtenidas de la placa
por un asa curva previamente esterilizada y se afladieron a tubos FALCON con
35 ml de caldo MRS, luego los tubos fueron puestos en una gradilla e incubadas
por 24 horas a 37° C en condicion de microaerobiosis. Después, de cumplirse el
periodo de incubacion se llevd cada tubo a una balanza analitica y se dejaron de
un mismo volumen para el proceso de centrifugacion. Por ultimo, se centrifugaron
a 4500 rpm durante 15 minutos a 4° C (Pessoa et al., 2017) y con ello, se obtuvo

el sobrenadante de cada cepa de Lactobacillus.
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6.2.2.3. Cultivo de Gardnerella vaginalis

Las cepas de Gardnerella vaginalis provenientes del cepario a -80°C, se
sembraron en placas de agar Mueller Hinton (suplementado con 5% sangre
humana) y se incubaron por 48 horas a 37°C en estufa de microaerobiosis

(Pessoa et al., 2017).

6.2.3. Identificacidén de cepas bacterianas

La identificacion bacteriana tanto de cepas de Lactobacillus y Gardnerella
vaginalis se llevd a cabo mediante la observacibn macroscépica de los
respectivos cultivos. Ademas, en cuanto a la identificacion microscépica, esta se
realiz6 mediante microscopia éptica, donde se clasificd la morfologia, el tamafio
y la afinidad tintorial, esta ultima a través de la tincion de Gram (Y. Li et al., 2022).
Por ultimo, se realizaron 2 pruebas bioquimicas como las reacciones de catalasa
y el citocromo oxidasa en las colonias aisladas de cada cepa bacteriana

analizada.
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6.2.3.1. Tincion de Gram

En un portaobjetos se extendi6é una colonia de la cepa bacteriana sobre una gota
de suero fisiolégico (0,9%), luego se fijé con calor de un mechero Bunsen y se
siguid el protocolo correspondiente a la técnica de tincion de Gram, la cual se
utiliza para la observacién y clasificacion de microorganismos Gram positivos y

Gram negativos, bajo un objetivo de inmersion en el microscopio éptico.

6.2.3.2. Pruebas bioquimicas

La prueba de catalasa ocurre a través de la descomposiciéon del peréxido de
hidrégeno (H202) en agua (H20) y oxigeno (O2). En cambio, la prueba de oxidasa
esta determinada por una reaccion de oxidacion. Entonces, estas pruebas,
ayudan a comprobar la presencia de la enzima catalasa y oxidasa,
respectivamente. Las cuales se encuentran en bacterias aerobias y anaerobias

facultativas que contienen el citocromo de oxidasa.
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Para la prueba de catalasa, se afiadié una gota de peroxido de hidrégeno en un
portaobjetos y mediante un asa de siembra se colocd una colonia aislada de la
cepa bacteriana. En paralelo, para la prueba de oxidasa se ocup6 el método
indirecto, que tratd de colocar un trozo de papel filtro en un portaobjetos y se
afadio 2-3 gotas del reactivo de Kovacs en el centro del papel. Luego, se
extendio con el asa de siembra una colonia aislada sobre el papel impregnado.
En ambos casos las pruebas resultaron negativas para las cepas de Gardnerella

vaginalis y Lactobacillus.

6.2.4. Determinacién de la actividad antimicrobiana

6.2.4.1. Difusion de agar en pocillos

El ensayo difusion de agar en pocillos, es ampliamente utilizado para la
evaluacion de la actividad antimicrobiana y resulta favorable para observar halos
de inhibicion bien definidos. Esto permiti6 un analisis para aquellas cepas de

Lactobacillus en base a un volumen determinado (Balouiri et al., 2016).
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Para comprender la ejecucion del ensayo, todo este procedimiento se realizo en
el gabinete donde se depositd en una placa Petri 20 ml de agar Mueller Hinton
suplementado con 5% de sangre humana. Luego, con una punta estéril se
perforaron 9 orificios con un diametro de 6 mm; una vez hecho los orificios se
tapizo la superficie del agar con un in6culo McFarland 0,5 (1,25 x108 UFC/ml) de
Gardnerella vaginalis mediante una torula estéril. Después, en cada pocillo se
introdujo un volumen de 50 pl del sobrenadante de las cepas de Lactobacillus
gue se deseaba evaluar (Balouiri et al., 2016; Hebel-Gerber et al., 2021).
Posteriormente, estas placas fueron incubadas en condiciones adecuadas, de tal
manera que el agente antimicrobiano difundié en el medio e inhibio el crecimiento

de la cepa de G. vaginalis.

6.2.4.2. Actividad antagénica de cepas de

Lactobacillus

Se prepararon 9 pocillos de 6 mm de diametro, con pipetas Pasteur estériles, en
placas con 20 ml de agar Mueller Hinton (suplementado con 5% sangre humana).
Posteriormente, cada placa Petri se tapiz6 con G. vaginalis mediante térulas
estériles y la suspension del in6culo fue de 0,5 McFarland (equivalente a 1,25

x108 UFC/m).
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Finalmente, se procedié a depositar 50 pl del cultivo completo de Lactobacillus
spp. en los 8 pocillos y se afadié un control negativo de caldo MRS en el pocillo
central. Luego, la placa se incub6 en una estufa de cultivo a 37°C en
microaerobiosis por 24 horas (Otdak et al., 2017). Ademas, se realizd el mismo
procedimiento con el sobrenadante de cada uno de los cultivos de 24 horas de
Lactobacillus, para poder comparar los halos de inhibicién del cultivo completo

de Lactobacillus vs el sobrenadante de las distintas cepas de Lactobacillus.

6.2.4.3. Lectura del ensayo de Inhibicién

Al transcurrir las 24 horas de incubacion se realiz6 la lectura del ensayo, en el
cual, se utilizé una regla para medir el halo de inhibicién que genero cada pocillo.
Entonces, para clasificar las zonas de inhibicién se ocup?é el criterio de Gaudana,
donde las cepas que generaron las zonas de inhibicion de igual o menor a 1 mm
fueron clasificadas como Lactobacillus sin inhibicion (-), las zonas mayores a 1
mm o igual a 2 mm, con ligera inhibicion (+), de mayor a 2 mm o igual a 5 mm,
es inhibicion fuerte (++) y mayor a 5 mm, son cepas que presentan una inhibicién

muy fuerte (Gaudana et al., 2010).
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6.2.5. Ensayos de actividad antagénica

6.2.5.1. Fundamento

Para poder conocer de forma preliminar la naturaleza quimica de los compuestos
gue estarian inhibiendo (compuestos antagonicos), cada uno de los
sobrenadantes de cada cepa de Lactobacillus se trataron de una manera distinta,
para poder asi conocer si se trataba de una inhibicion por &cidos organicos,
inhibicion por peroxido de hidrégeno o inhibicion por compuestos de naturaleza

proteica (bacteriocinas termolabiles o termoestables).

6.2.5.2. Preparacién de las alicuotas

A partir de los tubos Falcén que contenian 35 ml de sobrenadante de
Lactobacillus spp. con actividad anti-Gardnerella vaginalis, con una micropipeta
se tomaron 4 alicuotas de 5 ml de sobrenadante y se depositaron en tubos Falcén
de 15 ml. Donde, cada alicuota fue tratada y evaluada para descubrir la

naturaleza quimica de la inhibicion.
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6.2.5.3. Inhibicion por acido lactico

Se tomo la tercera alicuota de 5 ml del sobrenadante de la cepa de Lactobacillus
con actividad anti-Gardnerella vaginalis y se traspasé a un tubo para ajustar su
pH a 7,0 con NaOH 1N. Después, se transfirid 1 ml a un tubo Eppendorf rotulado
como SN (sobrenadante neutralizado) para posteriormente ensayar la actividad

antagonica residual.

6.2.5.4. Inhibicion por perdxido de hidrégeno

Se tomod la ultima alicuota de 5 ml y se procedié a ajustar su pH a 6,5 con NaOH
1INy luego se afiadié 200 uL de Peroxidasa (32 ug/ml). Posteriormente, se llevé
a incubacion durante 2 h a 37°C y se transfiri6 1 ml a un tubo Eppendorf para
llevarlo al termociclador a 65°C durante 30 minutos y asi realizar el ensayo

difusién de agar en pocillos y detectar la actividad antagonica.
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6.2.5.5. Inhibicion por bacteriocinas

La primera alicuota se ajust6 a un pH de 7,5 con NaOH 1 N y se traspaso 875 pl
de sobrenadante a un tubo Eppendorf, se traté con 625 pl de la enzima Tripsina
Sigma (2 mg/ml) para completar un volumen de 1,5 ml. Posteriormente, se incub6
por 2 h a 37°C. Este tubo, se rotul6 como ST (sobrenadante con tripsina) y fue
puesto en un termociclador a 65 © C durante 30 min. En cambio, la segunda
alicuota que contenia 5 ml de sobrenadante sin tratamiento (SST) se dividi6 en
dos tubos Eppendorf, donde el primero se transfiri6 1 ml y se rotul6 como SC
(sobrenadante calentado) para luego, ser llevado al termobloque a 120°C por 20
min, para verificar si se trataban de proteinas termoestables. Por el contrario, la

alicuota SST transferida también con 1 ml sirvi6 como control.

6.2.5.6. Interpretacion del efecto inhibitorio

Al cumplirse el tiempo de incubacion del ensayo en condiciones estandares (24
h, 37°C, microaerobiosis con 10% de CO2) en placas por triplicado de agar

Mueller Hinton sangre, se procedié a medir el diametro de la zona de inhibicion.
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Entonces, cuando no se genera una zona de inhibicion se puede deducir que los
metabolitos involucrados en SN es el acido lactico, asi como en SP es el peréxido
de hidrogeno y para los casos de SC y ST indican presencia de bacteriocinas.
Donde, en SC actuan las bacteriocinas termolabiles y el peréxido de hidrégeno.
En cambio, en ST actia bacteriocinas termoestables y el acido lactico, donde

toda la interpretacion esta representado en la Figura 2.
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Figura 2. Interpretacion de la zona de inhibicién del ensayo de difusion de pocillos

con sobrenadantes tratados.
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6.2.6. Ensayos de cinética

6.2.6.1. Preparacién del cultivo inicial

Inicialmente, el sobrenadante de la cepa de Lactobacillus se obtuvo a partir de
un cultivo de 48 h. Para ello, se prepard una suspension bacteriana equivalente
a McFarland 2 (6 x108 UFC/ml), en la que se centrifugd a 13.000 rpm durante 1
min. Por otro lado, para G. vaginalis se realiz6 el mismo procedimiento para
obtener un cultivo completo de suspension bacteriana, de manera que se
obtuvieron ambas suspensiones y produce un cultivo inicial (Ci) de 2 ml entre los
dos microorganismos. A raiz de esto, se prepararon 2 concentraciones diferentes
de Ci, donde la primera se bas6 en una relacion 5:1 (1670 pl/ 330 pl) y la segunda
se llevo a 10:1 (1810 pul / 190 pl), es decir, un mayor volumen de las cepas de

Lactobacillus y el menor correspondio a G. vaginalis.
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6.2.6.2. Curva de Muerte

Posteriormente, se tom6 una alicuota de 100 ul de Ci y se afadié a un tubo
Eppendorf que contenia 900 pl de suero fisiolégico al 0,9%. De este modo, se
realizaron diluciones seriadas hasta completar 10 tubos, donde cada uno se llevé
a un volumen total de 1 ml, lo cual, correspondio al tiempo cero. Luego, al finalizar
este proceso, Ci se incub6é nuevamente por los siguientes tiempos 4, 8, 12, 16,

20, 24 y 48 horas, respectivamente (Hebel-Gerber et al., 2021).

Con base en lo anterior, con una micropipeta se depositaron 3 alicuotas de 10 pl
por cada tubo rotulados de 10! a 101° en una placa de agar Mueller Hinton
suplementada con 5% de sangre humana y se incub6 a 37°C durante 24 horas,
en condiciones de microaerobiosis, donde posteriormente se determiné el
recuento bacteriano (Hebel-Gerber et al., 2021). Finalmente, el ensayo se realizé
por duplicado para cada cepa con actividad anti-Gardnerella vaginalis para la
determinacion de la efectividad de la muerte bacteriana utilizando el criterio de

Pearson (Pearson et al., 1980).

33



6.2.7. Analisis estadistico

Para los andlisis estadisticos se utilizd el programa GraphPad Prism 8 que
permitio un analisis de varianza (ANOVA) de una via al 95% de confianza y la
prueba de Tukey para el ensayo de difusiébn en pocillos (datos con variables
independientes realizado por triplicado). Para determinar si existian diferencias
significativas entre los tratamientos. Por otra parte, en la cinética de muerte los
datos son resultado de dos experimentos independientes y los graficos se

realizaron mediante Excel 2010.
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7. RESULTADOS

7.1. Activacién de cepas bacterianas

Se reactivaron 100 cepas de Lactobacillus para conocer su morfologia y afinidad
tintorial, desde un cepario a -80°C. Para ello, se sembraron en placas de agar
MRS mediante siembra de estriado a 37°C por 24 h en condiciones de
microaerobiosis (10% CO2). En paralelo, se realizd siembra en placas de agar
Mueller Hinton (5% de sangre humana) para las cepas de G. vaginalis con un

proceso de incubacion de 48 h, en condiciones estandares.

7.2. ldentificacién de cepas bacterianas

Para una mejor validacion se realizd pruebas de identificacion bacteriana antes y
después de trasferir los cultivos. En general, la morfologia macroscopica mostré
colonias circulares, convexas y con bordes completos, distribuidas de manera
uniforme. Sin embargo, tanto el tamafio como la apariencia variaban entre las

cepas, siendo visible de cepas trasllcidas a otras mas opacas.

35



En contraste, la morfologia microscépica present6 cepas de Lactobacillus en su
mayoria con una estructura bacilar que variaban en tamafo y grosor, con una
afinidad tintorial correspondiente a una bacteria Gram positiva, por ejemplo, es el
caso de las cepas representadas en la Figura 3, donde A1 - Az2: se identifico a la
Cepa L108 con colonias redondas y blanquecinas en el cultivo en placa y para
morfologia microscopica se presentaron como Gram positivos con estructura y
agrupacion diplobacilar (alargada y delgados). Asimismo, para B: la Cepa de
L121, tenia bacilos Gram positivos de tamafio mediano y agrupacion en cadena.
Por otra parte, para C: la Cepa L95 se caracteriz6 con morfologia bacilar sin

agrupacion, Gram positiva con bacilos cortos y grosor mediano.
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Figura 3. Caracterizacion microscopica de cepas de Lactobacillus mediante
tincion de Gram. Al: Cultivo L108 en placa agar MRS; A2: Cepa L108; B: Cepa

L121 y C: Cepa L95.

En la figura 4, los cultivos de G. vaginalis se identificaron por morfologia
macroscopica y microscopica (tincion de Gram). En relacién a las caracteristicas
macroscopicas, se presentaron colonias puntiformes, B-hemoliticas en placas de
agar sangre, de color grisaceo brillante (A). Por su parte, en el frotis con tincion
de Gram del microbioma vaginal, se encontro células claves (Clue cells) que es
caracteristico de la presencia de la bacteria G. vaginalis. Por ultimo, se realiz6
una observacion microscopica para las colonias aisladas y se encontr6 bacterias

pleomorficas y una variacion de la afinidad tintorial Gram (positivo y negativo).
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Figura 4. Caracterizacion macroscopica y microscopica de cepas de G. vaginalis
mediante tincion de Gram. A: Cultivo en agar sangre (colonias puntiformes, (-
hemoliticas); B: Frotis y tincion de microbioma vaginal con células epiteliales
clave (clue cells); y C: Cepas pleomoérficas de G. vaginalis Gram negativa y

positiva, respectivamente.
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Adicionalmente, se realizo las pruebas de catalasa y citocromo de oxidasa que
resultaron negativas, que junto a las caracteristicas morfolégicas que se

obtuvieron son enfatizado en la Tabla I.

Tabla |. Caracteristicas relevantes de la identificacion bacteriana.

Lactobacillus spp. Gardnerella vaginalis
Macroscopica | Colonias blancas, redondas Colonias redondas,
y pequefias puntiformes y pequefas
Tincion Gram | Gram positivos Gram negativos
Gram variable
Pruebas Catalasa (-) Catalasa (-)
bioquimicas | Citocromo oxidasa (-) Citocromo oxidasa (-)

Fuente: Elaboracion propia.

7.3. Determinacién de la actividad antimicrobiana

7.3.1. Difusion en pocillos

El ensayo de difusion en pocillos permitio evaluar el cultivo completo y el
sobrenadante no tratado de 100 cepas de Lactobacillus para determinar el efecto

inhibitorio contra G. vaginalis, mediante la lectura de halos de inhibicion.
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En relacion a los resultados, Unicamente 16 cepas de Lactobacillus mostraron
actividad anti-Gardnerella vaginalis, que segun el criterio de Gaudana las cepas
que presentaron una inhibicion fuerte (++), tenian una zona de inhibicion mayor
a 2 mmy menor a 5 mm. En cambio, para una inhibicion ligera (+), oscilaban en

unrangode 1 a2 mm.

En la Tabla Il se muestra el analisis del cultivo completo (CC), donde 8 cepas
presentaron una inhibicion fuerte y las restantes poseian una inhibicién ligera.
Asimismo, se exhibe el sobrenadante sin tratamiento (SST), en el cual, 9 cepas
de Lactobacillus pertenecian a la clasificacion de inhibicion ligera y en las
restantes no hubo inhibicion. Es decir, se descartaron las cepas que no mostraron
actividad en el sobrenadante y, a su vez, las que tenian actividad fuerte en el
cultivo completo, ya que no es de interés analizar la actividad de la bacteria, sino

de sus metabolitos.
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Tabla Il. Actividad antimicrobiana del cultivo completo (CC) y sobrenadante

sin tratamiento (SST) de Lactobacillus contra la cepa de G. vaginalis.

Promedio de halos de inhibicion (mm) £ SD

cODIGO cC CLASIFICACION SST CLASIFICACION
CEPAS X +SD DE GAUDANA X + SD DE GAUDANA
(CC) (SST)
979C 20+0 + 1,7 + 0,58 +
25A 2,0+0 + 1,3+0,58 +
28 33+1.2 ++ 2,0+0 +
69 2,7+1,2 ++ 0+0 -
89 2+0 + 0+0 -
90 2,7+1,2 ++ 0+0 -
91 3,7+x1,2 ++ 00 -
95 2,7+1,5 ++ 2,0+1,0 +
100 2,0+0 + 1,7 +0,58 +
105 2,0+0 + 1,7 +0,58 +
108 30+1,0 ++ 1,7+0,58 +
113 2,0+0 + 0+0 -
114 3,3+1,2 ++ 00 -
115 33+1,2 ++ 0+0 -
118 33+1.2 ++ 20+0 +
121 2,0+0 + 1,7 +0,58 +

Como se observa en la Tabla Il, los resultados expresan como el promedio (X)

de los halos de inhibicion menos el tamafio del pocillo (6 mm) + la desviacion

estandar (SD) correspondiente a 3 ensayos independientes. Fuente: Elaboracién

propia.
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En la figura 5 se muestran variaciones de la zona de inhibiciébn que generaron 9

cepas de Lactobacillus con actividad anti-Gardnerella vaginalis, los cuales,

bordearon entre 7 a 10 mm de didmetro, registrado por el cultivo completo como

el sobrenadante sin tratamiento. Por lo tanto, no existe diferencia significativa en

la capacidad inhibitoria entre las cepas probadas hacia el patégeno.

Zonas de inhibicion (mm)

Actividad anti-Gardnerella vaginalis
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Cepas de Lactobacillus

E Cultivo Completo (CC)
B3 Sobrenadante sin tratamiento (SST)
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Figura 5. Zonas de inhibicion (mm) de cepas con Actividad anti-Gardnerella
vaginalis del cultivo completo y sobrenadante sin tratamiento. En el ensayo indico
diferencias estadisticamente no significativas (prueba de Tukey, p = 0,05) entre

los grupos CC y SST. Fuente: elaboracion propia.

7.3.2. Difusion en pocillos con sobrenadantes tratados

El ensayo de difusién en pocillos con sobrenadantes tratados proporcioné los
mecanismos de actividad que generaron las cepas de Lactobacillus. En
consecuencia, se seleccion6 3 cepas (L121, L108 y L95) y se evalud en el ensayo
con un control negativo (C-: caldo MRS), el sobrenadante neutralizado (SN: pH
7). Por otra parte, para el sobrenadante pH 6,5 tratado con peroxidasa (SP) y el
sobrenadante pH 7,5 tratado con tripsina (ST) se llevaron a condiciones de
microaerobiosis a 37°C por 2 h y luego, al termobloque (65°C por 30 min), el
cultivo completo (CC: sin centrifugado), el sobrenadante sin tratamiento (SST:
13.000 rpm por 1 min) y el sobrenadante calentado (SC: 120°C por 20 min). Por
otra parte, la figura 3, se muestra las placas con los pocillos de sobrenadantes
tratados respecto a las 3 cepas seleccionadas, que se representaron de la

siguiente forma: A1 - A2: Cepa L121, B1- B2: Cepa de L108 y C1- C2: Cepa L95.
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Figura 6. Ensayo de difusion en pocillos con sobrenadantes tratados para las
cepas de Lactobacillus que presentaron actividad anti-G. vaginalis en placas de
agar Mueller Hinton (5% sangre humana). A1y A2: L121, B1y B2: L108, C1y Cz:

L95.

En relacion con la Tabla lll, los resultados estdn expresados como el promedio
de halos de inhibicion menos el tamafio del pocillo (6mm) + la desviacion estandar
(SD) correspondiente a 3 ensayos independientes de difusién en pocillos con

sobrenadantes tratados.

Tabla Ill. Actividad antimicrobiana exhibida por sobrenadantes de

Lactobacillus tratados contra la cepa de Gardnerella vaginalis.

Promedio de Halos de inhibicién (mm) + SD

Cepas C- SN SP ST CcC SST SC

Lactobacillus

L121 0 0O O 0 2,7+0,58 1,7+0,58 1,3+0,58
L108 0 0O O 0 3,00 1,7+0,58 1,3+0,58
L95 0 0O O 0 2,3+0,58 1,7+0,58 1,3+0,58
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C-: Control negativo, SN: Sobrenadante neutralizado a pH 7, SP: Sobrenadante pH
6,5 tratado con peroxidasa, ST: Sobrenadante pH 7,5 tratado con tripsina, CC:
Cultivo completo; SST: Sobrenadante sin tratamiento y SC: Sobrenadante
calentado a 120°C por 20 min. En condiciones estandares a 37°C incubadas por 24
h en microaerobiosis.

En la figura 7 se represento6 la actividad del sobrenadante de las cepas L121,
L108 y L95. Con ellas, se logro identificar el mecanismo de accion que produce
el efecto inhibitorio sobre G. vaginalis. Donde, SN dio a conocer que la principal
interaccion esta mediada por acido lactico, a diferencia de SP que el metabolito
causante del efecto fue el perdxido de hidrégeno y de manera patrticular, ST esta
definido por 2 mecanismos (acido lactico y bacteriocinas termoestables). En otras
palabras, al no presentaron halos de inhibicion (0 mm), se consideré que
presentaron cada uno de los mecanismos descritos. Ademas, se observo la
relacion entre SST y SC que demostré una minima variacion (p 2 0,05), dando a
entender que la interaccion también esta dada por H202 ya que es termolabil, lo
gue implica que la actividad estuvo mediada por los 3 agentes antimicrobianos

mencionados.
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Actividad anti-Gardnerella vaginalis
— 10— *

Zonas de inhibicion

L121 L4108 L9295
Cepas de Lactobacillus

E=E Cultivo Completo (CC)
EA Sobrenadante sin tratamiento (S5T)
3 Sobrenadante Calentado (5C)

Figura 7. Zonas de inhibicibn (mm) de cepas Lactobacillus con potencial efecto
inhibitorio sobre G. vaginalis en sobrenadantes tratados y sin tratamiento. En el
ensayo respectivo: (ns) sefiala que no hay diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos de SST y SC. (*); (**) indica diferencias

estadisticamente significativas entre CC y SST. Fuente: Elaboracion propia.
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7.4. Cinéticade inhibicion

7.4.1. Cinética de muerte

La cinética de inhibiciébn implicé evaluar cepas probidticas seleccionadas con
actividad anti-Gardnerella vaginalis a lo largo de intervalos de tiempo para
estudiar el comportamiento de la cepa bacteriana, utilizando una curva de

muerte.

La tabla IV muestra la cinética de muerte de G. vaginalis, los resultados estan
expresados a partir de la cepa promedio de G. vaginalis (control) obtenidos en
unidades formadoras de colonias por mililitros (UFC/ml), de acuerdo con la
técnica de recuento bacteriano por microgota, que corresponde a 2 ensayos

independientes a partir de un indculo inicial McFarland 2.
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Tabla IV. Recuento bacteriano de la cepa Gardnerella vaginalis en
condiciones de méaximo de crecimiento (McFarland 2).

Tiempo (h) UFC/ml B1 UFC/ml B2 X(UFC/ml) Log (UFC/mI)
0 5,00 E+09 5,67 E+08 2,78 E+09 9,44
2 1,33 E+09 1,47 E+09 1,40 E+09 9,15
4 2,00 E+09 1,20 E+09 1,60 E+09 9,20
6 3,00 E+09 1,60 E+09 2,30 E+09 9,36
8 2,67 E+09 2,43 E+09 2,55 E+09 9,41
12 4,00 E+09 2,47 E+09 3,23 E+09 9,51
16 2,83 E+09 2,43 E+09 2,63 E+09 9,42
24 2,83 E+09 2,27 E+09 2,55 E+09 9,41
48 4,00 E+08 5,67 E+08 4,83 E+08 8,68

A partir de la Tabla V y la Tabla VI se muestran las 3 cepas de Lactobacillus
(L121, L108 y L95) expresados como el promedio de unidades formadoras de
colonias por mililitros (UFC/ml), observadas segun la técnica de recuento
bacteriano, en cual, corresponde a 2 réplicas independientes probadas a una

concentracion especifica de (5:1) y (10:1), respectivamente.
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Tabla V. Recuento bacteriano de las cepas de Lactobacillus con efecto

inhibitorio sobre Gardnerella vaginalis a una concentracion (5:1).

Cepas de Lactobacillus concentracién (5:1)

L121 L108 L95

Promedio Promedio Promedio

Tiempo (h) (UFC/mI) (UFC/ml) (UFC/ml)
0 5,83 E+08 5,23 E+08 2,70 E+08
4 2,65 E+07 1,31 E+07 1,73 E+07
8 1,32 E+07 1,83 E+07 2,07 E+06
12 5,18 E+06 3,53 E+06 4,77 E+06
16 7,83 E+06 5,53 E+06 6,88 E+06
20 9,17 E+06 8,00 E+06 6,17 E+06
24 1,38 E+07 7,62 E+06 1,07 E+07
48 8,00 E+06 2,75 E+06 4,23 E+06

Tabla VI. Recuento bacteriano de las cepas de Lactobacillus con

inhibitorio sobre Gardnerella vaginalis a una concentracion (10:1).

efecto

Cepas de Lactobacillus concentracién (10:1)

L121 L108 L95

Promedio Promedio Promedio

Tiempo (h) (UFC/ml) (UFC/ml) (UFC/ml)
0 2,75 E+08 1,93 E+08 2,42 E+08
4 9,20 E+06 6,25 E+06 8,17 E+06
8 8,08 E+06 5,10 E+06 7,17 E+06
12 4,13 E+06 4,67 E+06 6,83 E+06
16 7,00 E+06 5,65 E+06 8,17 E+06
20 7,83 E+06 5,33 E+06 3,68 E+06
24 1,30 E+07 1,30 E+07 4,07 E+06
48 6,33 E+06 7,17 E+06 7,48 E+06
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En la figura 8 contiene incorporada la cinética de muerte de G. vaginalis
expresada en UFC/ml a diferentes intervalos de tiempo como control. Ademas,
se comparo a qué concentracion de sobrenadante de las cepas Lactobacillus fue
eficaz para inhibir el in6culo de G. vaginalis, con los datos mencionados

anteriormente (Tablas 1V, V y VI). Donde se evalla en A: Cepa L121, B: Cepa

L108 y C: Cepa L95.

Cinética de muerte de Gardnerella vaginalis a distinta
concentraciéon de la cepa L121

1,00,E+10
1,00,E+09
1,00,E+08

1,00,E+07

Células viables
UFC/mL

1,00,E+06

1,00,E+05
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48

Tiempo (h)
L121 (10:1) L121 (5:1) Gard (Control)

Figura 8 (A). Cinética de muerte de Gardnerella vaginalis cuando se varia la

concentracion de la cepa L121.
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Cinética de muerte de Gardnerella vaginalis a distinta

1.00,E+10 concentracion de la cepa L108

1,00,E+09
1,00,E+08
1,00,E+07
1,00,E+06

1,00,E+05
0O 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48

Tiempo (h)
L108 (10:1) L108 (5:1) Gard (control)

Células viables
(UFC/mL)

Figura 8 (B). Cinética de muerte de Gardnerella vaginalis cuando se varia la
concentracion de la cepa L108.

Cinética de muerte de Gardnerella vaginalis a distinta
concentraciéon de la cepa L95

1,00,E+10

1,00,E+09
-
£ 1,00,E+08
% 1,00,E+07

1,00,E+06

1,00,E+05
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48

Tiempo (h)
L95 (10:1) L95 (5:1) Gard (Control)

Células viables

Figura 8 (C). Cinética de muerte de Gardnerella vaginalis cuando se varia la

concentracion de la cepa L95.
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En la Tabla VII se indican los resultados expresados en porcentajes de la
mortalidad de las cepas de Lactobacillus para comparar cual concentracién

condujo a una inhibicion mas efectiva.

Las tres cepas bacterianas, obtuvieron un mayor porcentaje de mortalidad en la
concentracion (5:1). Donde, en la cepa L108 tuvo una mejor tendencia al criterio

de Pearson, seleccionandola como una alternativa probiotica.

Tabla VII. Mortalidad de cepas de Lactobacillus con actividad anti-

Gardnerella vaginalis exhibida a distintas concentraciones.

Cepas de % Mortalidad a % Mortalidad a
Lactobacillus Concentracion (5:1) Concentracion (10:1)
L121 98,63 97,70
L108 99,47 96,29
L95 98,43 96,90

Fuente: Elaboracion propia.
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8. DISCUSION

A nivel mundial se considera que hay un aumento sustancial de la vaginosis
bacteriana con predominio de bacterias anaerébicas (Saraf et al., 2021) como es
el caso de las cepas de G. vaginalis, que se ha demostrado una alta resistencia
a antibioticos como el metronidazol (Morselli et al., 2023; Zhang et al., 2022). En
Chile, no hay estudios actualizados sobre la prevalencia de VB, sin embargo, lo
anunciado en el afio 2006 se clasifica como una tasa elevada (Perinatal, 2015).
Esto indica que se deben hallar nuevos enfoques terapéuticos, que
complementen de forma trascendental el empleo de antibidticos para el

tratamiento y disminucion de la afeccién de la microbiota vaginal.

Dentro de las potenciales soluciones emergentes, existen diversos antecedentes
gue han demostrado el rol de probidticos contra la vaginosis bacteriana. Sin
embargo, aun se sigue investigando sobre los efectos inhibitorios para G.
vaginalis. De hecho, la participacion de los metabolitos que secretan los
Lactobacillus son determinantes para proyecciones futuras, puesto que ayudan
a controlar las condiciones de acidez del microbioma vaginal (Chetwin et al.,
2019; H. Kim et al., 2021; J. Y. Kim et al., 2023; B. Mohankumar et al., 2022;

Scillato et al., 2021; Zheng et al., 2021).
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Una estrategia alternativa para el tratamiento de vaginosis bacteriana, es el uso
de probidticos. Por este motivo, la busqueda de nuevas cepas de Lactobacillus
para este estudio, es determinante para el tratamiento de VB, en particular, con
efecto inhibitorio en G. vaginalis. Es fundamental el solo hecho de tener una
microbiota vaginal equilibrada y, las bacterias que ejercen ese rol son los
Lactobacillus, que han sido investigado ampliamente, por su efecto
antimicrobiano con actividad dada por metabolitos como el acido lactico, peréxido
de hidrégeno y bacteriocinas (Chetwin et al., 2019; Herrera, 2021; Huang et al.,
2023; Otdak et al., 2017; Perez et al., 2018; Prabhurajeshwar &Chandrakanth,

2019).

En este estudio que se realiz6 se ha planteado que el efecto inhibitorio de las
cepas de Lactobacillus esta dado por los 3 mecanismos de accidbn mencionados
anteriormente, lo cual, se ha orientado principalmente al acido lactico; metabolito
gue ayuda a mantener la acidez, y a su vez, el equilibrio en la microbiota vaginal.
Tal es su importancia que segun Huang et al. (2023) expuso que el acido lactico
previene el incremento de bacterias oportunistas como es el caso de G. vaginalis
y con ello, la VB causada por este patdgeno mediante cepas de Lactobacillus

rhamnosus.
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En este trabajo, se cumplio el proposito de evaluar 100 cepas de Lactobacillus
mediante la reactivacion de cepario, de tal modo, que la identificacion
macroscopica y microscopica tienen un papel importante para determinar si las
cepas se acercan a los estandares de una cepa probiodtica. Para ello la revision
de la siguiente literatura aborda las condiciones que una cepa probidtica debe
alcanzar (de Melo Pereira et al., 2018; Han &Ren, 2021; Hanson et al., 2016). En
base a lo que se encontrd, 90 cepas cumplian con lo descrito, por lo cual, se
seleccionaron para la busqueda del efecto de inhibicion para el patdgeno G.

vaginalis mediante en ensayos de difusién en pocillos.

Con el respaldo de los resultados obtenidos, la inhibicion bacteriana de las
diferentes cepas de Lactobacillus probadas sobre G. vaginalis destacé una
actividad. Sin embargo, no hay diferencias significativas entre las dieciséis cepas
de Lactobacillus evaluadas por el ensayo de difusién de pocillos. Pese a todo, se
comprobd bajo el criterio Gaudana et al. (2010) que 9 cepas del cultivo completo
(CC) presentaban inhibicion fuerte y las cepas restantes obtuvieron actividad
ligera. Por lo tanto, al descartarse un gran rango de cepas se decidio realizar el
mismo ensayo, pero con el sobrenadante para verificar si la actividad estaba dada
por los metabolitos propuestos. Por otra parte, las cepas que no se obtuvieron

actividad, variaban entre cero a 1 mm en las medidas observadas en el pocillo.
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En conformidad con los datos arrojados, la aplicacion del ensayo en pocillos con
sobrenadantes tratados tuvo la finalidad de encontrar el mecanismo de las cepas
de Lactobacillus que presentaron un efecto inhibitorio. Particularmente, se
determinaron las cepas que presentaron actividad tanto en el cultivo completo
como en el sobrenadante del ensayo anterior. Demostrando, que la actividad, de

las cepas esta dada por acido lactico y peroxido de hidrégeno principalmente.

Con respecto a la literatura revisada, el acido lactico contribuye de manera eficaz
a la eubiosis de la microbiota, generando condiciones adecuadas para las
especies de Lactobacillus y garantiza su predominio en la edad fértil de una mujer
(Pendharkar et al., 2023). En cambio, el peréxido de hidrégeno que se caracteriza
por ser un buen oxidante, puede tener un buen protagonismo frente a una
disbiosis o ser el responsable de ella, lo cual se menciona en los siguientes
articulos (Kalia et al., 2020; O'Hanlon et al., 2011). Entonces, se sefiala que la
mejor interaccidn de las cepas de Lactobacillus se genera mediante &cido lactico
sobre G. vaginalis. En otras palabras, falto realizar un ensayo cuantitativo de qué
concentracion de acido lactico obtuvo cada cepa con la actividad anti-Gardnerella
vaginalis, que se han sugerido algunas investigaciones (Garcia et al., 2017,
Huang et al., 2023). De esta forma, las 3 cepas obtenidas (L95, L108 y L121)
bajo el ensayo de difusién de pocillos con sobrenadantes tratados no arrojaron

resultados estadisticamente significativos mediante la prueba de Tuckey.
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Sin embargo, los andlisis comparativos de los resultados obtenidos en esta
investigacion, les falté la caracterizacion de las cepas de Lactobacillus para

obtener un contraste mas cercano a lo mencionado por otros autores.

Hoy en dia se ha demostrado que la eficacia de la cepa Lactobacillus rhamnosus
es un potencial candidato para las vaginosis bacteriana y se esta probando frente
a Gardnerella vaginalis (Huang et al., 2023; Miguel et al., 2022) y otros patégenos
de espectro vaginal. Donde, Huang et al. (2023) expone por el método de difusion
en pocillos la evaluacion de agentes antimicrobianos Por otra parte, hay un
estudio reciente que muestra que la inhibicién de biopeliculas de G. vaginalis
mediante L. iners, aunque no esta esclarecido si esta especie tiene un rol de
accion completamente beneficioso para la salud vaginal (L. Li et al., 2023). Desde
este punto de vista, no se ha encontrado un probiético especifico para G.

vaginalis, lo que indicaria que se debe seguir incursionando en los Lactobacillus.

En relacién a la cinética de inhibicién (curva de muerte) determinada sobre la
actividad anti-Gardnerella vaginalis, se realiz6 un duplicado por cada cepa de
Lactobacillus y los parametros cinéticos son independientes entre si. Esta técnica
permite comparar la eficacia de las cepas que poseen actividad anti- Gardnerella

vaginalis mediante el recuento por microgotas. (Garcia et al., 2017).
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En esta perspectiva, se logra obtener un resultado de eficacia expuesto en la
Tabla VIl donde se muestra la mortalidad expresado en porcentajes con valores
de 98,43%, 99,47% y 98,63%, respectivamente. En el articulo reportado por
Pearson et al. (1980), consta que se debe cumplir un 99,99% de eficacia para
considerar una muerte bacteriana. En base a esto, encontrar cepas con actividad
anti-Gardnerella vaginalis mediante concentraciones elevadas de sobrenadante
fue una gran desventaja. Dado que, hubiese sido interesante identificar cepas
con una actividad antimicrobiana muy fuerte en el sobrenadante y asi obtener un
resultado de eficacia 6ptimo y no darle ventaja a la cepa de Lactobacillus frente

a la del patégeno.

En este contexto, se demuestra que los resultados obtenidos en esta
investigacién no lograron una muerte para la cepa de Gardnerella vaginalis. Sin
embargo, la actividad de las cepas de Lactobacillus (L95, L108 y L121) son
idoneas para considerarlo como una futura cepa probidtica con efecto inhibitorio

para el patégeno de G. vaginalis.
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Eventualmente, el aumento de vaginosis bacteriana en mujeres de edad
reproductiva ha generado preocupacion por las altas tasas de resistencia de
antibioticos, particularmente, por metronidazol y clindamicina, que actualmente
son el principal tratamiento para G. vaginalis y que no son completamente
satisfactorios (T. Li et al., 2020). Entonces, el uso excesivo de antibiéticos
conduce a infecciones recurrentes (Webb, 2021), en el cual, alrededor de un 70%
de la poblacion presenta vaginosis bacteriana, donde un 95% de los pacientes
tiene dominio de G. vaginalis en su microbioma vaginal (J. Y. Kim et al., 2023).
En estos casos, el tratamiento sugerido pierde la eficacia después de una
vaginosis bacteriana recurrente, lo que conlleva a sugerir nuevos blancos

terapéuticos.

Finalmente, los probiéticos se han integrado como nuevas estrategias de
prevencion para la vaginosis bacteriana, siendo una busqueda oportuna en
combatir la disbiosis mediante el fortalecimiento del microbioma vaginal,
ayudando a disminuir la incidencia de G. vaginalis y otras bacterias patdgenas.
De hecho, en la actualidad el tratamiento combinado de antibioticos y probioticos
es la modalidad que propicia una tendencia asertiva en la reduccion de la

recurrencia bacteriana en la microbiota vaginal.
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9. CONCLUSION Y PROYECCIONES

A partir de la evidencia entregada por este estudio, se encontraron 3 cepas de
Lactobacillus (L95, L108 y L121) con actividad anti-Gardnerella vaginalis. En el
cual, las cepas lideran los 3 mecanismos planteados, es decir, son aptas en la
produccion de acido lactico, peroxido de hidrégeno y bacteriocinas, que segun
con los resultados esperados se cumple con lo estipulado en la hipétesis v,
asimismo, con los objetivos especificos 2 y 3. Por lo tanto, con respecto a las 3
cepas mencionadas no hubo diferencias significativas para el ensayo de difusion

en pocillos con sobrenadantes tratados.

A raiz de lo anterior, se enfatiza en conocer la efectividad de la cinética de
inhibicién de la actividad presentada por las cepas de Lactobacillus y dando a
conocer el estrecho margen de porcentaje, la cepa L108 en una concentracion
(5:1) presenta un 99,47% de mortalidad, lo que se considera efectivo, pero no
alcanza con el porcentaje estipulado del criterio de Pearson (99,99%), para

plantearse una muerte para Gardnerella vaginalis.
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Para una mayor caracterizacion de las cepas, se recomienda realizar técnicas
moleculares como la identificacion de PCR del gen 16S para garantizar la
identificacion de las especies de dichas cepas. Ademas, es necesario evaluar
una menor concentracion de los Lactobacillus, que, en paralelo otorgard una

estandarizacion y que sea significativamente competente frente a un antibiotico.

Los resultados obtenidos en la cinética de Gardnerella son preliminares, puesto
gque solo es un acercamiento al desarrollo de nuevas estrategias que
reemplazaria el uso de antibiéticos. Por esta razon, se debe profundizar en las
investigaciones de cepas probidticas ya que pueden ser de gran ayuda en la
produccion de metabolitos que aportan al microbioma equilibrio frente a una

disbiosis.

Finalmente, los resultados obtenidos en este trabajo pueden ser evaluados frente
a otros patdgenos y asi, permitirian concluir si estas cepas de Lactobacillus
pueden ser candidatas para el desarrollo de un probiético formulado contra otros

patégenos del microbioma vaginal.
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11. ANEXOS

11.1. Manejos de desechos bioldgicos

Los desechos biolégicos generados seran almacenados correctamente de
acuerdo al protocolo especificado por el Laboratorio de Patogenicidad
Bacteriana. Posteriormente, el procedimiento que realice la empresa MATPEL se
rige segun reglamentos de manejos de residuos peligrosos otorgados por la

Universidad de Concepcion.
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