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RESUMEN Tesis Doctoral Francisco O. Ruíz 

En este trabajo se evaluó la actividad antimicrobiana de dos cepas de lactobacilos 
denominadas L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 aisladas del tracto genital femenino 
sobre microorganismos patógenos como Neisseria gonorrhoeae y Streptococcus agalactiae. 
Ambas especies de lactobacilos fueron identificadas por pruebas bioquímicas, sistema API 
50CH y por análisis molecular del ADNr 16S. Se demostró que estas cepas producen una 
gran variedad de metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana, entre ellos se 
destaca la producción de bacteriocinas, las cuales han sido detectadas, caracterizadas y 
purificadas. Otros metabolitos sintetizados por estas dos bacterias ácido lácticas son los 
ácidos orgánicos y además el H202 producido por L. rhamnosus. En el presente trabajo de 
tesis se realizaron los estudios in vitro de las actividades antimicrobianas de las cepas de 
lactobacilos probióticas como así también, de las sustancias antimicrobianas sintetizadas 
por cada lactobacilo sobre los microorganismos patógenos estudiados. Se demostró que 
estos metabolitos biológicamente activos presentes en los sobrenadantes de L. fermentum 
L23 y L. rhamnosus L60 sobre 31 cepas de N. gonorrhoeae produjeron una inhibición del 
crecimiento del 100% de estas cepas. Todas las cepas de N. gonorrhoeae fueron sensibles 
a cada una de las bacteriocinas producidas por las cepas de lactobacilos L23 y L60 con 
halos promedios de inhibición del crecimiento de 15,8 mm y 15 mm respectivamente. Entre 
el 80-87% de la inhibición de los gonococos correspondió a la acción de las bacteriocinas de 
ambos lactobacilos. En los ensayos de interacción entre las bacteriocinas se observó que el 
100% de las cepas de N. gonorrhoeae ensayadas presentaron una actividad sinérgica 
mediante el ensayo de pozos próximos. Cuando se determinó la CIM de las bacteriocinas 
producidas por ambas cepas lácticas, se obtuvieron resultados relevantes ya que aun 
diluidas estas sustancias presentaron una muy buena actividad inhibitoria sobre los 
gonococos ensayados. En el estudio de la actividad antimicrobiana de los lactobacilos sobre 
las 57 cepas de S. agalactiae, mediante la técnica de estrías cruzadas, se halló que el 100% 
de las mismas fueron susceptibles a las sustancias inhibitorias producidas y secretadas por 
estos lactobacilos. Sin embargo, cuando se evaluó la actividad antimicrobiana de las 
bacteriocinas L23 y L60 sobre las cepas de estreptococos, se observó que el 91% (52 
cepas) de las mismas fueron inhibidas por ambas bacteriocinas, sin mostrar diferencias 
estadísticas significativas entre estos metabolitos. Al evaluar la CIM de la bacteriocina L23 y 
L60 mediante la técnica de microdilución en placa se observó que ambas sustancias fueron 
activas a concentraciones bajas con valores de CIM entre 80 y 160 UA/ml, respectivamente. 
En el estudio cualitativo de las interacciones de las bacteriocinas L23 y L60 se observó 
interacción sinérgica en el 100% de las cepas sensibles de S. agalactiae, no se encontraron 
otras interacciones como antagonismo e indiferencia entre las bacteriocinas. Este último 
resultado, fue luego corroborado mediante dos técnicas, de difusión en pozo y del tablero de 
ajedrez. En el primer caso los resultados mostraron un 100% de sinergismo de potenciación 
sobre S. agalactiae (p<0,05). En la técnica del tablero de ajedrez, se confirmó el efecto 
antimicrobiano sinérgico producido por la combinación de las bacteriocinas L23 y L60 con un 
valor de concentración inhibitoria fraccionaria (CIF) de 0,13 - 0,84, indicando una interacción 
sinérgica entre ambas sustancias. En este estudio mediante estas técnicas no se 
observaron interacciones de sinergismo aditivo, antagonismo o indiferencia entre los 
metabolitos de ambas cepas de lactobacilos. Las bacteriocinas L23 y L60 no presentaron 
actividad hemolítica sobre las especies de eritrocitos estudiadas. Con respecto a los 
ensayos in vivo no se observaron en la microbiota vaginal de los ratones BALB/c presencia 
de lactobacilos ni de SGB. En este trabajo de tesis se logró la colonización vaginal de 
S. agalactiae, con valores de 10g10 entre 5 a (t1) y 2,08 a (t8) de bacterias viables/mi de 
secreción vaginal en el período en que se realizó el ensayo. En las experiencias de 
colonización vaginal de las cepas de L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60, se demostró 
que ambos fueron capaces de permanecer y colonizar por 8 días la vagina de los ratones, 
con valores de 10g10 superiores a 2 (p<0,01), durante el tiempo en que se realizó la 
experiencia. En el estudio del efecto preventivo de L. fermentum L23, L. rhamnosus L60, y 
de una mezcla de L23+L60 sobre S agalactiae en ratones hembras BALB/c, una única dosis 
de estos lactobacilos fue necesaria para eliminar a SGB del tracto vaginal del modelo animal 
(p<0,05), (96 h, 120 h, 72 h, respectivamente). En las experiencias de efecto curativo de 
cada lactobacilo y de la mezcla de L23+L60 sobre SGB en ratones BALB/c, se observó que 
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la mezcla de lactobacilos resultó más efectiva en comparación con cada cepa de lactobacilo, 
permaneciendo con un valor logarítmico de 3,10 al final de la experiencia (t8). De esta 
manera, se demostró el efecto potencial antimicrobiano que poseen las cepas de 
lactobacilos L23 y L60, aún siendo inoculadas posteriormente, para desplazar el 
estreptococo del nicho vaginal. Al estudiar la concentración adecuada de L. fermentum L23 
y L. rhamnosus L60 necesaria para eliminar a S. agalactiae de la vagina de ratones BALB/c 
se probaron 4 concentraciones diferentes (109, 101, 106 y 104 UFC/ml) de cada una de las 
bacterias ácido lácticas en distintos grupos de animales. El efecto curativo realizado con 
cada lactobacilo empleando concentraciones altas (109), medias (108) y moderadamente 
bajas (106), demostró la eliminación del SGB de la vagina de los ratones, en 48 h para las 
concentraciones más altas y en 120 h para las moderadamente bajas. A la concentración 
104 UFC/ml, las cepas de lactobacilos no eliminaron a S. agalactiae. Este trabajo de tesis 
demostró la efectividad de estas dos cepas de lactobacilos probióticas probadas en los 
ensayos in vitro, correlacionado con los ensayos in vivo, aportando resultados relevantes ya 
que con una única inoculación se logró eliminar al microorganismo patógeno del modelo 
animal, mostrando además, un sinergismo de potenciación cuando se administraron de 
manera conjunta, hallazgos no descriptos en la bibliografía entre dos cepas productoras de 
bacteriocinas. 
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In this work it was tested the antimicrobial activity of two lactobacilli strains, 
L. fermentum L23 and L. rhamnosus L60, isolated from the feminine genital tract for 
pathogen microorganisms, such as Neisseria gonorrhoeae and Streptococcus agalactiae. 
Both lactobacilli species were identified by biochemical tests, API 50CH system, and by the 
sequencing of rDNA 16S. It was shown that each of these strains produce a large variety of 
secondary metabolites, among those two bacteriocins, both of them have been detected, 
characterized and purified. Moreover, other metabolites synthesized by these two lactic acid 
bacteria were organic acid, and H20 2, only produced by L. rhamnosus. In this PhD research 
paper, in vitro studies of both the antimicrobial activities of probiotic lactobacilli strains, and of 
each antimicrobial substance synthesized by them, for the pathogenic microorganisms 
isolated were conducted. Hence, the results showed that the biological metabolites contained 
in the free-cell supernatant of L. fermentum L23 and L. rhamnosus L60 inhibited to 100% of 
31 N. gonorrhoeae strains tested. Ah l gonococci strains were susceptible to each bacteriocin 
produced by the lactobacilli L23 and L60, showing values of inhibition zones of the bacterial 
growth of 15.8 and 15 mm, respectively. Between 80-87% of the gonococci inhibition were 
produced by the bacteriocins of both lactobacilli. In the interaction tests between bacteriocins 
it could be observed that 100 % of the N. gonorrhoeae strains that were previously tested 
presented synergistic activity through the two-well test. When the bacteriocins's CIM was 
determined, the results were significant since these substances, when diluted, showed 
considerable inhibitory activity for all the gonococci studied. In the study of antimicrobial 
activity of the lactobacilli on 57 S. agalactiae strains, through the streak test, it was found that 
100% of them were susceptible to the inhibitory substances produced and secreted by the 
lactobacilli strains. However, when the antimicrobial activity of each bacteriocin L23 y L60 on 
the growth of streptococci strains was tested, 91% of them (52 strains) were inhibited by both 
bacteriocins, without showing any statistically significant difference between these 
metabolites. By means of the microdilution test in plate, it was determined that the CIM of 
both the L23 and L60 bacteriocins, were active in low concentrations, ranging between 
80-160 AU m1-1 in CIM values, respectively. On a qualitative study, the interaction between 
the L23 and L60 bacteriocins showed synergistic interaction in 100% of ah l the susceptible 
S. agalactiae strains tested, while other interactions, such as antagonism or indifference, 
were not found. This last result was additionally corroborated by two other quantitative 
techniques, the well-diffusion test and the checkerboard test. In the first case, 100% of the 
incremented synergism on the S. agalactiae growth was found (p<0.05). Furthermore, the 
antimicrobial synergistic effect produced by the bacteriocins together, L23 and L60, on the 
SGB growth was confirmed by the checkerboard test, and showed FIC values ranging from 
0.13-0.84, which is corresponding to synergistic interaction. By these techniques neither of 
the following interactions by addition, antagonism and indifference between the bacteriocins 
from both lactobacilli strains were found. The L23 and L60 bacteriocins did not show 
hemolytic activity on the erythrocytes studied. In relation to the in vivo trials, neither 
lactobacilli nor GBS in the vaginal microbiota of the studied BALB/c mice were found. In this 
work, the vaginal colonization of S. agalactiae was achieved, with 10g10 values between 5 at 
(t1) to 2.08 at (t8) of viable bacteria per ml of vaginal fluid, during the time of the experiment. 
In the L. fermentum L23 and L. rhamnosus L60 trials of vaginal colonization, it was proven 
that both strains were able to remain and colonize in the vagina for 8 days, with log10 values 
bigger than 2 (p<0.01). On the study of preventive effects of L. fermentum L23, L. rhamnosus 
L60, and then, with a combination of L23+L60 together, for S. agalactiae in BALB/c mice, an 
only dose of these lactobacilli was necessary to elinninate the GBS of the murine vaginal tract 
(p<0.05), to 96, 120 and 72 h, respectively. The curative effect produced by each lactobacilli 
strains and the combination of both on S. agalactiae in the BALB/c model, showed that the 
mix of both L23+L60 was more effective than each lactobacilli strain separately, remaining 
with a 10g10 value of 3.10 at the end of that experience (t8). Thus, it was shown that the 
antimicrobial potential effects found in the lactobacilli strains, L23 and L60, even when they 
were inoculated later, were capable of displacing the streptococci from the vaginal tract. In 
order to find the appropriate concentration of L. fermentum L23 and L. rhamnosus L60 
necessary to eliminate to S. agalactiae from the vaginal tract, 4 different concentrations (108, 
108, 106, and 104 CFU m1-1) of each lactobacilli strain were tested in different animal groups. 
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After using different concentrations of each lactobacilli - high (109), middle (108) and 
moderately low (108) - the curative effect was demonstrated since the GBS from the vaginal 
tract was eliminated, at 48 h for the highest concentration and at 120 h for the moderately 
low concentrations. When 104 CFU m1-1 concentrations were employed, the lactobacilli 
strains did not eliminate the S. agalactiae. As a conclusion, the results obtained in ah l these 
experiments show the efficiency of these two probiotic lactobacilli strains not only tested 
through in vitro trials, but afterwards correlated through in vivo experiments, providing 
relevant results since only one inoculation was sufficient to eliminate the pathogenic 
microorganism from the animal nnodel, and when the lactobacilli were administered together 
a potentiated synergisnn was observed. These pronnising findings have not yet been 
described in the literature about two bacteriocin-producing strains. 
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1. Tracto genital femenino 

El tracto genital femenino (TGF) se divide anatómicamente en genitales internos, 

localizados en la cavidad pélvica y formados por los ovarios, tubos uterinos o trompas de 

Falopio, útero y vagina; y genitales externos o vulva. Asimismo, los genitales internos se 

pueden subdividir en tres compartimentos: el tracto genital bajo (vagina y ectocérvix), el 

endocérvix y el tracto genital superior (endometrio y trompas de Falopio) (Cole, 2006). En la 

figura 1 se observa una línea imaginaria que subdivide a los órganos que conforman el TGF. 

Ovado Útero 

Cérvik 

Fornix 

Vagina 

Labios menores 
y mayores 

Endometrio 
Endocérvix 

Ectocérvix 

4›— Vestíbulo 

Tubo de Falopio 

Fimbrias 

TGF superior 

TGF inferior 

Microorganismos 

Nikolaitchouk, 2009 

Figura 1. órganos y áreas de colonización microbiana en el tracto genital femenino. 
Referencia. TGF: Tracto Genital Femenino 

La vagina es un tubo de 8-10 cm de longitud, formada por una delgada pared 

fibromuscular, que se extiende desde el vestíbulo hasta el cérvix, ubicada entre la vejiga y el 

recto. La vagina y el cérvix forman un complejo y dinámico ecosistema constituido por la 

microbiota, secreciones epiteliales y los factores de la inmunidad innata que dependerán de 

los niveles de hormonas esteroidales presentes. La cavidad del cérvix o canal cervical forma 

una conexión entre la vagina y la cavidad uterina (Stevens y Lowe, 2005, Nikolaitchouk, 

2009). 

1.1. Composición de la secreción vaginal 

La superficie vaginal se mantiene humedecida por el fluido que exuda a través del 

epitelio vaginal, moco cervical y en menor medida del endometrio, tubos uterinos y glándulas 
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vestibulares. La secreción vaginal es una mezcla de diferentes componentes, incluyendo 

células exfoliadas del epitelio vaginal, componentes antimicrobianos del sistema inmune, 

leucocitos, iones sodio, calcio y cloro (Na, Ca2+, Cr), proteínas, péptidos, glucoproteínas, 

ácido láctico, ácido acético, glicerol, urea y glucógeno, los cuales varían en su concentración 

de acuerdo a factores como: niveles de estrógenos/progesterona, estimulación sexual y a la 

presencia de ciertos microorganismos (microbiocenosis) (Llewellyn-Jones y col., 2004, Cole, 

2006, Nikolaitchouk, 2009). 

El moco cervical es el principal componente de la secreción vaginal y está constituido 

por agua (92-98%), glicoproteínas (mucinas), iones, proteínas antimicrobianas y polipéptidos 

tales como lactoferrina, lisozima, inmunoglobulinas y defensinas. Entre ellos, las mucinas 

MUC5B, MUC5A, MUC6 y MUC16 y MUC1 son algunos ejemplos presentes en la secreción 

endocervical que forman una estructura polimérica tipo gel, cuya viscosidad se encuentra 

influenciada por las hormonas durante el ciclo menstrual. Esta secreción vaginal tiene por 

función la de impedir la adherencia de microorganismos patógenos a la superficie de la 

mucosa (Wiggins y col, 2001, Andersch-Bjorkman y col., 2007). 

2. Ecosistema vaginal y microorganismos protectores 

La vagina humana esta colonizada por una comunidad diversa de microorganismos 

que constituyen la microbiota vaginal, la cual tiene profundo impacto en la salud de las 

mujeres y niños recién nacidos (Li y col., 2012). El ecosistema vaginal alberga una 

microbiota lactobacilar que protege contra la invasión de microorganismos patógenos 

incluyendo aquellos que causan infecciones urinarias, vaginosis bacteriana (VB), 

vulvovaginosis candidiásica (VVC), enfermedades de transmisión sexual (ETS) bacterianas, 

parasitarias e incluidas aquellas producidas por VIH (Falagas y col, 2006, Torok y col., 2007, 

Baeten y col., 2009, Reid y col, 2009). 

Los lactobacilos son parte de la microbiota habitual saludable de la vagina desde la 

menarca hasta la menopausia. Los estudios más representativos se realizan sobre mujeres 

en edad reproductiva dado que las recién nacidas y las mujeres posmenopáusicas 

presentan variaciones en su biota normal. Estos microorganismos son dominantes en este 

hábitat, en una concentración aproximada entre 107 y 108 UFC/g de fluido vaginal en 

mujeres premenopáusicas sanas y su predominancia está en relación a factores endógenos 

y exógenos del huésped (Witkin y col., 2007, Pascual y col., 2008b, Gustafsson y col., 

2011). 

Los miembros del género Lactobacillus son bacilos Gram positivos no esporulados, 

pueden ser anaerobios facultativos o anaerobios estrictos, poseen morfología variada 

(células largas, delgadas, bacilos cortos, cocobacilos tipo corinefornnes), algunas cepas 

muestran cuerpos bipolares y granulaciones internas. Desde el punto de vista metabólico 
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presentan requerimientos nutricionales para su crecimiento, son sacarolíticos obligados y 

producen varios ácidos orgánicos, entre ellos ácido láctico, raramente reducen el nitrógeno, 

son catalasa, citocromo y gelatinasa negativos, no producen indol ni ácido sulfhídrico, 

generalmente no presentan movilidad. Raramente producen pigmentos, son acidúricos y el 

rango de pH óptimo para su desarrollo es entre 5,5 y 6,2 (Claesson y col. 2007, 2008, 

Bergey, 2009a, O'Sullivan y col., 2009, Kleerebezem y col., 2010). En los humanos además 

de su presencia en la vagina, forman parte de la microbiota de la boca y tracto digestivo. En 

general, los lactobacilos no han sido asociados con enfermedades en individuos 

inmunocompetentes y por más de 100 años han sido considerados como miembros no 

patógenos de los tractos que colonizan (Reid y col., 2001, 2003, Martin y col., 2008). Entre 

los lactobacilos más frecuentemente aislados del tracto genital femenino, encontramos a los 

del complejo Lactobacillus acidophilus (L. acidophilus, L. amylovorus, L. amyloliticus, 

L. crispatus, L. gasseri, L. johnsoni, L. iners y L. gallinarium) junto a otros como 

L. plantarum, L. rhamnosus, L. brevis, L. jensenii, L. casei, L. delbrueckii, L. vaginalis, 

L. salivarius (Anukam y col., 2005, Zou y col., 2007, Barrons y Tassone, 2008, Cribby y col., 

2008, Martin y col., 2008, Lamont y col., 2011). Hoy se encuentran casi todas las especies 

de lactobacilos, presentes como miembros de la biota, en la mayoría de las mujeres sanas, 

aunque las diferentes especies y la combinación entre ellas varían a través del tiempo 

(Diminitova y col., 2008, Oakley y col., 2008, Zhou y col., 2010). 

2.1. Factores que influencian el balance de la microbiota vaginal 

El tracto genitourinario femenino (vagina, uretra, periuretra, cérvix) es un lugar 

potencialmente propicio para el desarrollo de muchas especies bacterianas patógenas (Reid 

y col., 2006). Por ello, el balance entre el mantenimiento de un estado saludable y la 

emergencia de una infección genitourinaria está controlada por la presencia y la acción 

protectora de los lactobacilos (Pascual y col., 2008b, Ravel y col., 2011, Ma y col., 2012). 

Aún así, dicha estabilidad también puede estar sujeta a los cambios que se producen en ese 

medio y a las condiciones fisiológicas del huésped. Por ejemplo, en las mujeres adultas 

premenopáusicas, una serie de factores endógenos y exógenos tales como: cambios en las 

estructuras epiteliales de la vagina de acuerdo a la edad, menstruación, desequilibrios 

hormonales, duchas vaginales, uso de anticonceptivos, medicación vaginal, diferente 

número de parejas sexuales, elevada frecuencia de relaciones sexuales y el empleo de 

diferentes métodos de protección vaginal durante el ciclo menstrual, son algunas causas 

responsables de desequilibrios en la microbiota vaginal (Farage y Maibach, 2006, Brotman y 

col., 2008, Nikolaitchouk, 2009, Brotman y col., 2010). 

El comportamiento de la biota vaginal en las mujeres sexualmente activas está 

influenciado por varios mecanismos de regulación. Dentro de dicho ecosistema dinámico, 
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podríamos mencionar entre los más importantes al proceso de acidogénesis. Distintas 

especies de Lactobacillus metabólicamente homofermentativas o heterofermentativas, 

producen ácido láctico como metabolito final a partir de la glucosa-6-fosfato del glucógeno 

(única fuente de carbono), liberado de la citólisis y posterior descamación de las células 

intermedias. De esta manera el pH normal de las mujeres sexualmente activas en edad 

reproductiva oscila entre 3,5-4,5 restringiendo la microbiota a especies ácido tolerantes 

como lo son los lactobacilos (Wilson y col., 2005, Guaschino y col., 2008, Martin y col., 

2008, Tibaldi y col., 2009). En algunos estudios del nicho vaginal se vio que en las 

secreciones de mujeres sanas predominaba el ácido láctico, mientras que en las infectadas 

predominaban compuestos orgánicos volátiles y otros ácidos como succínico, butírico, 

acético, provenientes del metabolismo de bacterias anaerobias, Gardnerella vaginalis y otros 

microorganismos (Martinez y col., 2008, Srinivasan y col, 2010, Lamont y col., 2011, Thorn 

and Greenman, 2012). Además, la regulación hormonal por acción de la relación 

estrógeno/progesterona favorece el incremento de Lactobacillus spp. y el descenso de los 

microorganismos anaerobios (Farage y Maibach 2006, Galhardo y col., 2006, Wilson y col., 

2007, Farage y col., 2010). 

2.2. Mecanismos protectores de lactobacilos en el tracto genitourinario 

Los lactobacilos pueden interferir con los microorganismos patógenos por diferentes 

mecanismos. Uno de ellos es la exclusión competitiva, por medio de la cual los lactobacilos 

pueden proteger el tracto genital compitiendo con los microorganismos patógenos por los 

receptores celulares del huésped. Así la adherencia de los lactobacilos a los receptores de 

los epitelios inhibe la unión de los microorganismos patógenos por exclusión, en algunos 

casos mediante obstrucción estérica o directamente bloqueando los sitios de unión de los 

receptores (Chen y col., 2005, Pascual y Barberis, 2011). Por ejemplo, en cultivo celular se 

ha visto cómo diferentes especies de lactobacilos aislados del tracto vaginal excluyen la 

adherencia de microorganismos patógenos como Gardnerella vaginalis, Prevotella bivia, 

Candida albicans, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y 

Pseudomonas aeruginosa de las células del epitelio (Atassi y col., 2006, Zárate y Nader 

Macías, 2006, Pascual y col., 2008b). En algunos trabajos se comprobó que cuando los 

lactobacilos tienen mayor afinidad por los receptores celulares que los microorganismos 

patógenos, ellos desplazan a estos últimos ya adheridos, siendo esta capacidad de utilidad 

potencial para el tratamiento de infecciones vaginales utilizando determinados lactobacilos 

(Mastromarino y col., 2002, Spurbeck y Arvidson, 2008). En esta propiedad benéfica, 

presente en algunas especies del género Lactobacillus, intervienen un conjunto de 

estructuras bacterianas conocidas genéricamente con el nombre de adhesinas (fimbrias, pili, 

material extracelular o sume, etc). Sin embargo aún no está claro, qué factores de los 

lactobacilos son utilizados para excluir o desplazar a los microorganismos patógenos del 
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epitelio vaginal del huésped. Existen varios estudios sobre los factores de adherencia de 

lactobacilos intestinales describiendo estructuras tipo proteicas como las proteínas de 

superficie externa (PSE) de la pared celular, componentes de carbohidratos y/o de ácido 

lipoteicoico (ALT) entre sus adhesinas, pero son escasas las investigaciones para dilucidar 

cuales son los factores de adherencia de lactobacilos vaginales que intervienen en estos 

mecanismos. Uno de los trabajos al respecto es el de Boris y col., (1998), donde se 

demostró in vitro que la adherencia de L. acidophilus y L. gasseri en cultivo celular, 

involucraba a proteínas y carbohidratos, posiblemente una glicoproteína, mientras que en el 

caso de L. jensenii dependía solamente de carbohidratos y de cationes bivalentes como el 

calcio (Ca+2). En cambio los receptores de las células vaginales de los cultivos eran 

glucolípidos, de esta manera se puede observar la gran heterogeneidad de las estructuras 

que interactúan entre ambas células. 

En segundo lugar, los lactobacilos pueden proteger el tracto urogenital de 

infecciones con microorganismos patógenos mediante un mecanismo conocido como 

coagregación, en el cual ellos secuestran las bacterias uropatógenas impidiendo su 

adhesión al epitelio del huésped. De esta manera, los microorganismos patógenos serían 

más fácilmente removidos por acción del flujo vaginal y/o directamente eliminados por los 

productos antimicrobianos secretados por los lactobacilos (Pascual, 2004, Spurbeck y 

Arvidson, 2011). El primer trabajo que postuló este mecanismo fue realizado por Reid y 

colaboradores en 1988, quienes probando una cepa de L. rhamnosus GR-1 observaron que 

coagregaba fuertemente especies de E co/i uropatógenas (ECUP), lo cual aumentaría su 

habilidad para inhibir a estos microorganismos patógenos. Luego se sucedieron algunos 

estudios sobre propiedades benéficas de cepas de lactobacilos con potencial probiótico, 

donde se consideró la coagregación como otro factor importante para el mantenimiento de 

un nicho vaginal saludable (Collado y col., 2007, Pascual y col., 2008b, Ekmekci y col., 

2009, Kotikalapudi, 2009). Esta propiedad co-agregativa en asociación a sustancias 

antimicrobianas liberadas por los lactobacilos sobre los microorganismo patógenos, conduce 

a la muerte directa de los mismos, previniendo infecciones genitourinarias y constituyendo 

así, un mecanismo relevante de defensa para el huésped (Mastromarino y col., 2002, 

Taheri, 2009, Pascual y Barberis, 2011). 

La inhibición directa de microorganismos patógenos por medio de compuestos 

antimicrobianos sintetizados por lactobacilos es uno de los mecanismos más estudiados. 

Los principales metabolitos sintetizados por miembros del género Lactobacillus son: ácidos 

orgánicos, principalmente el ácido láctico; peróxido de hidrógeno (H20 2); bacteriocinas y 

biosurfactantes; que resultarían antagónicos con el desarrollo de los microorganismos 

patógenos (Lepargneur y Rousseau, 2002, Collado y col., 2005, Pascual y col., 2006, 

Leeber y col., 2008, Reid y col., 2009, Ruíz y col., 2009, Daniele y col., 2011, Pascual y 
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Barberis, 2011). El bajo pH del tracto vaginal es uno de los principales mecanismos de 

prevención de la colonización de microorganismos patógenos. La mezcla de ácidos 

orgánicos producidos por los lactobacilos genera un microambiente vaginal suficientemente 

ácido que inhibe el desarrollo de microorganismos sensibles. Las especies de lactobacilos 

vaginales homofermentadoras producen ácido láctico, mientras las heterofermentadoras 

sintetizan entre sus metabolitos cantidades equimolares de ácido láctico, ácido acético, 

ácido propiónico, etanol y anhídrido carbónico (CO2). El ácido láctico como principal 

producto entre los ácidos orgánicos, además de contribuir con la disminución del pH vaginal, 

también permeabiliza las membranas bacterianas aumentando la actividad antimicrobiana 

de esta sustancia y la de otros compuestos inhibitorios que pueden actuar sinérgicamente 

para prevenir el desarrollo de microorganismos patógenos (Alakomi y col., 2000, Lebeer y 

col., 2008). Si bien, es conocido el efecto antimicrobiano producido por el ácido láctico, el 

modo de acción de este producto microbiano aún no ha sido completamente dilucidado. 

Algunos trabajos han sugerido que la difusión del ácido hacia el citoplasma bacteriano y su 

disociación genera una acumulación de aniones en el interior celular que reduce la síntesis 

de macromoléculas y afecta el transporte de sustancias hacia la membrana y por ello se 

produce la inhibición sobre los microorganismos patógenos (Ouwehand y Vesterlund, 2004). 

Un estudio reciente sobre el efecto antimicrobiano del sobrenadante de cultivo de una cepa 

de L. rhamnosus GG demostró que la fuerte inhibición sobre cepas de Salmonella 

typhymurium se debió a una gran acumulación citoplasmática de ácido láctico (De 

Keersmaecker y col., 2006). Asimismo en el trabajo realizado por Cadieux y colaboradores 

(2009) utilizando los sobrenadantes de cultivo de L. rhamnosus GR-1 y L. reuteri RC-14 

sobre cepas de E. coli uropatógenas (ECUP) se halló que el ácido láctico produjo no sólo la 

inhibición del desarrollo microbiano de las bacterias uropatógenas, sino también afectó la 

expresión de factores de virulencia tales como fimbrias tipo 1 y P necesarias para la 

adhesión de que estos microorganismos al epitelio del huésped. 

La producción de H20 2 por algunas especies de lactobacilos es considerado un 

mecanismo antimicrobiano importante en la vagina de mujeres sanas ya que inhibe el 

desarrollo de microorganismos patógenos (Servin, 2004, Pascual y col., 2006, Martinez y 

col, 2008). En presencia de oxígeno (02), especies de lactobacilos son capaces de producir 

H20 2 a través de enzimas como: oxidasas conteniendo flavoproteinas, oxidasas de NADH y 

superóxido disnnutasa. El efecto inhibitorio del H20 2 sobre el desarrollo microbiano se debe 

al fuerte poder oxidativo sobre los grupos sulfhidricos de proteínas y lípidos de las 

membranas impidiendo el transporte de nutrientes como así también, inhibiendo la actividad 

de enzimas que contienen azufre (hexoquinasas, gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasas) 

que afectarían procesos esenciales del metabolismo de los microorganismos (Ouwehand y 

Vesterlund, 2004, Antikainen y col., 2007). Otras especies reactivas del 0 2, oxígeno 
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singlete, radicales superóxidos y oxidrilos también son sintetizadas originando daños 

irreversibles similares al H20 2 sobre las membranas, enzimas y ADN de los 

microorganismos patógenos (Martinez y col., 2008, Dalié y col., 2010). En algunos estudios 

desarrollados en distintos grupos de mujeres, la presencia de lactobacilos productores de 

H202 se ha correlacionado con un menor riesgo de vaginosis bacteriana (VB), partos 

prematuros, corioaminionitis, y de adquirir infecciones por microorganismos patógenos de 

transmisión sexual, tales como Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis y VIH (Wilks 

y col., 2004, Knezevic y col., 2005, Atassi y col., 2006, Kim y col., 2006, Mijac y col., 2006). 

Las bacteriocinas son sustancias activas sintetizadas por las bacterias Gram 

positivas, con un núcleo de naturaleza peptídica o proteica, espectro variable de actividad 

antimicrobiana, cuyo mecanismo de acción interfiere con las estructuras y/o biosíntesis de 

componentes celulares, formando poros que permeabilizan las membranas de la bacteria 

blanco (Asaduzzaman y Sonomoto, 2009) Los microorganismos productores de 

bacteriocinas regulan su biosintésis censando cambios poblaciones de microorganismos en 

los nichos ecológicos que comparten y así aseguran su posición competitiva. Por ejemplo, 

L. acidphilus La-5 es una cepa productora de bacteriocina que aumenta su síntesis mediante 

un mecanismo de autoinducción que involucra la secreción de un péptido censor que 

registra cambios en los microorganismos del medio. Todas las bacterias productoras de 

bacteriocinas llevan un gen de autoinmunidad. En un trabajo reciente, se ha demostrado 

cómo una cepa de L. sakei productora de bacteriocina sintetiza proteínas de autoinmunidad 

para proteger al microorganismo productor de la acción antimicrobiana de su propia 

bacteriocina (Tabasco y col., 2009, Kjos y col., 2010). Existen algunos estudios que sugieren 

a las bacteriocinas y/o a los microorganismos productores de estas sustancias como fuertes 

candidatos para la restauración de la homeostasis (Corr y col., 2007, Ruíz y col, 2009, Reid 

y col., 2010). 

Otros mecanismos de inhibición de microorganismos patógenos producidos por 

lactobacilos en el tracto vaginal son: la producción de biosurfactantes y mucinas, la 

inmunomodulación, los efectos de señalización y modulación de uniones intercelulares (Reid 

y col., 2010). Los biosurfactantes son moléculas anfipáticas, con dominios hidrofóbicos e 

hidrofílicos y de una variada naturaleza química, entre ellos: proteínas, carbohidratos, 

glucoproteínas, glucolípidos, lipopéptidos, fosfolípidos, ácidos grasos y lípidos neutros. 

Estas sustancias son utilizadas por los microorganismos como emulsificadores de 

membranas, reguladores de la producción de biofilm y de mecanismos de adhesión y 

desplazamiento de patógenos (Singh y col., 2004, Rodrigues y col., 2006). Así, los 

biosurfactantes exhiben una amplia actividad inhibitoria sobre bacterias, hongos y virus 

(Gudiña y col., 2010 a,b). Hasta el momento se conocen más de 15 especies de lactobacilos 

que producen biosurfactantes activos, algunos de ellos secretados al medio, mientras otros 
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son asociados con las superficies bacterianas (Mukherjee y col., 2006, Fracchia y col, 2010, 

Gudiña y col., 2011). Por ejemplo, Spurbeck y col., 2010 utilizaron un extracto de 

componentes asociados a la superficie de una cepa de referencia, L. jensenii ATCC 25258, 

y demostraron en cultivo celular que poseía actividad biosurfactante, la cual inhibió la 

adhesión de N. gonorrhoeae a células epiteliales. En otros estudios in vitro evaluando el 

efecto del biosurfactante surlactina, producido por L. fermentum RC-14 sobre bacterias 

uropatógenas, se observó una marcada inhibición de la adhesión de Enterococcus faecalis, 

Gandida albicans, Klebsiella pneumoniae, Providencia stuartii, Pseudomonas aeruginosa, 

E. coli y S. epidermidis a superficies inertes tales como tapones de siliconas y vidrio. 

Walencka y col., 2008 estudiaron el efecto de un biosurfactante producido por L. acidophilus 

sobre el biofilm de cepas de S. aureus y demostraron una fuerte reducción de la formación 

de estas biopelículas, siendo un hallazgo significativo (Spurbeck y Arvidson, 2011). 

El tracto vaginal está recubierto por una capa mucosa que sirve de barrera contra la 

colonización de microorganismos patógenos. El principal componente del moco cervical, la 

mucina, es una glucoproteina que forma una red de tipo gel que recubre las células 

epiteliales de la mucosa y contiene moléculas como: lactoferrina, lisozima e 

inmunoglobulinas cuya acción antibacteriana es inespecífica. Esta matriz si se mantiene 

integra es difícil de penetrar por los microorganismos (Wiggins y col., 2001, Juarez Tomas y 

Nader Macias, 2007, Amit y col., 2009, Spurbeck y Arvidson 2011). Domino y col., 2009 

demostraron en un ensayo experimental de candidiasis vaginal que la presencia de 

lactobacilos indujo una mayor producción de la matriz glucoproteica inhibiendo la adherencia 

de C. albicans a las células epiteliales. 

De manera similar, en el tracto gastrointestinal se ha visto cómo la adherencia de 

lactobacilos en dichos epitelios incrementa de 2-3 veces la producción de mucinas y 

disminuye la adherencia de bacterias enteropatógenas (Mattar y col., 2002, Mack y col, 

2003, Kim y col., 2008). 

El sistema inmune del huésped debe adecuar correctamente las respuestas hacia los 

microorganismos patógenos y a su vez, diferenciar entre las bacterias indígenas y las 

exógenas no patógenas. Para ello, los patrones de reconocimiento que median la detección 

de antígenos bacterianos, activan cascadas de señalización internas e intercelulares que 

regulan la respuesta inmune innata y adaptativa (Wells, 2011). La inmunoregulación por 

lactobacilos puede resultar en la producción de factores del huésped tales como: péptidos 

antimicrobianos (defensinas), lactoferrinas y lisozimas, los cuales pueden inhibir a los 

microorganismos patógenos; la producción de fosfatasa alcalina que se une al 

lipopolisacárido e impide su toxicidad y la desregulación de la señalización intracelular 

dependiente del factor nuclear k6 (NF-k6) en el epitelio del huésped. En este último caso, 
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ciertas proteínas regulan la interacción entre la microbiota y el huésped reprimiendo genes 

dependientes del factor nuclear—k13 (NF-k13), los cuales codifican para péptidos 

antimicrobianos y así logran mantener la homeostasis. En la actualidad se sabe que existe 

un efecto de señalización entre lactobacilos indígenas y microorganismos patógenos, en el 

cual ocurre una desregulación de la producción de toxinas por estos últimos. Esto ilustra el 

hecho de que la regulación inmune está controlada por los microorganismos y apunta a los 

patógenos mientras ayuda a reemerger a las bacterias indígenas (Pamer, 2007, Ryu y col., 

2008, Reíd y col., 2010). En un estudio reciente utilizando un modelo in vitro de epitelio 

vaginal y distintas cepas de lactobacilos vaginales se demostró una disminución de 

citoquinas proinflamatorias mediante la activación de las vías de señalización de receptores 

tipo Toll (TLR), en comparación a la inducción producida por microorganismos de 

infecciones genitales y en ausencia de lactobacilos. De esta manera se promueve un efecto 

preventivo de los lactobacilos frente a las infecciones del tracto vaginal (Rose y col., 2012). 

La integridad del epitelio de la boca, el intestino y la vagina es crucial para 

mantenimiento de la salud del huésped. Cuando se produce la disrupción de esta capa, los 

microorganismos que colonizaron estas superficies, ganan acceso a los tejidos y la sangre 

propiciando algunas enfermedades. La activación de las proteínas de uniones intercelulares 

estrechas por los lactobacilos, ayuda a limitar el daño causado directamente por acción de 

microorganismos patógenos o en los procesos inflamatorios. El daño en los epitelios 

conduce a la ruptura de las uniones intercelulares e induce a la respuesta inmune, 

permitiendo la llegada de polimorfonucleares, los cuales intensificarán el daño local. De esta 

manera los lactobacilos que recubren las superficies epiteliales mantienen intactas las 

uniones estrechas_ Por ejemplo, se ha propuesto en ensayos in vitro de infecciones por HIV 

que determinadas especies de lactobacilos podrían impedir la penetración del virus en las 

células del huésped, mediante la regulación de la síntesis de proteínas de unión 

intercelulares de oclusión, denominadas ZO-1 y ocludinas (lqbal y col, 2009, Reid y col., 

2010). La figura 2 muestra diferentes mecanismos que llevan a cabo los lactobacilos para 

inhibir a microorganismos patógenos. 

Aunque los lactobacilos pueden utilizar diferentes mecanismos para inhibir la 

colonización de microorganismos patógenos en la vagina, es necesario señalar que esa 

capacidad antimicrobiana es específica de especie y/o de cepa, ya que no todas las cepas 

de una especie de lactobacilo tienen el mismo potencial inhibitorio. Asimismo, estos 

mecanismos de antibiosis de lactobacilos actúan junto a factores del huésped tales como: 

continuo recambio de la capa externa del epitelio escamoso, síntesis de péptidos 

antimicrobianos derivados de las células epiteliales y de inmunoglobulinas, para proteger al 

huésped de las infecciones (Wilson y col., 2005, Spurbeck y Arvidson, 2011). 
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Figura 2. Mecanismos antimicrobianos de lactobacilos para restaurar la microbiota. 
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3. Evolución del concepto probiótico, definición y microorganismos 
reconocidos 

La dieta consumida hace un millón de años por nuestros antecesores contenía un 

50% menos de proteínas, un 75% menos de grasas saturadas y un 90% menos de sodio. El 

hombre del Paleolítico consumía entre 4 y 10 veces más vitaminas y antioxidantes. Pero la 

más llamativa diferencia entre nuestros ancestros es que en su dieta, ingerían diariamente 

más de 109 bacterias beneficiosas para la salud, entre ellas diferentes especies de 

Lactobacillus. Este aporte de microorganismo para la salud era debido a que los alimentos 

vegetales eran almacenados durante mucho tiempo y estos fermentaban (fermentación 

láctica) (Leach, 2007, Reid y col., 2008). En cambio hoy, mientras el consumo de alimentos 

vegetales fermentados se reduce a pocos países, el consumo de alimentos lácteos 

fermentados aumenta considerablemente, siendo históricamente los países del este de 

Europa los mayores consumidores mundiales, promovidos por los beneficios en la salud que 

genera la ingesta de estos productos (Oozeer y col., 2006, Hickson y col, 2007, Saxelin. 

2008, Granato y col., 2010). 

Inicialmente la concepción del efecto benéfico de algunos microorganismos fue 

enunciado en el trabajo de Elie Metchnikoff titulado "Sobre la prolongación de la vida" en 

1908, donde se aseguraba que no todos los microorganismos en el mundo microbiano 

debían ser considerados patógenos, dado que algunos de ellos podrían ser realmente útiles 

y dentro de los cuales, las bacterias ácido lácticas poseían un lugar destacado, aportando 

así, un precedente importante en lo que más tarde se conoció como concepto probiótico 

(Metchnikoff, 1907, Lilly y Stillwell, 1965, Senock y col, 2005). Sin embargo la práctica de 

este concepto permaneció esencialmente latente durante gran parte del siglo XX y a través 

de la era de oro de los antibióticos y las vacunas. De hecho el término "microbio" es el que 

se ha exaltado como agente perjudicial y se ha minimizado el potencial benéfico de algunas 

bacterias. 

Hacia 1970 un microorganismo probiótico se definía como "un microorganismo que 

se utiliza como suplemento en la alimentación animal, para aumentar el crecimiento y 

reducir el estrés". Más tarde se consideró como "un microorganismo vivo que se introduce 

en la dieta, y que tras ser ingerido en cantidad suficiente, ejerce un efecto positivo en la 

salud, más allá de los efectos nutricionales tradicionales" (Roberfroid, 2000; Marquina, 

2001) En la actualidad los probióticos son microorganismos vivos no patógenos, que 

administrados en cantidades adecuadas confieren un beneficio saludable sobre el huésped 

(FAO/VVHO, 2001, 2002, WHO, 2005, Sander, 2008). 

Los términos antibiótico y probiótico, traducidos literalmente del griego "biotikos" son 

el opuesto perfecto, el primero resulta "contra la vida" y el segundo significa "a favor de la 

vida" (Conly y Johnston, 2004). Si bien los antibióticos son agentes terapéuticos para tratar 
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las infecciones causadas por bacterias patógenas, los probióticos por definición, si fueran 

cuidadosamente seleccionados para su uso contra determinadas infecciones en humanos y 

animales, tendrían similar actividad antimicrobiana que los antibióticos y además ofrecerían 

efectos benéficos para la salud del huésped (Koning y col., 2008, Kaur y col., 2009). 

En los últimos años, expertos representantes de organismos internacionales, tales 

como la Organización de Agricultura y Alimentos (FAO) y la Organización Mundial de la 

Salud (OMS), han elaborado documentos con recomendaciones sobre los criterios y 

metodologías necesarios para identificar y definir probióticos y establecer los mínimos 

requerimientos para probar con mayor precisión, los beneficios en la salud (FAO/WHO, 

2001, 2002, WHO, 2005, Dobrogosz y col., 2010). Estos organismos definieron que los dos 

principales géneros de bacterias Gram positivas usadas extensivamente como probióticos 

son miembros de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium. Aún así, algunas especies de 

los géneros Escherichia, Streptococcus, Enterococcus y Saccharomyces también son 

consideradas entre los probióticos (Tabla 1). 

Tabla 1. Microorganismos reconocidos como probióticos. 

Lactobacillus spp. 

L. acidophilus 
L. casei 
L.cdspatus 
L. delbrueckii subsp butgaricus' 
L. fermentum 
L. gasseri 
1.,. johnsonii 
L. paracasei 
L. plantarum 
L. reuteri 
L. rhamnosus 

Bifidobacterium spp. 

B. bifidurn 
B. breve 
B. infantis 
B. tongum 
B. lactis 
B. adolescentis 

Otros 

Escherichia coli Nissle 
Saccharomyces boulardif 
Streptococcus thermophilus' 
Enterococcus faeciumb

Gupta y Garg, 2009 

Referencias. a, aún hay debate sobre su actividad probiótica; b, preocupa su seguridad debido a su 
potencial patogenicidad y resistencia a vancomicina. 

Además de la correcta identificación de las especies y la caracterización funcional de 

las mismas mediante técnicas in vitro y en modelos animales, deben ensayarse distintas 

fases de estudios clínicos en humanos para asegurar la inocuidad de estos 

microorganismos (Reid y col, 2003, 2008, Hibberd y Davidson, 2008, Vanderhoof y Young, 

2008, Sanders 2010). 

En un huésped humano o animal los probióticos pueden provenir de la microbiota 

autóctona (indígena) o alóctona (transitorias) de diferentes mucosas. Asimismo, la 

microbiota indígena es la principal fuente de microorganismos benéficos, los cuales parecen 
12 
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poseer mayores habilidades para persistir y proliferar, como ocurre con algunas especies y 

cepas del género Lactobacillus. Un ejemplo de ellos lo puede constituir el tratamiento de la 

vaginosis bacteriana (VB) mediante la administración de lactobacilos en vagina. Los 

lactobacilos urogenitales con potencial probiótico han demostrado muy buenos efectos 

cuando son administrados ya sea por vía oral o vaginal (Mikelsaar y col, 2004, Hsieh y 

Versalovic, 2008, Kumar y col., 2011). 

Con el incremento del número de microorganismos patógenos resistentes a 

multidrogas y el reconocimiento de la importancia del control de la microbiota humana en la 

salud y en la enfermedad, es cada vez mayor el interés generado en la utilización de los 

probióticos. Este fenómeno es evidente ya sea en el número de productos probióticos 

disponibles en el mercado, como así también, en la cantidad de investigaciones científicas 

realizadas en este campo. Por ejemplo, desde hace ya varios años en distintos países del 

mundo (Dinamarca, Finlandia, Netherlands, Suiza, Alemania, USA, Canadá, Japón, China) 

existe un creciente interés en los alimentos probióticos o funcionales (Senok y col., 2005, 

Saxelin, 2008). De manera similar, en los últimos 20 años se pueden encontrar 

publicaciones de estudios explorando las aplicaciones biomédicas de probióticos (Czaja y 

col., 2007, Versalovic y Wilson, 2008, Borchers y col., 2009, Ohashi y Ushida, 2009, Sleator, 

2010, Li y col., 2012). Aún así, mientras la mayoría de las investigaciones con probióticos se 

han focalizado para su aplicación en el tracto gastrointestinal, proporcionalmente un menor 

número de estudios se han realizado utilizando probióticos vaginales para infecciones del 

tracto genitourinario (Huffnagle and Wernick, 2007, Spurbeck y Arvidson, 2011). 

3.1. Efectos benéficos en la salud por el uso de probióticos 
Hasta el momento son numerosas las evidencias científicas sobre los efectos 

benéficos para la salud por el uso de probióticos (Vasile y col., 2011) Las enfermedades 

gastrointestinales, incluidas las diarreas del viajero, diarreas asociadas a antibióticos (DAA), 

colitis necrotizante (CN), enfermedad intestinal inflamatoria (EH), síndrome de intestino 

irritable y las infecciones por Helicobacter pylori son algunas de las más estudiadas 

valorando los efectos producidos por distintos probióticos mediante ensayos con humanos 

(Goldin y Gorbach, 2008, Lin y col., 2009, WGO, 2010, Williams, 2010, Ojetti y col., 2012, 

Sunanliganon y col., 2012). Por ejemplo, la diarrea infecciosa en los niños y ancianos es un 

problema sanitario que promueve como alternativa terapéutica el uso de probióticos. En 

estudios clínicos sobre niños con diarrea aguda a rotavirus, la utilización de L. reuteri ATCC 

55730, L. rhamnosus GG, L. casei DN-114001 y Sacharomyces boulardii con una adecuada 

terapia de rehidratación, lograron reducir la duración de la diarrea de 3-4 días a sólo 30 h y 

además no se observaron efectos adversos atribuidos a la administración oral de estos 

probióticos (Szajewska y col., 2007a, b, Pham y col., 2008, Lahtinen y col., 2012). Similares 

resultados fueron obtenidos por Narayan y colaboradores (2010) en una población de 
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infantes de Hong Kong empleando otras especies de lactobacilos. En los procesos de DAA, 

se demostró que la coadministración de L. rhamnosus y S. boulardii resultó más efectiva 

previniendo las diarreas recurrentes a Clostridium difficile y produjo un mayor alivio en los 

dolores estomacales de los pacientes, en comparación con el empleo de antibióticos como 

única terapia (Segarra-Newnham, 2007). Un estudio clínico en 139 pacientes ancianos 

hospitalizados, halló que la administración de una mezcla de probióticos (L. casei, 

L. bulgaricus y S. thermophilus) dos veces al día redujo considerablemente la incidencia de 

la DAA en adultos mayores (Hickson y col., 2007). Similares resultados fueron hallados por 

Johnston y col., 2011 quienes evaluando distintas preparaciones con probióticos en ensayos 

clínicos se ha visto una menor incidencia de DAA denotando un efecto preventivo del uso de 

estos microorganismos. Otra causa importante de morbilidad y mortalidad (20-50%) en los 

recién nacidos a pretérmino (<34 semanas de gestación) y de bajo peso (<1,5 kg) es la 

enterocolitis necrotizante (ECN). Varios estudios proveen evidencia sobre los efectos 

benéficos a corto plazo de la administración profiláctica de ciertos Lactobacillus spp., 

Bifidobacterium spp. y S. thermophilus, los cuales administrados dos veces al día en 

concentraciones de 109 ufc/ml, durante los primeros días de vida (10-17 días y luego por 6 

semanas), reducen significativamente la incidencia y severidad de la ECN como así 

también, la mortalidad de estos neonatos (Deshpande y col., 2007, Lin y col., 2008, 

Deshpande y col., 2010, Sanders y col., 2010, Wang y col., 2012a). La enfermedad 

intestinal inflamatoria (EII) es una condición crónica, que incluye la enfermedad de Crohn 

(EC), la colitis ulcerosa (CU) y la inflamación del íleon. En algunos ensayos clínicos 

comparando el beneficio de la aplicación de una mezcla de 8 especies probióticas (VSL#3), 

conteniendo L. casei, L. plantarum, L. acidophilus, L. delbrueckii subespecie bulgaricus, 

B. longum, B. breve, B. infantis and S. salivarius subspecies therrnophilus y L. rhamnosus 

GG para mejorar las condiciones en la Ell, se demostró que la mezcla resultaba mejor para 

el tratamiento y el alivio de la CU que para la EC, mientras que el uso de L. rhamnosus GG 

no disminuía los dolores de esta última condición (EC) (Heilpern y Szilagyi, 2008, Kajander 

y col, 2008, Moayyedi y col., 2010, Tursi y col., 2010). 

Otros efectos benéficos de los probióticos se vienen explorando en diversos 

problemas de salud tales como: obesidad, hipercolesterolemia, inflamación, cáncer, 

procesos alérgicos, intolerancia a lactosa y otros oligosacáridos, infecciones respiratorias, 

efectos moduladores de la respuesta inmune e infecciones genitourinarias (Maldonado 

Galdeano y col., 2007, Kukkonen y col., 2007, Boyle y col., 2008a,b, EFSA, 2010, Gratz y 

col., 2010, Azcárate-Peril y col., 2011, Hao y col., 2011, Hakansson y Molin, 2011, Zhu y 

col., 2011, Kunnar y col., 2012, Reid, 2012). 

La reducción de los niveles de colesterol por algunas cepas probióticas es un hecho 

notablemente beneficioso para la salud humana que ha sido documentado mediante 
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ensayos in vitro e in vivo (Lye y col., 2010, Kumar y col., 2010). Esto se debe11, 

desconjugación enzimática de las sales biliares producida por una hidrolasa durante 'él 

circuito enterohepático, la cual está presente en las bacterias acido lácticas del tracto 

gastrointestinal. Esta actividad hidrolasa (HSB), vuelve menos solubles a dichas sales y por 

ello, son difíciles de reabsorber desde el lumen intestinal. Así se produce la excreción de 

grandes cantidades de ácidos biliares en las heces. De este modo, las sales biliares serían 

menos eficientes en la solubilización y absorción de los lípidos en el intestino (Begley y col, 

2006, Nagpal y col. 2007). A modo de ejemplo, Jones y colaboradores (2011), demostraron 

que la incorporación de una cepa con actividad hidrolasa de Lactobacillus reuteri 

NCIMB 30242 en el yogurt consumido diariamente por pacientes adultos, disminuyó 

considerablemente los niveles séricos de colesterol. Existen lactobacilos que hidrolizan el 

colesterol y lo utilizan para su metabolismo. 

En los últimos años las investigaciones sobre probióticos con propiedades 

anticancerosas han reunido una creciente evidencia científica (Liong, 2008). Los modelos 

in vivo de ratones (APCmin ratones), modificados genéticamente para formar 

espontáneamente tumores han servido para demostrar que ciertos microorganismos 

probióticos pueden reducir la incidencia de tumores. Un ejemplo lo constituye el estudio de 

0"Mahony y colaboradores (2001), quienes utilizando ratones knockout para IL-10, 

administraron vía oral una cepa de L. salivarius UCC118 durante 6 semanas y observaron 

una reducción del crecimiento tumoral como así también, una menor inflamación 

gastrointestinal en el grupo de ratones tratados con el probiótico, en comparación al grupo 

control. Otros dos estudios clínicos independientes evaluaron los efectos del uso de dos 

cepas probióticas, L. rhamnosus LGG y B. lactis Bb12, junto a oligofructosa o inulina en 

pacientes con riesgo de cáncer de colon. En estos ensayos, se determinó que la 

combinación disminuyó la expresión de marcadores característicos de cáncer colonrectal 

(Loo y col., 2005, Rafter y col, 2007). El trabajo de Ohara y colaboradores (2010) en 

pacientes con cáncer colonrectal demostró que una sola administración diaria de cepas de 

L. gasseri 0LL2716 y LG21 durante 12 semanas, restauró la microbiota intestinal inhibiendo 

el desarrollo de C. perfringens y la síntesis de aminas volátiles en las heces, contribuyendo 

con un efecto paliativo en estos pacientes. También se ha visto en pacientes con cáncer que 

han iniciado su quimioterapia, un efecto colateral denominado mucositis o inflamación de la 

mucosa intestinal. Este proceso inflamatorio está caracterizado por un síndrome de mala 

absorción, decaimiento y fiebre continua. Yamashiro y Nagata, (2010) realizaron un ensayo 

clínico controlado en un grupo de niños con cáncer y bajo tratamiento quimioterápico (n=42), 

dividiéndolos en un grupo placebo y un grupo tratado con altas concentraciones de 

109 UFC/ml de B. breve BBG-01, diariamente durante 3 meses. Estos investigadores 

demostraron que la administración de BBG-01 disminuyó la frecuencia de fiebre, el uso de 
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antibióticos, y atenuó la mucositis inducida por la quimioterapia en el grupo tratado, a 

diferencia de los niños del grupo placebo quienes sufrían infecciones oportunistas por 

desequilibrios en la microbiota intestinal y necesitaron de terapia antibiótica. 

Determinados procesos alérgicos tales como, eczema atópico, rinoconjuntivitis 

alérgica, asma alérgica y dermatitis atópica, se volvieron muy frecuentes en el mundo 

occidental durante las últimas décadas, principalmente en niños y adultos (Ozdemir, 2010). 

Una posible causa que favorece estas reacciones de hipersensibilidad en el huésped, se ha 

asociado con un bajo número de especies de lactobacilos y bifidobacterias colonizando el 

intestino durante los primeros días de vida (Penders y col., 2007, Roessler y col., 2008). En 

el caso de la rinitis y el asma alérgico, algunos estudios clínicos utilizando cepas probióticas 

tales como: B. longum BB536, L. paracasei Lp33 y L. acídophilus L92, demostraron un 

marcado alivio de los síntomas en los pacientes y consecuentemente una mejoría en su 

calidad de vida (Xiao y col., 2006, Kalliomaki y col., 2010). Un resultado similar observaron 

Ivory y colaboradores, (2008), quienes administraron por vía oral una cepa probiótica de 

L. casei Shirota, en individuos alérgicos al polen consiguiendo además, un efecto 

antiinflamatorio nasal. En niños de edad pre-escolar, la ingesta de leche suplementada con 

L. caseí DN-114001 por un periodo de 6 meses, disminuyó el número de episodios de rinitis 

y asma alérgico (Giovannini y col, 2007). 

Algunos trabajos sobre la influencia de ciertos probióticos en el sistema inmune 

indican un aumento de la actividad fagocitaria de monocitos, granulocitos y células natural 

killer (NK) (Hajela y col., 2012). Otros efectos de inmunonnodulación en la que intervienen 

probióticos, incluyen la inducción sobre la producción de mucus, estimulación de la 

secreción de IgA, activación de neutrófilos (Ne), inhibición de la síntesis de citoquinas 

inflamatorias, rápida estimulación de la síntesis de inmunoglobulinas en circulación (IgM/ 

IgG), aumento de la expresión de receptores toll like receptors (TLR) (Delcenserie y col., 

2008, Kitasawa y col., 2008, Shida y Nanno, 2008, Borchers y col.,2009, Ohashi y Ushida, 

2009, Sherman y col, 2009, Rose y col., 2012). 

El uso de probióticos en la prevención o tratamiento de infecciones vaginales ha sido 

motivo de varios estudios. Muchas infecciones vaginales resultan de la desaparición o 

disminución cuantitativa y cualitativa de especies de lactobacilos naturalmente presentes en 

la vagina (Bohbot y Cardot, 2012). La ausencia de lactobacilos vaginales predispone a las 

mujeres a una amplia variedad de infecciones, tales como vaginosis bacteriana (VB), 

infecciones genitourinarias y de transmisión sexual producidas por N. gonorrhoeae y 

C. trachomatis, Trichomonas vaginalís, Micoplasma spp., infecciones virales (HIV, virus 

herpes simplex-2 (HSV-2)), riesgo de enfermedad inflamatoria pélvica y partos prematuros 

(Denney y Culhane, 2009, Donders y col., 2009, 2010, Brotman y col., 2010, Brotman, 
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2011). Muchas mujeres con infecciones genitourinarias pueden ser asintomáticas y aún así, 

estar en riesgo de complicaciones severas, especialmente durante los embarazos. La 

gestación en las mujeres se asocia con bacteriuria asintomática entre el 4-7% de los casos y 

con pielonefritis entre el 0.5-2% de las embarazadas (Hill y col., 2005, Minardi y col., 2011). 

La utilización de probióticos para prevenir las infecciones urinarias en las mujeres 

sexualmente activas y posmenopáusicas, como así también en las embarazadas, se ha 

informado en distintos trabajos científicos. Un estudio preclínico de infección urinaria en un 

modelo animal, demostró que la administración intravaginal de la cepa probiótica 

L. fermentum L23 en una concentración de 108 UFC/ml, inhibió el crecimiento de E. coli y 

redujo la severidad y el riesgo de infección urinaria (Pascual y col, 2010). En un ensayo 

clínico sobre un grupo de mujeres premenopáusicas con infecciones urinarias recurrentes 

(ITUr) quienes recibieron tratamiento con antibióticos, se evaluó el efecto benéfico de un 

probiótico intravaginal. Estas mujeres fueron divididas en un grupo control y un grupo tratado 

con probiótico durante 3 meses. En dicho estudio se demostró que las mujeres bajo terapia 

probiótica tuvieron una reducción significativa en la recurrencia de las ITUs (21%), respecto 

al grupo control placebo con una tasa de ITUr del 47% (Minardi y col., 2011). Similares 

resultados fueron hallados por Stapleton y colaboradores (2011), quienes probaron la 

aplicación vaginal del probiótico L. crispatus en mujeres con antecedentes de ITUr por el 

termino de 10 semanas y luego compararon con un grupo placebo. Estos investigadores 

hallaron que las mujeres tratadas con el probiótico presentaron una recurrencia de infección 

del 15% comparado con casi el doble en el grupo placebo y además demostraron que la 

elevada colonización vaginal por L. crispatus (106 UFC/ml de flujo) se correlacionó con una 

menor recurrencia de las ITUr. Beerepoot y colaboradores (2009), realizaron un ensayo 

clínico sobre 252 mujeres posmenopáusicas con ITUr evaluando el efecto preventivo de dos 

cepas probióticas, L. rhamnosus GR-1 y L. reuted RC-14, respecto del tratamiento 

antibiótico con trimetroprima- sulfonnetoxazol (TMP/SMX) durante un período de 12 meses. 

Las mujeres que recibieron cápsulas orales conteniendo 108 UFC/mg de los probióticos, 

presentaron una reducción de la ITUr mayor al 50%, retrasando los episodios de ITU en 

comparación al grupo tratado con TMP/SMX donde aumentaron los niveles de resistencia 

antibiótica. En los últimos años, una serie de investigaciones clínicas se han desarrollado 

valorando el uso de probióticos en distintos períodos de la gestación y lactancia (Boyle y 

col., 2008b, Kukkonen y col., 2008, Kuitunen y col., 2009, Elias y col., 2011). La mayoría de 

las mujeres embarazadas comienzan el tratamiento con probióticos entre la semana 32 y 36 

de gestación y continúan hasta el parto con la intención de producir un beneficio en la salud. 

Allen y colaboradores (2010), evaluaron la seguridad de suplementar con probióticos las 

dietas de embarazadas y niños recién nacidos para evitar posibles efectos adversos durante 

la gestación como así también, el desarrollo de enfermedades atópicas en los neonatos. 

17 



INTRODUCCION Tesis Doctoral Francisco O. Ruíz 

Una concentración de 1010 UFO/mi de L. salivarius CUL61, L. paracasei CUL08, B. animalis 

subsp. lactis CUL34 y B. bifidum CUL20 se administró diariamente a mujeres embarazadas 

durante el último mes de gestación y a los neonatos durante los primeros seis meses de 

vida. En dicho período se evaluaron los efectos adversos de acuerdo a la clasificación 

internacional de criterios de enfermedad elaborado por la OMS y se demostró que los 

probióticos administrados no presentaron riesgo para la salud de las embarazadas ni para el 

desarrollo temprano del niño. Recientemente en Finlandia, se llevó a cabo un estudio clínico 

controlado sobre 256 mujeres embarazadas, donde se investigó la eficacia y seguridad de la 

combinación probiótica de L. rhamnosus GG y B. lactis Bb12 desde el primer trimestre de 

gestación y en el crecimiento de los neonatos durante 24 meses, en comparación a un 

grupo control. El grupo tratado con los probióticos tuvo una menor frecuencia de diabetes 

mellitus gestacional (MDG) (13%), respecto al grupo control que presentó un 34%. La 

seguridad del uso de estos probióticos se confirmó por la ausencia de efectos adversos, 

tales como: obesidad, enfermedades cardiovasculares, hipertensión, síndromes metabólicos 

y alergias, tanto en las madres gestantes como en el crecimiento (peso y tamaño) de los 

recién nacidos (Luoto y col., 2010). La prevención de partos prematuros espontáneos 

mediante el uso de distintas formulaciones con probióticos es una nueva área de 

exploración científica dada la alta mortalidad (>70%) y morbilidad (>50%) de esta 

problemática en el mundo. En un estudio de cohorte realizado en Noruega sobre 950 

mujeres embarazadas, evaluando el efecto preventivo de una mezcla de probióticos, se 

demostró que la ingestión de leches enriquecidas con L. acidophilus LA-5, B. lactis Bb-12, 

L. rhamnosus LGG durante los meses de gestación redujo significativamente el riesgo de 

aparición de partos prematuros en estas mujeres en comparación al grupo control (Myhre y 

col., 2011). 

La VB es una infección muy frecuente en las mujeres premenopáusicas y 

sexualmente activas con una incidencia del 30%, donde el 40-50% de los casos presentan 

síntomas, mientras que en las mujeres embarazadas su prevalencia ronda entre el 12-55% 

(Sharami y col., 2007). Otros problemas asociados con la VB son un alto riesgo de adquirir 

infecciones de transmisión sexual, EPI y de partos prematuros (Cribby y col., 2008, Gallo y 

col., 2008, Donders y col., 2009). La recurrencia de VB (>4 episodios por año) es también un 

hecho bastante común, que experimentan entre el 30-60% de las mujeres después del 

tratamiento oral con antibióticos. De hecho, ya que existen pocas opciones terapéuticas para 

el tratamiento de VB en el mundo, los médicos ginecólogos están abiertos a emplear nuevas 

estrategias que varían desde el uso de drogas sintéticas hasta la aplicación de probióticos 

(Kumar y col., 2011). Larsson y colaboradores (2008) realizaron un ensayo controlado sobre 

100 mujeres con VB recurrente tratadas con clindamicina como terapia primaria, y en las 

que se administró cápsulas vaginales conteniendo 109 UFC/mg de dos cepas de lactobacilos 
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probióticas durante tres ciclos de menstruación para determinar si este procedimiento 

incrementaba la tasa de curación y el tiempo entre las recaídas, en comparación a un grupo 

placebo control. Estos investigadores determinaron que las mujeres tratadas con 

probióticos, postratamiento antibiótico, presentaron una tasa de curación mayor (77%) que 

el grupo placebo (46%) y además, actuarían como adyuvantes de la antibióticoterapia, 

prolongando los tiempos entre los episodios de recaídas. En un ensayo clínico similar, se 

comprobó que la co-administración de tinidazole, un nuevo antibiótico para el tratamiento de 

VB alternativo al metronidazole y 108 UFC/m1 de L. rhamnosus GR-1 y L. reuteri RC-14 

durante 28 días en mujeres con VB, tuvo un 87% de curación respecto al grupo control 

(50%), siendo una alternativa terapéutica valiosa para los episodios refractarios de VB 

(Martinez y col., 2009). El trabajo realizado por Ehrstrom y col., 2010) evaluando la 

aplicación de L gasseri LN40, L. fermentum LN99, L. casei subsp. rhamnosus LN113 and 

P. acidilactici LN23 en 95 mujeres postratamiento convencional para VB y vulvocandidiasis 

vaginal (VCV) recurrentes, no solo demostró una reducción significativa de los episodios de 

recurrencias de estas infecciones sino también, una elevada colonización de estos 

microorganismos en el grupo tratado con probióticos. Aunque son varios los antecedentes 

que muestran un efecto positivo sobre el tratamiento de la VB producto del efecto 

combinado entre probióticos y antibióticos, o administrados como adyuvantes 

postratamiento antibiótico, se ha visto en la última reunión de expertos desarrollada en 

Mumbai, que la sola administración de 109 UFC/ml de L. brevis, L. salivarius subsp. salicinus 

y L. plantarum a 67 mujeres con VB durante 8 días fue efectiva para curar un 80% de las 

mujeres con estas infecciones, en relación a un valor significativamente menor en el grupo 

control, evidenciando la importancia de una correcta selección de cepas probióticas para 

combatir estas infecciones (Hajela y col., 2012). 

Los tratamientos y estrategias preventivas para las infecciones del tracto 

genitourinario, han transcurrido sin cambios durante casi 50 años. Las tasas de prevalencia 

para vaginosis bacteriana en más de 29%, dependiendo de la población y así mismo la alta 

incidencia de candidiasis vulvovaginal e infecciones del tracto urinario, además de VIH, 

necesitan con urgencia nuevas terapias para mejorar la salud de las mujeres alrededor del 

mundo (MacPhee y col., 2010, Reid, 2012). Estos antecedentes junto a muchos otros, se 

deberían tener en cuenta al seleccionar las mejores cepas bacterianas para su uso como 

probióticos y en la búsqueda de una resistencia biológica y natural contra microorganismos 

patógenos exógenos. 
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3.2. Bacteriocinas, síntesis, clasificación y modo de acción 

Las bacteriocinas son sustancias con actividad antimicrobiana producidas por 

microorganismos, cuya constitución química está formada por un núcleo de naturaleza 

proteica al que pueden unirse otros compuestos tales como hidratos de carbono, 

aminoácidos, lípidos, ADN y/o ARN. Estos compuestos antimicrobianos inhiben el desarrollo 

de otros microorganismos relacionados o no filogenéticamente. La síntesis de estos 

metabolitos secundarios biológicamente activos ocurre hacia finales de la fase exponencial 

de desarrollo o en el inicio de la fase estacionaria. En la actualidad se sabe que las 

bacteriocinas son sintetizadas por bacterias de diferentes linajes, incluidas las 

arqueobacterias (Shand y Leyva, 2008). En las eubacterias, esta diversidad se divide en 

bacteriocinas producidas por bacterias Gram positivas y Gram negativas (Gordon y col., 

2007, Heng y col., 2007). Estos compuestos antimicrobianos son de síntesis ribosomal, 

aunque algunos de ellos requieren de modificaciones post-traduccionales para adquirir 

actividad, el gen estructural de la bacteriocina y los genes que codifican para las proteínas 

implicadas en el procesamiento y transporte de la misma, a menudo se encuentran en un 

plásmido o un transposón, como también los genes que codifican para su autoinmunidad, 

protegiendo al microorganismo productor de su propia bacteriocina (Jon y col., 2006, Kjos y 

col., 2010). Tienen propiedades bactericidas o bacteriostáticas contra especies 

estrechamente relacionadas con las cepas productoras y también con aquellas distanciadas 

filogenéticamente (interespecífica). Se las denomina de acuerdo a la especie que la 

produce. Poseen sensibilidad al tratamiento con enzimas proteolíticas, siendo esta una 

propiedad para caracterizadas (Todokoro y col., 2006). Presentan una amplia tolerancia al 

calor (hasta 121°C), peso molecular (PM), propiedades bioquímicas, rango de huéspedes 

sensibles, modo de acción y localización de sus determinantes antigénicos. Generalmente 

son estables al pH ácido o neutro y soportan los tratamientos de pasteurización a 63°C 

durante 30 minutos o a 72°C por 15 segundos (Pascual y col., 2008a, Rajaram y col., 2010, 

Mohankumar y Murugalatha, 2011, Abo-Amer y Shobrak, 2012). 

La producción de bacteriocinas en algunas bacterias está regulada por el mecanismo 

de aquorum sensing" o autoinducción, por medio del cual se monitorean cambios en 

densidad de la población bacteriana en un ambiente dado y así, se regulan diferentes 

propiedades fisiológicas (incorporación de ADN exógeno, tolerancia a ácidos, formación de 

biofilm) que favorecen la sobrevida del microorganismo productor en un determinado nicho. 

Desde su descubrimiento en 1925, casi 300 bacteriocinas han sido identificadas y algunas 

de ellas han sido utilizadas satisfactoriamente para la inhibición de microorganismos 

patógenos en el tracto gastrointestinal y urogenital de animales y humanos (Hammami y 

col., 2007, Gillor, 2007a, Pascual y col., 2008a, Ruíz y col., 2009, 2012). 
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Diversos investigadores han intentado clasificar a las bacteriocinas de acuerdo a sus 

características bioquímicas, estructurales y genéticas. Con el tiempo estos criterios de 

clasificación han ido sufriendo algunas modificaciones. Por ejemplo, las primeras 

investigaciones científicas en este campo describieron 4 clases de bacteriocinas (Clase I: 

modificadas postraduccionalmente, cuyo ejemplo son los lantibióticos tipo lineal (Tipo Al) y 

globular (Tipo B), Clase II: pequeñas bacteriocinas estables al calor (<10kDa) y dentro de 

este grupo algunas subclases, Clase III: sensibles al calor (>30 KDa) y Clase IV: 

bacteriocinas complejas constituidas por un núcleo proteico unido a lípidos esenciales y/o 

carbohidratos) (Klaenhammer, 1993, Nes, 1996). Más tarde, Kemperman y col., 2003 

recomendaron el reconocimiento de un nuevo grupo o clase, clase V, formada por péptidos 

antimicrobianos cíclicos no modificados, de acuerdo a su estructura primaria, peso 

molecular, estabilidad al calor y organización molecular (Kemperman y col., 2003). Sin 

embargo, Cotter y colaboradores, (2005), propusieron una modificación de la clasificación de 

Klaenhammer reorganizando las bacteriocinas en dos categorías principales: lantibióticos (Clase 

I) y bacteriocinas sin lantionina (Clase II). La clase III (péptidos grandes con función hidrolasa de 

mureína y lábiles al calor) son renombradas como bacteriolisinas, y la clase IV (bacteriocinas 

complejas conteniendo lípidos y carbohidratos) es retirada. Siendo mantenidas las bacteriocinas 

de la clase II subgrupo Ila, Ilb y lid, mientras la clase V fue reasignada a la clase 11c. Aún así, 

algunos investigadores no coincidieron completamente con el esquema de Cotter y col. 2005, y 

modificaron esta última clasificación para incluir la mayoría de las bacteriocinas de bacterias 

Gram positivas conocidas hasta el momento (Heng y col., 2007). Para muchos investigadores 

en este campo, no resulta fácil formular un esquema eficiente, coherente y adecuado de 

clasificación que abarque la totalidad de las bacteriocinas (Zouhir y col., 2010). En la figura 3 

se esquematiza un diagrama que intenta abarcar a todas las bacteriocinas producidas por 

bacterias Gram positivas. 

Las bacteriocinas Clase I o lantibióticos, son péptidos pequeños (19-38 aminoácidos) 

activos a nivel de membrana que contienen algunos aminoácidos pocos comunes como 

lantionina, 3-metil-lantionina y dihidroalanina, los cuales se forman debido a modificaciones 

postraduccionales, tales como la deshidratación de los aminoácidos seria y treonina, con la 

consiguiente adición de los átomos de azufre de la cisteína a los dobles enlaces de los 

deshidroaminoácidos. Dentro de esta clase se encuentran los lantibióticos lineales (tipo A), 

globulares (tipo B) y las multicompuestas o complejas (tipo C). El ejemplo clásico lo 

constituye la nisina, producida por Lactococcus lactis, que por su estructura lineal pertenece 

al subtipo Al. Otro ejemplo dentro del subtipo Ah l es la bacteriocina SA-FF22 sintetizada por 

S. pyogenes (Lee y Kinn, 2011). Los lantibióticos tipo B son estructuras más globulares y 

compactas que las de tipo A y a pH neutro pueden no poseer carga o presentar carga 

negativa. El prototipo en este grupo es la mersacidina, un péptido de 20 aminoácidos 

sintetizado por Bacillus spp. cepa HIL Y-85,54728, con una fuerte actividad antimicrobiana 
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sobre especies de S. aureus meticilino resistentes (SAMR), interfiriendo con la síntesis del 

peptidoglicano a través de una interacción específica con el precursor lípido II, de la síntesis 

de pared celular (Sass y col., 2008). Los lantibióticos de componentes múltiples son un 

grupo de sustancias formadas por dos péptidos modificados postraducción, que presentan 

actividad sinérgicamente pero no de manera individual. Un ejemplo de ello es lacticina 3147 

producida por Lactococcus lactis DPC3147, conformada por dos péptidos (LtnA1 y LtnA2) 

con actividad antimicrobiana sobre cepas de C. difficile, S. aureus meticilino resistentes 

(SAMR) y con resistencia intermedia a vancomicina (VISA) (Rea y col , 2007, Piper y col., 

2012). 

Las bacteriocinas Clase II o no lantibióticos, son péptidos pequeños cuyo peso 

molecular es < 10 KDa, formados por una secuencia de aminoácidos regulares y sin 

modificaciones postraduccionales (no lantibióticos). Esta clase se subdivide 3 tipos: Clase 

Ila o péptidos tipo pediocina con similar secuencia de aminoácidos, son activos contra 

L. monocytogenes. La pediocina PA-1 (44 aminoácidos), producida por 

Pediococcus acidilactici, es el miembro mejor caracterizado de esta familia, comercialmente 

utilizado en productos de preservación alimentaria contra Listeria en alimentos (Fimland y 

col., 2005, Devi y Halami, 2011, Mlalazi y col., 2011). 

Bacteriocinas de bacterias Gram positivas 

Clase I: 
Peptidos 'antibióticos 

Tipo A 
lineales 

Sublipo Al 
Nisina 

Tipo ha 
Pediocina 

Subtipo Al 
SA-FF22 

Tipo B 
Globulares 

Tipo C 
ulticomouestas 

Clase II. Peptidos 
pequeños no modificados 

(<1 kDa) 

Tipo Ilb 
Multíctimpuestas 

Tipo Ilc 
Varias 

Clase IV: 
Peptidos 
ciclicos 

Clase III: Largas 
proteínas (>10kDa) 

Figura 3. Nuevo esquema de clasificación de bacteriocinas de bacterias Gram positivas 
propuesto por Heng y col., 2007. 

22 



INTRODUCCION Tesis Doctoral Francisco O. Ruíz 

La clase Ilb o de componentes múltiples, está formada por bacteriocinas de dos 

péptidos diferentes (como mínimo) que cuando están presentes en cantidades iguales, se 

complementan para ejercer su actividad antimicrobiana como una unidad. La bacteriocina 

lactococina G sintetizada por varias cepas de Lactococcus lactis, se sintetiza como dos 

péptidos precursores con puentes doble glicina que son clivados por un sistema de 

proteínas de transporte ABC que transporta los péptidos a través de la membrana de la 

bacteria productora. Esta bacteriocina permeabiliza las membranas mediante la formación 

de complejos de poración en las células sensibles ricas en una variedad de cationes 

monovalentes tales como Na+, K+, Li, Cs, Rb y colina, pero no ricas en 1-1+, Mg+2 o con 

aniones PO4=2. Algunos otros ejemplos en este grupo son enterocina 1071 (Enterococcus 

faecalis BFE 1071), plantaricina E/F, plantaricina J/K (Lactobacillus plantarum C11) y 

aureocina A70, entre otros (Oppegárd y col., 2007, 2010, Nissen-Meyer y col., 2010). Esta 

última, sintetizada por S. aureus A70, es un ejemplo formado por un sistema de 4 péptidos 

(Netz y col., 2001). En la clase Ilc se encuentran una variedad de bacteriocinas no 

modificadas que no poseen un péptido líder, es decir que son sintetizadas sin un extremo 

amino terminal en la secuencia aminoácidica. Las mismas son termoestables, de tamaño 

pequeño (< 8 KDa) y no cumplen con los criterios I la y Ilb. Algunos ejemplos representativos 

son las mutacinas producidas por S. mutans UA159, enterocinas Q y 62-6 producidas por 

cepas de E. faecium, MR10A y MR1OB sintetizadas por E. faecalis (Hale y col., 2005, 

Martin-Platero y col., 2006, Nes y col., 2007). La enterocina 62-6 sintetizada por 

Enterococcus faecium cepa 62-6, es una bacteriocina caracterizada por poseer un tamaño 

pequeño, estabilidad al calor y pH, de características catiónicas e hidrofóbicas, con un 

amplio espectro de actividad antimicrobiana sobre bacterias Gram positivas y negativas 

(Dezwaan y col., 2007). 

Aunque la mayoría de las bacteriocinas de bacterias Gram positivas son péptidos 

pequeños, la clase III, está formada por polipéptidos o proteína grandes (PM>10KDa) lábiles 

al calor. En este grupo se pueden diferencian dos tipos, bacteriocinas tipo lila o lisinas y las 

tipo Illb o bacteriocinas no líticas. Algunos ejemplos de las bacteriocinas (clase lila) son 

lisostafina producida por Staphylococcus simulans subsp. staphylolyticus, zoocina A 

producida por Streptococcus equi subsp. zooepidemicus, millericin B producida por S. milleri 

y enterolisina A de E. faecalis (Nilsen y col., 2003, O'Rourke y col., 2009, Freire-Bastos y 

col., 2010, ózdemir y col., 2011). En el caso de lisostafina, tiene un efecto lítico, del tipo 

endopeptidasa que hidroliza los puentes intercatenarios del peptidoglicano de estreptococos 

(Gargis y col., 2009). Las bacteriocinas clase Illb son proteínas de gran tamaño cuyo 

mecanismo antimicrobiano no involucra la lisis del microorganismo susceptible, sino la 

disipación de la fuerza motriz de protones que conduce a la pérdida de ATP y finalmente 

produce la muerte celular. En este grupo se pueden mencionar helveticina J producida por 

1 
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L. helveticus, disgalacticina y streptococina A-M57 secretadas por S. dysgalactiae subsp. 

equisimilis cepa W2580 y S. pyo genes, respectivamente. Disgalacticina presenta un menor 

espectro de actividad antimicrobiana, limitado a estreptococos del grupo A, C y G, mientras 

la streptococina A-M57 inhibe a M. luteus, L. lactis, diferentes especies de listeria, 

Bacillus megaterium y S. simulans (Heng y col., 2004, 2006, Swe y col., 2009, 2010). 

Las bacteriocinas de la clase IV son péptidos que adoptan una conformación cíclica, 

unidos por sus extremos carboxilo y amino terminales mediante una péptido unido 

covalentemente (Van Belkum y col., 2011). Esta conformación les confiere una mayor una 

estabilidad termodinámica y resistencia a las proteasas, contribuyendo con una actividad 

biológica más perdurable (Montalbán-López y col., 2012). Algunos ejemplos de esta clase 

son enterocina AS-48 producida por E. faecalis S-48, gasericina A, uberolisina, lactocyclina 

Q sintetizadas respectivamente por L. gasseri LA39, S. uberis y Lactococcus spp. (Maqueda 

y col., 2004, Wirawan y col., 2007, Nishie y col., 2012). 

Claramente la investigación sobre las bacteriocinas de BAL se encuentra en continuo 

crecimiento y el interés en estas bacterias productoras de bacteriocinas está dirigido a sus 

potenciales aplicaciones prácticas en la preservación alimentaria o favoreciendo la actividad 

antimicrobiana de la cepa productora, para su uso como probiótico (Heng y col, 2007). 

Además en el desarrollo de nuevas estrategias de control antimicrobiano, estas sustancias 

presentan un uso potencial en la prevención y/o tratamiento de enfermedades infecciosas 

bacterianas y pueden constituir un complemento a la terapia con antibióticos (Papagianni , 

2003, Sang y Blecha, 2008, Papagianni y Anastasiadou, 2009, Montalbán-López y col., 

2011). 

El descubrimiento de agentes antimicrobianos ha creado una nueva era de la 

medicina. El control de las enfermedades infecciosas en la actualidad está basado, sobre la 

elección y cuidadoso uso de un grupo de inhibidores de peso molecular bajo a medio con 

diversos mecanismos de acción y variado espectro de actividad antibacteriana y antifúngica. 

Por su parte los microorganismos han desarrollado una variedad de mecanismos de defensa 

contra los antibióticos y así la resistencia a estos antimicrobianos constituye una temática 

de preocupación mundial para la que urge una resolución rápida. Las nuevas sustancias 

antimicrobianas deberán ser desarrolladas eficientemente para contrarrestar no solo las 

infecciones sino la capacidad de los microorganismos de sobrevivir continuamente a cada 

vez más tratamientos antibióticos. Así, estrategias para hallar nuevos agentes 

antimicrobianos están siendo investigadas (Mota-Meira y col., 2000, Gillor y col., 2005, Gillor 

y Ghazaryan, 2007, Sit y Vederas, 2008). 
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3.3. Modo de acción de bacteriocinas de bacterias Gram positivas 

El modo de acción de las bacteriocinas es complejo debido a la gran variabilidad 

estructural y química de estas sustancias. De hecho, definir sus mecanismos de acción con 

mayor precisión está relacionado a la estructura primaria de estos péptidos (Hasper y col, 

2006, Nishie y col., 2012). Por lo general, actúan destruyendo la integridad de la membrana 

citoplasmática a través de la formación de poros, lo que provoca la salida de compuestos 

pequeños o altera la fuerza protón motriz necesaria para la producción de energía y síntesis 

de proteínas o ácidos nucleicos (Nissen Meyer y col., 2009). 

Si bien existen diferencias estructurales, las bacteriocinas clases I y II comparten 

algunas características que conducen a la eliminación de microorganismos susceptibles en 

los diferentes nichos. Los péptidos se unen a la membrana citoplasmática a través de 

uniones electrostáticas con los fosfolípidos cargados negativamente, luego se insertan a la 

membrana con una reorientación que depende del potencial de membrana, el cual está 

influenciado por el pH y la composición fosfolipidica. Los monómeros de bacteriocinas 

forman agregados proteicos, que resultan en la formación del poro con la consecuente 

salida de iones (principalmente potasio y magnesio), pérdida de la fuerza protón motriz 

(FPM), salida de ATP y aminoácidos. La FPM juega un papel central en la síntesis de ATP, 

en el transporte activo y el movimiento bacteriano, por lo tanto, se inhibe la síntesis de 

macromoléculas, de péptidoglicano y la producción de energía dando como resultado la 

muerte celular (Asaduzzaman y col., 2009, Desriac y col., 2010, Lohans y Veredas, 2012). 

Aunque es común la formación de poros y la disipación de la FPM en la acción que 

llevan a cabo las bacteriocinas, existen algunas particularidades en cada clase, que 

procederemos a mencionar. En los lantibióticos, la actividad inhibitoria de nisina sobre 

bacterias Gram positivas de los géneros Clostridium, Staphylococcus, Bacillus y Listeria, no 

requiere un receptor en la célula blanco, ya que se une con alta afinidad a un precursor de la 

pared celular como el lípido II, inhibiendo la síntesis de pared celular y formando un poro 

que permeabiliza las membranas por el cual se da eflujo de moléculas desde los 

microorganismos susceptibles (Breukink y de Kruijff, 2006, Bierbaum y Sahl, 2009). Las 

bacteriocinas de la clase Ila, como pediocina PA-1/AcH con fuerte actividad contra especies 

de Listeria, usan como receptores a componentes del sistema manosa fosfotransferasa 

(man-PTS) de la célula blanco, ejerciendo su actividad mediante disipación de la FPM y 

consiguiente formación de poros. Este sistema fosfotransferasa unido a las membranas es 

la principal vía de incorporación de manosa y glucosa por las bacterias con el que 

interactúan específicamente las bacteriocinas clase Ila (Nissen-Meyer y col., 2009, Kjos y 

col., 2010). A diferencia de la mayoría de las bacteriocinas clase II, lacticin Q, sintetizada por 

L. lactis QU5 no requiere de un receptor en las membranas de la célula blanco, ya que actúa 
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por un mecanismo de formación de poros del tipo toroidal o a rosca (Fujita y col., 2007, 

Yoneyama y col., 2009, Zendo y col., 2010). 

En la clase I lb, las plantaricinas E/F (pétidos PlnE y PInF) y J/K (péptidos PInJ y 

PInK), son 4 péptidos catiónicos necesarios para la formación de poros en la membrana, los 

que dependen de la unión de 2 péptidos homólogos o complementarios respectivamente, 

para la disipación del potencial de membrana, la formación del complejo de poración y 

finalmente la acción bactericida. Ambas plantaricinas E/F y J/K permeabilizan membranas 

específicamente con iones monovalentes, incluyendo aquellas ricas en 1-1+ a diferencia de 

lactococina G (clase 11b). De hecho, plantaricina J/F conduce aniones más eficientemente 

que plantaricina E/F, la cual presenta mayor afinidad con los cationes. Otros ejemplos son 

lactacin F que permite solo el paso de K+ y PO4= a través de las membranas permeables 

(Fimland y col., 2008, Diep y col., 2007, Rogne y col., 2009). 

Hasta el momento el mecanismo de acción en las bacteriocinas de gran tamaño, 

correspondientes a la clase III, se desconoce y debería ser más estudiado (Heng y col., 

2007). 

La interacción de las bacteriocinas con las membranas de los microorganismos es un 

paso fundamental para su acción antimicrobiana. Algunos de los componentes de 

membranas como los grupos fosfatos del LPS en bacterias Gram negativas y los ácidos 

teicoicos y lipoteicoicos en Gram positivas son los responsables de generar cargas 

negativas que interaccionan electrostáticannente con las cargas positivas de los péptidos 

antimicrobianos (Wimley, 2010, Laverty y col., 2011). Para ello las estructuras secundarias y 

terciarias de estos péptidos catiónicos adoptan una variedad de cambios estructurales que 

se asocian con variaciones en su carga eléctrica e hidrofobicidad, los cuales son 

importantes para su actividad biológica (Thomas y col., 2010). Así, las estructuras anfifílicas 

de láminas plegadas 6 y a-hélice de las bacteriocinas, oligomerizan en las membranas 

microbianas mostrando diferentes mecanismos de formación de poro, entre ellos los de tipo 

agregación, toroidal, tonel y de cobertura (Figura 4) (Shai, 2006, Huang y col., 2010). En el 

modelo de agregación, los péptidos antimicrobianos se reorientan para formar agregados 

peptídicos que cruzan las membranas sin adoptar una orientación particular (Figura 4A). La 

formación de poros mediante el mecanismo tipo toroidal se da cuando los péptidos se 

insertan perpendiculares al plano de la bicapa lipídica mediante interacciones 

electroestáticas entre las regiones hidrofílicas del péptido y la cabeza fosfolipídica de la 

bicapa, mientras las zonas hidrofóbicas de los mismos doblan los lípidos creando un poro 

revestido por las cabezas de los fosfolípidos de membrana y los péptidos insertos (curvatura 

positiva de membrana), lo cual permite una mayor entrada de péptidos activos (Figura 4B) 

(Sengupta y col., 2008, Cirac y col., 2011). En los poros tipo tonel los péptidos se disponen 
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perpendiculares al plano de la membrana formando un barril (transmembrana), donde los 

lados hidrofóbicos están asociados con la bicapa de lípidos y las regiones hidrofílicas dan 

hacia el lumen formando el poro del canal (Figura 40) (Fuertes y col., 2011). El modelo tipo 

cobertura sugiere que los péptidos se acumulan paralelamente a la membrana con sus 

lados hidrofóbicos asociados a las cabezas aniónicas de los fosfolípidos y las hidrofílicas 

hacia el lumen, dando lugar a un tapizado de péptidos, a partir del cual ejercen una acción 

de tipo detergente generando micelas y poros transitorios, los cuales favorecen la ruptura y 

desintegración de las membranas del microorganismo sensible (Figura 40) (Bechinger y 

col., 2006, Sato y Feix, 2006, Laverty y col., 2011). 

Los probióticos productores de bacteriocinas y las bacteriocinas de bacterias acido 

lácticas (BAL), han sido estudiadas durante años por su amplio espectro antimicrobiano, lo 

cual es útil en la industria alimenticia como preservantes de alimentos y para prevenir 

infecciones del tracto gastrointestinal (Savadogo y col., 2006, Collado y col., 2009). Sin 

embargo, también existen varios trabajos científicos evaluando el uso de probióticos 

bacteriocinogénicos y/o de las bacteriocinas purificadas o parcialmente purificadas, como 

alternativa terapéutica en el tratamiento de infecciones producidas por microorganismos 

patógenos en medicina humana y veterinaria (Montalbán-Lopez y col., 2011). 

1 
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Figura 4. Mecanismos de formación de poro para péptidos antimicrobianos (Laverty y col., 
2011). Referencias. Los péptidos antimicrobianos son esquematizados como pares de bastones con 
regiones hidrofílicas (rojas) e hidrofóbicas (azules) y la secuencia de pasos en que se insertan los 
péptidos se indica con los números 1, 2, 3. A: modelo de agregación de péptidos, B: poro tipo toroidal, 
C. modelo de tonel o barril, D: modelo tipo tapete o cobertura. 
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Esto es así, ya que la terapia probiótica es considerada del tipo natural, 

generalmente "segura" y sin efectos secundarios como los que se producen con los 

tratamientos farmacológicos convencionales, generando en la población una aceptación 

más fácil para este tipo de tratamientos alternativos (Pascual, 2004, Rahimi y col., 2008, 

Jones, 2010). De hecho, la posibilidad de utilizar a diferentes especies de lactobacilos 

probióticos como agentes antimicrobianos, es conveniente por ejemplo: en mujeres 

embarazadas, con infecciones genitales como vaginosis bacteriana, las cuales son 

recurrentes y están vinculadas a complicaciones obstétricas y ginecológicas, en pacientes 

femeninos con infecciones urinarias, donde los cambios hormonales o los tratamientos con 

antibióticos, han disminuido la biota protectora vaginal y predisponen al huésped a contraer 

diversas infecciones. Sin embargo, la aplicación directa de las bacteriocinas solas o en 

combinación con antimicrobianos convencionales, también representa una valiosa 

herramienta terapéutica para combatir y prevenir las infecciones de microorganismos 

patógenos que son resistentes al tratamiento con los antibióticos existentes (Gillor, 2007, 

Gillor y Ghazaryan, 2007, Guillor y col., 2008, Dobson y col., 2012). Además, dada las 

características estructurales y funcionales de algunas bacteriocinas, la amplia actividad 

antimicrobiana y en general, la baja toxicidad para células eucariotas, estas sustancias son 

de interés particular en la industria farmacológica, ya sea para su utilización directa, como 

también, para el desarrollo de nuevos péptidos antimicrobianos (síntesis de novo), 

basándose en las características y mecanismos de acción de estos péptidos naturales. De 

esta manera se han abierto nuevas perspectivas en la concepción de los tratamientos 

terapéuticos contra las infecciones (Smith y Hillman, 2008, Rink y col, 2010, Nagao y col, 

2011, Lohans y Veredas, 2012). 

3.4. Bioensayos para bacteriocinas, interacciones antimicrobianas 

La mayor dificultad en la investigación de bacteriocinas y sus aplicaciones se 

encuentra en la obtención de cuantificaciones precisas usando bioensayos (Rasch y col., 

1998). Aunque se han descripto varios métodos, tales como ELISA (Bouksaim y col., 1999), 

bioluminometria asociada a ATP (Waites y Ogden, 1987), ensayos de radiometría (Culter y 

col., 1989), mediciones de conductancia (Giraffa G, 1990), o incluso técnicas sofisticadas de 

autoinducción de un promotor nis y bioluminiscencia (Walstrom y col., 1999), no son 

ampliamente aceptados porque requieren de equipamientos e insumos costosos, y además 

los resultados con estos métodos, no se correlacionan necesariamente con la actividad 

antimicrobiana de las bacteriocinas (Turcotte y col., 2004). Por ello, las técnicas de inhibición 

del crecimiento mediante difusión en placa de agar o en medios líquidos por turbidimetría 

(Nunez y col., 1996, Cabo y col., 1999), continúan siendo las más utilizadas en los ensayos 

diarios (Papagianni y col., 2006, Pascual y col., 2008b, Ruiz y col., 2009) Para determinar 
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efecto inhibitorio de sustancias con actividad antimicrobiana se utilizan habitualmente 

ensayos de microdilución en caldo o de difusión en agar (Stubbings y col., 2004). La 

microdilución en caldo es conveniente y ampliamente usado para probar la susceptibilidad a 

diferentes antimicrobianos sobre un gran número de aislados bacterianos (Rahman y col., 

2004). La determinación de la concentración inhibitoria mínima (CIM) es un método esencial 

para la cuantificación de la actividad antimicrobiana. 

Para el estudio de susceptibilidad antimicrobiana de bacteriocinas, algunos 

investigadores realizaron adaptaciones de las técnicas de CIM empleadas para antibióticos. 

Uno de los primeros trabajos para ejemplificar, fue el de Mota-Meira y colaboradores (2000), 

donde evaluaron la eficacia de la mutacina B- Ny 266 con respecto a nisina A, una variante 

de nisina disponible comercialmente y se comparó con concentraciones subinhibitorias de 

antibióticos sobre un grupo de bacterias patógenas. Brumfitt y colaboradores, (2002), 

empleando otra nisina, nisina Z, en combinación con antibióticos de pared celular, evaluaron 

in vitro la efectividad de la aplicación de esta sustancia sobre S. aureus y enterococos 

resistentes a meticilina y vancomicina, respectivamente. En ambos trabajos la CIM se 

determinó empleando mediciones turbidimétricas de la densidad bacteriana y se expresaron 

los valores en concentraciones de masa/volumen, ya que se trataron de bacteriocinas 

disponibles en el mercado. A diferencia de estos últimos, en el trabajo de Melacom y col., 

(2003) con bacteriocinas de bacterias aisladas de origen porcino, se evaluó la acción 

inhibitoria de estas sustancias realizando la CIM con mediciones de densidad óptica y se 

expresaron las concentraciones en unidades de actividad de bacteriocina por mililitro. 

Recientemente un grupo de investigadores propone un método más preciso para la 

cuantificación de la actividad inhibitoria de bacteriocinas disponibles en el mercado, tomando 

como ejemplo el lantibiótico nisina, mediante la lectura fotocolorimétrica del cambio de color 

de una sal de tetrazolio (Wang y col., 2007). La administración de dos o más 

antimicrobianos puede producir varios efectos en la actividad combinada, por lo que es 

necesario estudiar previamente las interacciones in vitro de dichas sustancias. La 

modificación producida como consecuencia de las interacciones puede suponer el aumento, 

adición o disminución de la intensidad de la respuesta frente a la combinación de dos o más 

sustancias con actividad antimicrobiana (Barcia Hernández y Negro Álvarez, 2002). La 

actividad combinada de dos o más compuestos antimicrobianos puede resultar en las 

siguientes interacciones: 

• Sinergismo: se da cuando la presencia conjunta de dos o más sustancias 

antimicrobianas produce un efecto inhibitorio mayor al obtenido con cada sustancia 

de manera independiente. Se conocen dos tipos de sinergismo: a) sinergismo de 

suma o aditivo; en el que la actividad antimicrobiana producida por la acción de las 

sustancias combinadas es igual a la suma de los efectos inhibitorios de cada 
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compuesto por separado y b) sinergismo de potenciación; se produce cuando la 

actividad inhibitoria de las sustancias combinadas resulta superior a la suma de la 

inhibición individual de los compuestos antimicrobianos; 

• Antagonismo: el efecto inhibitorio encontrado como producto de la interacción entre 

las sustancias combinadas, es menor a la suma de las actividades inhibitorias de los 

dos antimicrobianos por separado; 

• Indiferencia ocurre cuando la actividad antimicrobiana de las sustancias 

combinadas, es igual al efecto inhibitorio producido por alguno de los dos 

compuestos por separado (Castells y Hernandez Perez, 2007). Entre las técnicas 

recomendadas por la Sociedad Española de Enfermedades Infecciosas y 

Microbiología Clínica (2001) para demostrar las interacciones de dos o más 

antimicrobianos se pueden mencionar las técnicas de tablero de ajedrez, curvas de 

letalidad y los métodos de difusión en agar. El método del tablero, es uno de los más 

empleados en los estudios de sustancias combinadas con actividad antimicrobiana 

(García Rodriguez y col., 2001). 

Hasta el momento no existen estudios que utilicen combinaciones de bacteriocinas 

producidas por especies de Lactobacillus humanos, evaluando su actividad antimicrobiana 

in vitro. En la búsqueda bibliográfica tampoco se han encontrado trabajos donde hayan 

utilizado mezclas de bacteriocinas aisladas del microorganismo productor o inclusive, 

considerando la aplicación directa de probióticos productoras de estos metabolitos, 

inhibiendo a microorganismos patógenos de infecciones del tracto urogenital o de sepsis 

neonatal, como en el caso de Streptococcus agalactiae. 

Estudios previos realizados en el laboratorio de Bacteriología sobre las cepas 

L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60, determinaron que ambas cepas producían una 

variedad de metabolitos activos, entre los cuales se hallaban dos bacteriocinas identificadas 

respectivamente como L23 y L60 (Pascual, 2004; Pascual y col., 2006, Pascual y col., 

2008a,b, Daniele y col., 2011). Asimismo, ambos lactobacilos presentan importantes 

características probióticas y un amplio espectro de actividad antimicrobiana que sumadas al 

potencial bacteriocinogénico validan la selección de estos microorganismos como 

potenciales candidatos para la prevención y tratamiento de infecciones genitourinarias. 

3.5. Actividad hemolítica de las bacteriocinas 

Durante los últimos años distintos comités de expertos han desarrollado guías 

estándares sobre los probióticos para determinar propiedades nutricionales y de salud que 

deberían producir estos microorganismos en el huésped. Además de la correcta 

identificación de las especies o cepas seleccionadas y de los distintos ensayos in vitro que 

permitan delinear los mecanismos de acción de los microorganismos potencialmente 
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probióticos, también se han recomendado un mínimo de determinaciones para evaluar la 

seguridad de los mismos en el hospedero, entre ellas el estudio del potencial hemolítico, ya 

sea de la cepa probiótica como también de sus metabolitos (FAO, 2006, NHPD, 2006, 

EFSA, 2007, EFFCA, 2008, Sanders y col., 2010, Venugopalan, 2010, Bal y col., 2011, 

Sieladie y col., 2011, ICMR-DBT, 2011, Shekh y Roy, 2012). 

La actividad hemolítica que poseen determinados microorganismos es considerada 

uno de los factores de virulencia más importantes a la hora de comprobar la bioseguridad de 

cepas microbianas, como por ejemplo aquellas con características probióticas (García-

Rodriguez y Picazo, 1999, Riley y Gordon, 1999, Kerr y col., 2002, Riley y Wertz, 2002). 

Los lactobacilos productores de estas sustancias como así también, otras bacterias 

destinadas a su uso como probióticos, deben asegurar ser inocuos mediante ensayos in 

vitro e in vivo entre los cuales se estudia la actividad hemolítica (Snydman, 2008). 

4. Las herramientas moleculares en microbiología como complemento 
para filogenia 

En el área de la microbiología clínica, la identificación del agente etiológico 

responsable de una infección, el estudio de su patología y la búsqueda de una terapia 

antimicrobiana lo más efectiva posible es una actividad que usualmente se realiza mediante 

métodos correctos, aunque históricamente convencionales, tales como las características 

culturales y fenotípicas de los microorganismos aislados. En los últimos años un 

complemento muy utilizado, a las claves de taxonomía por medio de pruebas bioquímicas, lo 

constituyen las técnicas moleculares (Fernandez-Cuenca, 2004, Scott y col., 2004, Petti, 

2007, Woo y col., 2008, SEIMC, 2010). 

Las relaciones filogenéticas de las bacterias, y de hecho de todas las formas de vida, 

pueden ser determinada mediante comparación de una parte estable o conservada del 

código genético. En la célula bacteriana se encuentran los genes que codifican para los 

ARN ribosomales, los cuales están organizados en operones (conjunto de genes que se 

transcriben a partir de la misma región promotora). Cada operón nbosómico (rm) contiene 

genes para los ARNr 5S (ni), 16S (n-s), 23S (M), separados por regiones espaciadoras o 

intergénicas (IG), y genes para uno o más ARN de transferencia (ARNt). El producto de la 

transcripción del operón a partir de dos promotores, P1 y P2, situados en la región anterior a 

rrs, es procesado por la enzima ARNasa III, mediante cortes en sitios específicos que 

separan las tres clases de ARNr, el/los ARNt y las dos regiones IG (Figura 5) (Rodicio y 

Mendoza, 2004). 

La parte del ADN más comúnmente utilizada con propósitos taxonómicos en 

bacterias es la del gen que codifica para el ARN ribosómico 16S (Garrity y Holt, 2001; 

Harmsen y Karch, 2004). La importancia que posee la macromolécula del ARNr 16S es el 

grado de conservación en este fragmento, siendo un componente crítico de la función 
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celular bacteriana y útil como cronómetro molecular. Sólo algunos otros pocos genes, están 

tan altamente conservados como el gen 16S del ARN ribosómico y esto lo convierte en un 

marcador ideal de distancia evolutiva y de las relaciones entre los organismos. Aunque 

existen herramientas moleculares alternativas al ARNr 16S, hasta el momento ninguno ha 

conseguido desplazarlo (Case y col, 2007, Pruesse y col, 2007). 

PI P2 ta iliil iosrrs /T rrl \. 

f , / \ IG IG 
1 % / \ / % / % / % / ‘ 

11 12 13 

Frag. - 13 1500 bp 

11 - 12 500 bp 

Figura 5. Operón ribosómico (rrn). Se muestran los tres tipos de ARNr (genes rrs, n1 y rrf), los 
promotores P1, P2 y las regiones intergénicas (IG). Los fragmentos del gen rrs mas abajo 
representan una estrategia de amplificación, donde se indican las posiciones de los iniciadores 
11(directo), 12, 13 (reversos) para obtener 500 -1500 bp. 

4.1. Estructura del gen ARNr 16S 

La secuencia de nucleótidos del gen 16S ARNr o ADN ribosomal (ADNr 16S) está codificada 

por el gen rrs, tiene una longitud de aproximadamente 1550 pb y se compone de regiones 

variables y conservadas, siendo las regiones variables específicas de especie, mientras que 

las otras son las que confieren el carácter de universalidad a dicha molécula (Petti, 2007). 

En eucariotas el ARNr 18S es la macromolécula equivalente. Dado que los ARNr 16S y 18S 

proceden de las subunidades pequeñas de los ribosomas, el acrónimo ARNr SSU (del 

inglés, small subunit) se utiliza para ambos. Los ARNr SSU se encuentran altamente 

conservados, presentando regiones comunes a todos los organismos, donde se encuentran 

los llamados genes "housekeeping" o genes de expresión constitutiva (se expresan 

siempre), encargados del metabolismo básico de la célula e involucrados en el buen 

funcionamiento celular (Pfaff y col, 2005). Así mismo, estas moléculas contienen 

variaciones o acumulación de mutaciones que se concentran en zonas específicas y que 

son diferentes según las especies. Dichas secuencias específicas cortas se conocen como 
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oligonucleótidos "firma o signature" y aparecen en todos (o en la mayor parte de) los 

miembros de un determinado grupo filogenético, y nunca (o sólo raramente) están presentes 

en otros grupos, incluidos los más próximos. Por ello, los "oligonucleótidos firma" pueden 

utilizarse para ubicar a cada bacteria dentro de su propio grupo (Rodicio y Mendoza, 2004). 

La secuencia del gen ARNr 16S presenta de forma aproximada 1.500 pb, y se compone de 

9 zonas variables (V1-V9) y zonas conservadas. Este tamaño proporciona suficiente 

polimorfismo interespecífico para diferenciar y establecer medidas estadísticamente válidas, 

que le permiten distinguir la identidad de los microorganismos. Los cebadores universales 

suelen ser elegidos complementarios a las regiones conservadas en el inicio del gen, en la 

zona de 540 pb y al final de toda la secuencia (de la región de 1.550 pb). Las zonas 

variables, comprendidas entre estas zonas conservadas, son las regiones utilizadas para 

realizar una taxonomía comparativa (Clarridge, 2004, Hunt y col, 2006, CLSI, 2008; 

Kommedal y col, 2008, Sontakke y col., 2009, SEIMC, 2010). 

Sin embargo, cuando existe alta homología genética en determinados géneros 

bacterianos o un reciente cambio en su asignación taxonómica, se puede recurrir a otros 

genes dianas que también tienen una distribución semejante al ARNr 16S, entre ellos se 

pueden mencionar: la secuencia del ARNr 23S; las regiones del espacio intergénico del 

ARNr 16S-235 (ITS), que varían en función al número, tamaño y tipo de operones o alelos 

de rm que contengan las distintas especies y cepas de una misma especie; el gen rpoB que 

codifica para la subunidad 13 de la ARN polimerasa (ARNP), principal responsable de la 

actividad catalítica de la ARNP encargada de la transcripción de los ARNm, ARNr y ARNt 

bacterianos y el gen gyrB que codifica para la subunidad 13 de la ADN girasa o topoisomeras 

II, implicado en la replicación del ADN bacteriano y que es útil para realizar estudios 

filogenéticos en numerosos géneros, permitiendo establecer diferencias inter e 

intraespecies. Aunque no son los únicos genes o secuencias dianas complementarias al 

ARNr 16S, todos ellos son frecuentemente utilizados en estudios taxonómicos, evolutivos, 

de ecología, filogenia y como herramientas en el diagnóstico clínico (Sadeghifard y col, 

2006; Woo y col, 2008; Adékambi, 2009; Pei y col, 2009). 

4.2. Metodología para la identificación bacteriana mediante la 
secuenciación del ADNr/ARNr 16S 

El método molecular de identificación bacteriana mediante secuenciación del ADNr 

16S incluye tres etapas: a) extracción del ADN cromosómico y amplificación del gen a partir 

de la muestra apropiada; b) determinación de la secuencia de nucleótidos del amplicón, y 

c) análisis de la secuencia. Una vez determinada la secuencia de nucleótidos y establecidas 

las comparaciones, será el grado de similitud entre los ADNr 16S de las bacterias lo que 

indique su relación evolutiva. Además, el análisis comparativo de secuencias permite 
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construir árboles filogenéticos, que reflejan gráficamente la genealogía molecular de la 

bacteria, mostrando su posición evolutiva en el contexto de los organismos comparados 

(Rodicio y Mendoza, 2004, SEEIMC, 2010). La Figura 6 esquematiza las etapas a 

considerar en la identificación molecular. 
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Rodicio y Mendoza, 2004 

Figura 6. Etapas en el proceso de identificación bacteriana mediante secuenciación del 
ADNr 16S. 

5. Filogenia molecular, métodos de análisis para la elaboración del árbol 
filogénico 

Los métodos de identificación molecular desarrollaron lo que hoy se conoce como 

filogenética computacional, es decir, la aplicación de algoritmos computacionales, en 

métodos y programas de análisis sistemáticos, con la finalidad de construir un árbol 

filogenético para evaluar las relaciones entre genes específicos compartidos por varios 

microorganismos (Felsenstein, 2004; Mount, 2004). Los métodos más usados para hacer 

dendogramas son el NJ (neighbor-joining) o "reunión por vecindad"; UPGMA 

(unweightedpair group method with arithmetic average) o método de agrupación por pares 

no ponderado, utilizando promedios y WPGMA (weighted pair group method with arithmetic 

average) o método de agrupación por pares ponderados y con media aritméticas (Purdom, 
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2000, Takahashi y Nei, 2000, Clarridge, 2004). En el método NJ se utilizan técnicas 

generales de lectura de datos, para el análisis de las secuencias de nucleótidos y se emplea 

la distancia genética, como un medidor de agrupación. Por medio de este método se 

producen árboles no enraizados y no se asume una tasa constante de evolución entre los 

linajes (especies o cepas) (Simmons, 2004). Contrariamente, el método relacionado UPGMA 

produce árboles enraizados y requiere presuponer una tasa constante de evolución, es 

decir, se asume un dendograma en el que las distancias desde la raíz a cada extremo de las 

ramas son iguales (Gascuel, 2006; Didelot, 2010). En general, estos métodos son 

comparables y la mayoría de los agrupamientos o clusters se mantienen, si los 

microorganismos están estrechamente relacionados (Soll y col., 2003, Clarridge, 2004). Los 

dendrogramas o cladogramas generados con estos algoritmos a partir de los marcadores 

moleculares deberían ser considerados como una forma práctica para visualizar el grado de 

relación entre cepas e identificar grupos o clades (Ritcher, 2005). 

Algunos árboles filogenéticos suelen contener un grupo externo, es decir, una 

secuencia primaria contra la cual es comparado un alineamiento problema. Esta secuencia 

(o conjunto de secuencias) está solamente relacionada de forma distante con las secuencias 

de interés y se puede entender como grupo control. Si el grupo externo se elige bien, 

debería estar separado de los demás, por una mayor distancia genética, y por lo tanto, en el 

árbol será una rama de mayor longitud que el resto y con un nodo más cercano a la raíz. De 

esta manera se pueden realizar las inferencias filogenéticas en función de la distancia que 

comparten o no los microorganismos y así, reconstruir un "árbol" (Van Belkum y col., 2001, 

Santos, 2004, Simmons, 2004, Weber y col., 2006). 

5.1. Aplicaciones de la secuenciación de genes conservados para la 
identificación y evaluación de la relaciones filogenéticas bacterianas 

La adopción de herramientas moleculares por los microbiólogos ha aumentado 

rápidamente nuestro conocimiento sobre la abundancia, diversidad y función de los 

procariotas. Ciertas herramientas moleculares como las librerías de clones, la hibridación 

fluorescente in situ (FISH), los métodos "fingerprinting" o de fragmentos huella 

(electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (DGGE) y el análisis de fragmentos de 

restricción terminal (T-RFLP) de longitud polimorfa o variable) son comúnmente usados y 

miden respectivamente un aspecto diferente de la comunidad, ya sea, diversidad, detección 

in situ y la dinámica dentro de la misma. Aún así, todos ellos utilizan a un único gen como es 

el ARNr 16S, para diferenciar unidades taxonómicas operacionales (UTO) (Case y col, 

2007). 

Una forma de estudiar microorganismos de distintos orígenes, es mediante el 

análisis por secuenciación que se utiliza para el estudio y comparación de aislados de 

diferentes áreas geográficas y su evolución en el tiempo (SEEIMC, 2010). De esta manera 
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se establecen inferencias filogenéticas dada la diversidad que presentan las cepas de 

S. agalactiae. Algunos estudios intentan explicar la persistencia de las infecciones 

producidas por SGB en función de la amplia distribución ecológica de este microorganismo, 

ya sea como bacteria patógena o comensal. Si bien se sabe que los humanos y los bovinos 

son los principales reservorios de este estreptococo piogénico, S. agalactiae, también se 

pueden citar otros diversos animales como por ejemplo: perros, caballos, cerdos de guinea, 

peces y delfines (Evans y col, 2002, Salvador y col, 2005, Zapulli y col, 2005, Brochet, 2006, 

Evans y col 2006, Oliveira y col, 2006, Evans y col, 2008). 

6. Enfermedades de transmisión sexual. Infecciones genitourinarias 

Las enfermedades de transmisión sexual (ETS) son uno de los problemas de la 

salud mundialmente subestimados. Muchas personas con estas infecciones no presentan 

síntomas y permanecen sin diagnóstico. Además, las enfermedades que son 

diagnosticadas, frecuentemente no son informadas o relevadas a los sistemas de vigilancia 

epidemiológica en distintos países. Muchos de los datos publicados sobre la prevalencia e 

incidencia de las ETS provienen de países desarrollados. A pesar de las dificultades en el 

seguimiento de estas enfermedades en la población, la Organización Mundial de la Salud 

estimó anualmente un índice global para las ETS curables (excluidos HIV y hepatitis virales) 

de 448 millones de casos nuevos, de los cuales 248 millones son a tricomoniasis, 101 

millones son infecciones por C. trachomatis, 88 millones de casos son por infecciones 

gonocócicas y 12 millones fueron referidas a sífilis, afectando un rango etano de 15-49 años 

(WHO, 2005, 2007, Chinsembu, 2009, Coffin y col., 2010, Mabey y col., 2010, WHO, 2011, 

Sutcliffe y col., 2012). En los Estados Unidos un estudio indicó que más de 65 millones de 

personas padecían ETS incurables y que 15 millones de ellas se infectaban con uno o más 

agentes etiológicos cada año. Aproximadamente un 25 % de esas nuevas infecciones 

ocurren en los adolescentes y adultos jóvenes (<24 años) (Forhan y col., 2009, Wolfers y 

col., 2011). Mientras algunas de las ETS como la sífilis presentan baja incidencia, otras 

como el herpes, la gonorrea y las infecciones por C. trachomatis continúan resurgiendo y 

diseminándose a través de las poblaciones a nivel mundial (Madani, 2006, CDC, 2010a, 

ECDC, 2010). 

En países como Canadá y los Estados Unidos, las infecciones genitourinarias en las 

mujeres, incluidas aquellas que afectan la vejiga, riñones, vagina, uretra, periuretra y cérvix, 

llevan una alta incidencia de consultas médicas (>7 millones/año) y un enorme costo 

económico por tratamiento (>1.6 billones de dólares/año) principalmente para los sistemas 

de salud público (Reid, 2006, Salvatore y col., 2011). En la mayoría de los hospitales y 

centros de salud del mundo, no es un tema menor debido a la elevada frecuencia y 

recurrencias de estas infecciones que deterioran la calidad de vida de las pacientes. Siendo 
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generalmente la población joven en edad reproductiva (16-35 años) y las mujeres 

embarazadas, la más afectada (Biggs y Williams, 2009, Graver y Wade, 2011, Giraldo y col., 

2012). 

Aún hoy, en varios países del mundo (desarrollados y subdesarrollados), las 

infecciones de transmisión sexual (ITS) y aquellas del TGF que involucran descargas 

vaginales (VB, VCV, VA), cuando no son tratadas, se asocian en las mujeres no solo a 

complicaciones obstétricas y ginecológicas, sino también con infecciones congénitas y 

perinatales en los neonatos. Particularmente en las mujeres gestantes, algunas de estas 

complicaciones incluyen abortos, alumbramiento de neonatos muertos, partos prematuros, 

niños de bajo peso, sepsis posparto, neumonías, meningitis, ceguera neonatales, etc. Sin 

embargo, en los individuos tratados, las resistencias adquiridas por tratamientos 

prolongados con antibióticos de amplio espectro, afectan el balance de la biota vaginal y 

también aumentan el riesgo de contraer una variedad de infecciones en el tracto vaginal 

(Sandoval y col., 2008, Wijgert y col., 2008, Msuya y col., 2009). Por ello, en varias regiones 

del mundo el control de las infecciones del tracto genital femenino es una prioridad que 

requiere el desarrollo de nuevas o inclusive mejoradas estrategias de control y tratamiento. 

A continuación dentro de las infecciones del tracto genitourinario se procederá a 

describir específicamente aquellas producidas por N. gonorrhoeae y S. agalactiae y la 

problemática actual de la resistencia antimicrobiana de ambos microorganismos patógenos. 

6.1. Infecciones por Neisseria gonorrhoeae 

Neisseria gonorrhoeae es un microorganismo patógeno humano y el agente causal 

de la gonorrea, una enfermedad bacteriana de transmisión sexual (ETS) que también es 

referida con el nombre de "blenorragia", "purgaciones" o "gota militar" (Spurbeck y Arvidson, 

2008). En base a sus características morfológicas, tintoriales y culturales, N. gonorrhoeae es 

un diplococo Gram negativo, unido por sus caras aplanadas con un aspecto similar a granos 

de café. Este microorganismo es aerobio estricto, oxidasa y catalasa positivo, 

nutricionalmente exigente y muy sensible a las condiciones ambientales, razón por la cual su 

transmisión siempre es directa de persona a persona. Cuando son observados 

microscópicamente a partir de un directo se los puede encontrar en gran número como 

diplococos intracelulares en polimorfonucleares, situación congruente con una verdadera 

infección gonocócica. Se diferencia de otras especies de Neisseria mediante la utilización de 

hidratos de carbono, produciendo ácidos solo a partir de la glucosa (Janda y Gaydos, 2007, 

Sandoval y col., 2008, Hook y Handsfield, 2008, Sparling, 2008). 

Las infecciones gonocócicas producen cervicitis en la mujer; uretritis, faringitis y 

proctitis en ambos sexos. El 45% de las mujeres infectadas sin tratamiento pueden 

experimentar severas secuelas de enfermedad inflamatoria pélvica (EIP), dolor pélvico 
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crónico, embarazos ectópicos e infertilidad, mientras que los hombres pueden desarrollar 

otras complicaciones como epididimitis, prostatitis y obliteración uretral. Ocasionalmente 

algunos individuos con gonorrea (1-3%) pueden padecer infecciones diseminadas con 

complicaciones sistémicas (tensosinovitis poliarticular, artritis séptica, lesiones petequiales o 

pustulares), mientras otros pueden tener infecciones asintomáticas y transmitir gonococos. 

De hecho, principalmente en las mujeres la prevalencia de esta enfermedad se relaciona 

con una alta frecuencia de infecciones asintomáticas o subclinicas, a diferencia de lo que 

ocurre en los hombres donde las infecciones gonocócicas se presentan con síntomas en su 

gran mayoría. Por ejemplo, las infecciones en orofaringe y anorectales suelen ser 

asintomáticas y pueden adquirirse por prácticas sexuales receptivas orales y/o anales, o por 

contaminación con secreciones cervicales desde el perineo. Dado que este microorganismo 

en las mujeres infecta el canal endocervical, las infecciones urogenitales por gonococo 

pueden ser sintomáticas o asintomáticas y se producen con elevada frecuencia, siendo la 

infección uretral una de las más comunes en las pacientes infectadas (70-90%), aunque 

también ocurren infecciones en las glándulas periuretrales y de Bartolino, con secreciones 

purulentas ocasionales. Los síntomas más significativos en las mujeres con infecciones 

urogenitales ocurren en un período incierto de 10 días y se caracterizan por elevada 

descarga vaginal, disuria, sangrado uterino intermenstrual, los cuales pueden presentarse 

de manera aislada o combinada con variada intensidad. La queratoconjuntivitis gonocócica 

en los adultos se presenta ocasionalmente, y se origina por autoinoculación con las 

secreciones genitales de pacientes infectados o por contacto con las exudaciones de sus 

parejas. Esta conjuntivitis se presenta en un corto periodo de incubación (2-5 días) y se 

caracteriza por una severa descarga purulenta que penetra rápidamente la cornea y produce 

una fuerte inflamación (endoftalnnitis). En cambio en los recién nacidos de gestantes 

infectadas, su pasaje a través del canal de parto los deja más expuestos a secreciones que 

producen la oftalmia neonatal, aumentando el riesgo de ceguera (Miller, 2006, Buvé y col., 

2008, Quirke y Cullinane, 2008, Al-Sweiha y col., 2011, Shim, 2011, Unemo y Dillon, 2011, 

Bleich y col., 2012). 

En los Estados Unidos, el último informe del CDC sobre la vigilancia de las ETS 

durante el 2010 estimó una tasa de 700.000 nuevos casos de infección a gonococo por año, 

principalmente en adolescentes (15-24 años) y adultos (30-34 años) (CDC, 2010a). En 

nuestro país la gonorrea, también es una enfermedad de notificación obligatoria (ENO) del 

Sistema Nacional de Vigilancia de la Salud (SNVS) perteneciente al Ministerio de Salud de 

la Nación y representa la segunda ETS denunciada, después de sífilis. Según el informe 

epidemiológico del SNVS durante el año 2008, Argentina presentó una tasa de infección de 

1,45/10.000 habitantes en los jóvenes entre 15-24 años, disminuyendo hasta un valor de 

0,82/10.000 habitantes en individuos entre 35-44 años, siendo las regiones del noroeste 
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(NOA) y noreste (NEA) las de mayor incidencia. Particularmente, en la provincia de Córdoba 

se relevaron los distintos departamentos y se halló una frecuencia de infección que oscilaba 

entre 0,31 hasta 1,58 en determinadas zonas (Maggi y col., 2006, SNVS, 2008). Sin 

embargo, durante el periodo 2010-2012 en esta provincia del centro del país se registraron 

valores progresivamente mayores en las tasas de infección gonocócica desde 0,94 (2010), 

1,24 (2011) y hasta el mes de agosto de 2012 se alcanzó una tasa de 4,74 (SNVS, 2012). 

En las mujeres jóvenes y en edad reproductiva, este agente etiológico tiene el más alto 

impacto de morbilidad, agravando esta situación las co-infecciones con C. trachomatis y 

además, el alto riesgo de adquirir otras infecciones como sífilis, HIV y/o hepatitis B. Algunos 

factores que están asociados con la prevalencia mundial de esta infección son el inicio en 

edad temprana de la actividad sexual, variadas prácticas sexuales con ausencia del uso de 

profilácticos, promiscuidad sexual, prostitución, uso de drogas y/o alcohol, mujeres con 

previas infecciones a gonococo u otras ITS, bajos recursos económicos y educación (CDC, 

2010a, ECDC, 2010, Shim, 2011, Zhu y col., 2011, Badescu y col., 2011). 

6.2. Mecanismo de patogenia 

Los gonococos son patógenos de las mucosas que invaden y como tales, deben 

persistir e impedir ser eliminados por las descamaciones de las células del epitelio oral o 

vaginal, el flujo de las secreciones salivares o cervicales, la acción de los anticuerpos y 

polimorfonucleares (PMN). Para ello, la adherencia de N. gonorrhoeae a los receptores de 

los epitelios es un paso inicial fundamental en su mecanismo de infección. En el tracto 

urogenital, los gonococos establecen contacto con las células no ciliadas de los epitelios y 

mediante las adhesinas pili IV ubicadas en las fimbrias que sobresalen de la superficie del 

soma bacteriano y la proteína de membrana externa Opa se unen a los receptores de las 

células epiteliales, células dendríticas o fagocitos, aunque también pueden participar otros 

componentes como el LPS y porinas. Desde el lúmen de la mucosa, estos cocos Gram 

negativos pueden invadir los epitelios atravesando las células eucariotas en fagolisosomas, 

los cuales son dirigidos mediante reordenamientos de fibras de actina hacia el espacio 

subepitelial de la submucosa, donde al cabo de 2 días el LPS con actividad endotoxina 

induce una fuerte reacción inflamatoria con la llegada de numerosos PMNs al sitio de 

infección y daño local, mientras escapa a la acción del complemento, IgA y los fagocitos, 

llegando a la sangre (bacteriemia) para su diseminación. Además el LPS estimula a los 

fagocitos para producir factor de necrosis tumoral (TNF) que liberado, causa un mayor daño 

citotóxico en los epitelios, contribuyendo con exudados ricos en PMNs, detritos celulares y 

gonococos (Figura 7). La inflamación en la mucosa uretral masculina es responsable de la 

disuria y descarga uretral blanquecina y purulenta, característica de infección por gonococo, 

no así en las mujeres infectadas asintomáticas. Sin embargo, aquellas que presentan un 

cuadro agudo de cervicitis gonocócica manifiestan secreción purulenta, profusa, inodora, 
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color blanco crema o amarillo y vulvovaginitis secundaria durante 2 a 3 semanas, luego 

desaparece la inflamación y se adopta el curso crónico, caracterizado por una secreción 

escasa, aspecto seroso, alternando con secreciones purulentas. En esta etapa, el 

microorganismo asciende por las glándulas de Bartholino, el endometrio, trompas de 

Falopio, provocando la enfermedad inflamatoria pélvica (EIP). Esta última, de extrema 

gravedad ya que produce abortos e infertilidad causada por lesiones u obstrucciones en los 

tubos por donde pasa el óvulo o huevo fecundado. Así el exudado inflamatorio y el pus 

pasan el extremo fimbriado de las trompas de Falopio hasta la cavidad peritoneal, 

comprometiendo ovarios, fondo de saco y peritoneo pélvico (Spurbeck y Arvidson, 2008, 

Furuya y Tanaka, 2009, Virji, 2009). 

Neisseria gonorrhoeae 
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Figura 7. Mecanismo de patogénesis en Neisseria gonorrhoeae. Referencia. ECM, matriz 
extracelular 

7. Infecciones por Streptococcus agalactiae 

De acuerdo a la clasificación de Lancefield el estreptococo grupo B, 

Streptococcus agalactiae (SGB), es la principal causa de morbilidad y mortalidad entre los 

neonatos. Se estima que el 20-30% de las mujeres embarazadas son colonizadas 
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vaginalmente por SGB, siendo esto el primer factor de riesgo para las enfermedades 

neonatales de comienzo temprano y tardío (van der Mee-Marquet y col., 2009, Valkenburg-

van den Berg y col., 2010, Stoll y col., 2011). Sin embargo, también es un reconocido agente 

patógeno asociado a septicemias, meningitis, neumonía, endocarditis, infecciones del tracto 

urinario, de la piel e infecciones de tejidos blandos, estas últimas especialmente en adultos 

mayores (Edwards y Baker, 2005, Falagas y col., 2006, Phares y col., 2008, Matsubara y 

col., 2009, Corvec y col., 2011, Chaiwarith y col., 2011). 

Los estreptococos grupo B son cocos Gram positivos, catalasa y oxidasa negativos, 

anaerobios facultativos, y se observan al microscopio formando cadenas de longitud variable 

en los cultivos y más cortas en las muestras clínicas. Forman colonias mantecosas y de 

mayor tamaño que la de los estreptococos del grupo A, generalmente se rodean de una 

estrecha 6-hemólisis. El antígeno polisacárido de pared celular específico de grupo se 

compone de ramnosa, N-acetilglucosamina y galactosa hecho que lo diferencia de otros 

grupos según la clasificación de Lancefield (Edwards y col., 2006, Koneman, 2008, Bergey, 

2009a). Las variaciones de la estructura polisacárida capsular y el antígeno proteínico 

superficial permiten la distinción de 13 serotipos de SGB, de los cuales 9 son de importancia 

clínica (la, lb, 11-VIII). Algunos estudios de USA y Europa han informado que entre el 80-90% 

de los aislados clínicos de SGB, los serotipos la, 11, III, IV y V son los más prevalentes 

(Barcaitey col., 2008, Manning y col., 2008, El-Aila y col., 2009, Rajagopal, 2009, Wolny y 

Goda-Matuszak, 2010, Kiely y col., 2011). Cierto número de serotipos han sido 

correlacionados con distintas infecciones, por ejemplo el serotipo la fue aislado 

principalmente en meningitis, mientras que las infecciones en sangre se relacionan con el 

serotipo III, las de piel y tejidos blandos con el serotipo V, las infecciones urinarias con los 

serotipos III y V y las del tracto respiratorio se asocian preferentemente con el serotipo IV de 

SGB. Sin embargo la prevalencia de determinados serotipos antigénicos también varía con 

la distribución geográfica, por ejemplo en USA el serotipo más comúnmente encontrado 

entre los adultos es el serotipo V, en Irlanda el serotipo IV y en Japón el serotipo III 

(Chaiwarith y col., 2011, Kiely y col., 2011). 

En el hombre este microorganismo puede colonizar una variedad de nichos 

ecológicos como el tracto respiratorio alto, digestivo y genitourinario (Bergey, 2009). Sin 

embargo, se considera que el tracto gastrointestinal es el reservorio primario humano del 

SGB y la principal fuente de colonización vaginal en las mujeres embarazadas, siendo ésta 

transitoria, intermitente o crónica (CLAP/SMR y OPS/OMS, 2008, Szwabowicz y Panasiuk, 

2012). Los estudios epidemiológicos sugieren que la raza negra, las múltiples parejas 

sexuales, el aumento de la edad materna, abortos espontáneos previos, alta actividad 

sexual y alteraciones en el balance de las comunidades de microorganismos de la vagina 

(con disminución de especies de lactobacilos y aumento de especies de Candida), son 
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algunos factores de riesgos que favorecen la colonización vaginal por S. agalactiae (Kim y 

col., 2011, Rochetti y col., 2011). 

7.1. Estado actual de las infecciones por Streptococcus agalactiae 

7.1.2. Infección en mujeres embarazadas 

En general la colonización vaginal por S. agalactiae no ocasiona problemas en las 

mujeres sanas antes del embarazo. Sin embargo, en las últimas décadas SGB ha 

reemergido como un patógeno relevante, por ello investigar la colonización del tracto genital 

femenino y/o anorectal por este microorganismo cobra importancia en las mujeres 

embarazadas debido a las posibles infecciones durante la gestación como también, un 

elevado riesgo de infección perinatal, ya que SGB posee un gran poder de recolonización 

que lo hace difícil de erradicar como patógeno (Rinaudo y col., 2010, Sharmila y col., 2011). 

La tasa de colonización de SGB en la vagina o recto de mujeres embarazadas puede variar 

según el grupo étnico, la región geográfica, la edad, numero de pariciones, nivel 

socioeconómico, ITS y conductas sexuales de las mismas (Foxman y col., 2007, 

Mavenyengwa y col., 2010, Lee y col., 2010). Algunos estudios sobre la frecuencia de 

colonización materna han informado una tasa entre el 4-40% alrededor del mundo, lo cual 

representa un dato valioso para la profilaxis temprana de las infecciones producidas por este 

microorganismo (Barcaite y col., 2008, Elbaradie y col., 2009, Joachim y col., 2009, 

Szwabowicz y Panasiuk, 2012). De hecho se asume que prácticamente el 100% de mujeres 

se colonizarán en algún momento de su vida (CLAP/SMR/OPS/OMS, 2008). 

En USA el Centro de Control y Prevención de Enfermedades (CDC) junto a 

organizaciones norteamericanas de médicos obstetras, ginecólogos y pediatras (ACOG y 

AAP), han desarrollado desde 1990 diferentes estudios de monitoreo de las infecciones 

producidas por SGB en ese país y realizaron algunos informes y recomendaciones 

tendientes a prevenir las enfermedades por este microorganismo. Los mismos han sido 

utilizados por muchos países del continente americano (fundamentalmente países de 

América latina), donde la información epidemiológica sobre las infecciones producidas por 

SGB principalmente en neonatos, mujeres gestantes y otros adultos es escasa o insuficiente 

(Quiroga y col., 2008, Reyna-Figueroa y col., 2008, López García y col., 2012). En el último 

informe del CDC, se advirtió que las mayores tasas de infecciones por SGB se dieron en 

niños menores a 1 año con un valor de 62,3/100.000 habitantes, mientras las mujeres en 

edad reproductiva presentaban una tasa de 7,38/100.000 habitantes y los adultos mayores 

una prevalencia de 13,1/100.000 habitantes. Asimismo, los individuos de raza negra fueron 

más afectados con una tasa de 11.1/100.000 habitantes, respecto de los de raza blanca con 

un valor de 7,7/100.000 habitantes (CDC, 2012). En otro estudio de vigilancia 

epidemiológica, se estimó que en los últimos años SGB causó aproximadamente 1200 
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casos de enfermedad neonatal temprana por año y aproximadamente el 70% de los mismos 

se produjo en los recién nacidos a término. Por ello a pesar de las medidas de control en 

todas las embarazadas, las infecciones de SGB permanecen liderando con elevada 

morbilidad y mortalidad en los recién nacidos, ya que dicho microorganismo patógeno ha 

sido aislado en más del 40% de las sepsis neonatales (ABCS, 2009, 2010, CDC, 2010b). 

Recientemente en Argentina durante el año 2008 se aprobó la ley nacional 26.369, a 

partir de la cual se instituye el examen rutinario obligatorio para la detección de estreptococo 

grupo B a todas las embarazadas con edad gestacional entre las semanas 35 y 37, ya que 

la colonización al final de la gestación se asocia con enfermedad neonatal de aparición 

temprana. De esta manera, el Ministerio de Salud de la Nación establece la búsqueda y 

prevención de las embarazadas como una prestación de rutina reconocida por todos los 

prestadores públicos y privados de la salud (Ley 26.369, MSN/DNMI, 2010). Hasta el 

momento en las pacientes gestantes donde se ha detectado este microorganismo se emplea 

la profilaxis antibiótica intraparto con penicilina o ampicilina, mientras que en las pacientes 

alérgicas a penicilinas se recomienda el uso de cefazolina, clindamicina, eritromicina y 

vancomicina (CDC, 2010b, MSN/DNMI, 2010, SEGO, 2012). En salud publica la 

implementación de nuevas medidas, dentro de las estrategias de control y prevención para 

las infecciones de SGB, requieren de un punto fundamental que es el conocimiento de la 

prevalencia de colonización de este microorganismo en las mujeres embarazadas (Quiroga 

y col., 2008). Sin embargo, en nuestro país no existen estudios de vigilancia epidemiológica 

nacional sobre las infecciones por SGB, en su lugar los informes de los que se disponen 

provienen de algunos hospitales estatales y centros privados, situación que no representa 

los valores de prevalencia en la mayoría de nuestro territorio. En Argentina, la tasa de 

prevalencia de las infecciones por SGB varía ampliamente entre las áreas geográficas e 

incluso dentro de diferentes poblaciones. Hasta hace unos años, en algunas regiones de 

Argentina la prevalencia de SGB en las embarazadas era del 1,4-18%, siendo la tasa de 

infección neonatal entre 0,3-0,6 niños/1000 nacidos vivos, con un indice de mortalidad del 

13-50% (Sutich y col, 2004; Di Bartolome° y col, 2005, Larcher y col., 2005, Quiroga y col., 

2008). Durante el año 2009, un estudio multicéntrico realizado por distintos centros y 

laboratorios de Capital Federal, La Plata, Bahía Blanca, Mar del Plata, Entre Ríos y Rosario 

sobre la prevalencia de SGB en las mujeres embarazadas informó una tasa de portación 

entre todos los centros que osciló entre 5,8-23% y de acuerdo a la edad de la población en 

estudio, se halló que en un rango de edad comprendido entre 15-44 años la tasa de 

portación oscilaba entre 14,4 -11,5%, con dos valores máximos en las mujeres de 26-30 

años (14,4%) y en las de 31-35 años con un valor del 17,1% (Pérez y col., 2009). En Santa 

Fe, durante el año 2011 se realizó un estudio de prevalencia de SGB en 487 embarazadas 

de las cuales 68 fueron colonizadas por SGB, representando una tasa de portación del 
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13,96% (Vera Garate y col., 2012). Específicamente en la provincia de Córdoba un estudio 

reciente realizado entre algunos Hospitales y el Ministerio de Salud provincial informaron 

que durante los últimos años se observaron valores anuales crecientes en la tasa de 

portación de las embarazadas, en un rango porcentual de 1,46% (2006) a 11,65 %(2009), 

atribuyendo este último aumento en la detección de SGB a la aplicación de la Ley Nac. 

26.369 (Camisassa y Fando, 2011). 

La colonización materna por SGB también está asociada con un elevado riesgo de 

infecciones urinarias que pueden conducir a diferentes inconvenientes durante los 

embarazos con una frecuencia del 2-4%. Por ejemplo en un estudio realizado en Santa Fé 

sobre el impacto de la detección de SGB en urocultivos de mujeres embarazadas, se 

observó que mientras las mujeres gestantes presentaban un bajo nivel de colonización 

rectovaginal a este microorganismo, la frecuencia de infección urinaria a SGB en dichas 

mujeres fue alto (13%), con lo cual sin este análisis complementario se elevaría el riesgo de 

infección neonatal (Giusti y col., 2012). Otras infecciones debidas a la colonización con SGB 

que suelen adquirir las mujeres son la vaginitis por microorganismos aerobios (VA) y ciertas 

complicaciones obstétricas tales como endometritis, corioamnionitis, septicemias, ruptura 

prematura de membranas coriónicas y muerte intrauterina, las cuales ocurren generalmente 

durante el embarazo o en el período posparto (Donders y col., 2011). La incidencia de 

sepsis puerperal por SGB se estima en 2 por cada 1.000 partos. Además en algunas 

mujeres puérperas, se pueden producir infecciones por SGB en heridas quirúrgicas 

derivadas de cesáreas. Este microorganismo ha sido aislado del 20% de las mujeres con 

endometritis postparto y es la causa del 20 al 25% de las bacteriemias luego de la operación 

cesárea. Todas estas complicaciones son factores de riesgo importantes para la 

enfermedad de aparición temprana en los lactantes (Winn, 2007, MSN/DNMI, 2010, 

Valkenburg-van den Berg y col., 2010, Kim y col., 2011, Zodzika y col., 2011). La 

transmisión vertical de la madre al hijo, ocurre antes o durante el nacimiento. La infección 

fetal intrauterina es el resultado de la propagación ascendente del SGB desde la vagina o 

durante el pasaje por el canal de parto, en madres colonizadas y habitualmente 

asintomáticas. Sin embargo, su forma más frecuente de transmisión de madre a hijo ocurre 

después del comienzo de trabajo de parto o en la ruptura de las membranas. Los recién 

nacidos pueden contagiarse en su paso a través del canal de parto, mediante la aspiración 

del líquido amniótico contaminado, por infección debida a la rotura de membranas, o muy 

raramente cuando el estreptococo invade el torrente sanguíneo materno 

(CLAP/SMR/OPS/OMS, 2008, Turner y col., 2012). 
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7.1.3. Infección en el recién nacido 

En general se estima que los niños nacidos de mujeres vaginalmente colonizadas 

por SGB presentan 25 veces más riesgo de desarrollar sepsis perinatal que los neonatos de 

madres no colonizadas. Aunque más del 60% de los niños nacidos de madres colonizadas 

tienen cultivos de piel y mucosas positivos a SGB, aproximadamente el 1-2% de estos niños 

puede desarrollar una infección invasiva por SGB (Sharmila y col., 2011, Szwabowicz y 

Panasiuk, 2012). 

La enfermedad neonatal por este microorganismo puede ser de aparición temprana 

(durante los primeros 7 días después del nacimiento) o tardía (entre 7-90 días después del 

nacimiento). La enfermedad de aparición temprana es siempre por transmisión vertical. Por 

el contrario, en la enfermedad de comienzo tardío no se conoce con certeza el modo de 

transmisión. Ambas formas de aparición de la enfermedad por SGB son graves y pueden 

causar la muerte o secuelas permanentes como crisis convulsivas o dificultades en el habla, 

déficit de audición y/o visión (Heath y Schuchat, 2007, CLAP/SMR y OPS/OMS, 2008). 

El 85% de las infecciones neonatales en la enfermedad de comienzo temprano se 

consideran precoces ya que los recién nacidos en las primeras 24-48 h de vida, pueden 

presentar dificultad respiratoria, apnea y luego hacia el séptimo día, son comunes la sepsis, 

neumonía y meningitis. La rápida aparición de los síntomas en el 90% de los recién nacidos 

se atribuye a la adquisición de la infección intraútero. Esto sucede cuando el SGB asciende 

de la vagina hacia el líquido amniótico después de iniciado el trabajo de parto o cuando 

ocurre ruptura de la membrana coriónica, aunque se ha visto que este microorganismo 

también invade a través de las membranas intactas. Desde el líquido amniótico el SGB 

puede ser aspirado por los pulmones en el feto y así conducir a una bacteriemia. Por último, 

el pasaje del neonato a través del canal de parto constituye otra vía de infección ya que la 

exposición directa con el microorganismo permite la colonización de las mucosas del recién 

nacido (CDC, 2010b, Edwards y Nizet, 2011). 

Además del requisito de colonización materna existen otros factores de riesgo 

obstétrico como prematuridad (<37 semanas de gestación), ruptura de membranas (>18 h), 

elevada fiebre intraparto (>38°C) (la cual puede ser indicativa de corioannnionitis), haber 

tenido un RN previo afectado por SGB, bacteriuria o ITUs en la gestación, que contribuyen a 

aumentar el riesgo de infección neonatal temprana en más del 75% de los casos. Aunque 

estas infecciones suelen ser más graves en los nacimientos prematuros, estos 

alumbramientos solo constituyen el 10 al 12% del total de los nacimientos, por lo que la gran 

mayoría de las sepsis a SGB se presentan en los recién nacidos a término (MSN/DNMI, 

2010, SEGO, 2012). 

Durante el año 2008, el Centro Latinoamericano de Perinatología y de Salud 

Reproductiva de la Mujer junto a las Organizaciones Panamericana y Mundial de la Salud 
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informaron que en ausencias de medidas preventivas, la incidencia mundial de infección 

neonatal a SGB presentaba una tasa de 0.6-2.5 casos/1.000 nacidos vivos (CLAP/SMR y 

OPS/OMS, 2008). Más recientemente, en algunas regiones del mundo las tasas de 

incidencia de sepsis neonatal son bastante más dispares (Shin y col., 2009, kim y col., 

2011). Sin embargo además de los factores geográficos y raciales, se debe considerar que 

la incidencia de infección neonatal también depende de la prevalencia en las mujeres 

colonizadas. En Argentina según un informe del Ministerio de Salud de la Nación y la 

Dirección Nacional de Maternidad e Infancia hasta el año 2010, la incidencia de enfermedad 

neonatal de aparición temprana presentaba una tasa entre 0,3-3/1000 recién nacidos vivos 

(RNv). En nuestro territorio se estima que existen aproximadamente 700.000 nacimientos 

anuales, de los cuales 500 RN por año, presentan sepsis neonatal precoz por SGB (MSN y 

DNMI, 2010). 

La tasa de letalidad para las infecciones neonatales por SGB puede variar de un país 

a otro, dependiendo en parte de la disponibilidad de los cuidados intensivos neonatales. Aún 

así, 4.000.000 de neonatos mueren cada año de sepsis neonatal, la mayoría en la primer 

semana de vida en los países en vías de desarrollo (Turner y col., 2012). Sin embargo en 

los niños pretérmino los casos de letalidad llegan al 20% y hasta un 30% en aquellos 

neonatos con <33 semanas de gestación (Phares y col., 2008, CDC, 2010b). En Argentina 

durante el año 2009 la tasa de mortalidad infantil fue de 12,1/1000 nacidos vivos, mientras 

que en el 2012 dicho valor varía entre 8,3 y 24,2/1000 nacidos vivos en las provincias más 

pobres. Sobre este nivel de mortalidad infantil, la Organización Panamericana de la Salud y 

la Organización Mundial de la Salud en un estudio comparativo realizado sobre cada país 

del continente americano, advirtió que Argentina podría disminuir los niveles de mortalidad 

en la infancia si se tomaran medidas preventivas especialmente en relación a las infecciones 

perinatales, entre ellas las producidas por SGB (OPS/OMS, 2012). En la enfermedad 

neonatal de comienzo precoz por SGB el índice de mortalidad en Argentina oscila entre 

5-20% (MSN/DNMI, 2010). 

La enfermedad neonatal de comienzo tardío por SGB, se inicia después del séptimo 

día de vida. Algunas vías de adquisición de esta enfermedad por los neonatos pueden ser: 

pasaje a través del canal de parto o por contacto horizontal con la madre colonizada, la 

ingesta de leche materna con SGB, por inmediatez con otros recién nacidos afectados en la 

misma unidad neonatal y/o mediante manipulación manual del niño por personal del servicio 

de neonatología. Esta enfermedad perinatal tardía presenta una incidencia de 0,3 a 0,5 

casos/1.000 nacidos vivos y en general, no tiene relación con los factores de riesgo 

obstétricos como ocurre con la enfermedad de comienzo temprano. La forma de 

presentación más frecuente es la sepsis fulminante y hasta un 30% de los pacientes tiene 

compromiso meníngeo, también ocurren las infecciones focales como artritis, celulitis y 
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onfalitis (inflamación del ombligo). Comparada con la sepsis precoz, la tasa de mortalidad es 

más baja (2-6%), sin embargo casi la mitad de los niños que sobreviven presentan secuelas 

neurológicas tales como: pérdida del habla, audición o visión y retraso mental (Ermolenko y 

col., 2007, Lanari, 2007, Jordan y col., 2008, MSN, 2010, Edwuards y Nizet, 2011, Edmond y 

col., 2012). 

8. Resistencia antibiótica en Streptococcus agalactiae 

En varios países del mundo, el amplio uso de la profilaxis antibiótica intraparto (PAI) 

para prevenir la enfermedad neonatal de aparición temprana por SGB en las embarazadas, 

puede contribuir con el aumento de resistencia antibiótica entre las cepas de estreptococo, 

como también el riesgo de infección por otros microorganismos patógenos oportunistas 

(bacilos Gram negativos) (CDC, 2010, SEGO, 2012). En la profilaxis y el tratamiento de las 

infecciones por SGB la primera línea de antibióticos que se utilizan está formada por 

penicilina G, ampicilina y la primera generación de cefalosporinas ya que la mayoría de las 

cepas de S. agalactiae continúan siendo sensibles a estos quimioterápicos (Nandyal, 2008, 

Panda y col., 2009, AEG, 2010, Garland y col., 2011). No obstante, en los últimos años se 

han ido aislando un número creciente de cepas de SGB con sensibilidad disminuida a las 

penicilinas en USA, Japón y Suiza, debido a mutaciones en las proteínas de unión a 

penicilinas (pbp2x) (Dahesh y col., 2008, Kimura y col., 2008, Persson y col, 2008, Kasahara 

y col., 2010, Kinnura y col., 2011). 

En el caso de los pacientes alérgicos a las penicilinas o cefalosporinas, una 

alternativa antibiótica tradicional ha sido el empleo de eritromicina o clindamicina como 

segunda línea antibiótica (Nandyal, 2008). Sin embargo en los últimos 20 años, la 

resistencia a los macrólidos y a las lincosamidas como clindamicina entre los SGB, se ha 

incrementado alrededor del mundo. Hay dos grandes mecanismos genéticos de resistencia 

a macrólidos que manifiestan diferentes fenotipos. En general la resistencia a macrólidos en 

SGB puede ser debida a las metilasas codificadas por los genes errn (B, A/TR o C) o por las 

bombas unidas a las membranas que expulsan los macrólidos, las cuales están codificadas 

en los genes mef (A o E). En el primer caso se definen los fenotipos de resistencia MLSB

(macrólido-lincosamida-estreptogramina B) que pueden ser constitutivos o inducibles y en el 

segundo caso, se observan los fenotipos de resistencia M (de eflujo). Las cepas de SGB 

resistentes a eritromicina con el fenotipo MLSB, habitualmente presentan resistencia cruzada 

a clindamicina. Mientras las cepas de SGB con fenotipo M sólo expresan resistencia a 

eritomicina (Pinheiro y col., 2009, SEEIMC, 2011a). Por ejemplo en USA se ha informado 

que la resistencia a eritromicina es del 25-32% y para clindamicina del 13-20%, aunque en 

otros países se registran valores respectivamente superiores para estos antibióticos (Castor 

y col., 2008, Janapatla y col., 2008, Shabayek y col., 2009, CDC, 2010b, Sadowy y col., 
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2010, Abarzúa y col., 2011, Clifford y col., 2011). En relación a estos antecedentes de 

resistencia, algunos expertos han recomendado para la quimioprofilaxis intraparto el uso de 

vancomicina como antibiótico de elección cuando existen resistencias a macrólidos y 

lincosamidas (CDC, 2010b, Garland y col., 2011). En nuestro país estudios recientes 

realizados en hospitales zonales de la provincia de Neuquén y Buenos Aires sobre la 

resistencia de SGB a macrólidos y fluorquinolonas aisladas de mujeres embarazadas y de 

urocultivos, informaron valores de resistencia a eritromicina comprendido entre 7,3% y 6% 

con fenotipos de resistencia MLSB constitutivos e inducibles, fenotipo M y el primer 

antecedente de resistencia a levofloxacina (2%) en gestantes de nuestro país. Aunque todos 

los aislamientos fueron sensibles a penicilina, los valores de resistencia a los macrólidos, 

licosamidas y quinolonas alertan la necesidad de continuar la vigilancia de estos patrones de 

sensibilidad en los aislamientos de SGB ya que podrían reducirse las opciones de 

tratamientos antimicrobianos (Cecchini y col., 2012, Zurchmitten y col., 2012). De hecho, 

recientemente en Kuwait y Japón se han aislado cepas de SGB de mujeres gestantes y de 

infecciones nosocomiales con una amplio espectro de resistencia a diversos antibióticos 

como quinolonas, macrólidos, trimetroprimas, tetraciclinas, minociclina, kanannicina y 

streptomicina junto a una reducida susceptibilidad a penicilina (Boswihi y col., 2012, Nagano 

y col., 2012). Todos estos antecedentes de resistencia antibiótica observados en distintos 

países, independientemente de que sean originados por mutación o por adquisición de 

resistencia a través de la transferencia horizontal de genes entre cepas de SGB o inclusive 

con otros microorganismos, tornan cada vez más problemáticos los tratamientos de estas 

infecciones (Amyes y col., 2007, Martinez y col., 2009, Sadowy y col., 2010). Con este 

panorama mundial de resistencia antimicrobiana, son necesarias nuevas estrategias 

biológicamente efectivas y seguras dirigidas a la prevención y tratamiento de las infecciones 

por SGB (Stapleton y col., 2011). 

9. Resistencia antimicrobiana de Neisseria gonorrhoeae 

El tratamiento para gonorrea en varias partes del mundo es cada vez más 

complicado, dada la habilidad que presenta N. gonorrhoeae para desarrollar rápidamente 

resistencia a las terapias con antimicrobianos (Worwoski y col., 2008). Desde hace varios 

años se vienen observando cambios en los patrones de sensibilidad antimicrobiana en las 

cepas de gonococos, especialmente en áreas donde los regímenes de tratamientos 

aplicados fueron inefectivos (Cole y col., 2010, CDC, 2011 a, b, Kidd y col., 2012). Por 

ejemplo, la emergencia de la resistencia gonocócica a penicilina y tetraciclinas comenzó 

durante la década de 1970 y se diseminó en los inicios de los años '80. En 1981, la 

espectinomicina fue adoptada como alternativa a las tetraciclinas, aunque tuvieron un 

escaso protagonismo en la terapéutica para gonococo en USA, ya que en 1987 se hallaron 
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significativos aumentos en la resistencia a este antibiótico. En los años '90, se comenzó con 

la utilización de las fluoroquinolonas como terapia efectiva de gonorrea y se continuó así por 

más de una década, hasta el año 2006 donde se registraron en Canadá, USA e Inglaterra 

cepas de gonococos con una elevada resistencia a las quinolonas (Goold and Bignell, 

2006). Durante el 2007 en USA, el CDC recomendó el cese del uso de las quinolonas en los 

regímenes terapéuticos para las infecciones gonocócicas y de igual modo otros organismos 

internacionales en Canadá, Reino Unido, Australia y Rusia excluyeron a estos antibióticos 

en el tratamiento de la gonorrea y sugirieron el uso de cefalosporinas de tercera generación 

(cefixima o ceftriaxona) como agentes terapéuticos de elección (CDC, 2007, PHAC, 2007, 

Kubanova y col., 2008, PHAC, 2008, Tapsall y col., 2008, Tapsall, 2009, AGSP, 2009). 

Recientemente en el último informe del programa de vigilancia de gonorrea desarrollado en 

USA, el CDC confirmó el uso de los antibióticos cefixima o ceftriaxona y azitromicina o 

doxyciclina para las infecciones gonocócicas no complicadas de cérvix, uretra y recto, sin 

considerar la espectinomicina para aquellos pacientes que no toleran las cefalosporinas, 

dado su alto costo y la no disponibilidad en dicho país (CDC, 2010a). Asimismo, algunas 

investigaciones realizadas en distintos países del mundo, tales como Escocia, Suiza, 

Amsterdam, Rumania, Portugal, España, Australia, Japón y China, han ido informando 

sobre la aparición de cepas gonocócicas (5T2958, 5T1407) con genotipos y fenotipos 

multiresistentes a ceftriaxona, cefixima, ampicilina, ciprofloxacina, azitromicina, y a otras 

cefalosporinas de espectro extendido (CEE), con un amplio patrón de distribución mundial 

(Golparian y col., 2010, Badescu y col., 2011, Carnicer-Pont y col., 2012, Heymans y col., 

2012, Hjelmevoll y col., 2012, Masatoshi, 2012, Tanaka, 2012). 

En nuestro país son escasos los registros de resistencia de las cepas de gonococos 

circulantes y de hecho, los pocos estudios disponibles no necesariamente reflejan un 

panorama nacional, sumado a que existen subregistros de estas infecciones debido a que 

ocurren casos que no son notificados. Recientemente, durante el año 2011 se investigó la 

sensibilidad a CEE sobre 170 cepas de gonococo y se determinó que todos los aislados 

fueron sensibles a ceftriaxona (CRO), mientras el 5% de las cepas provenientes de Chaco y 

Córdoba presentaron una sensibilidad disminuida a cefixima (CFM). Estos resultados son 

preocupantes ya que es muy probable la pérdida de uno de los antibióticos (CFM) como 

herramienta terapéutica dentro de las CEE que actualmente están disponibles en nuestro 

país y que hasta el momento, son efectivas para los tratamientos de las infecciones a 

gonococo (Pagano y col., 2012). Durante los últimos años en las co-infecciones a gonococo 

y C. trachomatis se ha visto una creciente resistencia a macrólidos (azitromicina), debida a 

la sobreexpresión de sistemas de eflujo en las cepas de gonococo, lo cual revela un 

problema para la salud pública en la terapia de este tipo de infecciones (García y col., 

2012a). En un estudio realizado en Buenos Aires entre los años 2005-2008, se vio una 
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mayor resistencia a fluoroquinolonas en las cepas de gonococo aisladas de homosexuales 

en relación a los aislamientos de individuos heterosexuales, atribuyendo esta diferencia a 

polimorfismos del gen por de porinas entre las cepas de gonococo circulantes (García y col., 

2012b). 

En la actualidad la elevada resistencia de N. gonorrhoeae a los antibióticos 

constituye un desafío mundial en la Salud Pública ya que cada vez son más reducidas las 

opciones de tratamiento antibióticos que se disponen en el mundo y además se carece de 

inversiones en la búsqueda de nuevos agentes anti-gonocócicos, como así también del 

desarrollo de vacunas. El impacto de las infecciones gonocócicas con difícil tratamiento 

antibiótico sobre la transmisión de infecciones tales como VIH, constituye un enorme 

problema sanitario principalmente en los países con alta prevalencia de ITS y de bajos 

recursos económicos. En base a estas observaciones, es urgente la búsqueda de nuevas 

estrategias antimicrobianas para el tratamiento de estas infecciones como así también en la 

prevención de las mismas (Tapsall y col, 2008; Wong y col, 2008, Lewis, 2010 Zhu y col., 

2011). 

10. Terapias biológicas para el control de procesos infecciosos 

Los métodos actuales para prevenir las infecciones del TGF como también, aquellas 

infecciones de otros sitios del cuerpo generadas por microorganismos que transitoriamente 

proliferan en el tracto vaginal, no han sido completamente efectivos dada la recurrencias de 

las infecciones genitourinarias. Por ello muchos investigadores en la actualidad están 

dirigiendo su atención hacia la utilización de microorganismos que naturalmente están 

asociados con un nicho vaginal saludable (Spurbeck and Arvidson, 2011). El uso cotidiano 

de probióticos en obstetricia y ginecología aún se encuentra bajo los primeros estadios de 

estudio y experimentación. Las mayores aplicaciones han sido realizadas en los 

tratamientos de vaginosis, candidiasis e infecciones recurrentes del tracto urinario (Barrons y 

Tassone, 2008, Gil y col., 2010, Menard, 2011, Juárez Tomás y col., 2011, Kóhler y col., 

2012). Aún así, la naturaleza recurrente de las infecciones urogenitales, la emergencia de 

resistencia a múltiples drogas en las bacterias, la insatisfacción de los pacientes y los 

efectos colaterales de las drogas habitualmente utilizadas, son algunos antecedentes para 

promover la investigación de un mejor diagnóstico, tratamiento y prevención de estas 

infecciones. Debido a esto, en la búsqueda alternativa de estrategias biológicas, el empleo 

de lactobacilos probióticos constituye una opción de tratamiento beneficioso, como también 

para la restauración y mantenimiento de una microbiota vaginal saludable (Jassawala, 2007, 

Sleator y Hill, 2008a,b, Reid y col., 2010, Sleator, 2010, Hume, 2011, Khani y col., 2012, 

Reid, 2012). Para ello, un cierto número de requisitos se han identificado como propiedades 

importantes que deberían reunir los lactobacilos para ser considerados probióticos vaginales 

potencialmente efectivos. Entre ellos se pueden mencionar la adherencia a las células 
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epiteliales y la interferencia con los patógenos mediante agregación y coagregación, 

persistencia y multiplicación en el nicho vaginal, producción de una variedad de compuestos 

antimicrobianos sobre el crecimiento de microorganismos patógenos, estimulación del 

sistema inmune, resistencia a la acción de microbicidas vaginales, incluidos los 

espermicidas, ser seguros (no patogénicos, no invasivos, no carcinogénicos) y formar una 

microbiota equilibrada (Pineiro y Stanton, 2007, Reid, 2006, Lebeer y col., 2008, Reid y col., 

2009, Borchers y col., 2009, Younes y col., 2012). Entre los compuestos y moléculas 

sintetizadas por algunos lactobacilos probióticos, se ha visto que los biosurfactantes y 

proteínas de unión a colágeno, inhiben la adhesión de los patógenos por desplazamiento y 

también pueden modular la inmunidad del huésped por disminución de las interleuquinas 

IL-1 y IL-8 que se encuentran elevadas durante la vaginosis bacteriana (BV). Dicha 

regulación se debe a la síntesis de moléculas de señalización celular que actúan inhibiendo 

la expresión de otras moléculas de señalización de microorganismos patógenos y a la 

estimulación de una mayor producción de moco que funciona como barrera protectora 

contra las de citoquinas antiinflamatorias (Jassawala, 2007, Velez y col., 2007, Sanchez y 

col., 2009, Lebeer y col., 2010, MacPhee y col., 2010, Sanchez y col., 2010). También 

resulta destacable la producción de H20 2 en las especies de lactobacilos vaginales, ya que 

previene la proliferación de microorganismos patógenos en el tracto genital (Pascual y col., 

2006, 2008b, Martín y Suarez, 2010). De igual modo, se sabe que las bacteriocinas de los 

lactobacilos son potencialmente útiles para la prevención o tratamiento de procesos 

infecciosos, mediante la inhibición de microorganismos patógenos en humanos y animales 

(Gillor y col., 2005, Gillor y Ghazaryan, 2007, Sit y Veredas, 2008, Desriac y col., 2010, 

Svetoch y Stern, 2010, Daniele y col., 2011, van Heel y col, 2011, Wilson-Stanford y Smith, 

2011, Lohans y Veredas, 2012). 

En el desarrollo de productos probióticos destinados a humanos, la búsqueda de 

cepas entre los miembros del género Lactobacillus resulta de interés, ya que son 

microorganismos no patógenos (Borriello y col, 2003, Donohue, 2006) Estos 

microorganismos han sido utilizados desde tiempos remotos hasta nuestros días en diversos 

procesos para la producción de alimentos, industriales e investigaciones científicas (Turpin y 

col., 2010, Kleerebezem y col., 2010). Así mismo, hasta el momento no han sido 

identificados genes asociados con patogenicidad en cepas de lactobacilos utilizadas como 

probióticos (Sanders y col., 2010). Aún así, en la formulación de un producto con 

microorganismos vivos y de aplicación en medicina humana, además de una cuidadosa 

selección de la cepa probiótica a través de ensayos in vitro de caracterización fenotípica y 

genotípica, también son necesarios determinar ciertos criterios básicos como: 

estandarización de dosis, vías de administración del probiótico, posibles efectos tóxicos, 

evaluar su seguridad y determinar los efectos benéficos en la salud del huésped mediante 
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estudios in vivo (Hibberd y Davidson, 2008, Sutton, 2008, Gupta y Garg, 2009, Pascual y 

col., 2010). La demostración de los efectos benéficos está sujeta al diseño experimental y 

puede incluir algunos estudios, tales como actividad antimicrobiana, efectos 

inmunomoduladores, regulación de la proliferación celular y capacidad de promover el 

desarrollo fisiológico normal del epitelio de las mucosas (Donohue, 2004, 2006, Sanders y 

col., 2010, lannitti y Palmieri, 2010, Irvine y col., 2010, Bendali y col., 2011, Erdo§an y col., 

2012). 

La demostración in vitro de las características probióticas y el amplio espectro de 

actividad antimicrobiana de las especies humanas de lactobacilos vaginales, L. fermentum 

L23 y L. rhamnosus L60 realizado por el grupo de investigación son resultados alentadores 

que avalaron los ensayos in vivo para determinar los efectos de la aplicación de estos 

microorganismos (Pascual, 2004, Pascual y col., 2006, Pascual y col., 2008a, Ruíz y col., 

2009). Así, la utilización de estos lactobacilos probióticos podría representar una alternativa 

dentro de las estrategias de control biológico sobre microorganismos patógenos del tracto 

genitourinario. 

10.1. Regulación y categorización de probióticos como agentes 
bioterapéuticos 

En algunos países de Europa, Canadá y USA, el mercado de los probióticos 

constituye una tasa anual considerable, por ejemplo, sólo en USA la venta de probióticos en 

el año 2010 fue de 1,1 billones de dólares, por lo que durante los últimos años se han 

formulado diferentes regulaciones para el uso de estos microorganismos benéficos 

(FFDCAa,b, 2007, Degnan, 2008, Hibberd y Davidson, 2008, Reid 2008, van Loveren y col., 

2012, Vero y Gasbarrini, 2012, Serafini y col., 2012). Si bien los Organismos Internacionales 

FAO y OMS han definido a los probióticos como microorganismos vivos que administrados 

en cantidades adecuadas, confieren un beneficio en la salud del huésped (FAO/WHO, 2006, 

2008, Sander, 2008, Gupta y Garg, 2009), dicho concepto es legalmente subcategorizado 

para diferenciar los probióticos utilizados como "bioterapéuticos" de aquellos probióticos 

empleados en los alimentos de consumo humano, o del consumo directo de 

microorganismos para uso animal y de los probióticos de diseño, es decir, los que son 

modificados genéticamente (Mattia y Merker, 2008, Hoffman, 2008, Saldanha y col., 2008, 

Stoeker y col., 2011). Esto es así, ya que dependiendo del uso o aplicación de los 

probióticos como bioterapéutico o suplemento dietario, serán también diferentes las 

regulaciones requeridas antes de su comercialización y empleo en humanos (Venugopalan y 

col., 2010). De acuerdo a la FDA una droga o agente bioterapéutico se define como toda 

materia prima de origen biológico que directa o indirectamente sirve para la elaboración de 

medicamentos o productos que serán usados en el diagnóstico, cura, mitigación, tratamiento 

o prevención de enfermedades. Cuando la utilización de un probiótico intenta prevenir o 
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tratar una enfermedad o condición no saludable en los humanos, directamente se categoriza 

y regula como una droga o producto bioterapéutico vivo (PBV), los cuales son sometidos a 

exámenes más rigurosos que los requeridos para los probióticos en alimentos. El término 

PBV se refiere a los productos que contienen microorganismos vivos y enteros como 

bacterias y levaduras, con un efecto que se pretende terapéutico o preventivo en los seres 

humanos, independientemente de la vía de administración (oral, intravaginal, tópica, etc) 

(FAO/FFDCA, 2004, Ross, 2006, Vaillancourt, 2006, Hoffman, 2008, Ross y col., 2008, 

FAO, 2009). En nuestro país, la Administración Nacional de Medicamentos, Alimentos y 

Tecnología Médica (ANMAT) junto con la Secretaria de Agricultura, Ganadería y Pesca, han 

incorporado recientemente dentro del Código Alimentario Argentino (CAA) el articulo N° 

1389, por el cual se define a los probióticos y se enuncian los exámenes que deberían 

llevarse a cabo para aquellos empleados en alimentos, en concordancia a los organismos 

internacionales FAO/WHO y FDA (ANMAT/SAGyP, 2011). Sin embargo, la utilización o 

administración de productos probióticos destinados a prevenir o tratar infecciones en los 

humanos, aun no ha sido categorizada ni regularizada, a diferencia de lo que ocurre en otros 

países. 

11. Modelo animal 

Los modelos animales son herramientas indispensables en investigación biomédica, 

han sido usados desde los primeros descubrimientos en medicina y aún hoy, contribuyen con 

el conocimiento sobre los mecanismos de diferentes enfermedades, la efectividad y toxicidad 

de variados compuestos químicos y medicinales. Así, las experiencias con animales son útiles 

como ensayos preclínicos, ya que proveen evidencia científica sobre la seguridad de aplicar 

un determinado compuesto, producto o vacuna, la farmacocinética de una droga o sustancia 

y/o evaluando la eficacia biológica de un agente para un nuevo tratamiento (Le Monnier y col, 

2006, Chow y col., 2008, Matthews y col., 2008, Wolvers y col., 2010, Veazey y col., 2012). 

Los trabajos experimentales con ratones son los modelos predominantes en los 

laboratorios dedicados a la realización de ensayos in vivo. Algunas de las cepas más 

ampliamente utilizadas son los ratones C57BU6, BALB/c y las ratas Winstar y Sprague-

Dawley, seguidos por otros linajes de ratones como A/J, CD1 y los IRC. Todos estos 

animales han sido ampliamente utilizados en diferentes áreas de investigación como 

fisiología, patología, enfermedades infecciosas, inmunología, oncología y neurociencia. En 

particular los ratones BALB/c han sido propuestos como modelos animales básicos para el 

estudio de enfermedades infecciosas, colonización, adherencia, etc (Wall y col., 2008, 

Chung y col., 2008, Muñoz y col., 2011, Labome, 2012, Tsuji y col., 2012, Mamede y col., 

2012). Los modelos con ratones fueron empleados en numerosos estudios, por ejemplo 

para evaluar la colonización de microorganismos patógenos en el tracto urogenital, estudiar 

la expresión de factores de virulencia, la estimulación de la inmunidad de mucosas, la 
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eficacia y toxicidad de microbicidas locales, antes de continuar con las distintas fases de 

estudios clínicos (Yao y col., 2007, Hibberd y Davidson, 2008, Vanderhoof y Young, 2008, 

Balakrishnan y col., 2009, Harriott y col., 2010, Packiam y col., 2010, Wang y col., 2012b, de 

Arellano y col., 2012). 

Distintos comités internacionales de expertos sobre los criterios y metodologías 

necesarios para considerar un producto o microorganismo como probiótico, recomiendan el 

uso de modelos animales para estudiar los efectos de microorganismos potencialmente 

probióticos en el huésped. Para ello, se pueden mencionar algunos estudios de 

colonización, proliferación, prevención y protección de las infecciones, estimulación de 

células epiteliales e inmunes y del mantenimiento de la integridad de las mucosas, entre 

otros (FAO/VVHO 2001, 2002, WHO, 2005, Reid, 2006, Yao y col., 2007, Rowland y col., 

2010, Saksena y col., 2011). Además, aunque las bacterias acido lácticas son generalmente 

reconocidas como microorganismos seguros, se debe demostrar que una determinada cepa 

ácido láctica no produce efectos adversos en el huésped mediante su aplicación en un 

modelo animal, antes de realizar los ensayos clínicos en humanos (Wolvers y col., 2010, De 

Gregorio y col., 2012). 

El uso de productos probióticos para restaurar la microbiota vaginal es una estrategia 

natural y novedosa para prevenir o tratar las infecciones del tracto urogenital. Hasta el 

momento existe un escaso número de estudios con animales donde hayan evaluado 

específicamente la funcionalidad y seguridad de cepas de lactobacilos que podrían ser 

utilizadas en el diseño de productos probióticos de aplicación vaginal (Pascual y col., 2010; 

Muench y col., 2009, De Gregorio y col., 2012). 
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Considerando los antecedentes anteriormente mencionados se 

establecieron las siguientes hipótesis: 

1- Las bacteriocinas de Lactobacillus fermentum y 

Lactobacillus rhamnosus son sustancias con alto potencial para 

mejorar la microbiota vaginal de las mujeres en edad 

reproductiva. 

2- Las bacteriocinas de Lactobacillus fermentum y 

Lactobacillus rhamnosus constituyen una alternativa válida en la 

eliminación de los microorganismos patógenos genitales. 

3- Las bacteriocinas de Lactobacillus fermentum y 

Lactobacillus rhamnosus presentan acción sinérgica 

aumentando el efecto benéfico al aplicarlo como probiótico. 
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OBJETIVO GENERAL: 

Evaluar la actividad inhibitoria de las bacteriocinas de las cepas de 

Lactobacillus fermentum y Lactobacillus thamnosus aisladas del tracto genital femenino, 

sobre microorganismos causales de enfermedades genitales. Con la finalidad de 

desarrollar un probiótico vaginal potencialmente útil que permita reconstituir la 

microbiota bacteriana vaginal y promover una mejora radical en la calidad de vida de las 

mujeres. 
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OBJETIVOS ESPECIFICOS : 

1. Aislar las cepas de Neisseria gonorrhoeae y Streptococcus agalactiae de 

pacientes femeninos. 

2. Identificar mediante pruebas bioquímicas y kits comerciales las cepas aisladas. 

3. Determinar la sensibilidad a antibióticos de las cepas patógenas genitales. 

4. Estudios in vitro de la actividad bactericida: 

• Estudiar la actividad bactericida de las cepas de L. fermentum y L. rhamnosus 

sobre las cepas patógenas aisladas. 

• Evaluar el sinergismo de las bacteriocinas de las cepas de L. fermentum y 

L. rhamnosus sobre los microorganismos patógenos genitales. 

• Comparar por diferentes técnicas el efecto sinérgico de ambas 

bacteriocinas y cuantificarlo. 

5. Determinar la actividad citotóxica de las bacteriocinas de L. fermentum y 

L. rhamnosus sobre eritrocitos de humano y de carnero. 

6. Identificar y estimar la diversidad de genotipos presentes en las cepas 

bacterianas. 

7. Estudios in vivo de la actividad bactericida: 

• Valorar la capacidad de colonización en el tracto genital de ratones BALB/c, de 

cada una de las cepas de L. fermentum y L. rhamnosus. 

• Reproducir la infección genital en ratones hembras BALB/c. 

• Estimar la actividad preventiva de cada una de las cepas de L. fermentum y 

L. rhamnosus productoras de bacteriocinas, sobre las cepas patógenas 

aisladas. 

• Determinar la concentración adecuada de lactobacilos para suprimir al 

microorganismo patógeno. 

• Valorar las dosis necesarias de ambas cepas de lactobacilos para eliminar el 

SGB del proceso genital. 

• Los estudios in vitro se extrapolaran a estudios in vivo 
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1. Pacientes femeninos, obtención de muestras y aislamiento de cepas bacterianas 

Durante un período de 48 meses se aislaron cepas bacterianas patógenas de 

infecciones genitales, a partir de exudados vaginales y endocervicales, provenientes de 

pacientes con infecciones genitales y embarazadas o con abortos que habían concurrido al 

Servicio de Ginecología del Nuevo Hospital Río Cuarto. Las muestras fueron procesadas en 

el Laboratorio de Bacteriología y finalmente identificadas en la orientación de Bacteriología 

de la Facultad de Ciencias Exactas, Físico-Química y Naturales de la Universidad Nacional 

de Río Cuarto. 

Las cepas humanas de lactobacilos vaginales, Lactobacillus fermentum L23 y 

Lactobacillus rhamnosus L60, fueron suministradas por el equipo de investigación de la 

orientación de Bacteriología, quienes previamente identificaron a estos microorganismos 

mediante pruebas bioquímicas recomendadas en el Manual Bergey de Bacteriología 

Sistemática, sistema API 50 CH (BioMérieux Inc., Francia), y por análisis molecular del ADNr 

16S de ambas cepas (Lane, 1991, Cepeda y Santos, 2000, Bergey, 2009b). Las secuencias 

de ADNr de las cepas L. fermentum y L. rhamnosus, fueron depositados en la base 

GenBank de secuencias génicas, bajo los números GQ 455406 y EF 495247, 

respectivamente, tal como recomiendan los organismos internacionales FAO/WHO (2001) 

para microorganismos considerados probióticos (Pascual y col., 2010). Estas cepas de 

Lactobacillus spp. han sido extensivamente estudiadas en sus características probióticas y 

bacteriocinogénicas (Pascual, 2004; Pascual y col., 2006, Pascual y col., 2008 a,b). Así, 

L. fermentum L23 produce acidos orgánicos y una bacteriocina L23, mientras la cepa 

L. rhamnosus L60 sintetiza ácidos orgánicos, bacteriocina L60 y peróxido de hidrógeno 

(H20 2). Las bacteriocinas producidas por estas cepas de lactobacilos fueron caracterizadas 

y purificadas empleando un procedimiento modificado para la purificación de bacteriocinas 

clase II (Guyonnet y col., 2000), mediante precipitación con sulfato de amonio, pasaje por 

columna cromatográfica de Sephadex G-25, columna C-18 de fase reversa para 

cromatografías de alta eficiencia con gradiente isocrático (HPLC). Luego se realizaron 

cromatografías en capa delgada (TLC) y ensayos de bioautografía (Pascual, 2004). 

2. Identificación por pruebas bioquímicas de bacterias patógenas del tracto genital 

A partir de aquellas pacientes que presentaron secreción purulenta y profusa, color 

blanco cremoso o amarillo, presuntamente bajo sospecha de infección por N. gonorrhoeae, 

se tomaron muestras de endocérvix, utilizando dos hisopos; uno de ellos sirvió para realizar 

un extendido en portaobjetos y posterior coloración de Gram, con la finalidad de observar su 

morfología y comportamiento tintorial, acorde a las características gonocócicas. El segundo 

hisopo se sembró inmediatamente sobre placas de Petri con el medio de cultivo Thayer-
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Martin (Britania, Argentina) y se llevó a incubar durante 24-48 h a 37° C, bajo atmósfera 

controlada con 5% de CO2. 

La identificación de los microorganismos patógenos se efectuó en la orientación de 

Bacteriología siguiendo los criterios propuestos en el Manual Bergey de Bacteriología 

Sistemática (Bergey, 2005, 2009a). Los aislados puros con morfología de diplococos 

reniformes enfrentados por sus caras planas y Gram negativos, fueron identificados 

mediante las siguientes pruebas bioquímicas oxidasa, catalasa, reducción de nitratos, 0/F 

de glucosa (medio para la oxidación/fermentación de la glucosa), el patrón de utilización de 

los distintos hidratos de carbono y complementariamente se realizaron ensayos de 6-

lactamasas y sensibilidad a antibióticos según metodología propuesta por Pájaro y Barberis 

(1998). En la detección de 6-lactamasas se empleó el método yodométrico, por el cual la 

enzima producida por el microorganismo en estudio, hidroliza el sustrato penicilina dando un 

producto inactivo, como el ácido penicilóic,o que reduce el yodo en solución, decolorando el 

complejo de yodo-almidón (azul). Para ello, en un extremo de la placa de Petri o portaobjeto 

se colocó una gota de la siguiente mezcla: 150 pl de la solución A (penicilina 1.000.000 

Ul/m1 en H20 destilada) + 1000-1500 pl de la solución B (1,5 g de 1K y 0,3 g de 12 sublimado 

en 1000 pl de buffer fosfato a pH 6,4 y concentración 0,1 M). En el otro extremo de la 

cápsula o portaobjeto se colocó una gota de la mezcla mencionada anteriormente mas una 

gota de cultivo; a ambos extremos se le agregó una solución madre de almidón. Luego de 5-

10 min., si la bacteria no produce la enzima la coloración permanece azul (reacción 

negativa). Cuando el resultado de dicha prueba es positivo, debe considerarse a la bacteria 

resistente a penicilina, ampicilina y amoxicilina, independientemente del resultado del 

antibiograma. 

Para la investigación del estado de portación de estreptococos 6-hemolíticos en 

mujeres embarazadas, se tomaron muestras vaginales y se realizaron extendidos con 

coloración de Gram y siembra en placas de Petri con agar sangre de carnero (ASC) al 5% 

(BioMérieux Inc, Francia), incubadas 24-48 h con atmósfera controlada al 5% de CO2. A 

partir de colonias sospechosas aisladas en ASC, se realizaron subcultivos en caldo tripteina 

soya (CTS) incubados en microaerobiosis, a 37 °C, durante 24 h. Luego se realizaron las 

correspondientes pruebas de identificación bioquímica: catalasa, susceptibilidad a 

bacitracina, hidrólisis del hipurato de sodio, prueba de CAMP, reacción de PYR (pirrolidonil — 

6-naftilamida), susceptibilidad a trimetoprima- sulfametoxasol (TMS), Voges-Proskauer. En 

la determinación de serogrupo de Lancefield se utilizó el Test Slidex Strepto-Kit (REF 58 

810, BioMérieux, Francia) provisto de los sueros A, B, C, D, F y G, mediante pruebas de 

aglutinación con partículas de látex. El antígeno específico de grupo contenido en la pared 

celular es extraído enzimáticamente y así, identificado por partículas de látex sensibilizadas 

con un anticuerpo anti-antígeno de grupo de estreptococo. Si el antígeno está presente, el 
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reactivo de látex correspondiente aglutina (reacción positiva), en caso contrario el reactivo 

látex permanece en suspensión homogénea (reacción negativa). Para esta determinación se 

tomaron colonias 6-hemolíticas y se repicaron en un tubo de hemólisis con 0,4 ml del 

reactivo enzimático de extracción para la obtención del antígeno específico de grupo 

contenido en la pared, se mezcló con la ayuda de un vórtex y se incubó 10-15 minutos a 

37r obteniéndose el extracto antigénico. Sobre una tarjeta (soporte) se depositó una gota 

de cada uno de los látex (suspensión de partículas de látex sensibilizados con anticuerpos 

anti-grupo A, B, C, D, F y G respectivamente). Con la ayuda de una pipeta Pasteur, se 

depositó una gota del extracto al lado de cada gota y con un palillo se mezclaron las gotas, 

dándole al soporte rotación para la observación de la aglutinación durante 2 minutos. 

3. Conservación de las cepas bacterianas 

Las diferentes cepas de S. agalactiae fueron conservadas a -20cc en caldo tripteína 

soya con glicerol al 30%. Para realizar las experiencias posteriores, las cepas de SGB 

fueron descongeladas y repicadas en nuevos caldos tripteína soya (CTS), incubadas en 

microaerobiosis a 37 °C durante 24-48 h. Los cultivos frescos se sembraron en placas de 

Petri con ASC o ATS (Britania, Argentina) y se incubaron en las mismas condiciones antes 

mencionadas. Para asegurar su viabilidad se realizaron repiques cada 20 días en medios 

ricos. Las cepas de N. gonorrhoeae fueron conservadas a -80 °C con hisopos de Dacrón en 

tubos estériles hasta su uso. Los repiques de las cepas de gonococos se realizaron en agar 

Thayer Martin suplementado con antibióticos (Britania, Argentina). 

Las cepas de lactobacilos, L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 fueron repicadas 

en placas de Petri con agar MRS, incubadas en microaerobiosis a 37 cc durante 24-48 h, 

luego se conservaron a 4 °C realizando repiques cada 20 días. 

4. Susceptibilidad antibiótica de los microorganismos patógenos 

Para determinar la sensibilidad antibiótica de los microorganismos patógenos se 

realizó la técnica de Kirby-Bauer de difusión con discos. En el caso de los gonococos, a 

partir de colonias aisladas en una placa de Petri con agar chocolate, se realizó una 

suspensión bacteriana en solución salina al 0,9%, equivalente al tubo 0,5 de la escala Mc 

Farland. Luego se hisoparon placas con agar Thayer Martin suplementado al 1% con 

vitamina B12, L-glutamina, adenina, clorhidrato de guanina, ácido-para-amino-benzoico, L-

cisteína, glucosa, NAO, carboxilasa, nitrato férrico y clorhidrato de tiamina. En la superficie 

del agar se colocaron los discos de antibióticos y se llevó a incubar en microaerobiosis a 

37 °C durante 24 h. Se midieron los halos de inhibición del desarrollo microbiano y se 

determinó si presentaban resistencia antimicrobiana (CLSI, 2007, SEEIMC, 2011b). 

Para el estudio de sensibilidad antibiótica de las cepas de S. agalactiae se continuó 

con la técnica de difusión anteriormente mencionada en concordancia a las 
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recomendaciones del CLSI (formalmente NCCLS) sembrando una suspensión bacteriana 

ajustada a la turbidez del tubo 0.5 de la escala Mc Farland (1,5x108 UFC/ml) en placas con 

agar Mueller-Hinton suplementado con 5% de sangre de carnero (MH+SC) (Britania, 

Argentina). Luego sobre la superficie del agar se colocaron los discos de los siguientes 

antibióticos: penicilina (PEN), ampicilina (AM), oxacilina (OXA), gentamicina (GEN), 

cefalotina (CET), eritromicina (ERY) y clindamicina (CLIN) y se llevo a incubar en 

microaerobiosis a 37 °C durante 24 h. Las zonas de inhibición del desarrollo microbiano se 

midieron en mm y se clasificaron como sensibles, sensibilidad intermedia y resistentes 

basados en los puntos de corte recomendados por la CLSI. 

5. Actividad antimicrobiana de Lactobacillus fermentum L23 
Lactobacillus rhamnosus L60 sobre Streptococcus agalactiae 

Y 

Para la detección de la actividad antimicrobiana de los lactobacilos L23 y L60, se 

utilizó la técnica de estrías cruzadas propuesta por Ruíz y col., (2009). Las cepas de 

lactobacilos se aislaron en una placa conteniendo agar MRS y se incubaron a 37°C en 

microaerofilia durante 24 hs. Se tomó una colonia aislada y se colocó en un tubo 

conteniendo 2 ml de caldo MRS, se incubó en microaerofilia. a 37r durante 24 h. A partir 

del cultivo obtenido, se sembró una estría en el centro de una placa conteniendo caldo MRS 

adicionado con agar al 1,2% y se incubaron a 37°C en microaerofilia durante 18 h. Una vez 

desarrollado el microorganismo, se procedió a la inactivaron con vapores de cloroformo 

durante 20 mm n y se sembraron estrías perpendiculares con un cultivo de 24 h de las 

diferentes cepas de S. agalactiae. Las placas se incubaron a 37°C durante 24 h y luego se 

midieron los halos de inhibición de crecimiento microbiano alrededor de la estría central. 

6. Actividad inhibitoria de los sobrenadantes libres de células de 
Lactobacillus fermentum L23 y Lactobacillus rhamnosus L60 sobre las cepas de 
Neisseria gonorrhoeae y Streptococcus agalactiae 

6.1. Obtención de los sobrenadantes libres de células (SLCs) 

A partir de cultivos frescos de L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 en caldos Man 

Rogosa Sharpe (MRS) con una concentración aproximada de 108 UFC/ml, se tomaron 0.5 

ml de cada cultivo (5%v/v) y fueron resuspendidos en 9,5 ml de caldos MRS, incubados a 

37r durante 18 h en condiciones de microaerobiosis . Para la obtención del sobrenadante, 

los cultivos fueron centrifugados a 8500 RPM durante 20 minutos a 4r, acorde al 

procedimiento propuesto por Sablon y col. (2000). Los SLCs cuidadosamente fueron 

trasvasados a tubos estériles, siendo inactivados mediante exposición a vapores de 

cloroformo durante 20 min. Posteriormente se comprobó la actividad inhibitoria por la técnica 

de difusión en pozos de los SLC puros, SLC neutralizados con NaOH 1N (SLCN) para 

ambas cepas de lactobacilos y del SLCNP neutralizado y tratado con enzima peroxidasa 

61 



MATERIALES Y MÉTODOS Tesis Doctoral Francisco O. Ruiz 

(0,1 mg/mi) para la cepa de L. rhamnosus L60 sobre una cepa sensible de E. coli utilizada 

como microorganismo indicador. La actividad de los SLCs conteniendo cada una de las 

bacteriocinas se cuantificó mediante una adaptación de la técnica de dilución crítica. 

6.2. Inhibición del crecimiento bacteriano de Neísseria gonorrhoeae y 
Streptococcus agalactiae por acción de las sustancias antimicrobianas producidas 
por las cepas de lactobacilos 

6.2.1. Inhibición del crecimiento bacteriano de Neisseria gonorrhoeae por acción de 
las bacteriocinas producidas por ambos lactobacilos y el peróxido de hidrógeno 

Para este ensayo se sembraron mediante hisopado, placas de Petri con el medio 

Thayer Martin (TM), (Britania, Argentina) con las cepas de N. gonorrhoeae, se llevaron a 

incubar 24 h en atmósfera controlada con 5% de CO2. Posteriormente se realizó la técnica 

de pozos en el agar y se hicieron 3 hoyos por placa mediante la ayuda de un sacabocados 

en forma estéril. En cada orificio se depositó respectivamente 100 pl del sobrenadante libre 

de células (SLC) puro de la cepa L. rhamnosus L60 sin tratamiento, 100 pl del SLC 

neutralizado con hidróxido de sodio y 100 pl del SLCNP (640 UA/ml). De igual modo se 

procedió con los sobrenadantes de la cepa L. fennentum L23, depositando en cada pozo 

100 pl del SLC puro y 100 pl del SLCN. Dichas placas se incubaron durante 18 h a 37°C y 

luego se midieron las zonas de inhibición de crecimiento bacteriano, según lo sugerido por 

Ivanova (2000). 

6.2.2. Inhibición del crecimiento bacteriano de Streptococcus agalactiae por acción de 
las bacteriocinas producidas por los lactobacilos y el peróxido de hidrógeno 

Los sobrenadantes puros de L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60, fueron 

neutralizados con hidróxido de sodio (NaOH) 1 N, obteniendo así los SLCN conteniendo la 

bacteriocina L23, los SLCN y SLCNP (neutralizado y tratado con peroxidasa) 

correspondientes al H202 y a la bacteriocina L60. Luego se realizaron cultivos frescos de las 

cepas de S. agalactiae y de la cepa sensible E. coli (control positivo) en tubos con 2 ml de 

caldo tripteína soya, se incubaron a 37 cc durante 24 h en atmósfera controlada con 5% de 

CO2 Con dichos caldos se prepararon suspensiones de los microorganismos ajustadas a la 

densidad óptica del tubo 0,5 de la escala de Mc Farland en caldos tripteína soya (CTS) 

equivalentes a una concentración de 1,5 x 108 UFC/ml. Luego se hisoparon placas de Petri 

conteniendo caldo MRS adicionado con 1,2% de agar (MRS+A) en varias direcciones, para 

obtener un crecimiento bacteriano confluente. Seguidamente, se realizaron pozos en la 

superficie del agar y se colocaron en cada uno de ellos 100 pl del SLC puro, 100 pl del 

sobrenadante tratado con la enzima peroxidasa y 100 pl de cada una de las bacteriocinas. 

Las placas fueron llevadas a incubación a 37 °C durante 18 h. Después de este período se 

midieron los halos de inhibición del crecimiento bacteriano. 
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7. Determinación de la concentración inhibitoria mínima (CIM) de las bacteriocinas de 
Lactobacillus fermentum L23 y Lactobacillus rhamnosus L60 sobre las cepas de 
Neisseria gonorrhoeae y Streptococcus agalactiae 

A partir del SLC de ambas cepas bacteriocinogénicas se realizaron diluciones 

seriadas al medio obteniendo unidades de actividad de bacteriocina de: 640 UA/ml, 320 

UA/rnl, 160 UA/ml, 80 UA/ml, 40 UA/ml, 20 UA/ml y 10 UA/ml. A continuación, se sembraron 

mediante hisopado las cepas de N. gonorrhoeae en placas de Petri con medio Thayer Martín 

(TM) (Britania, Argentina). En estas placas se efectuaron 7 orificios y se inocularon 100 pl de 

cada una de las diluciones de las bacteriocinas. Las placas se incubaron 24 h a 37°C bajo 

condiciones de atmósfera controlada (5% CO2). Finalmente se midieron los halos de 

inhibición del crecimiento bacteriano, definiendo como CIM al valor absoluto e inverso de la 

máxima dilución que mostró inhibición del crecimiento de la cepa sensible. Así, fue 

expresado arbitrariamente en unidades de actividad inhibitoria por mililitro (UA/ml). 

Para determinar la CIM de las bacteriocinas de las especies de lactobacilos en 

estudio sobre las cepas de S. agalactiae, se realizó una adaptación de la técnica de 

microdilución en placa descripta por Wu y colaboradores (2007). Dicha técnica se basa en 

el cambio de color del reactivo cloruro de 2,3,5 trifenil tetrazolio (TTC), de incoloro a rojo, en 

presencia de bacterias viables o metabólicamente activas. Dicho cambio se produce cuando 

la sal de tetrazolio se convierte en sustrato de deshidrogenasas bacterianas y se reduce 

apareciendo una coloración rojiza. A partir de colonias aisladas de S. agalactiae se 

realizaron cultivos frescos de las cepas y se ajustaron a la turbidez del tubo 0,5 de la escala 

de Mc Farland. La solución de trabajo de la sal de tetrazolio TTC se preparó al 5% en agua 

bidestilada estéril y se mantuvo en oscuridad hasta su uso. Los SLCs de cada lactobacilo, 

conteniendo las bacteriocinas, se diluyeron al medio en caldo MRS obteniendo 640 UA/ml, 

320 UA/ml, 160 UA/ml, 80 UA/ml y 40 UA/ml. Se emplearon policubetas rectangulares 

estériles de 96 pozos rotuladas hacia sus lados (ejes X e Y) con números y letras (figura 8). 

En la serie de pozos de la fila A y B se colocaron alícuotas de 100 pl de cada dilución de las 

bacteriocinas L23 y L60, respectivamente. Luego se añadieron 75 pl de la suspensión 

bacteriana de una cepa de S. agalactiae, se llevó a incubar a 37°C bajo atmosfera 

controlada con 5 % de CO2 durante 18-24 h. Posteriormente se adicionó 15 pl de la solución 

de tetrazolio y se reincubó en las mismas condiciones anteriormente descriptas durante 2 h, 

controlando cada 30 mm n los cambios en la coloración del reactivo. El control positivo de 

viabilidad celular (rojo) se formó agregando, 100 pl de MRS estéril, 75 pl de cultivo de 

S. agalactiae y 15 pl de la solución de TTC. De forma similar, un volumen de 175 pl de caldo 

MRS estéril y 15 pl de la solución reactiva fue considerado como control negativo (incoloro). 

La CIM se consideró como la más alta dilución de bacteriocina donde no se observó cambio 

de color y se expresó en unidades de actividad por mililitros (UA/ml). La determinación de la 
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CIM de las bacteriocinas L23 y L60 se realizó por triplicado sobre las cepas sensibles de 

S. agalactiae. 
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Figura 8. Esquema de la determinación de la CIM las bacteriocinas L23 y L60. Los valores 
representados en cada pozo corresponden a las diluciones de las bacteriocinas (UA/ml); C+= control positivo; 
C-= control negativo. 

8. Ensayo cualitativo de interacción de las bacteriocinas de Lactobacillus fermentum 
L23 y Lactobacillus rhamnosus L60 sobre cepas Neisseria gonorrhoeae y 
Streptococcus agalactiae 

A partir de cultivos frescos de las cepas de N. gonorrhoeae y S. agalactiae se ajustaron las 

concentraciones a la densidad óptica del tubo 0,5 de la escala de Mc Farland equivalentes a 

una concentración de 1,5 x 108 UFC/ml. Luego se hisoparon placas con agar TM y MRS+A, 

en varias direcciones para obtener un crecimiento confluente. Seguidamente, se realizaron 

pozos próximos en la superficie del agar y se colocaron en cada uno de ellos 100 pl de cada 

una de las bacteriocina L23 y L60. Las placas se incubaron en microaerobiosis a 37 °C 

durante 24 h. Luego en base a la difusión de las sustancias en el agar, se interpretaron las 

interacciones entre ambas bacteriocinas de la siguiente manera: un efecto sinérgico se 

produce cuando el halo de inhibición formado en el área de difusión de ambas bacteriocinas 

es mayor a las zonas de inhibición producidas por cada bacteriocina independientemente; 

interacción antagónica, cuando la zona de inhibición formada en el área de difusión de 

ambas bacteriocinas es menor que los halos de cada una de las bacteriocinas por separado; 

efecto indiferente; se da cuando en la zona de difusión de ambas bacteriocinas la inhibición 

del crecimiento bacteriano permanece con igual tamaño que los halos producidos por cada 

una de las bacteriocinas de manera independiente (Pascual, 2004, Ruíz y col., 2012). 

9. Ensayos de interacción de las bacteriocinas de Lactobacillus fermentum L23 y 
Lactobacillus rhamnosus L60 sobre cepas de Streptococcus agalactiae 

Para evaluar cuantitativamente las interacciones entre las bacteriocinas de ambos 

lactobacilos se realizaron las técnicas de difusión en pozos en el agar y de tablero de 

ajedrez por microdilución. Se procedió a la extracción de los SLCs de los cultivos de ambos 

lactobacilos y a los tratamientos respectivos como se describió anteriormente, para obtener 

las fracciones con las bacteriocinas en solución denominadas aquí, L23 y L60. 
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A partir de colonias aisladas de S. agalactiae (SGB) se realizaron subcultivos en 

caldo tripteína soya (CTS) y se ajustó a la turbidez del tubo 0,5 de la escala de Mc Farland. 

Luego se sembraron con hisopo las suspensiones de SGB en placas con agar MRS y se 

realizaron 3 pozos con sacabocado sobre la superficie del agar. En cada pozo se colocaron 

respectivamente 100 pl de la bacteriocina L23 de L. fermentum (50 pl de L23 + 50 pl de PBS 

estéril), 100 pl de L60 de L. rhamnosus (50 pl de L60 + 50 pl de PBS estéril) y 100 pl de una 

mezcla de ambas bacteriocinas L23:L60 (1:1 vol/vol). Las placas se incubaron a 37°C en 

microaerofilia durante 18-24 h. Finalmente se midieron en milímetros (mm) las zonas de 

inhibición del crecimiento bacteriano. En función a los tamaños de los halos se determinaron 

los tipos de interacciones entre las bacteriocinas, definiendo como: 

• sinergismo de potenciación, se produce cuando la zona de inhibición del crecimiento 

bacteriano observado en la mezcla bacteriocinogénica resulta superior a la suma de 

las zonas de inhibición individuales de las bacteriocinas L23 y L60. Se consideró 

como tal, una diferencia > 2 mm en el tamaño del halo de inhibición de la mezcla 

L23:L60 respecto a la suma de los halos de cada una de las bacteriocinas L23 y L60; 

• sinergísmo aditivo, se observa cuando el halo de inhibición producido por la mezcla 

de bacteriocinas es igual a la suma de los halos de inhibición de cada una de las 

bacteriocinas; 

• antagonismo, ocurre cuando la zona de inhibición en la mezcla L23:L60 es menor 

que la suma de los halos encontrados con las bacteriocinas en forma individual; 

• indiferencia, se da cuando el halo de inhibición en la mezcla de bacteriocinas es igual 

a la inhibición observada con alguna de las bacteriocinas en forma independiente. 

Las interacciones entre las bacteriocinas L23 y L60 se confirmaron con la prueba del 

tablero de ajedrez mediante una adaptación de la técnica descripta previamente por 

Petersen y colaboradores (2006) para combinaciones de sustancias antimicrobianas. Dicha 

técnica del tablero hace referencia a la disposición de los tubos o pocillos formando un 

tablero de ajedrez donde hay múltiples diluciones de los antimicrobianos en concentraciones 

inferiores a la CIM de cada uno de ellos frente al microorganismo a estudiar. Se utilizó la sal 

de tetrazolio TTC siguiendo el principio de reducción del reactivo a formazan, observado en 

el ensayo para determinar la CIM de las bacteriocinas. 

En esta experiencia las concentraciones iniciales de las bacteriocinas, expresadas 

como unidades de actividad inhibitoria por mililitros (UA/ml) fueron al menos el doble del 

valor obtenido en la CIM de cada una de las sustancias a evaluar A partir de las 

bacteriocinas L23 y L60 se hicieron diluciones seriadas al medio utilizando caldo MRS en 

nuevos tubos Eppendorf estériles. De este modo, empleando policubetas de 96 pocillos se 

trazaron ejes imaginarios a los lados de la microplacas y se dispusieron las diluciones de 
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L23 a lo largo de de las abscisas y las de L60 en el eje de las ordenadas. Posteriormente se 

colocó en cada pocillo un volumen de 75 pl de cada una de las diluciones de ambas 

bacteriocinas alcanzando un volumen de 150 pl. Luego, se agregó a cada uno de los pozos 

25 pl de una suspensión de SGB cuya turbidez fue equivalente al tubo 0,5 de la escala de 

Mc Farland y las placas se incubaron a 37°C por 24 h en microaerobiosis. Después de este 

período, se añadieron 15 pl del reactivo TTC al 5% y las placas se reincubaron por otras 2 h 

bajo las mismas condiciones anteriormente mencionadas. Al igual que en el ensayo de la 

CIM se realizaron los mismos controles positivos y negativos para esta experiencia. A 

continuación en la figura 9 se esquematiza la combinación de las diluciones de ambas 

bacteriocinas estudiadas y la localización de sus controles. 
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Figura 9. Diagrama de las diluciones de las bacteriocinas L23 y L60 por la técnica de tablero 
de ajedrez. Los valores representados en cada pozo corresponden a las diluciones de las bacteriocinas 
(UA/ml). C+= control positivo y C-= control negativo. 

Después de la incubación, se analizaron las interacciones de las combinaciones de estas 

sustancias con actividad antimicrobiana y se calcularon las concentraciones inhibitorias 

fraccionarias (CIF) dando un valor índice de CIF. Dicho índice se calcula realizando el 

cociente entre la CIM de la sustancia antimicrobiana en la combinación y la CIM de esa 

sustancia sola, frente al microorganismo ensayado, según la siguiente fórmula: 

CIF- DM A en AB CIM B en AB 

CIMA CIM B 
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Donde A y B representan, en este caso, las dos bacteriocinas a evaluar y AB se refiere a la 

mezcla de las bacteriocinas. Para evaluar las interacciones de las sustancias con actividad 

antimicrobiana se adoptaron los siguientes criterios de Nworu y Esimone (2006) y Adikwu y 

col., (2010): 

• sinergismo, cuando el índice de CIF resultó menor a 1 (CIF<1); 

• adición, cuando el valor de CIF es igual a 1 (CIF=1) 

• indiferencia, cuando la CIF se presentó con valores mayores a 1 y menores a 2 

(l<CIF<2); 

• antagonismo, cuando el índice CIF resultó mayor o igual a 2 (C1F2). 

10. Estudio de la actividad hemolítica de los sobrenadantes libres de células sobre 
glóbulos rojos 

10.1. Preparación de la suspensión de glóbulos rojos humanos (GRH) y de carnero 
(GRC) 

Se colocaron en tubos de hemólisis 2,5 ml de PBS (pH 6,8) y 2,5 ml de sangre entera 

humana o sangre entera de carnero. Los tubos fueron centrifugados a 1500 rpm durante 2 

min. El sobrenadante se removió y se añadió nuevamente un volumen de PBS y se 

repitieron los pasos anteriores hasta evidenciar ausencia de hemólisis en el sobrenadante. 

Los sobrenadantes se descartaron y se prepararon las suspensiones de glóbulos rojos al 

8% en PBS. 

10.2. Obtención del sobrenadante libre de células (SLC) 

A partir de las colonias de las cepas de Lactobacillus estudiadas, aisladas en placas 

de MRS (Man, Rogosa and Sharpe), se inoculó una ansada en un tubo con 2 ml de caldo 

MRS estéril. El tubo fue incubado a 37°C durante 24 h en microaerofilia. Se transfirieron 0.5 

ml de inóculo del caldo a un tubo conteniendo 9,5 ml de caldo Rogosa estéril y se incubó 

nuevamente a 37 °C por 24 h en microaerofilia. Posteriormente, para remover las células, 

se centrifugó a 8500 rpm durante 20 mm n a 4 °C El sobrenadante libre de células (SLC) se 

expuso por 20 mm n a vapores de cloroformo y fue refrigerado a 4 °C hasta el momento de su 

uso (Sablon y col., 2000, Pascual y col., 2008b). 

10.3. Ensayo de hemólisis 

Esta experiencia se llevó a cabo mediante una adaptación de la técnica descripta por 

Hertle y col., (1999). Para estudiar el efecto citotóxico de las distintas sustancias biológicas 

contenidas en los SLCs sobre glóbulos rojos, se utilizó la técnica en tubo con eritrocitos 

humanos y de carnero. Alícuotas de 100p1 de cada una de las fracciones se incubaron con 

lml de la suspensión de eritrocitos al 8% en PBS (pH 6,8) a 22 °C durante 15 mm n y luego 

se centrifugaron a 1500 rpm durante 1 min. Se midió la absorbancia de la hemoglobina por 

espectrofotometría a 405 nm. Se realizó un control positivo de hemólisis total y un control 

negativo se realizó utilizando PBS (pH 6,8). 
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Para hacer la curva de hemólisis total se utilizó duodecil sulfato de sodio (SDS) como 

control positivo para determinar la hemólisis total de GRH y GRC. Se utilizaron 35 mg de 

SDS, los cuales se agregaron a una concentración constante de GRH y GRC al 8%. Se 

incubaron a 22 °C durante 15 mm n y se centrifugaron a 1500 rpm durante 1 min. Se 

realizaron 10 diluciones hasta 1/2048 cuyas concentraciones de SDS son las siguientes: 

17,5; 8,75; 4,37; 2,18; 1,09; 0,55; 0,27; 0,14; 0,07; 0,03 mg/ml. Esto permitió realizar las 

lecturas en el espectrofotómetro a 405 nm (A405) y posteriormente se construyó la curva de 

hemólisis total. 

11. Estudios genotípicos sobre cepas de S. agalactiae 

El análisis molecular de los aislamientos bacterianos se llevó a cabo para confirmar 

la identidad de las cepas patógenas previamente identificadas mediante pruebas 

bioquímicas y se intentó estimar la diversidad de los genotipos presentes en la colección de 

cepas bacterianas aisladas del tracto genital femenino. 

11.1. Aislamiento de ADN genómico 

A partir de un cultivo fresco en placas de ACC se tomaron colonias puras de 

S. agalactiae y se resuspendieron en 500 pl de solución fisiológica y se centrifugaron a 

10000 rpm por 10 min. Se eliminaron los sobrenadantes de los tubos y los pellets fueron 

resuspendidos en 500 pl de una matriz comercial de InstaGene (BioRad, Hércules, USA). La 

suspensión se incubó durante 30 mm n a 56 t y se ca lentó a 100 t durante 10 min. Dichos 

sobrenadantes fueron usados como molde de ADN bacteriano para la reacción PCR 

(Cepeda y col, 2000). 

11.2. Secuenciación del gen ARNr 16S 

A partir del ADN de S. agalactiae se tomaron 1p1 de ADN molde y se colocaron en 

20 pl de la mezcla de reacción para realizar una PCR directa, conteniendo los siguientes 

prinners universales 27F (5 .-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'), 1492R (5'-

TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3'), siguiendo la enumeración basada en el 16S ARNr de 

Escherichia coli (Brosius y col., 1978, Lane y col., 1991). La amplificación del amplicón se 

realizó por 35 ciclos, a 94 °C por 45 seg., 55 r por 60 seg., y 72 r por 60 seg. Los 

productos de. PCR purificados de -1,400 bp fueron secuenciados con el modelo Applied 

Biosystem 3730XL automatizado del Servicio de laboratorios Macrogen Inc. (Seúl, Corea). 

La secuencia de nucleótidos de los productos purificados de PCR fue determinada por el 

laboratorio MACROGEN utilizando los primers universales empleados fueron 518F (5'-

CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3') y 800R (5'-TACCAGGGTATCTAATCC-3') (Ke y col., 

2000). Las secuencias obtenidas fueron analizadas por medio del programa BLAST 

proporcionado por el Centro Nacional para información biotecnológica, USA, para hallar las 

identidades de las secuencias mediante la asignación de valores de similitud entre las 

mismas utilizando el programa CLUSTAL W por medio del cual se compararon secuencias 
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de referencia obtenidas de la base de datos RDP y RDP (Ribosomal Database Project) y 

GenBank (Thompson y col., 1994, Maidak y col., 2001, Kong y col. 2002). 

11.3. Análisis filogenético 

Los estudios filogenéticos fueron realizados mediante la aplicación de dos software 

PAUP* (Phylogenetic Analysis Using Parsimony) versión 4.0b8 (Swofford, 2001) y MEGA 5 

(Molecular Evolutionary Genetics analysis) versión 5.05 (Tamura y col., 2011), para producir 

un árbol filogenético reflejando las relaciones entre las cepas de S. agalactiae seleccionadas 

y las cepas de referencia, mediante los algoritmos de máxima parsimonia y neighbor-joining 

(NJ). En el caso de la generación del árbol con el método de máxima parsimonia se unieron 

la información de las secuencias amplificadas y se ponderó con el mismo valor a todas las 

posiciones de la secuencia y se consideraron los gaps como un quinto carácter. Se realizó 

una búsqueda heurística de 100 repeticiones con adición aleatoria de taxones (random 

sequence addition) y con intercambio de ramas (branch-swapping) de tipo TBR (tree 

bisection reconnection). En este software se dejó el método Multitrees por defecto (PAUP* 

guarda todos los árboles mínimos que encuentra durante el intercambio de ramas) y se 

colapsaron las ramas con longitud máxima igual a cero. Además mediante este análisis se 

obtuvo el índice de consistencia (CI) y el índice de retención (RI). La medida de confianza o 

fiabilidad de los grupos obtenidos se valoró mediante un análisis de bootstrap de 1000 

réplicas. Las siguientes cepas de S. agalactiae y otras cepas de la familia Streptococcaceae 

fueron utilizadas para la construcción del árbol filogenético: SGB HN090816-2, SGB 

HN090816-3, SGB A909, SGB ZQ100810-B,SGB gi311409, SGB AF459432.1, SGB 2603 

v/R, SGB so304015, SGB ATCC 13813, SGB cepa 20*, SGB cepa 14*,SGB 2603 v/R sero 

V, SGB JCM5671, SGB NEM316 seg 1, SGB CIP8245, SGB NEM316 seg 3, SGB 

AF015927, S. difficilis 9i62084055, S. difficilis ATCC51487, Streptococcus pyogenes M1 

GAS NCBI Ref Seq: N0002737.1, Streptococcus pyogenes MGAS8232, Streptococcus 

pneumoniae ATCC 700669, Lactococcus lactis subsp. lactis cepa NJODL1, Lactococcus 

lactis subsp. lactis CV56 16S rRNA. 
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12. Modelo animal 

Para los ensayos in vivo fueron utilizados 36 ratones hembras BALB/c, de 8 semanas 

de edad, de tamaño y peso uniforme, proporcionadas por el bioterio de la Universidad 

Nacional de Río Cuarto. En esta segunda etapa experimental de ensayos in vivo se estudió 

la actividad biológica de L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 frente a la infección vaginal 

producida por S. agalactiae. Para las experiencias in vivo todos los ratones fueron divididos 

en grupo de 4 miembros. 

12.1. Microorganismos con características benéficas 

A partir de cultivos frisados en caldos Man Rogosa Sharpe (MRS) de las cepas de 

L. fennentum L23 y L. rhamnosus L60 se realizaron subcultivos en caldos MRS a 37 °C 

durante 24-48 h en microaerobiosis. El aislamiento de cada una de las cepas se realizó en 

placas con agar MRS y se incubaron bajo las mismas condiciones antes mencionadas. 

12.2. Bacterias patógenas 

A partir de caldos de cultivo conservados a -20 °C, la cepa de estreptococo 

I3-hemolítica seleccionada fue subcultivada en un nuevo caldo tripteína soya (CTS) (Britania, 

Argentina) a 37 °C, en microaerofilia durante 24 h. Luego se realizó el aislamiento de las 

colonias en placas con ATS, en las mismas condiciones ya descriptas. Después de la 

incubación algunas colonias fueron repicadas y teñidas con tinción de Gram y se les realizó 

la prueba de catalasa y CAMP, a los fines de reconfirmar su identificación. 

12.3. Estudio de la microbiota vaginal de ratones BALB/c 

Para determinar la microbiota vaginal existente se estudiaron todos los ratones 

hembras BALB/c, distribuidas en grupos de 4 ratones por jaula impidiendo el hacinamiento 

de los animales y la obtención de resultados erróneos. Todos ellos fueron alimentados e 

hidratados ad libitum y mantenidos bajo correctas condiciones de higiene con periodos de 

luz y oscuridad de 12 h. 

Se tomaron muestras vaginales en todos los ratones hembras BALB/c con hisopo de 

algodón estéril, punta fina, previamente embebidos en buffer fosfato salino estéril (PBS) 

para favorecer la adsorción de los microorganismos en el extremo de los hisopos, los cuales 

fueron introducidos y rotados en la vagina. Los hisopos fueron sumergidos en tubos de 

Eppendorf estériles con 100 pl de PBS estéril, la suspensión de cada tubo fue 

homogenizada y se tomaron alícuotas de 20 pi para realizar la siembra en placas con agar 

chocolate, agar eosina-azul de metileno (EBM), agar manitol salado o Chapman (Britania, 

Argentina) y agar MRS (BioMérieux, Francia), respectivamente. Las placas fueron incubadas 

a 37 °C durante 24 h en condiciones aeróbicas, con excepción de las placas con agar MRS 

que fueron incubadas en atmósfera controlada con 5% de CO2. Posteriormente, a partir de 
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las colonias aisladas se realizaron frotis coloreados con tinción de Gram y se procedió a la 

observación microscópica. Todos los microorganismos fueron identificados mediante 

pruebas bioquímicas descriptas en el Manual de Bergey (2009). 

13. Estudio de la colonización vaginal de Lactobacillus fermentum L23 y 
Lactobacillus rhamnosus L60 en ratones BALB/c 

A partir de colonias aisladas de L23 o L60 en placas con agar MRS, se realizaron 

subcultivos en caldo MRS, incubados a 37 °C durante 24 h en atmósfera controlada con CO2

al 5%. La suspensión de microorganismo a inocular fue ajustada a la turbidez de los tubos 

N° 1-2 de la escala de Mc Farland equivalentes a valores entre 3-6 x108 UFO/mi en tubos 

con de PBS estéril. 

Para realizar el ensayo de colonización de cada una de las cepas de lactobacilos en 

estudio, una alícuota de 20 pl de cada suspensión de las cepas L23 y L60 se inocularon por 

separado en la vagina de ratones hembras BALB/c. El control negativo se realizó inoculando 

en un grupo de ratones 20 pl de PBS estéril. A tiempo cero te, se determinó el número de 

lactobacilos inicialmente inoculados Durante un período de 8 días se tomaron diariamente 

muestras vaginales de cada ratón. Dichas muestras se sembraron en agar MRS y a las 

colonias aisladas se les realizó coloración de Gram y pruebas bioquímicas correspondientes 

a la identificación de los lactobacilos. 

La toma de muestra diaria por ratón se realizó mediante hisopado vaginal y se colocó 

en tubos Eppendorf con 40 pl de PBS estéril, desde los cuales se hicieron diluciones 

seriadas al medio en PBS estéril. Luego se procedió a la siembra de una alícuota de 20 pl 

de cada suspensión bacteriana en placas con agar MRS. La incubación de las placas se 

realizó en microaerobiosis a 37 °C durante 24-48 h. El número de lactobacilos presentes se 

cuantificó, mediante recuento en placa y se expresó en UFC/ml. Luego dichos valores 

fueron transformados a logaritmos en base 10. 

14. Estudio de colonización vaginal de Streptococcus agalactíae en ratones BALB/c 

A partir de colonias aisladas de S. agalactiae en placas con agar sangre de carnero 

al 5%, se realizaron subcultivos en CTS y se incubaron a 37 °C durante 24 h en atmósfera 

controlada con 5 % de CO2. El cultivo fresco de estreptococo fue ajustado a la turbidez del 

tubo 1 de la escala de Mc Farland (3x108 UFC/ml) y luego se realizaron diluciones seriadas 

en tubos eppendorf con PBS estéril hasta obtener una carga bacteriana del orden de 107

UFO/mi que fue la concentración del microorganismo a inocular en la vagina de los ratones 

BALB/c. Se determinó la concentración bacteriana inicial de estreptococos beta hemolítico al 

to por recuento en placas con ATS, las cuales fueron luego incubadas en microaerobiosis a 

37 °C por 24 h. 
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Una alícuota de 20 pl de la suspensión de estreptococo fue inoculada vaginalmente 

en cada ratón. El esquema de inoculación intravaginal se realizó con una única dosis de una 

concentración conocida de SGB a ti:). En un grupo de ratones control negativo sólo se 

inoculó 20 pl de PBS estéril y las muestras vaginales derivadas de dicho control fueron 

sembradas en placas con agar sangre de carnero al 5% (ASC). El período de esta 

experiencia fue de 8 días (t148), con una toma de muestra vaginal diaria. Las mismas se 

tomaron mediante hisopado vaginal, se colocaron en tubos Eppendorf con 40 pl de PBS 

estéril y se hicieron diluciones seriadas al medio en PBS estéril. Una alícuota de 20 pl de 

cada suspensión bacteriana se sembró en placas con ASC. La incubación de las placas se 

realizó a 37 °C durante 24-48 h en atmósfera controlada con CO2 al 5%. El recuento del 

número de S. agalactiae se expresó como UFC/ml y luego fue transformado a logaritmo 

decimal. 

15. Efecto preventivo de la administración vaginal de Lactobacillus fermentum L23 y 
Lactobacillus rhamnosus L60 sobre Streptococcus agalactiae en ratones BALB/c 

Los ensayos sobre la actividad preventiva de las cepas de lactobacilos se evaluaron 

independientemente en dos grupos de 4 ratones hembras BALB/c. 

A partir de colonias aisladas de L23 y L60 en placas con agar MRS, se realizaron 

subcultivos en caldos MRS, incubados a 37 °C durante 24 h en atmósfera controlada con 

CO2 al 5%. Las suspensiones bacterianas se ajustaron a la turbidez del tubo 1 de la escala 

de Mc Farland, equivalente a valores de 3x108 UFC/ml. La determinación de la 

concentración de bacterias lácticas inicial a to fue calculada mediante recuentos en placa 

con agar MRS e incubada en las mismas condiciones ya descriptas y se expresaron en 

UFC/ml. De igual modo, se obtuvo un cultivo fresco de la cepa de S. agalactiae en CTS, 

incubado a 37 °C por 24 h en microaerobiosis. La suspensión de estreptococo fue ajustada a 

la turbidez de una dilución 1/10 del tubo 1 de la escala de Mc Farland. Las UFC/ml de SGB 

al to se calcularon mediante recuentos en placas con ATS, incubadas en condiciones 

óptimas. Los volúmenes de alícuotas a inocular respectivamente de la suspensión de 

lactobacilos y de estreptococo 13- hemolítico fueron de 20 pl/ratón. El período de estudio 

comprendió 8 días consecutivos (t148), con una toma diaria de muestra vaginal. 

La experiencia para este ensayo se basó en una sola inoculación a te, de la 

suspensión del lactobacilo y 1 control negativo o control de infección inoculado con 20 pl de 

PBS estéril. La toma de muestra diaria por ratón se realizó mediante hisopado vaginal 24 h 

(t1) y 48 h (t2) pos-inoculación y se colocaron en tubos Eppendorf con 40 pl de PBS estéril, 

desde los cuales se hicieron diluciones seriadas al medio (1/2; 1/4; 1/8) en PBS estéril. 

Luego se procedió a la siembra de una alícuota de 20 pl de cada suspensión bacteriana en 

placas con agar MRS. La incubación de las placas se realizó a 37 °C durante 24-48 h en 

microaerobiosis. 
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A las 48 h de la inoculación de cada uno de los lactobacilos, se realizó la inoculación 

con la suspensión de S. agalactiae a los dos grupos de ratones BALB/c. Las consecutivas 

muestras vaginales de cada ratón se recogieron a tiempo t3, t.4, t5, t6, t7, t8 con hisopo estéril y 

se colocaron en tubos Eppendorf con 80 pl de PBS estéril, desde los cuales se realizaron las 

diluciones y siembras correspondientes en placas con agar MRS y ASC. Las placas fueron 

incubadas a 37 °C durante 24-48 h bajo atmósfera controlada con CO2 al 5%. Las muestras 

vaginales derivadas del control negativo fueron sembradas e incubadas en las mismas 

condiciones mencionadas. Seguidamente se realizaron los recuentos diarios del número de 

lactobacilos y estreptococos presentes y se expresaron como UFC/ml. Todos los recuentos 

de UFC/ml fueron transformados a logaritmo decimal. 

16. Estudio del efecto curativo de Lactobacillus fermentum L23 y 
Lactobacillus rhamnosus L60 sobre Streptococcus agalactiae en vagina de ratones 
BALB/c 

En dos grupos de ratones hembras BALB/c se evaluó por separado el efecto curativo 

vaginal de L. fermentum y L. rhamnosus sobre la cepa de S. agalactiae. 

A partir de colonias aisladas de S. agalactiae en ASC, se hizo un subcultivo en CTS y 

se incubó a 37 °C durante 24 h en atmósfera controlada con CO2 al 5%. El cultivo fresco de 

estreptococo fue ajustado a la turbidez del tubo 1 de la escala de Mc Farland en tubos con 

PBS estéril y desde el cual, se realizó luego una dilución 1/10 obteniendo la densidad 

microbiana óptima a inocular. La concentración inicial a tiempo to de SGB se determinó 

mediante recuento de colonias en placas con ASC. Las placas fueron incubadas a 37 °C 

durante 24 h en atmósfera controlada con CO2 al 5%. Se realizaron subcultivos frescos de 

L23 y L60 en caldos MRS, incubados a 37 °C durante 24 h en atmósfera controlada con CO2

al 5%. La suspensión de lactobacilos a inocular fue ajustada a la turbidez del tubo 1 de la 

escala de Mc Farland. La concentración de bacterias lácticas iniciales se determinó 

mediante recuentos en placas con agar MRS y se incubaron en las mismas condiciones 

anteriormente descriptas. 

En este ensayo se realizó una sola inoculación a to de la suspensión de 

estreptococos en el grupo de ratones. La toma de muestra diaria por ratón se realizó 

mediante hisopado vaginal 24 h (t1) y 48 h (t2) pos-inoculación y se colocaron en tubos 

Eppendorf con 40 pl de PBS estéril, desde los cuales se hicieron diluciones seriadas al 

medio (1/2; 1/4; 1/8) en PBS estéril. Luego se procedió a la siembra de una alícuota de 20 pl 

de cada suspensión bacteriana en placas con ASC, y se incubaron en las condiciones antes 

descriptas. 

A las 48 h posinoculación de S. agalactiae se reinocularon todos los ratones con 

20 pl de la suspensión del lactobacilo respectivo. Se recogieron muestras vaginales 

consecutivas de cada ratón a tiempo t3, t4, t5, to, t7, t8 con hisopo estéril y se colocaron en 
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tubos Eppendorf con 80 pl de PBS estéril, desde los cuales se realizaron las diluciones (1/2; 

1/4; 1/8) correspondientes y siembras en placas con agar MRS y ASC. Las placas fueron 

incubadas a 37 °C durante 24-48 h en microaerobiosis. Los recuentos diarios del número de 

colonias de estreptococos y lactobacilos presentes, se expresaron en UFC/ml y se 

transformaron a logaritmo decimal 

17. Efecto preventivo de la inoculación conjunta de Lactobacillus fermentum L23 y 
Lactobacillus rhamnosus L60 sobre la colonización de Streptococcus agalactiae en 
vagina de ratones BALB/c 

A diferencia de los ensayos preventivos descriptos anteriormente, se evaluó la 

actividad preventiva de una mezcla de L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 sobre la 

colonización de S. agalactiae en un grupo de ratones hembras BALB/c. Para ello, se siguió 

el mismo diseño experimental propuesto para cada efecto preventivo de las cepas de 

lactobacilo por separado, excepto en la preparación de la mezcla de L23+L60 utilizada para 

la inoculación vaginal. Para ello se realizó una mezcla 1:1(v/v) de los cultivos de las cepas 

de lactobacilos L23 y L60 en caldo MRS estéril. La suspensión bacteriana a inocular fue 

ajustada por comparación con la turbidez de los tubos 1-2 de la escala de Mc Farland, en 

tubos con PBS estéril. La concentración inicial de la mezcla de bacterias lácticas a to fue 

calculada mediante recuentos en placa con agar MRS e incubadas en las mismas 

condiciones ya descriptas. El número de colonias de lactobacilos se expresó en UFC/ml. De 

igual modo, se obtuvo un cultivo fresco de la cepa de S. agalactiae en CTS, incubado a 

37 °C por 24 h en microaerobiosis. La suspensión de estreptococo fue ajustada a la turbidez 

correspondiente al tubo 1 de la escala de Mc Farland, en tubos con PBS estéril. 

Posteriormente se realizó una dilución 1/10 de S. agalactiae y se calcularon al to las UFC/ml 

mediante recuentos en placas con ASC, las cuales fueron incubadas en condiciones 

óptimas. 

La experiencia se realizó inoculando a to 20 pl de la mezcla de lactobacilos (L23 

+L60) en el grupo de ratones. Posteriormente se tomaron muestras de la vagina a las 24 h 

(t1) y 48 h (t2) pos-inoculación de los lactobacilos y se colocaron en tubos Eppendorf con 

40 pl de PBS estéril, desde los cuales se hicieron diluciones seriadas al medio (1/2; 1/4; 1/8) 

en PBS estéril. Luego se procedió a la siembra de una alícuota de 20 pl de cada suspensión 

bacteriana en placas con agar MRS e incubadas. 

En todos los ratones 48 h después de la inoculación con la mezcla de lactobacilos se 

reinoculó con la suspensión de estreptococos. Las muestras vaginales de cada ratón se 

recogieron consecutivamente a tiempo t3, t4, t5, t8, t7, t8 con hisopo estéril y se colocaron en 

tubos Eppendorf con 80 pl de PBS estéril, desde los cuales se realizaron las diluciones y 

siembras correspondientes en placas con agar MRS y ASC, e incubadas a 37 °C durante 
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24-48 h en microaerobiosis. Los recuentos diarios del número de colonias de lactobacilos y 

estreptococos presentes, se expresaron en UFO/mi y se transformaron a logaritmo decimal. 

18. Efecto curativo de una mezcla de Lactobacillus fermentum L23 y 
Lactobacillus rhamnosus L60 sobre la colonización de Streptococcus agalactiae en 
vagina de ratones BALB/c 

En un grupo de ratones hembras BALB/c se evaluó el efecto curativo vaginal de una 

mezcla de L. fermentum y L. rhamnosus sobre la cepa de S. agalactiae continuando con el 

mismo ensayo de efecto curativo realizado con cada una de las cepas de lactobacilos por 

separado. 

Como se mencionó en el ensayo del efecto preventivo de la mezcla de lactobacilos, 

se procedió de igual modo para obtener y ajustar las suspensiones de estreptococos y de la 

mezcla de L23+L60 (v/v). 

En todos los ensayos de colonización, prevención y efecto curativo se realizaron las 

pruebas bioquímicas de identificación correspondientes para lactobacilos y S. agalactiae. 

19. Ensayos para determinar la dosis efectiva in vivo de Lactobacillus fermentum L23 
y Lactobacillus rhamnosus L60 sobre Streptococcus agalactiae 

19.1. Modelo animal y protocolo de experimentación 

Para determinar las dosis in vivo de L. fermentum y L. rhamnosus necesarias para 

eliminar a SGB de la vagina del modelo animal se utilizaron nuevos grupos de ratones 

hembras BALB/c para cada lactobacilo a ensayar. El procedimiento de inoculación en el 

grupo de ratones es el mismo que fue propuesto para el estudio del efecto curativo. Todos 

los ratones hembras fueron alimentados e hidratados ad libitum en cajuelas separadas con 

periodos de luz y oscuridad de 12 h respectivamente. Las experiencias se realizaron para 

cada caso por duplicado. 

19.2. Cepas de lactobacilos 

A partir de cultivos frisados de las cepas de L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 se 

realizaron subcultivos en caldos MRS a 37 °C durante 24-48 h en microaerobiosis. Posterior 

al período de incubación, se procedió al aislamiento en estrías por agotamiento de cada una 

de las cepas en placas de agar MRS y se incubaron bajo las mismas condiciones antes 

mencionadas. Desde las colonias aisladas de cada cepa se realizaron nuevos subcultivos 

en caldos MRS para obtener las suspensiones bacterianas necesarias. 

19.3. Bacterias patógenas 

Un cultivo de SGB conservado a -20 °C, fue subcultivado en CTS (Britania, 

Argentina) e incubado a 37 °C en microaerofilia durante 24 h. Luego se realizó el 

75 



MATERIALES Y MÉTODOS Tesis Doctoral Francisco O. Ruíz 

aislamiento de las colonias en placas con ATS, en las mismas condiciones descriptas 

anteriormente y se hicieron cultivos frescos para los posteriores estudios in vivo. 

19.4. Valoración de la dosis efectiva de Lactobacillus fermentum L23 y 
Lactobacillus rhamnosus L60 sobre Streptococcus agalactiae en vagina de ratones 
BALB/c 

En los grupos de ratones hembras BALB/c se evaluó el efecto curativo vaginal de 

L. fermentum y L. rhamnosus a 4 concentraciones diferentes de cada uno de lactobacilos 

sobre la cepa de SGB en estudio. Para ello se siguió un procedimiento similar al descripto 

para el de efecto curativo de estas cepas. Las experiencias se llevaron a cabo durante 9 

días (to, t1, t2, t3, t4, t6, t6, t7, t8) y el diseño consistió en una inoculación vaginal de la cepa de 

S. agalactiae permitiendo su colonización y 48 h posteriores, se inocularon alícuotas de 

cada una de las concentraciones respectivas de lactobacilos en los distintos grupos de 

ratones. Diariamente se realizaron tomas de muestras vaginales y recuentos en placas con 

los medios adecuados para determinar el número de estreptococos y lactobacilos 

correspondientes. Los ensayos independientes se realizaron por duplicado para cada 

concentración de lactobacilo a estudiar. 

A partir de colonias aisladas de S. agalactiae en ASC, se hizo un subcultivo en CTS y 

se incubó a 37 °C durante 24 h en atmósfera controlada con CO2 al 5%, luego se realizó una 

suspensión de 107 UFC/ml de la cepa de estreptococo. La concentración inicial a tiempo to

de S. agalactiae se determinó mediante recuento de colonias en placas de ASC. Las placas 

fueron incubadas a 37 °C durante 24 h en atmósfera controlada con CO2 al 5%. 

Se realizaron subcultivos de ambos lactobacilos en caldo MRS, incubados a 37 °C 

durante 24 h en atmósfera controlada con CO2 al 5%. Las suspensiones de lactobacilos a 

inocular fueron ajustadas por comparación con los tubos 1 y 10 de la escala de Mc Farland 

cuya densidad óptica equivale a concentraciones del orden de 108 y 109 UFC/ml. A partir de 

los tubos 108 se realizaron diluciones seriadas decimales en PBS estéril hasta obtener 

concentraciones del orden de 106 y 104 para cada cepa de lactobacilo. Posteriormente se 

determinó la concentración de bacterias lácticas iniciales (to) mediante recuentos en placa 

con agar MRS para las distintas concentraciones, incubadas en las mismas condiciones 

descriptas anteriormente. 

En este ensayo se realizó una sola inoculación a to de la suspensión de estreptococo 

en el grupo de ratones. La toma de muestra diaria por ratón se realizó mediante hisopado 

vaginal a las 24 h (t1), 48 h (t2) pos-inoculación y durante 7 días posteriores. 

A las 48 h posinoculación de S. agalactiae (t2) se reinocularon todos los ratones con 

20 pl de la suspensión del lactobacilo respectivo. Se recogieron muestras vaginales 

consecutivas de cada ratón a tiempo t3, t4, t5, t6, t7, t8 con hisopo estéril y se colocaron en 

tubos Eppendorf con 80 pl de PBS estéril, desde los cuales se realizaron las diluciones 
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decimales correspondientes y siembras en placas con ASC para la búsqueda de SGB y 

MRS para el recuento de lactobacilos. Las placas fueron incubadas a 37 °C durante 24-48 h 

en microaerobiosis. Los recuentos diarios del número de colonias de estreptococos y 

lactobacilos presentes, se expresaron en UFC/ml y luego se transformaron a logaritmo 

decimal. 

20. Análisis estadístico 

Se determinó mediante el análisis de la varianza los supuestos de la normalidad y 

homogeneidad de la varianza sobre los datos obtenidos en las diferentes experiencias. Los 

datos de las experiencias in vivo fueron transformados a logaritmos decimales log10 (x+1) 

para obtener la homogeneidad de la varianza. Se utilizó un nivel de significancia de 0,05 y 

se realizaron las comparaciones múltiples mediante la prueba de LSD de Fisher y de 

Bonferroni. El test de la menor diferencia significativa (LSD) fue usado para determinar las 

diferencias entre los recuentos totales y los recuentos en los diferentes días. El análisis 

realizado usando un PROCGLMinSAS (SAS Institute, Cary, NC) (Quinn y col., 2002). Para 

el análisis de los datos se utilizó el software Sigma Stat Statistical 2006, versión 3.5, NT & 

3.1 SPSS Inc. Chicago, US) y el InfoStat (InfoStat versión 2008. Grupo InfoStat, FCA, 

Universidad Nacional de Córdoba, Argentina). 
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1. Antecedentes de las cepas de Lactobacillus fermentum L23 y 
Lactobacillus rhamnosus L60 con características bacteriocinogénicas y 
antimicrobianas 

En trabajos previos, realizados por el grupo de investigación (Ruíz, 2005; Ruíz y 

col., 2005, Ruíz y col., 2007) estudiando la actividad de la bacteriocina de L. fermentum L23 

y L. rhamnosus L60, se evaluó la acción de estas sustancias, primeramente, sobre 

microorganismos aislados de infecciones urinarias y los resultados hallados se muestran en 

la siguiente tabla 2. 

Tabla 2. Actividad inhibitoria de L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 sobre el crecimiento 
bacteriano de distintos patógenos genitourinarios. 

Microorganismos aislados N° de 
cepas 

Halos promedios de inhibición 
microbiana (mm) de cada especie 

bacteriocinogénica de Lactobacillus 

% de 
cepas 

inhibidas 
cepa L23* cepa L60* 

Escherichia coli 100 41 39 100 
Klebsiella pneumoniae 8 34 36 100 
Klebsiella oxytoca 10 30 33 100 
Proteus mirabilis 14 40 40 100 
Proteus vulgaris 2 38 37 100 
Entero bacter cloacae 14 42 47 100 
Citrobacterfreundii 5 40 36 100 
Serratia marscescens 4 54 45 100 
Acinetobacter baumanii 5 43 40 100 
Pseudomonas aeruginosa 3 44 39 100 
Staphylococcus epidermidis 6 21 21 100 
Staphylococcus saprophyticus 15 30 29 100 
Staphylococcus aureus 4 36 38 100 
Streptococcus agalactiae 3 20 24 100 
Enterococcus faecalis 7 31 32 100 
Candida albicans 30 15 20 100 
Candida glabrata 8 13 0 100 

* No hubo diferencia estadísticamente significativa entre ambas actividades inhibitorias (p<0.05). 

Aquí se observó actividad inhibitoria sobre el crecimiento bacteriano de diferentes 

cepas de E. coli, K. pneumoniae, K. oxytoca, P. mirabilis, P. vulgaris, E. cloacae, C. freundii, 

S. marscescens, A. baumanii, P. aeruginosa, S. epidermidis, S. saprophyticus, S. aureus, 

S. agalactiae, E. faecalis, C. albicans, C. glabrata. Se determinó que el 100% de los 

microorganismos patógenos estudiados fueron sensibles a la acción inhibitoria de las 

bacteriocinas de L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60. Cuando fueron comparadas las 

actividades inhibitorias producidas por las cepas de lactobacilos, no se encontraron 

diferencias estadísticamente significativa (p<0,05) mediante el análisis de la varianza 

(ANOVA). Estos resultados no coinciden con los hallados en España por López y col., 

(2001), quienes trabajaron con una cepa bacteriocinogénica de E. coli 784, productora de la 
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microcina 784, con la que determinaron diferentes grados de sensibilidad sobre las 

bacterias. Todas las cepas inhibidas pertenecieron a especies de Samonella pero no fueron 

inhibidas las especies de P. aeruginosa, S. marscescens, E. cloacae, C. freundii, 

K. pneumoniae, como tampoco otras bacterias Gram positivas. Por otro lado cuando se 

estudió sobre las interacciones que pudieran existir entre las bacteriocinas de estas 

bacterias lácticas (BAL) se halló un 30% de indiferencia y un 70% de sinergismo sobre el 

crecimiento de 200 cepas patógenas causantes fundamentalmente de infecciones urinarias. 

Más aún, no se halló antagonismo entre estas sustancias con muy buena actividad 

antimicrobiana. La figura 10 resume los porcentajes de interacción entre las bacteriocinas de 

las cepas L23 y L60 encontrados hasta el momento. 

Sinergismo; 
70,00% 

Indiferencia; 
30,00% 

Antagonismo; 
0,00% 

Figura 10. Porcentajes de las interacciones entre las bacteriocinas sintetizadas por 
Lactobacillus fermentum L23 y Lactobacillus rhamnosus L60. 

Las interacciones sinérgicas entre las sustancias antimicrobianas de L23 y L60 se 

manifestaron en el 100% de las cepas patógenas de P. vulgaris, A. baumanii, P. aeruginosa, 

S. epidermidis. S. aureus, S. agalactiae y E. faecalis; seguidos por otros porcentajes 

significativos de sinergismo entre las cepas de E. cloacae (92,85%). K. oxytoca (90%), 

S. saprophyticus (80%), K. pneumoniae (75%), C. freundii (60%) y E. col, (60%). En la tabla 

3 se detalla el porcentaje de interacciones entre los pares de bacteriocinas producidas por 

las cepas L23 y L60. 
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Tabla 3. Interacciones entre las bacteriocinas de Lactobacillus fermentum L23 y 
Lactobacillus rhamnosus L60. 

Microorganismos sensibles 
N° de 
cepas 

Interacciones entre bacteriocinas de L. fermentum L23 y 
L. rhamnosus L60 

prob  das N° 
cepas 

% de 
indiferencia 

% de 
antagonismo 

N' cepas 
% de 

sinergismo 

Escherichia coli 100 40 (40%) - 60 (60%) 
Klebsiella pneumoniae 8 2 (25%) 6 (75%) 
Klebsiella oxytoca 10 1 (10%) - 9 (90%) 
Proteus mirabilis 14 9 (64.28%) 5 (35.71%) 
Proteus vulgaris 2 - - 2 (100%) 
Enterobacter cloacae 14 1 (7.14%) 13 (92.85%) 
Citrobacter freundii 5 2 (40%) - 3 (60%) 
Serratia marscescens 4 2 (50%) 2 (50%) 
Acinetobacter baumanii 5 5 (100%) 
Pseudomonas aeruginosa 3 3 (100%) 
Staphylococcus epidermidis 6 6 (100%) 
Staphylococcus saprophyticus 15 3 (20%) 12 (80%) 
Staphylococcus aureus 4 - 4 (100%) 
Streptococcus agalactiae 3 3 (100%) 
Enterococcus faecalis 7 _ 7 (100%) 

% promedio de las 
interacciones 

30% 0% 70% 

Los resultados sobre estas investigaciones motivaron los estudios de actividad 

antimicrobiana de las bacteriocinas de estos lactobacilos sobre otros microorganismos 

productores de infecciones genitales, tales como N. gonorrhoeae y S. agalactiae. La 

investigación de esta última bacteria es importante debido a que es obligatoria su detección 

en mujeres embarazadas, ya que su colonización en el tracto genital femenino puede 

provocar severas consecuencias al feto y a la madre. Esto sumado a los resultados de 

interacción sinérgica que nos preceden, sobre un porcentaje considerable de 

microorganismos patógenos estudiados, hace a la relevancia de este estudio Asimismo, es 

necesario destacar que es el primer trabajo en el que se inicia el estudio de la actividad 

antimicrobiana de bacteriocinas de lactobacilos vaginales y sus posibles interacciones sobre 

estos dos microorganismos patógenos como potenciales agentes de biocontrol. 

2. Aislamiento y caracterización bioquímica de cepas de Neisseria gonorrhoeae 

A partir de pacientes que concurrieron al Servicio de Ginecología del Nuevo Hospital 

Río Cuarto, de centros privados de la ciudad y de Córdoba capital, durante un período de 48 

meses, se recuperaron 31 cepas de N. gonorrhoeae de mujeres con signos de descarga 

vaginal, blanquecina y purulenta. Debido a la baja incidencia poblacional de N. gonorrhoeae, 

entre el 1-4%, el número de cepas de gonococos estudiadas en este trabajo de tesis es muy 

importante (Zribi y col., 2008; Trevisan y col., 2008). La epidemiología de las infecciones del 

tracto reproductivo depende de factores económicos, sociales, corrientes migratorias y 

hábitos sexuales entre otros (Trevisan y col., 2008, Barry y Klausner, 2009). 
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Las colonias aisladas en agar TM presentaron una morfología típica de gonococos, 

colonias pequeñas, traslúcidas, semejante a gotas de rocío en todas las cepas estudiadas. 

La coloración de Gram reveló diplococos Gram negativos, en forma de granos de café o 

arriñonados, con sus lados adyacentes enfrentados y aplanados. En la tabla 4 se presentan 

los resultados de las pruebas bioquímicas de género y especie para su identificación. 

Tabla 4. Pruebas bioquímicas para la identificación de especies de Neisseria gonorrhoeae. 

Neisseria gonorrhoeae 

Crecimiento en aerobiosis 

Oxidasa 

Catalasa 

Reducción de Nitratos 

Oxidación/Fermentación de glucosa 0/ F 

Producción de ácidos a partir de: 
Glucosa 
Maltosa 
Fructosa 
Sacarosa 

Referencias. +: 90% o más de las cepas son positivas; -: 90% de las cepas son negativas. Bergey, 2005. 

2.1. Resistencia antibiótica de las cepas gonocócicas 

Con respecto a la determinación de la producción de p-lactamasas, el 38% de las 

cepas de N. gonorrhoeae fueron productoras de esta enzima y por lo tanto resistentes a 

penicilina y ampicilina. Estos resultados de resistencia a p-lactámicos son similares a los 

hallados por Mendez y col., 2008 y Galarza y col., 2012 quienes informaron valores en un 

rango del 34-37% para gonococos aislados en Santa Fe y Buenos Aires. Aun así, ninguna 

de las cepas estudiadas fue resistente a ceftriaxona y cefixima. Estos resultados coinciden 

parcialmente con los informados por Pagano y colaboradores (2012), quienes evaluaron la 

susceptibilidad a dichas cefalosporinas de espectro extendido y observaron sensibilidad a 

ceftriaxona, pero en el caso de cefixima encontraron un porcentaje considerable de cepas 

gonocócicas con sensibilidad disminuida a dicho antibiótico. 

3. Aislamiento y caracterización bioquímica de las cepas de Streptococcus agalactiae 

Se aislaron 57 cepas de S. agalactiae de pacientes femeninas que concurrieron al 

Nuevo Hospital Río Cuarto y a instituciones privadas, durante un período de 48 meses. La 

mayoría de las cepas aisladas en ASC al 5% presentaron una morfología de colonias 

pequeñas de 2 mm de diámetro, lisas y rodeadas por un halo de p-hemólisis, aunque 

algunas de ellas no presentaron dicha característica fenotípica, resultando en cepas no 

hemolíticas. Posteriormente se realizó coloración de Gram y se observaron cocos Gram 

81 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN Tesis Doctoral Francisco O. Ruíz 

positivos de a pares formando cadenas de longitud variable. En la tabla 5 se presentan los 

resultados de las pruebas bioquímicas realizadas para la identificación de las cepas de 

S. agalactiae. Cuando se realizó la prueba de aglutinación con partículas de látex 

sensibilizadas con el antígeno específico de grupo, se determinó que todas las cepas 

pertenecieron al serogrupo B de Lancefield. 

Tabla 5. Características bioquímicas para la diferenciación e identificación de 
Streptococcus agalactiae. 

Streptococcus agalactiae 
Crecimiento en aerobiosis 

Crecimiento en aerobiosis con 5% de CO2

Crecimiento anaeróbico 

Crecimiento a: 
10°C 
45°C 
pH 9.6 
Crecimiento con: 
6.5% NaCI 
40% bilis 
Alfa-hemólisis 

Beta-hemólisis 

Hidrólisis de: 
Arginina 
Hipurato 
Esculina 
Producción de ácidos a partir de: 
lnulina 
Lactosa 
Manitol 
Rafinosa 
Ribosa 
Salicina 
Sorbitol 
Trealosa 
Producción de Pirrolidonilamidasa 

Producción de CAMP 
Prueba de Voges-Proskauer 
Susceptibilidad a TMS 
Susceptibilidad a bacitracina 
Grupo serológico de Lancefield 

Referencias. +: 90% o más de las cepas son positivas;-: 90% o más de las cepas son negativas; d: 11-89% 
de las cepas son positivas; R: 90% o más de las cepas son resistentes; B: Antígeno específico de grupo. 

3.1. Resistencia antibiótica de las cepas de Streptococcus agalactiae 

Al estudiar la susceptibilidad antibiótica de las cepas de SGB aisladas según las 

recomendaciones internacionales del CLSI, se hallaron los siguientes porcentajes de 

resistencia antibiótica: 54% de las cepas fueron resistentes a ampicilina (10 pg), 42% a 
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gentamicina (10 pg), 35% a eritromicina (15 pg), 31% a oxacilina (1 pg) y 17,31% de las 

mismas presentaron resistencia a cefalotina. Ninguna de las cepas de S. agalactiae 

estudiadas fue resistente a penicilina (10 U) o a clindamicina (2 pg). Estos resultados de 

sensibilidad a penicilina, seguidos por un alto porcentaje de sensibilidad cefalotina entre las 

cepas de SGB ensayadas, fueron similares a lo informado en otros estudios de algunas 

provincias de nuestro país durante los últimos cinco años (Lopardo, 2007, Quiroga y col., 

2008, Zalazar, 2009, Cecchini y col., 2012). Por su parte, la elevada resistencia a ampicilina 

obtenida aquí, coincide con los resultados de Linhares y colaboradores (2011), quienes 

evaluaron la prevalencia de portación y la susceptibilidad antimicrobiana de SGB en mujeres 

embarazadas y hallaron similares valores de resistencia a dicho antibiótico. Los resultados 

encontrados con eritromicina en estas cepas de S. agalactiae, difieren con los obtenidos en 

otros trabajos de Chile, Neuquén y Misiones, donde se informaron valores significativamente 

menores de resistencia a eritromicina (7,3-7,1%) (Quiroga y col., 2008, Abarzúa y col., 2011, 

Oviedo y col., 2012, Zurchimetten y col., 2012). Para el tratamiento de las infecciones 

producidas por cepas de SGB en nuestro país, la penicilina continua siendo el primer 

antibiótico de elección. Sin embargo para los pacientes alérgicos a dicho antibiótico, algunas 

investigaciones han señalado a gentamicina, oxacilina y clindamicina como una segunda 

opción terapéutica (Puopolo y col, 2007). Los porcentajes de resistencia a gentamicina y 

oxacilina obtenidos en este trabajo coinciden parcialmente con lo informado previamente por 

Lopardo (2007), quien halló valores de resistencia respectivamente superiores en cepas de 

S. agalactiae aisladas de mujeres embarazadas. Asimismo, la elevada resistencia a 

gentamicina encontrada en estas cepas, no coincide con los resultados de un estudio 

reciente realizado por Hraoui y colaboradores, (2012), donde registraron un valor de 

resistencia a gentamicina significativamente menor (1,3%) entre los aislamientos clínicos de 

SGB. Si bien todas las cepas estreptocócicas estudiadas presentaron sensibilidad a 

clindamicina, estos hallazgos difieren notablemente con otros trabajos donde se encontraron 

valores diferentes de resistencia a dicho antibiótico en un rango del 9,6% al 78% (Pinheiro y 

col., 2009, Shabayek y col., 2009, Linhares y col., 2011, Clifford y col., 2011). 

4. Actividad inhibitoria de ácidos orgánicos, peróxido de hidrógeno y bacteriocinas 
producidos por Lactobacillus fermentum y Lactobacillus rhamnosus sobre 
Neisseria gonorrhoeae 

Cuando se evaluó la actividad antimicrobiana de los SLCs puros de ambas cepas, 

L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 mediante la técnica de difusión en pozo, sobre las 31 

cepas de N. gonorrhoeae estudiadas, se halló que el 100% de las cepas de gonococos 

fueron sensibles a los metabolitos presentes en los sobrenadantes de cada lactobacilo. Los 

halos de inhibición promedio del crecimiento bacteriano obtenidos con el SLC de la cepa 

L23 fueron de 18,33mm ± 2,48 y de 19,01mm ± 2,69 para la cepa L60, sobre el total de 
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gonococos estudiados. El análisis de la varianza (ANOVA) de la acción antimicrobiana de 

ambos SLCs no demostró diferencias estadísticas sobre los diplococos ensayados (p<0,05). 

Estos resultados coinciden con lo observado por Castro y De Rovetto (2006) quienes 

utilizando otras cepas de lactobacilos productoras de sustancias con actividad 

antimicrobiana, observaron inhibición del desarrollo de N. gonorrhoeae y otros 

microorganismos uropatógenos. De igual modo en este trabajo se evaluaron los 

sobrenadantes neutralizados para inhibir el efecto de los ácidos y tratados con enzima 

peroxidasa para impedir la acción del peróxido de hidrógeno (H20 2). En el SLC neutralizado 

y tratado con peroxidasa se observó solamente la acción de la bacteriocina. Los SLCs de 

ambos lactobacilos neutralizados inhibieron el 100% de las cepas ensayadas. Esta actividad 

inhibitoria del SLC de L. fertnentum correspondió a la acción de la bacteriocina L23, 

mientras que en el caso de L. rhamnosus se debió a la actividad antimicrobiana conjunta del 

peróxido y la bacteriocina L60. El tamaño promedio de los halos de inhibición del 

crecimiento bacteriano para el SLC neutralizado de la cepa L60 fue de 16,93mm ± 2,44 para 

el total de cepas de N. gonorrhoeae ensayadas (Tabla 6). Sobre estas fracciones los 

resultados encontrados en el presente trabajo difieren de los hallazgos por Juarez Tomas y 

col., (2003), quienes utilizando sobrenadantes de cepas de L. brevis y L. acidophilus sobre 

gonococos, observaron la pérdida de actividad inhibitoria en dichos extractos cuando fueron 

neutralizados, indicando en ese estudio que el efecto inhibitorio fue debido a los ácidos. Los 

resultados de Amant y col. (2002) coinciden parcialmente con lo obtenido en este trabajo, ya 

que cepas de L. jensenii y L. crispatus inhibieron el desarrollo de N. gonorrhoeae aún luego 

de la neutralización de los ácidos orgánicos, atribuyendo la actividad antimicrobiana al 

peróxido de hidrógeno presente en los SLCs de dichas cepas. 

El 100% de las cepas de N. gonorrhoeae fueron sensibles a cada una de las 

bacteriocinas producidas por ambas cepas de lactobacilos L23 y L60 con valores de halos 

de inhibición promedios de 15,81 mm y 15,01 mm respectivamente (Tabla 6). En la figura 11 

se muestra la inhibición del desarrollo microbiano de distintas cepas de gonococos por 

acción del SLC sin tratar y neutralizado de L. fermentum L23. Estos resultados de inhibición 

producidos por las bacteriocinas L23 y L60 fueron superiores a los informados por Morency 

y col., (2001), quienes evaluaron la actividad antimicrobiana ejercida por bacteriocinas 

producidas por bacterias diferentes a lactobacilos, como nisina A, Z; mutacinas A, B, I, J, T y 

la bacteriocina epidermina, sintetizada por una cepa de Staphylococcus epidermidis, sobre 2 

cepas de gonococos resistentes a antibióticos. De manera similar la actividad antimicrobiana 

producida por las bacteriocinas L23 y L60 y su amplio espectro de actividad no son 

comparables con la hallada por Ocaña y col., (1999), quienes caracterizando una 

bacteriocina producida por una cepa de L. salivarius, hallaron inhibición sobre un número 

reducido de especies bacterianas, entre ellas una única cepa de N gonorrhoeae. Los 
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resultados obtenidos con los SLCs de ambos lactobacilos, con el SLC neutralizado de L23 y 

el SLC neutralizado y tratado con peroxidasa de L60 son de relevancia comparados a los 

informados por Graver y Wade, (2011). Estos autores investigando la actividad inhibitoria de 

3 cepas de colección, L. crispatus, L. gasseri y L. jensenii, descriptas respectivamente como 

fuerte, débil productora, y no productora de H202 sobre cepas de N. gonorrhoeae, 

atribuyeron la actividad inhibitoria sólo a la producción de ácidos orgánicos y no al peróxido 

de hidrógeno liberado respectivamente por L. crispatus y L. gasseri, a diferencia de los 

resultados obtenidos en este estudio con ia cepa L60. Los resultados obtenidos con las 

cepas de lactobacilos mostraron que la actividad antimicrobiana sobre los gonococos 

estudiados, fue debido a la bacteriocina L23 y a la acción de los ácidos orgánicos para la 

cepa L23, mientras que en el caso de L. rhamnosus L60 la actividad inhibitoria se atribuyó a 

la bacteriocina L60 producida por esta cepa, los ácidos orgánicos y al H202 (Figura 12). 

Figura 11. Efecto inhibitorio producido por los sobrenadantes libres de células de 
Lactobacillus fermentum L23 sobre el desarrollo microbiano de distintas cepas gonocócicas 
(A, B). Referencias. 1: SLC sin tratar, 2: SLCN neutralizado. 

El análisis estadístico de ANOVA de las actividades antimicrobianas de las 

bacteriocinas L23 y L60 mostró diferencias estadísticas significativas entre las sustancias 

sobre el total de gonococos ensayados (p<0,05). En la tabla 6 se presentan los promedios 

de los halos de inhibición del crecimiento bacteriano de las cepas de gonococos frente al 

SLC sin tratar, al SLCN y a las bacteriocinas. La inhibición del crecimiento bacteriano por el 

SLC de L. fermentum fue estadísticamente superior a la inhibición del crecimiento por la 

bacteriocina de este lactobacilo. Para L. rhamnosus también se halló diferencia 

estadísticamente significativa entre la actividad antimicrobiana del SLC y a los diferentes 

tratamientos del mismo (p<0,001). 
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Tabla 6. Actividad antimicrobiana de ácidos orgánicos, peróxido de hidrógeno y 
bacteriocinas producidas por Lactobacillus fennentum y Lactobacillus rhamnosus sobre 
Neisseria gonorrhoeae. 

Promedio y desvío estándar de los halos de inhibición del crecimiento 
bacteriano en mm 

Cepas de 
NG 

1 

L. fermentum L23 

SIC 
19,7± 1,5 

2 23,3 ± 1,1 

3 22,3 ± 2,5 

4 18,7 ± 1,1 

5 16,0 ± 2,0 

18,3 ± 0,5 

7 21,0± 1,0 

9 19,0 ± 1,0 

11 14,3 ± 0,5 
12 
13 20,7 ± 2,0 

10 

14 

15 17,0 ± 2,0 

16 18,7 ± 0,5 

17 17,7 ± 0,5 

18 18,3 ± 0,5 

19 

20 

21 

23 

19,7 ± 2,9 

19,0± 1,0 

20,7 ± 2,0 

18,0± 1,0 

24 17,3 ±0,5 

25 19,7 ± 0,5 

26 16,7± 0,5 

27 17,3± 0,5 

28 16,3 ± 1,1 

29 20,3± 0,5 
30 19,6 ± 0,5 
31 18,0 ± 0,5 

I3acteriocina L23 
17,7 ± 0,5 

21,0± 1,0 

18,0± 1,7 

17,0 ± 0,0 

14,0 ± 1,0 
15,7± 1,1 

18,7 ± 0,5 
13,0± 0,0 

15,3 ± 0,5 

13,0± 1,0 

13,0 ± 0,0 

16,0± 1,0 

17,7 ± 1,5 

15,7 ± 0,5 

16,0 ± 1,0 

16,3 ± 0,5 

16,0 ± 0,0 

16,7 ± 0,5 

17,0 ± 1,0 

16,7 ± 0,5 

16,3± 1,1 

17,0± 1,0 

15,0± 1,0 

15,0 ± 1,0 

16,3 ± 0,5 

13,3 ± 1,1 

14,3 ± 0,5 

13,3 ± 0,5 

19,6± 1,5 

18,6± 1,5 

L. rhamnosus L60 

SLC SLCN 
18,7 ± 0,5 17,0 ± 0,0 

25,3 ± 0,5 21,0 ± 2,0 

22,0 ± 2,0 19,7± 0,5 
14,0 ± 1,0 

15,3 ± 0,5 14,0± 1,0 
15,0± 1,0 

19,7± 1,5 17,7 ± 0,5 
15,0 ± 1,0 

19,7 ± 0,5 18,3 ± 0,5 

alta r 15,0 ± 1,0 
15,7± 1,5 14,0± 1,0 

13,0 ± 2,0 
14,0 ± 0,0 13,0 ± 1,0 

17,0 * 1,0 
19,7 ± 2,0 18,0 ± 2,0 

18,7 ± 0,5 

21,3 ± 0,5 17,7 ± 0,5 

17,0 ± 1,0 

21,0± 1,0 19,0± 1,0 

17,7 ± 0,5 

19,7± 0,5 18,3± 0,5 

19,7 ± 0,5 

20,3 ± 1,1 18,7 ± 0,5 

21,3± 1,5 

18,7 ± 0,5 16,7 ± 0,5 

16,7 ± 0,5 

19,0 ± 0,0 17,3 ± 0,5 

16,3 ± 1,1 

19,6± 1,5 18,0± 1,7 

§11~10 17,3 ± 1,5 

17,0 ± 1,0 18,0 ± 1,0 16,0 ± 1,0 

Bacteriodna L60 
14,7 ± 0,5 
18,7 ± 1,5 

17,7± 1,1 
13,0± 1,0 

13,0 ± 0,0 
14,0± 1,0 

16,0± 1,0 
14,0 ± 1,0 

16,7 ± 0,5 
14,0 ± 1,0 
13,0± 1,0 

12,3 ± 2,0 
12,0 ± 1,0 
15,0 ± 0,0 
16,0± 1,0 

17,0 ± 0,0 

15,3 ± 0,5 

14,3 ± 0,5 

16,7 ± 0,5 

15,7 ± 0,5 

16,7 ± 0,5 

17,3± 1,1 

16,3 ± 0,5 

19,3 ± 2,3 

14,3 ± 0,5 

14,7 ± 0,5 

15,7 ± 0,5 

14,0 ± 0,0 

15,0 ± 1,0 

15,3 ± 0,5 

15,0± 1,0 

Referencias: NG: Neisseila gonorrhoeae; SLC: Sobrenadante libre de células, SLCN: Sobrenadante libre de 
células neutralizado. 
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Figura 12. Efecto inhibitorio de los sobrenadantes libres de células de 
Lactobacillus rhamnosus L60 sobre el desarrollo microbiano de distintas cepas de 
Neisseria gonorrhoeae (A, B). Referencia: 1: SLC sin tratar, 2: SLCN neutralizado con NaOH, 3 SLCNP 
neutralizado y tratado con peroxidasa (bacteriocina L60). 

Los hallazgos de actividad inhibitoria de cada una de las sustancias contenidas en 

los SLCs de estos lactobacilos resultan de importancia, ya que en la bibliografía consultada 

son escasas las investigaciones donde se informa que la inhibición de los gonococos, 

además de ser atribuida a la producción de ácidos por los lactobacilos, también es debida a 

otros metabolitos, como las bacteriocinas y H202. A pesar de que abundan trabajos sobre 

bacteriocinas producidas por microorganismos de otros géneros bacterianos y sobre 

bacteriocinas del género Lactobacillus son escasos los trabajos referidos específicamente 

sobre el control biológico de gonococos. 

En función a la actividad antimicrobiana encontrada con los distintos metabolitos 

activos presentes en los SLCs de los lactobacilos en estudio, se determinó en qué 

proporción los ácidos, el peróxido de hidrógeno y ambas bacteriocinas, fueron responsables 

de la inhibición hallada sobre las cepas de gonococos ensayadas (Tabla 7). 
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Tabla 7. Porcentajes de inhibición del crecimiento bacteriano correspondientes a cada 
sustancia antimicrobiana producida por Lactobacillus fermentum L23 y 
Lactobacillus rhamnosus L60 sobre Neisseria gonorrhoeae. 

Valores porcentuales de actividad inhibitoria del crecimiento bacteriano 

Cepas de 

NG L. fermentum 123 

~dadas 

L. rhamnosus 160 

Bacteriocina 

1 10,00% 90,00% 10,00% 11,00% 79,00% 

2 90.00% 74,00% 

3 20,00% 80,00% 10,00% 10,00% 80,00% 

4 90,00% 77,84% 

5 13,00% 88,00% 6,67% 6,67% 86,66% 

6 8100% 83,83% 

7 10,00% 90,00% 10,15% 8,63% 81,22% 

a 93.00% 87,50% 

20,00% 80,00% 7,11% 8,12% 84,77% 

10 90,00% 87,50% 

11 7,00% 93,00% 10,83% 6,37% 82,80% 

12 90,00% 78.00% 

13 15,00% 85,00% 7,14% 7,14% 85,72% 

14 89,00% 80,21% 

15 4,00% 96,00% 8,63% 10,15% 81,22% 

77,27% 

17 9,60% 90,40% 16,90% 11,27% 71,83% 

91.00% 74,10% 

19 13,70% 86,30% 9,53% 10,95% 79,52% 

20 82,63% 

21 14,00% 86,00% 7,11% 8,12% 84,77% 

22 82.00% 79,72% 

23 16,60% 83,40% 7,88% 11,82% 80,30% 

87,00% 82.84% 

25 17,00% 83,00% 10,70% 12,83% 76,47% 

26 80,00% 80,33% 

27 17,00% 83,00% 8,95% 8,42% 82,63% 

28 II 82.00% 74,87% 

29 8,21% 91,79% 8,44% 10,17% 81,39% 

89.28% 71,96% 

31 13,00% 87,00% 11,11% 5,55% 83,34% 

Referencia. NG: Neisseria gonorrhoeae 
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Como se puede apreciar en la figura 13, para la cepa L. fermentum L23 el 87,28% del efecto 

inhibitorio encontrado en el SLC neutralizado correspondió a la acción de la bacteriocina y el 

12,77% restante se debió a los ácidos orgánicos liberados por esta cepa de lactobacilo. 

87,28% 

Figura 13. Valor porcentual de la actividad inhibitoria de los ácidos orgánicos y la 
bacteriocina L23 de Lactobacillus fermentum sobre cepas de Neisseria gonorrhoeae. 

Para L. rhamnosus L60 la inhibición del crecimiento por la actividad de la 

bacteriocina correspondió al 80,66%, mientras que el porcentaje restante de inhibición de las 

cepas de gonococos fue debido a la acción antimicrobiana producida por los ácidos 

orgánicos (10,20%) y el H20 2 (9,14%) (Figura 14). 

Estos resultados resaltan la importancia de la acción de las bacteriocinas de ambos 

lactobacilos sobre gonococos, ya que el mayor porcentaje de inhibición del crecimiento 

bacteriano fue debido a la producción de este metabolito secundario comparado a otros 

estudios que evidencian como principal actividad inhibitoria la de los ácidos y del H202 

producidos por lactobacilos sobre N. gonorrhoeae. Debido a que en la bibliografía 

consultada no se hallaron estudios donde se evalúa la actividad antimicrobiana de 

bacteriocinas sobre un número importante de cepas de gonococos, estos resultados son 

novedosos y muy alentadores para la posible utilización de estas cepas de lactobacilos en el 

control biológico de las infecciones producidas por estos microorganismos. 
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PEROXIDO DE 

HIDROGENO 

,Z0% 9,14% 

Figura 14. Valores porcentuales de la acción de los ácidos orgánicos, peróxido de hidrógeno 
y la bacteriocina L60 de Lactobacillus rhamnosus sobre la inhibición del crecimiento de 
Neisseria gonorrhoeae. 

5. Concentración inhibitoria mínima de las bacteriocinas producidas por 
Lactobacillus fermentum y Lactobacillus rhamnosus sobre Neisseria gonorrhoeae 

Al determinar la CIM de las bacteriocinas L23 y L60 sobre las diferentes cepas de 

N. gonorrhoeae, se encontró un amplio rango de valores de actividad inhibitoria. El 16,13% 

de las cepas de N. gonorrhoeae presentó una CIM de 10 UA/ml, 22,58% fueron inhibidas 

con una CIM de 20 UA/ml, 22,58% con una CIM de 40 UA/ml, 32,26% con una CIM de 80 

UA/ml y el 6,45% restante de las cepas, fue inhibido con una CIM de 160 UA/ml de la 

bacteriocina L23 (Figura 15). En la tabla 8 se detallan los halos de inhibición promedio y su 

valor equivalente de CIM sobre los gonococos estudiados. 
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Figura 15. CIM de la bacteriocina de Lactobacillus fermentum sobre Neisseria gonorrhoeae. 
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Tabla 8. Concentración inhibitoria mínima de la bacteriocina de Lactobacillus fermentum L23 
sobre gonococos. 

Tamaño de los halos de inhibición del crecimiento bacteriano en (mm) producidos por 
bacteriocina U3 

Cepas 
de 
NG 

1 

2 

640 
UA/ml 

16 

21 

320 
UA/ml 

16 

18 

160 
UA/ml 

14 

18 

80 
UA/ml 

14 

16 

40 
UA/ml 

13 

15 

3 18 17 16 16 15 

4 17 17 16 15 14 

5 14 13 13 11 0 

6 15 14 13 13 0 

7 17 16 15 13 12 

8 13 13 11 0 0 

9 16 14 13 11 0 

10 13 12 12 0 0 

11 13 14 12 12 11 

12 17 16 14 13 11 

13 16 15 14 14 13 

14 15 14 14 11 0 

15 16 15 14 11 0 

16 16 15 14 11 0 

17 16 14 12 9 0 

18 17 15 12 10 0 

19 16 14 13 10 0 

20 17 14 13 12 11 

21 17 15 13 11 8 

22 

24 

26 

20 20 18 16 14 

20 19 17 16 13 

19 19 18 18 16 

21 19 18 18 17 

17 16 15 15 14 

27 14 13 13 12 12 

28 14 13 13 13 12 

29 19 18 18 16 14 

30 17 18 16 14 11 

31 16 15 13 11 0 
Referencia. NG: Neissetia gonorrhoeae 

1 

1 

20 
UA/ml 

0 

15 

10 
UA/ml 

0 

0 

5 CIM 
UA/ml UA/ml 

0 40 

0 20 

14 0 0 ea 20 

14 0 0 20 

0 0 0 
11- r 1=1-

80 

0 0 0 80 

0 O 0 40 

0 0 0 160 

0 0 0 80 

0 0 0 160 

10 0 0 20 

0 0 0 40 

0 0 0 40 

0 0 0 80 

0 0 0 80 

0 0 0 80 

0 0 0 80 

0 0 0 80 

0 0 0 80 

0 0 0 40 

0 0 0 40 

12 0 0 20 

11 0 0 20 

15 13 0 10 

15 11 0 10 

14 10 0 10 

11 11 0 10 

12 10 0 10 

12 0 0 20 

0 0 0 40 

0 0 0 80 

91 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN Tesis Doctoral Francisco O. Ruíz 

Los resultados obtenidos al realizar la CIM de la bacteriocina L23 producida por 

L. fermentum son relevantes ya que aún muy diluida esta sustancia, presentó actividad 

inhibitoria sobre el 93,55 % de los gonococos ensayados, correspondiendo al rango 

comprendido entre 10-80 UA/ml de esta bacteriocina. A continuación, en la figura 16 se 

observa la CIM de la bacteriocina L23 sobre distintas cepas de gonococos. 

Figura 16. CIM de la bacteriocina L23 de Lactobacillus fermentum L23 sobre diferentes 
cepas de Neisseria gonorrhoeae (A, B, C). Referencia C: sobrenadante puro, 1: 640 UA/ml, 2: 
320 UA/ml, 3: 160 UA/ml, 4: 80 UA/ml, 5: 40 UA/ml, 6: 20 UA/ml, 7: 10 UA/ml, 8: 5 UA/ml. 

La CIM de la bacteriocina L60, sintetizada por L. rhamnosus, fue de 10 UA/ml para el 

16,13 % de las cepas de N. gonorrhoeae, 9,67% de las mismas fueron inhibidas con una 

CIM de 20 UA/ml, 12,90 % con una CIM de 40 UA/ml, 38,71% con una CIM de 80 UA/ml y el 

22,59% de las cepas restantes con una CIM de 160 UA/ml. En la figura 17 y tabla 9 se 

presentan los valores y porcentajes de CIM de la bacteriocina L60 sobre los diplococos 

estudiados. 
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Figura 17. CIM de la bacteriocina L60 de Lactobacillus rhamnosus sobre 
Neisseria gonorrhoeae. 

Los resultados de la CIM para la bacteriocina producida por L. rhamnosus, revelaron 

que aún muy diluida, mostró actividad inhibitoria sobre 24 cepas de gonococos (77,41%), 

correspondiendo a la CIM comprendida entre 10 y 80 UA/ml. El 22,59% restante de los 

diplococos fueron inhibidos por una CIM de 160 UA/ml (Figura 18). Al comparar las CIMs 

obtenidas en este estudio para la bacteriocina L23 y L60, se observó que L23 fue más 

efectiva en relación a L60 sobre las cepas de gonococos estudiadas. Aún así, ambas 

sustancias poseen una notable actividad inhibitoria sobre el desarrollo microbiano de los 

gonococos ya que más del 77% de las cepas estudiadas fueron susceptibles a ambas 

bacteriocinas, siendo este hecho de suma importancia para su potencial uso combinado. 
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 nal 

Tabla 9. Concentración inhibitoria mínima de la bacteriocina de Lactobacillus rhamnosus L60 
sobre gonococos. 

ño de los halos de Inhibición del crecimiento bacteriano en (mm) producido por 
bacteriocina L60 

Cepas 
de 
NG 

1 
2 

640 
UA/ml 

14 

18 

320 
UA/ml 

12 

18 

160 
UA/ml 

11 

16 

80 
UA/ml 

10 

14 

3 17 16 16 15 

4 13 12 11 0 

51.1 13 12 12 O 

6 14 14 13 11 

71111 15 14 13 11 

8 14 14 13 11 

9=1 16 15 15 14 

10 14 13 12 11 

11 13 12 11 0 

12 12 12 11 11 

13 12 12 11 0 

14 15 14 14 12 

15 12 15 13 13 

16 17 14 10 0 

17 15 12 10 0 

18 14 12 10 8 

19 17 16 14 9 

20 16 14 11 9 

21 17 15 11 8 

22 18 17 16 14 

23 16 16 15 13 

24 19 19 18 18 

25 14 14 13 13 

26 15 13 13 12 

27_ .11 16 .1 14 13 12 

28 14 13 12 12 

16 15 13 11 

30 15 13 11 0 

31 15 14 12 11 
Referencia. NG: Neisseria gonorrhoeae 

40 
UA/ml 

10 

13 

111 0 

20 
UA/ml 

0 

12 

10 
UA/ml 

0 

0 

5 
UA/ml 

0 

0 

14 11 0 0 

0 0 0 0 

O 0 O O 

0 0 0 0 

0 0 0 0 

0 O 0 0 

12 0 0 0 

0 0 0 0 

0 0 0 0 

0 0 0 0 

0 0 0 0 

0 0 0 0 

11 0 0 0 

0 0 0 0 

0 0 0 O 

0 0 0 0 

0 0 0 o 
0 0 0 0 

0 0 0 0 

11 10 0 0 

11 0 0 0 

16 13 11 0 

12 12 11 0 

12 11 11 0 

11 10 10 0 

11 10 10 0 

o o O 

0 0 0 0 

0 0 0 O 

CIM 
UA/m1 

40 

20 

20 

160 

80 

80 

80 

40 

80 

80 

80 

40 

160 

80 

so 
80 

80 

20 

40 

10 

JI 

11 10_ ji 

10 

10 

10 

11 80 1 

160 

80 E L 
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Si bien en la literatura consultada existe un trabajo realizado por Mota-Meira y col. 

(2000) sobre CIMs de bacteriocinas, es importante resaltar que estos autores trabajaron con 

otros microorganismos productores de bacteriocinas distintos a lactobacilos. Por lo tanto, 

aunque los hallazgos de estos autores son comparables a los obtenidos en este estudio en 

cuanto a la inhibición por bacteriocinas sobre gonococos, es necesario destacar que ellos 

trabajaron con bacteriocinas diferentes y con un número muy restringido de gonococos. 

Figura 18. CIM de la bacteriocina L60 producida por Lactobacillus rhamnosus sobre cepas 
de Neisseria gonorrhoeae (A, B). Referencia: C: sobrenadante libre de células, 1: 640 UA/ml, 2: 320 
UA/ml, 3: 160 UA/ml, 4: 80 UA/ml, 5: 40 UA/ml, 6: 20 UA/ml, 7: 10 UA/ml, 8: 5 UA/ml. 

6. Estudio de interacción entre las bacteriocinas L23 y L60 sobre 
Neisseria gonorrhoeae 

En el ensayo cualitativo de las interacciones entre las bacteriocinas mediante la 

técnica de difusión en pozos próximos se determinó un 100% de sinergismo sobre el 

desarrollo microbiano de todas las cepas de gonococos estudiadas. No se hallaron 

interacciones indiferentes ni antagónicas entre las bacteriocinas sobre las cepas de 

gonococos. En la figura 19 se observan el efecto sinérgico producido por la acción 

combinada de las bacteriocinas de L23 y L60 sobre el desarrollo nnicrobiano de cepas de 

gonococo. Con respecto a las interacciones entre bacteriocinas y haciendo referencia al 

efecto sinérgico observado entre las mismas no pudieron ser discutidos con resultados de 

otros autores porque en la búsqueda bibliográfica realizada no fueron hallados. 
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Figura 19. Interacción sinérgica entre las bacteriocinas L23 y L60 sobre el desarrollo 
microbiano diferentes cepas de Neisseria gonotrhoeae (A, B). 
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7. Actividad antimicrobiana de las cepas Lactobacillus fermentum L23 y 
Lactobacillus rhamnosus L60 y de las bacteriocinas L23 y L60 sobre 
Streptococcus agalactiae 

Esta experiencia se realizó para determinar si los SGB aislados de las muestras clínicas 

eran inhibidos in vitro por los metabolitos producidos por L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60, 

respectivamente. En el ensayo de actividad antimicrobiana de ambos lactobacilos, mediante la 

técnica de estrías cruzadas se halló 100% de sensibilidad sobre las 57 cepas de SGB 

estudiadas. Los valores medios de los halos de inhibición del crecimiento bacteriano para la 

cepa L23 fueron de 29,76 mm y de 30,47 mm para la cepa L60, diferencias que resultaron 

estadísticamente significativas (p<0,05) (Figura 20 Ay B). La tabla 10 muestra el tamaño de los 

halos promedios de inhibición del crecimiento bacteriano producidos por las cepas de 

L. fermentum y L. rhamnosus sobre las cepas de estreptococos ensayadas. Estos hallazgos no 

coinciden con los resultados de Delucchi y col., (2008), quienes evaluaron la actividad 

inhibitoria de L. plantarum y L murinus sobre un número menor de otros cocos Gram positivos, 

determinando tamaños de halos de inhibición del crecimiento bacteriano más bajos (21 y 15 

mm, respectivamente) que los presentados en este trabajo sobre las cepas susceptibles. 

Cuando se evaluó específicamente, la actividad antimicrobiana de las bacteriocinas L23 y L60 

sobre las cepas de S. agalactiae se observó que del total de cepas de SGB (n=57), 52 cepas 

fueron inhibidas por las bacteriocinas L23 y L60. Siendo el porcentaje de sensibilidad del 

91,23% de las mismas, sin mostrar diferencias estadísticas significativas entre ambas 

bacteriocinas. 

Figura 20 A. Actividad antimicrobiana producida por Lactobacillus fermentum L23 sobre 
diferentes cepas de Streptococcus agalactiae (a, b, c). Referencias. L23: L. fermentum L23, 1, 2, 3, 
4: SGB 
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Figura 20 B. Actividad antimicrobiana producida por Lactobacillus rhamnosus L60 sobre 
Streptococcus agalactiae (a, b, c, d). Referencias L60: estría central de la cepa L. rhamnosus L60, 1, 
2, 3, 4, 5: SGB. 

Estos resultados de sensibilidad a ambas bacteriocinas coinciden parcialmente con lo 

informado por Todorov y col., (2004), quienes probaron la actividad antimicrobiana de una 

bacteriocina producida por una cepa de L plantarum y observaron un amplio rango de 

inhibición sobre cepas de enterococos. De igual modo, en otras investigaciones previas 

utilizando diferentes variantes de mutacina (A, B, C, D, I, K, L, M) y nisina (A y Z) se hallaron 

resultados semejantes sobre la inhibición del desarrollo microbiano de especies de 

estreptococos (Morency y col ., 2001). 
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Tabla 10. Actividad antimicrobiana de Lactobacillus fermentum y Lactobacillus rhamnosus 
sobre S. agalactiae. 

Promedio y desvío estándar de los hatos de inhibición del crecimiento 
Cepas de bacteriano en mm 

S. agalachae 
L. fennentlirn 123 L. rharnnosusL60 

1 
2 

36,33 ±- 1,52 
34,33 ± 3,21 

36,33 ± 0,57 
36,33 ± 0,80 

3 40,00 ± 5,29 38,00 ± 2,00 
4 31,00 ± 1,00 32,33± 0,57 
5 32,00 ± 2,00 33,00 ± 1,00 
6 33,33 ± 1,52 35,00±1,73 
7 33,33 ± 1,52 30,66 ± 2,08 
8 26,33 ± 1,52 28,00 ± 1,00 

9 27,00 ± 1,00 29,00 ± 1,00 
10 38,33 ± 2,08 35,66 ± 1,15 
11 33,33 ± 3,05 35,66 ± 2,51 
12 28,33 ± 1,52 28,33 ± 2,51 
13 29,00 ± 1,00 31,00 ± 1,00 
14 27,00 ± 1,00 25,66 ± 0,57 
15 28.00 ± 0,00 25.33 ± 1,52 
16 31,00 ± 1,00 32,00± 1,73 
17 27,00 ± 1.00 26,00± 1.00 
18 31,33 ± 1,52 28,66 ± 0,57 
19 26,33 ± 0,57 29,00 ± 1,00 
20 25,33 ± 1,15 28,66 ± 0,57 
21 38,00 ± 2,00 36,00 ± 0,00 
22 34,30 ± 3,21 34,66 ± 1,52 
23 27,33 ± 1,15 28,66 ± 0,57 
24 33,30 ± 2,51 32,33 ± 3,05 
25 28,33 ± 1,52 11~1 30,00 ± 0,00 
26 30,30 ± 2,51 27,33± 1,15 
27 31,60 ± 1,52 30,66 ± 0,57 
28 32,30 ± 1,52 31,66± 1,52 

29 28,30 ±1,52 30,00 ± 0,00 
30 30,60 ± 2,08 26,66 ± 1,15 
31 28,00 ± 1,00 27,00 ± 1,00 
32 27,33 ± 0,57 25,66 ± 1,15 
33 28,30 ± 2,08 27,66 ± 2,08 
34 27,00 ± 1,00 28,66± 1,15 
35 27,60 ± 0.57 30,00 ± 0,00 
38 27,33 ± 2,30 31,00 ± 1,00 
37 29,00 ± 1,00 31,00 ± 1,00 
38 
39 
40 

27,33 ± 1,15 
30,00 ± 0,30 
27,60 ± 1,15 

29,33± 0,57 
28,00 ± 2,00 
29,00 ± 0,00 

41 27,10 ± 1,00 30,33 ± 0,57 
42 29,33 ± 1,52 28,66 ± 3,05 
43 27,66 ± 2,09 29,00 ± 1,00 
44 28,00 ± 2,00 27,33 ± 1,52 
45 28,00 ± 1,00 26,66 ± 1,15 
46 27,00 ± 1,00 26,66 ± 0,57 
47 28,00 ± 1,00 30,33 ± 0,57 
48 25,33 ± 1,15 31,00± 1,00 
49 27,30 ± 0,57' 27.66 ± 1,52 
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(continuación Tabla 10) 
50 27,66 ± 1,52 26,66 ± 2,08 
51 32,30 ± 2,08 32,33 ± 3,05 
52 30,30 ± 2,08 38,00 ± 2,00 
53 29,33 ± 0,57 35,66 ± 2.51 
54 31,00 ± 1,00 37,33 ± 1,15 
55 30,33 ± 1,52 32,33 ± 2,51 
56 28,00 ± 2,00 29,66 ± 1,52 
57 27,00 ± 1,00 27,66 ± 1,15 

Los halos de inhibición promedio del crecimiento bacteriano producido por la bacteriocina L23 

sobre SGB fueron de 14,68 mm, mientras que con la bacteriocina L60, los halos promedios 

fueron de 15 mm (Figura 21). Estos resultados no coinciden con lo informado por Lima y col., 

(2007), quienes determinaron la actividad antimicrobiana de las bacteriocinas de L. reuteri, 

L. salivarius y otras cepas de lactobacilos de origen animal, observando halos de inhibición del 

crecimiento bacteriano de menor tamaño sobre un número considerable de microorganismos, 

entre ellos, especies de cocos Gram positivos catalasa negativos. Estos tamaños de halos 

fueron semejantes a los obtenidos por Sutyak y col., (2008) quienes evaluaron la inhibición de 

subtilosina, una bacteriocina producida por Bacillus amyloquefaciens, sobre un bajo número de 

microorganismos, entre ellos una cepa de S. agalactiae y hallaron similar diámetro de 

inhibición. Sin embargo, los valores de los halos de inhibición del crecimiento bacteriano 

obtenidos con las bacteriocinas L23, L60 difieren de los hallazgos de 0 -Connor y col., (2007). 

Estos autores estudiaron la actividad antimicrobiana de otras dos bacteriocinas, estafilococina 

C55 y lacticina 3147 sobre especies de estafilococos y enterococos, obteniendo zonas de 

inhibición en el rango de 5-10 mm con ambas sustancias, siendo significativamente menores a 

los halos mostrados en este trabajo. Por ello es de resaltar la importante antimicrobiana que 

poseen las bacteriocinas L23 y L60 de los lactobacilos en estudio sobre SGB. 

Un 8,77% de los estreptococos del grupo B (correspondiente a 5 cepas), no fueron 

sensibles a las bacteriocinas. La resistencia encontrada a estas bacteriocinas coincide con lo 

informado por Morency y col., (2001) quienes determinaron que las mutacinas P, Q y X no 

inhibieron el desarrollo microbiano de especies de Streptococcus. Asimismo, Ocaña y col., 

(1999), evaluando la actividad antimicrobiana de una bacteriocina de L. salivarius, encontraron 

un elevado valor de resistencia sobre distintas especies, entre ellas dos cepas de S. agalactiae. 

Una de las hipótesis actuales para explicar la resistencia hallada en esas cepas de SGB, seria 

la síntesis de una peptidasa (C5A) producida por las cepas de S. agalactiae, que inactiva 

probablemente la acción de las bacteriocinas (dada su naturaleza proteica), sobre estos 

microorganismos (Franken y col., 2001, Brochet y col., 2006). 
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Figura 21. Efecto inhibitorio de las bacteriocinas L23, L60 sobre el desarrollo microbiano de 
cepas de S. agalactiae (A, B). Referencias. L23: bacteriocina L23 producida por L. fermentum, L60: 
bacteriocina L60 producida por L. rhamnosus. 

8. Estudio de las interacciones entre las bacteriocinas L23 y L60 de 
Lactobacillus fermentum y Lactobacillus rhamnosus sobre Streptococcus agalactiae 

8.1. Técnica de pozos próximos para la interacción de bacteriocinas 

Para determinar las interacciones entre las bacteriocinas en estudio sobre el desarrollo 

microbiano de SGB se emplearon técnicas cualitativas y cuantitativas. La técnica de difusión en 

pozos próximos se realizó de igual modo que se describió previamente para gonococos. 

Mediante esta técnica cualitativa se halló 100% de sinergismo entre las bacteriocinas L23 y L60 

inhibiendo el desarrollo microbiano de todas las cepas de S agalactiae ensayadas. En la figura 

22 se observa el efecto sinérgico producido por ambas bacteriocinas sobre cepas de SGB. 
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Figura 22. Efecto sinérgico entre las bacteriocinas L23 y L60 inhibiendo el desarrollo bacteriano 
de diferentes cepas de Streptococcus agalactiae (A, B, C). Referencias. 1: Bacteriocina L23 de 
L. fermentum, 2: Bacteriocina L60 de L. rhamnosus. 

8.2. Técnica de interacción de bacteriocinas por pozo único 

Al realizar la técnica cuantitativa de difusión en pozo en el agar, se encontró un 100% 

de sinergismo de potenciación entre las bacteriocinas sobre las 52 cepas sensibles de SGB. 

Los halos promedios de inhibición del crecimiento bacteriano de SGB producidos por la mezcla 

de bacteriocinas (18 mm) fueron mayores a los presentados por cada bacteriocina en forma 

independiente, mostrando una diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) (Figura 23). 

En concordancia al criterio empleado para definir la potenciación, todas las cepas sensibles 

mostraron un tamaño de halo de inhibición del crecimiento bacteriano con una diferencia ?.. 2 

mm respecto a la sumatoria de los halos individuales producidos por las bacteriocinas L23 y 

L60 (Figura 23). 
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Figura 23. Inhibición del desarrollo microbiano de Streptococcus agalactiae producido por 
efecto del sinergismo de potenciación de las bacteriocinas L23 y L60 mediante la técnica de 
difusión en pozo único. Referencias. L23: bacteriocina L23 de L. fermentum, L60: bacteriocina L60 de 
L. rhamnosus, M: mezcla de bacteriocinas L23:L60 (1:1), A, B, C: diferentes cepas de S. agalactiae 

En la tabla 11 se presentan los tamaños de los halos de inhibición del crecimiento 

bacteriano producidos por la mezcla de bacteriocinas, respecto a los halos de las bacteriocinas 

L23 y L60, definiendo el tipo de interacción encontrado. 
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Tabla 11. Valor promedio de los halos de inhibición del crecimiento de 
Streptococcus agalactiae por la acción de las bacteriocinas L23, L60 y de una mezcla de 
ambas. 

Halos de inhibición promedio en mm (media±SD) 

Cepas de SGB Bacteriocina L23 Bacteriocina L60 

1 7,33±1.15 7,66±0,57 

2 7,C0±0 7,33±0,57 

3 7.00±0 7,00±1,00 

4 6,66±0,57 6,33±0,57 

5 7,331:0,57 7,66±0.57 

6 7,33±0,57 6,33±0,57 

7 7.33±0,57 7,66±0,57 

8 8,00±0 8,33±0,57 

9 7.00±1,00 6,66±0,57 

10 7,00±0 7,66±0,57 

11 8,00±0 7,66±0.57 

12 7,00±0 7,33±0,57 

13 7,00±0 7.33±0,57 

14 8,00±0 8,66±0,57 

15 6,33±0,57 8,66±0,57 

16 6,66±0,57 7,00±1,00 

17 7,33±0.57 8,33±0,57 

18 7,00±0 7,33±0,57 

19 7,00±0 7,66±0,57 

20 8,00±0 7,33±0,57 

21 8,00±0 8,33±0,57 

22 8,00±0 6,66±0,57 

23 7,00±0 7,66±0,57 

24 7,66±0,57 6,33±0,57 

25 7,66±0,57 8,33±0,57 

26 6,33±0,57 7,66±0,57 

27 8.00±0 8,66±0,57 

28 7,00±0 7,33±0,57 

29 7.00±1,00 8,00±0 

30 7,66±0,57 6,66±0,57 

31 7,00±0 7,66±0,57 

32 8,00±0 8,33±0,57 

33 8.00±0 7.66±0,57 

34 7,00±0 6,66±0,57 

35 7,66±0,57 7,33±0,57 

36 8,00±0 8,33±0,57 

37 8,33±0,57 7,33±0,57 

38 6,333-0,57 7,00±0 

39 7.00±0 7,66±1.15 

40 7,00±0 7,66±0,57 
41 6,66±0,57 7,00±1,00 

1 

Mezcla de 
bacteriocinas 

(L23:L60) 

17,66±0,57 

18,33±1,15 

18.00±0 

16,66±0,57 

18.33±0,57 

17,66±0,57 

18,66±0,57 

18,33±0,57 

17.33±0.57 

17,66±0,57 

18,66±0,57 

17,66±0,57 

18.00±0 

20,66±0,57 

19,33±0,57 

18,33±0,57 

20,33±0,57 

18,33±0,57 

19,33±0,57 

21,00±0 

20,33±1,15 

19,66±0,57 

20,00±0 

18,66±0,57 

20.33±0,57 

19,00±0 

21,00±0 

18,66±0,57 

18,66±1,15 

19,33±2,08 

18,33±1,15 

20,00±1,00 

19.66±1.52 

18,33±0,57 

19,33±0,57 

18,33±0,57 

18,66±0.57 

17,33±0,57 

19,33±0,57 

17,66±0,57 
18,33±1,52 

Interacciones 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciacion 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciación 

Sinergismo potenciación 
Sinergismo potenciación 
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(continuación Tabla 11) 

Halos de inhibición promedio en mm (media±SD) 

Cepas de SGB Bacteriocinal23 Bacteriocina L60 
Mezcla de 

bacteriocinas 
(L23:L60) 

Interac,c.iones 

42 7,33±1,15 8,00±1,00 18,00±1,00 Sinergismo potenciación 

43 7,33±0,57 7,66±0,57 19,66±0,57 Sinergismo potenciación 

44 7,33±0,57 8,66±0,57 18,33±0,57 Sinergismo potenciación 

45 8,00±1,00 8,33±0,57 19,00±1,00 Sinergismo potenciación 

46 7,66±0,57 7,33±0,57 18,00±1,00 Sinergismo potenciación 

47 8,00±0 9,00±1,00 20,33±0,57 Sinergismo potenciación 

48 8,0011,00 9,33±0,57 17,66±0,57 Sinergismo potenciación 

49 7,66±0,57 8,00±1,00 18,66±0,57 Sinergismo potenciación 

50 7,66±0,57 8,33±0.57 17,66±0,57 Sinergismo potenciación 

51 7,66±0,57 7,33±0,57 18,66±0,57 Sinergismo potenciación 

52 8,00±0 8,66±0,57 18,00±1.00 Sinergismo potenciación 

En este ensayo no se encontraron otras interacciones entre las bacteriocinas, tales 

como: sinergismo aditivo, indiferencia ni antagonismo. Al realizar el análisis estadístico de los 

datos mediante la prueba de diferencias mínimas de Fisher (LSD de Fisher) se halló diferencias 

estadísticamente significativas entre los tratamientos individuales con las bacteriocinas L23 y 

L60 y la mezcla de bacteriocinas, sobre la inhibición del crecimiento bacteriano de S. agalactiae 

(p<0,05). La figura 24 muestra los promedios de los halos de inhibición de las cepas sensibles 

de SGB (n=52) frente a las diferentes bacteriocinas individuales y a la mezcla de ambas, 

observándose diferencias estadísticamente significativas (p<0,05). Debido a la ausencia de 

bibliografía en el tema, estos resultados de sinergismo de potenciación entre bacteriocinas no 

pueden ser discutidos. 
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Figura 24. Actividad inhibitoria de las bacteriocinas L23, L60 y de una mezcla de ambas sobre 
el crecimiento de Streptococcus agalactiae. Letras distintas indican diferencias estadísticas 
significativas (ps 0,05). 

9. Concentración inhibitoria mínima (CIM) de las bacteriocinas L23 y L60 producidas por 
Lactobacillus fermentum y Lactobacillus rhamnosus sobre Streptococcus agalactiae 

Al evaluar la CIM de la bacteriocina L23 mediante la técnica de microdilución en placas 

sobre las 52 cepas sensibles de SGB, se determinó que en 21 de ellas (40,38%) la CIM fue de 

80 UA/ml, mientras que para las 31 cepas restantes (59,62%) la CIM fue de 160 UA/ml. Para la 

bacteriocina L60 sobre 52 cepas de SGB, 34 cepas que representan el 65,38%, fueron 

inhibidas con una CIM de 160 UA/ml y para las otras 18 cepas (34,61%) la CIM fue de 320 

UA/ml. En la figura 25 se muestran dos valores distintos de las CIMs de las bacteriocinas L23 y 

L60 sobre diferentes cepas de SGB. La figura 25 A muestra la máxima dilución de las 

bacteriocinas L23 y L60 que inhibieron el crecimiento microbiano de SGB en los pozos a3 y b3, 

cuya actividad fue de 160 UA/ml para ambos casos. En la figura 25 B se observa que la CIM 

para L23 es de 80 UA/ml (a4) y para L60 de 160 UA/ml (b3). 
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Figura 25. CIM de las bacteriocinas L23 y L60 sobre diferentes cepas de Streptococcus 
agalactiae. 

Los valores de CIM de las bacteriocinas L23 y L60 sobre las cepas de SGB difieren de 

los hallados por Cleusix y col., (2007), quienes determinaron la CIM de otra bacteriocina 

producida por una cepa L. reuteri, reuterina y necesitaron elevadas concentraciones de dicha 

sustancia para impedir el desarrollo microbiano de un número reducido de especies del género 

enterococo y estreptococo. Contrariamente a lo observado con las bacteriocinas L23 y L60, en 

el trabajo de Fujita y col., (2007) quienes observaron que con la bacteriocina lacticina Q, 

necesitaron altos valores de CIM para inhibir el desarrollo microbiano de cocos Gram positivos 

catalasa negativo. 

Los resultados obtenidos en este trabajo coinciden parcialmente con los hallados por 

Mota-Meira y col., (2000, 2005) quienes determinaron la CIM de otra bacteriocina, mutacina B-

Ny266, con el fin de comparar el efecto inhibitorio de esta sustancia con el obtenido con la 

nisina A y los antibióticos vancomicina y oxacilina, frente a diferentes microorganismos 

patógenos, entre ellos dos cepas de SGB. Estos autores obtuvieron un amplio espectro de 

actividad antimicrobiana de la bacteriocina mutacina B-Ny266 a bajos valores de CIM. De igual 

forma los bajos valores de CIM de las bacteriocinas L23 y L60 se correlacionan con los 
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hallados por Spinler y col., (2008), quienes observaron un elevado porcentaje de sensibilidad a 

reuterina, sintetizada por una cepa probiótica de L. reuteri, aún a bajas concentraciones sobre 

diversos patógenos entéricos. 

10. Estudio de las interacciones entre las bacteriocinas L23 y L60 mediante la técnica 
del tablero de ajedrez 

En este estudio la combinación de bacteriocinas presentó efecto sinérgico en un rango 

de valores de concentración inhibitoria fraccionaria (CIF) comprendido entre 0,131- 0,840 para 

las cepas estudiadas. Dicho valor se calculó con la concentración de cada bacteriocina (L23 o 

L60) expresada en UA/ml en la mezcla dividido por el valor de la CIM de esa sustancia en 

particular. 

Dado que el valor obtenido estuvo por debajo de 1 y en concordancia a los criterios de 

otros autores (Nworu y Esimone, 2006, Adikwu y col, 2010) utilizando mezclas de antibióticos y 

metabolitos naturales sobre cepas de Staphylococcus aureus y E.coli, la interacción entre las 

bacteriocinas L23 y L60 frente a las cepas de SGB fue considerada sinérgica. Mediante el 

empleo de esta técnica, con las bacteriocinas utilizadas en este trabajo no se detectaron 

interacciones tales como indiferencia, antagonismo ni adición. En la figura 26 se observa el 

resultado del estudio frente a una cepa de S. agalactiae. En la búsqueda bibliográfica no se 

encontraron trabajos donde se utilicen combinaciones de bacteriocinas de especies de 

lactobacilos, y menos aún evaluadas sobre cepas de S. agalactiae y N. gonorrhoeae, de esta 

manera no fue posible discutir estos resultados. 

108 



RESULTADOS Y DISCUSION Tesis Doctoral Francisco O. Ruiz 
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Figura 26. Concentración inhibitoria fraccionaria de la combinación de bacteriocinas sobre una 
cepa de Streptococcus agalactiae. 

Estos resultados sobre el efecto sinérgico entre las bacteriocinas son muy alentadores 

porque al administrarlas en forma conjunta, proporcionan una potenciación de la actividad 

inhibitoria que las convierte en buenas competidoras para el desarrollo de nuevas estrategias 

antimicrobianas sin los efectos secundarios adversos que presentan los tratamientos 

convencionales. 

11. Análisis de la secuencia del gen ARNr 16S 

Los tamaños de los productos de PCR obtenidos con los primers para amplificar el gen 

del ARNr 16S fueron uniformes y de aproximadamente 1400 pb. Mediante el análisis del 

programa BLAST (disponible en la página web del NCBI) se procesaron las secuencias de las 

cepas seleccionadas de SGB y se determinó la pertenencia de las mismas al Dominio Bacteria, 

Phylum Firmicutes, Clase Bacilli, Orden Lactobacilales, Familia Streptococcaceae, Género 

Streptococcus, Especie Streptococcus agalactiae. 
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11.1. Análisis filogenético molecular 

Los análisis filogenéticos se realizaron entre las secuencias de 2 cepas de S. agalactiae 

seleccionadas por ser las más sensibles a las bacteriocinas producidas por L. fermentum y 

L. rhamnosus y otras 22 secuencias nucleotídicas de los fragmentos 16S del ADNr de cepas 

de SGB provenientes de humanos, bovinos, equinos y peces disponibles en las bases de datos 

RDP y Genbank. Se utilizó este marcador molecular ya que constituye la herramienta más 

utilizada para el análisis taxonómico de bacterias. 

El objetivo de este análisis fue conocer las relaciones filogenéticas en base a las 

similitudes o diferencias (consideradas como distancias evolutivas) de estos microorganismos 

susceptibles, en comparación con otras cepas de S. agalactiae y así, estimar la diversidad de 

las mismas con respecto a la relación microorganismo-huésped. Este análisis condujo a la 

construcción de dendrogramas o cladogramas, es decir a la representación esquemática de un 

árbol filogenético. Los mismos muestran de manera gráfica la magnitud relativa de las 

diferencias evolutivas entre varias especies que se cree que tuvieron una descendencia 

común, en este caso se realizó comparando la secuencia de un gen altamente conservado. 

Los análisis heurísticos y de parsimonia de los datos combinados de los alineamientos 

de las 24 secuencias analizadas, correspondieron a 1561 caracteres totales, determinando 53 

árboles parsimoniosos de 283 pasos de longitud (C1= 0,957; RI=0,952), basados en 167 

caracteres informativos de parsimonia y excluyendo los caracteres no informativos (68 

caracteres). Con estos datos se obtuvo un dendograma que representó de manera más 

fidedigna, las distancias o relaciones entre los taxones. La figura 27 muestra uno de los 53 

árboles más parsimoniosos generados a partir de los datos de las secuencias de SGB 

seleccionadas. Después del alineamiento de las secuencias del gen ADNr 16S, se observó 

que todas las cepas se dividieron en cuatro ramas a partir del nodo más cercano al grupo 

externo, representado por dos cepas de Lactococcus lactis (cv56 y NJODL1). Todas las cepas 

de SGB se alinearon muy próximas en una misma rama y a partir de la cual se distribuyeron en 

4 pequeños clusters. Las cepas 20 y 14 de SGB seleccionadas en este informe, se 

posicionaron solas en un mismo cluster humano con un valor bootstrapp de 64, indicando la 

probabilidad de que estas cepas humanas se encuentren efectivamente mas relacionadas 

entre sí, que con el resto de las secuencias de igual origen (SGB NEM 316 seg 1 y 3; SGB CIP 

82.45; SGB 2630 v/R; SGB ATCC13813, SGB 2630 v/R serotipo V; SGB A909). 

Probablemente esta separación, sea debida a una mayor heterogeneidad en las otras 

secuencias humanas, ya que se observaron más cercanas a las cepas de origen bovino y 

equino, como se aprecia en 3 bloques de secuencias de origen humano-bovino y humano-

equino, más arriba en el dendograma ((SGB NEM316 seg1, SGB CIP82.45, SGB NEM316 

seg3, SGB de bovino); (SGB 2630 v/R, SGB JCM5671) y (SGB 2603 v/R, SGB so304015, SGB 

ATCC13813). 
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Figura 27. Dendograma de las relaciones entre cepas de Streptococcus agalactiae sensibles a 
bacteriocinas y otras cepas de la Familia Streptococcaceae de diversos orígenes. Referencia: 

10, pasos evolutivos o distancias a recorrer en el dendograma, los valores bootstraps se indican 
encima de cada línea, I, II, III, IV representan clusters dentro del grupo mayoritario SGB. 

111 



RESULTADOS Y DISCUSION Tesis Doctoral Francisco O. Ruíz 

Estos resultados difieren con lo informado por Bisharat y col., (2004), quienes evaluando la 

diversidad genética de un grupo de cepas de SGB de origen humano y bovino mediante 

distintas técnicas moleculares, indicaron que las cepas humanas poseían una alta diversidad 

producto de la disparidad entre las secuencias y dado que un complejo de secuencias de SGB 

serotipo III, presentaron una estrecha relación con las secuencias de este cluster animal se 

asumió un ancestro bovino. En cambio en este trabajo si bien, se han analizado un número 

menor de secuencias, ambas cepas de SGB seleccionadas se agruparon separadamente de 

las cepas bovinas. 

Con igual criterio, las cepas sensibles 20 y 14 de SGB humanas se mostraron aún más 

distantes de las cepas de SGB de peces (SGB HN090816-2, SGB HN090816-3, SGB 

ZQ100810-B) ubicadas en un cluster diferente donde se observa mayor relación con otras 

secuencias de S. agalactiae de origen humano (SGB A909). Los datos obtenidos con las 

cepas de este trabajo, no coinciden con los resultados de Evans y col., (2008), dado que en un 

análisis filogenético similar sobre secuencias de cepas de diversos orígenes tales como peces, 

delfines y humanos, determinaron que una subpoblación de cepas de SGB de estos animales 

podría causar infecciones en estos reservorios como así también en humanos, producto de las 

homologías presentes en las secuencias de peces con las cepas humanas y con el mismo 

patrón bioquímico. Si bien las secuencias de las cepas 20 y 14 fueron homólogas con la con el 

grupo S. agalactiae, se ubicaron muy distantes de las cepas de peces indicando 

probablemente escasa relación. 

Las cepas sensibles de SGB aisladas de vagina humana (20 y 14) fueron homólogas 

pero distantes a las cepas de S. difficilisidifficile posicionadas dentro de este grupo mayoritario 

de S. agalactiae. Este resultado coincide parcialmente con lo hallado por Berridge y col., 

(2001), quienes demostraron la homología entre cepas de S. difficile y S. agalactiae, con un 

patrón bioquímico similar al presentado por los SGB serotipo lb aislado de diferentes orígenes. 

Similarmente estos hallazgos son consistentes con los resultados recientes de Kawamura y 

col., (2005). Estos autores compararon cepas de S. difficilis productoras de nneningoencefalitis 

en peces, con S. agalactiae y de igual modo, demostraron características fisiológicas, 

bioquímicas y genéticas indistinguibles con SGB. De esta manera, si bien las cepas de este 

trabajo se observaron en el mismo grupo con S. difficile, su ubicación en un cluster separado 

demuestra una menor homología interespecífica. 

Este estudio permitió la correlación entre la identificación fenotípica realizada 

previamente por medio de pruebas bioquímicas y la amplificación y secuenciación del gen 

ADNr 16S, confirmando que estas cepas sensibles pertenecieron a la especie S. agalactiae. 

La similitud entre las secuencias de las cepas SGB 20 y 14 demostró la fuerte relación 

filogenética que poseen dado que se ubicaron en un cluster independiente humano en 

comparación a los otros miembros de la población de S. agalactiae. 
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12. Estudio de la actividad hemolítica de las diferentes sustancias activas de los SLCs de 
Lactobacillus fermentum y Lactobacillus rhamnosus 

Este ensayo se realizó basándonos en las recomendaciones de organismos 

internacionales que para que una cepa sea considerada probiótica se debe demostrar que 

debe ser inocua para el nicho ecológico en el cual va a ser aplicada. 

Por lo anteriormente expuesto se consideró importante estudiar la actividad hemolítica 

de los SLCs de estos lactobacilos. Para realizar el ensayo de actividad hemolítica se utilizaron 

las distintas sustancias contenidas en los SLCs de L. fermentum y L. rhamnosus. Previamente 

se informó la concentración máxima que presenta cada una de las bacteriocinas en el SLC, 

que correspondió a 640 UA/ml, concentraciones que se usaron para los ensayos de CIM y 

tablero de ajedrez. La actividad hemolítica de estos metabolitos se expresó en valores 

porcentuales de lisis sobre los glóbulos rojos de humano (GRH) y carnero (GRC). Para ello se 

realizó una curva de calibración de hemólisis total para cada especie de eritrocito y a partir de 

la cual se estimaron los porcentajes de hemólisis producidos por las sustancias con actividad 

biológica. En la tabla 12 se muestran las distintas absorbancias equivalentes a las hemolisis 

producidas por el agregado de diferentes diluciones de una solución de duodecil sulfato de 

sodio (SDS) a las suspensiones de glóbulos rojos humano y de carnero. Ya que el rango de 

absorbancias entre 1/2 a 1/16 no pudo ser leído con espectrofotómetro, debido a que los 

valores fueron superiores al valor máximo medido por el equipo, los primeros valores son 

tomados desde la dilución 1/32 del agente hemolítico (SDS). 

Tabla 12. Valores de absorbancia para la realización de la curva de hemólisis total. 

Diluciones de SDS Hemólisis sobre GRH (A405) Hernolisis sobre GRC (A405) 

Sin diluir 

1/2 

1/4 

1/8 

ND ND 

NO ND 

ND ND 

ND ND 

1/16 ND ND 

1/32 2,028 1,601 

1/64 1,173 0,908 

1/128 0,536 0,451 

1/256 0,281 0,245 

1/512 0,132 0.126 

1/1024 0,064 0,061 

1/2048 0,029 0,031 

Referencias. GRH: Glóbulos rojos humanos, GRC: Glóbulos rojos camero, ND: No dosable (A405 > 2), SDS: Duodecil 
sulfato de sodio. 

113 



RESULTADOS Y DISCUSION Tesis Doctoral Francisco O. Ruíz 

Para corroborar la linealidad entre las distintas concentraciones de SDS y la 

absorbancia de la hemólisis de los glóbulos rojos, se realizó una curva de regresión. 

A continuación en la figura 28 se muestra la curva de regresión lineal obtenida con los 

resultados de hemólisis total de GRH. 
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Figura 28. Curva de regresión lineal para los datos de hemólisis total de GRH. 

Con estos datos se obtuvieron los parámetros y la ecuación lineal correspondiente para 

el cálculo de los porcentajes de hemólisis. 

Regresión lineal: Y = A + B (x) 

Parámetros Valor Error 

A: intersección en Y 0,02408 0,03086 

B: pendiente 65,87586 2,26092 

R: regresión lineal 0,99707 

N: números de datos 7 

P: error de la prueba <0,0001 

SD: desvío estándar 0,06222 

El ajuste de linealidad representado en la curva correspondió a R= 0,99707. 

Considerando un valor óptimo mayor a 0,70, se confirma la correlación que brinda la ecuación 

lineal entre absorbancia y concentración. 

Para determinar el 100% de hemólisis en la suspensión de GRH sin diluir (x=1), se 

reemplazaron los valores de los parámetros A y B de la ecuación lineal (Y= A+ B(x)). 

Y = A + B (x) 

Y = 0,024 + 65,87(1) 

Y = 65,9 
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Un valor Y de 65,9 fue considerado como el correspondiente a la hemólisis total, a partir 

del cual se realizaron los cálculos matemáticos para asignar el porcentaje de hemólisis 

producido por las distintas fracciones sobre los GRH. 

Para obtener la ecuación y los parámetros correspondientes a la hemólisis sobre los 

GRC se siguió el procedimiento anteriormente descripto. En la figura 29 se muestra la 

regresión lineal obtenida para estimar el valor de hemólisis total de los eritrocitos de carnero. 
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Figura 29. Curva de regresión lineal para los datos de hemólisis total de GRC. 

Regresión lineal: Y = A + B (x) 

Parámetros Valor Error 

A: intersección en Y 0,03611 0,02032 

B: pendiente 51,25631 1,48868 

R: regresión lineal 0,9979 

N: números de datos 7 

P: error de la prueba <0,0001 

SD: desvío estándar 0,04097 

El coeficiente de regresión lineal para GRC fue de 0,9979 lo cual indica una buena 

homogeneidad entre los resultados. 

Utilizando la ecuación lineal se halló un valor de Y= 51,29 correspondiente al 100% de 

hemólisis de GRC. 

Y = A + B (x) 

Y = 0,036 + 51,25(1) 

Y = 51,29 
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Posteriormente, se realizaron los ensayos de hemólisis con los sobrenadantes libres de 

células sometidos a los distintos tratamientos sobre GRH y GRC. Los porcentajes de hemólisis 

encontrados para cada una de las fracciones se obtuvieron a partir de la transformación 

matemática de los valores de absorbancia correspondientes. En la tabla 13 se presentan los 

valores de hemólisis obtenidos con los distintas fracciones conteniendo las bacteriocinas L23 y 

L60 de L. fermentum, L. rhamnosus respectivamente y de una combinación de ellas, sobre los 

GRH y GRC. Además se informan los valores de los controles del blanco de reacción y de 

caldo Rogosa para demostrar que los valores hallados no se deben al medio de cultivo en 

ninguna de sus condiciones. 

Tabla 13. Porcentaje de hemólisis de las distintas fracciones de los sobrenadantes libre de 
células tratados de L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60. 

SLCs de 
Lactobacilos 

Eritrocitos humanos (GRH) 

Absorbancia Porcentaje de 
(405nm) hemólisis (%) 

Eritrocitos de carnero (GRC) 

Absorbancia Porcentaje de 
(405nm) hemólisis (%) 

SLC L23 0.197 0,30 0,123 0,24 

SLCN L23 0,130 0,19 0,087 0,17 

SLC L60 0,171 0,26 0.091 0,17 

SLCN L60 0,161 0,24 0,083 0,16 

SLCNP L60 0,133 0,20 0,050 0.09 

SLC L23+L60 0,238 0,36 0,179 0,35 

SLCN L23+L60 --- 0,227 0,34 
ar 

0,143 0.28 

SLCNP L23+L60 0,220 0,33 0,069 0,13 

CR (control) 0,039 0,06 allr 0,025 0,05 

CRAc (control) 0,059 0,09 0,036 0,07 

PBS (control) 0,003 0,002 

Referencias. sobrenadante libre de células (SLC); sobrenadante libre de células neutralizado (SLCN); 
sobrenadante libre de células neutralizado tratado con peroxidasa (SLCNP); caldo Rogosa (CR); caldo 
Rogosa acidificado (CRAc); valores de hemólisis <0,05% (--). 

Aplicando el análisis de la varíanza (ANOVA) con los valores de hemólisis de los SLC 

L23 y L60 sobre GRH y GRC, se determinó que no existieron diferencias estadísticamente 

significativas en dicha actividad dentro de la misma especie de eritrocito (p<0,001). Luego 

comparando los porcentajes de hemólisis de estas fracciones sobre ambos glóbulos rojos, para 

estimar si estos SLCs tuvieron especificidad hemolítica, no se hallaron diferencias significativas 

entre los datos (p<0,001). A continuación las figuras 30 y 31 muestran la actividad hemolítica 

porcentual de las fracciones en GRH y GRC, respectivamente. 
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La actividad hemolítica hallada con la mezcla de los SLC de L23 y L60, si bien fue 

mayor que la hemólisis de las fracciones por separado para ambas especies, no mostró 

diferencias interespecíficas sobre los eritrocitos ensayados (Figura 30 y 31, columna 6). 
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Figura 30. Porcentaje de actividad hemolítica de las distintas fracciones sobre GRH. Referencias 
1. SLC (sobrenadantes libre de células) L23; 2. SLCN (SLC neutralizado) L23; 3. SLC L60; 4. SLCN L60; 5. SLCNP 
(SLCN y tratado con peroxidasa) L60; 6. SLC L60+L23; 7. SLCN L60+L23; 8. SLCNP L60+SLCN L23. 
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Figura 31. Porcentaje de actividad hemolítica de las distintas fracciones sobre GRC. Referencias. 
1. SLC (sobrenadantes libre de células) L23; 2. SLCN (SLC neutralizado) L23; 3. SLC L60; 4. SLCN L60; 5. SLCNP 
(SLCN y tratado con peroxidasa) L60; 6. SLC L60+L23; 7. SLCN L60+L23; 8. SLCNP L60+SLCN L23. 
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Al evaluar la citotoxicidad de ambas bacteriocinas en los SLCN L23 y SLCNP L60 sobre 

los GRH se obtuvieron 0,19% y 0,20% de actividad hemolítica para la bacteriocinas L23 y L60, 

respectivamente (Figura 30, columnas 2 y 5). Dichos porcentajes no representaron diferencias 

estadísticamente significativas (p<0,001). Las mismas fracciones en los eritrocitos de carnero 

presentaron valores de hemólisis más pequeños que los observados sobre los GRH (Figura 31 

columnas 2 y 5) con porcentajes de 0,17 y 0,09% de actividad hemolítica. Cuando se comparó 

el efecto hemolítico de la mezcla de bacteriocinas sobre eritrocitos humanos y de carnero se 

observó una diferencia porcentual superior sobre GRH (Figura 30 y 31, columna 8). 

Observando los valores de hemólisis producidos por la mezcla de bacteriocinas (Figura 

30, columna 8) y el efecto de la bacteriocina L23 y L60 independientemente (Figura 30, 

columnas 2 y 5) sobre GRH, se halló una actividad significativamente mayor en la mezcla 

(p<0,001), mientras que en GRC no hubo diferencia estadística (Figura 31, columnas 2; 5 y 8). 

Sin embargo la diferencia encontrada en GRH no revestiría importancia considerando que el 

valor máximo de hemólisis encontrado no supera 0,36% en la mezcla. 

El porcentaje de lisis de las diferentes fracciones de los SLCs sobre los GRC fue menor 

que el obtenido sobre GRH. Futuros estudios podrían aclarar si la diferencia en la sensibilidad 

de los GRC y GRH a las bacteriocinas, es debida a diferencias en la composición química de 

la membrana de los eritrocitos. Un ejemplo, lo constituye la 0 toxina producida por 

Staphylococcus aureus, que daña selectivamente la membrana celular de eritrocitos de carnero 

y en menor medida los eritrocitos humanos, ya que estos últimos poseen un 26% de 

esfingomielina en comparación al 55% hallado en los de glóbulos rojos de carnero. La 

diferencia en las susceptibilidades de los eritrocitos se podría justificar, basándonos en las 

interacciones entre las cargas netas de los lípidos de membrana de los mismos y la de estos 

polipéptídos antimicrobianos. En general, las bacteriocinas como ejemplos de polipéptidos 

antimicrobianos de origen bacteriano, son sustancias catiónicas y anfifílicas que pueden 

interaccionar con membranas ricas en fosfolípidos y con un potencial eléctrico de 

transmembrana negativo. Entonces, como los GRC poseen membranas con mayor porcentaje 

de fosfolípidos switeriónicos (carga neutra) que los GRH, se podría explicar el por qué de una 

menor hemólisis de ambas bacteriocinas sobre los eritrocitos de carnero (Tyler y col., 1995, 

Rocca y col., 1999, Reddy y col., 2004, Nissen-Meyer y col., 2009). Sin embargo otros tipos de 

estudios serían requeridos para demostrar esto. En las figuras 32 y 33 se estima el porcentaje 

correspondiente a las distintas sustancias con actividad antimicrobiana responsable de la 

hemólisis observada en los respectivos eritrocitos ensayados. 
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Figura 32. Porcentaje de actividad hemolítica de las bacteriocinas, ácidos orgánicos y peróxido 
de hidrógeno en GRH. 

Comparando entre las diferentes fracciones con actividad antimicrobiana de L23 y L60 

de forma independiente y en la mezcla, se demostró que las fracciones correspondientes a las 

bacteriocinas (Figura 32, columnas 1; 3 y 6 y Figura 33, columnas 1 y 3) fueron el principal 

metabolito responsable del mínimo efecto hemolítico encontrado en ambos tipos de eritrocitos. 

El mecanismo de acción de las bacteriocinas de bacterias Gram positivas basado en la 

formación de poros tipo tonel, podría explicar tal efecto. De este modo, estudios posteriores 

sobre el mecanismo molecular y químico de estas sustancias sobre las membranas eucariotas 

podrían dilucidar esta hipótesis. 
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Figura 33. Porcentaje de actividad hemolítica de las bacteriocinas, ácidos orgánicos y peróxido 
de hidrógeno en GRC. 

Es de destacar que los valores de hemólisis encontrados en todas las fracciones 

estudiadas sobre ambos tipos de eritrocitos son insignificantes, ya que en ninguno de los casos 

superó el 0,4% de actividad hemolítica. De hecho, también es importante señalar que los 

valores mínimos de hemólisis encontrados con las bacteriocinas L23, L60 y en la mezcla de 

ambas, representaron el efecto hemolítico de las máximas concentraciones de las 

bacteriocinas ensayadas (640 UA/ml). En consecuencia, menores concentraciones de estas 

sustancias, no tendrían efecto citotóxico sobre las membranas de estas células. Los resultados 

obtenidos con las bacteriocinas son similares a los determinados por Reddy y col., (2004) 

evaluando la actividad citotóxica de otra bacteriocina, nisina, sobre eritrocitos de carnero. 

Dichos autores encontraron que la nisina no produjo lisis a bajas concentraciones (5-320 

pg/ml). Los valores de hemólisis mostrados con las bacteriocinas de esta tesis fueron 

significativamente menores a los porcentajes de actividad hemolítica informados por Dover y 

col., (2007), quienes utilizando otra bacteriocina, lactocina 160 sobre GRH observaron actividad 

hemolítica en un rango porcentual mayor (1,2-8,2%). De igual modo, la escasa hemólisis 

producida por las bacteriocinas L23 y L60 difiere de los resultados de Huang y col., (2009), 

quienes evaluando la actividad hemolítica de una variante de la bacteriocina subtilosina A, 

denominada subtilosina Al, encontraron hemólisis a bajas concentraciones de dicha sustancia. 

Estos hallazgos revisten notoriedad ya que no hay bibliografía previa que permita discutir estos 

resultados de actividad hemolítica de las distintas fracciones (SLCs, SLCN y SLCNP) de cada 

uno de los lactobacilos y de la mezcla de ambos, con otras bacteriocinas producidas 
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específicamente por especies de Lactobacillus y dirigidas a evaluar la bioseguridad de su 

efecto vaginal, ya sea mediante la aplicación directa de las bacteriocinas o de los 

microorganismos productores. Asimismo, estos ensayos permitieron asignar un valor 

porcentual de lisis atribuible a cada metabolito antimicrobiano estudiado. La escasa actividad 

hemolitica de los metabolitos activos producidos por estos lactobacilos, junto al amplio espectro 

de actividad antimicrobiana y otras características esenciales para su selección como 

microorganismos probióticos, muestran la bioseguridad de estos lactobacilos para su potencial 

aplicación en humanos. 
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13. Microbiota vaginal de los animales de experimentación 

Un total de 56 animales (n=56) divididos en grupos de 4 ratones hembras fueron 

utilizados por cada cepa de lactobacilo a ensayar en las distintas experiencias in vivo. Del 

análisis del desarrollo microbiano en placas con agar chocolate, Chapman y EMB se 

determinó por observación microscópica que los microorganismos presentaron una 

morfología de cocos Gram positivos, bacilos Gram negativos y bacilos bipolares con 

morfología típica de corineformes; con una frecuencia de recuperación del 49%, 42% y 9% 

respectivamente, sobre el total de ratones estudiados. La identificación por pruebas 

bioquímicas de los microorganismos encontrados mostró la siguiente frecuencia de 

aislamiento: 37% Staphylococcus aureus, 7% de otros estafilococos coagulasa negativos 

(SON), 5% de Enterococcus faecalis, 38% Proteus mirabilis, 4% de otras enterobacterias 

distintas al género Escherichia. Los bacilos Gram positivos bipolares (9%) correspondieron 

al grupo corineforme. Durante los 4 días de estudio no se recuperaron microorganismos en 

placas de agar MRS, indicando la ausencia de especies de lactobacilos en la vagina de los 

ratones hembras BALB/c. De igual modo la identificación de los cocos Gram positivos, 

demostró la ausencia de S. agalactiae entre los miembros de la microbiota vaginal de estos 

ratones. Así, es de destacar que en estos lotes de animales estudiados, la ausencia en la 

biota vaginal de lactobacilos y SGB permitió validar el modelo animal de experimentación. 

Los microorganismos encontrados como miembros de la microbiota vaginal de los ratones 

BALB/c ensayados, coinciden parcialmente con lo obtenido por Garg, 2011 en un estudio 

reciente de la biota vaginal nativa de ratones con similar linaje donde encontró especies de 

estafilococos, enterococos y de Proteus spp. con una frecuencia de aislamiento 

particularmente elevada en las bacterias Gram negativas. Los resultados encontrados en 

este trabajo sobre la ausencia de lactobacilos y SGB nativos del modelo murino no 

coinciden con los estudios de Meysick y Garber, 1992 y Noguchi y col., 2003, quienes 

estudiaron la microbiota vaginal de ratones, ratas, hámster y otros animales y describieron 

una reducida presencia de lactobacilos y otras especies de estreptococos principalmente 

entre los roedores. 

14. Colonización vaginal de las bacterias ácidos lácticas, Lactobacillus fermentum L23 
y Lactobacillus rhamnosus L60 en ratones BALB/c 

Las concentraciones iniciales (t0) respectivas de las cepas L23 y L60 para inocular 

vaginalmente en cada grupo de ratones, fueron de 2,51x108 UFC/ml y 2,45x108 UFO/mi 

respectivamente. A continuación, las tablas 14 y 15 mencionan los valores promedios de los 

recuentos de colonias y sus correspondientes valores de log10 UFC/ml, los cuales se 

tomaron diariamente para cada una de las cepas, desde el primer día posinoculación con 

lactobacilo (t1) hasta 8 días después (t8). L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 inoculados 
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vía vaginal, colonizaron en cada grupo de animales con una única dosis. No se encontró 

diferencia estadísticamente significativa (p<0,01) cuando se empleó el análisis estadístico de 

t-Student de dos vías sobre los valores de colonización de L23 y L60. 

Tabla 14. Valores promedios de los recuentos de Lactobacillus fermentum L23 en la vagina 
de ratones BALB/c. 

Tiempo (días) L. fermentum (UFC/m1) logio UFC/m1 

0 2,51x108 8,40 

1 1,41x105 5,15 

2 1,07x105 5,03 

3 6,30x104 4,80 

4 4,36x104 4,64 

5 8,32x103 3,92 

6 3,31x103 3,52 

7 1,44x103 3,16 

8 9,12x102 2,96 

Tabla 15. Valores promedios de los recuentos de Lactobacillus rhamnosus L60 en la vagina 
de ratones BALB/c. 

Tiempo (días) L. rhamnosus (UFC/m1) Logio UFC/ml 

li 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 111 
8 

2,45x108 8,39 

1,96x105 5,29 

9,12x104 4,96 

4,46x104 4,65 

1,00x104 4,00 

4,46x103 3,65 

4,57x102 2,66 

11.11 3,38x102 2,53 

3,31x102 2,52 

Las figuras 34 y 35 muestran la colonización vaginal de L. fermentum y 

L. rhamnosus. En las mismas se observa que ambos lactobacilos son capaces de 

permanecer y colonizar por 8 días la vagina de los ratones, tiempo en que se realizó la 

experiencia, con valores correspondientes a 10g10 UFC/ml superiores a 2. 
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Figura 34. Colonización de la cepa Lactobacillus fennentum L23 en la vagina de ratones 
BALB/c. 
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Figura 35. Colonización de la cepa Lactobacillus rhamnosus L60 en la vagina de ratones 
BALB/c. 

Los resultados sobre la colonización vaginal con ambas especies de lactobacilos fueron 

parcialmente similares a lo informado por Patton y col., 2003, quienes evaluaron la 

aplicación intravaginal de la especie L. crispatus CTV05 en otro modelo animal y obtuvieron 

un menor valor de colonización en el lote de animales estudiados con una única dosis a una 

concentración de lactobacilo de 108 UFC/ml. Es de destacar que en este trabajo de tesis, la 

administración de una sola dosis vaginal de lactobacilos fue suficiente para realizar los 
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ensayos de colonización en la que se observó que los lactobacilos se mantenían en la 

vagina de los ratones, a una concentración considerable (loglo UFC/ml 2,96 y 2,52 

respectivamente para L23 y L60 hasta el día 8 en que se realizó la ultima toma de muestra. 

La efectividad de colonización demostrada con las cepas estudiadas en estos 

ratones también evidencia la versatilidad de estos bacilos ya que, en términos ecológicos, 

son lactobacilos exógenos compitiendo y permaneciendo en equilibrio con microorganismos 

autóctonos del nicho vaginal de ratones BALB/c. 

14.1 Colonización vaginal de Streptococcus agalactiae en ratones BALB/c 

La concentración inicial de la cepa de S. agalactiae a tiempo cero (t0) determinada 

mediante recuento en placa fue de 5,37x107 UFC/ml. En la tabla 16 se detallan los 

recuentos consecutivos obtenidos desde t1 a t8 expresados en UFC/ml y sus valores 

equivalentes en logaritmos. S. agalactiae colonizó la vagina de los ratones con valores de 

logaritmo entre 5 y 2,08 de células viables/mi de secreción vaginal en el período en que se 

realizó el ensayo. Cuando se realizó la observación microscópica de frotis teñidos no se 

hallaron células tipo polimorfonucleares (PMN) indicadoras de respuesta inflamatoria. En el 

grupo control sin inocular no se encontraron en las placas de agar sangre de carnero al 5%, 

colonias aisladas de SGB que pudieran dar resultados erróneos. El recuento de SGB 

inoculado en la vagina de los ratones BALB/c se muestra en la figura 36 

Tabla 16. Media de los recuentos de Streptococcus agalactiae y su expresión logarítmica en 
la vagina de ratones BALB/c. 

Tiempo (días) 5. agalactiae (UFC/ml) Logia UFC/ml 

0 5,37x107 7,73 

1 1,41x105 5,15 

2 4,57x104 4,66 

3 4,26x104 4,63 

4 2,18x104 4,34 

5 3,84x103 1 3,58 

6 3,42x102 2,53 

7 1,25x102 2,09 

8 1,20x102 2,08 
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Figura 36. Colonización de la cepa Streptococcus agalactiae en la vagina de ratones 
BALB/c. 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de colonización vaginal con SGB 

coinciden parcialmente con el estudio de Sheen y col., 2011, quienes desarrollaron una 

experiencia similar para determinar las estructuras bacterianas responsables de la 

colonización en un modelo murino y obtuvieron recuentos de SGB durante 8 a 12 días, 

aunque para ello, necesitaron una inoculación intraperitoneal previa de 13-estadio' para 

asegurar la persistencia de la cepa humana de SGB en el modelo animal. 

15. Efecto preventivo de Lactobacillus fermentum L23, Lactobacillus rhamnosus L60 y 
de una mezcla de L23+L60 sobre Streptococcus agalactiae en ratones hembras 
BALB/c 

Al realizar la experiencia de efecto preventivo de cada uno de los lactobacilos se 

halló que la concentración a tø de L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 fue de 2,10x108

UFC/ml y 2,25x108 UFC/ml respectivamente. De igual modo la concentración inicial del SGB 

fue de 5,37x107 UFC/ml (Tabla 17, 18). Una única dosis de lactobacilo L23 y L60 fueron 

administrados vaginalmente en cada grupo de ratones. Al realizar la experiencia de efecto 

preventivo con L. fermentum L23, no se observó desarrollo de SGB en el t6, mostrando que 

L23 suprimió a SGB del tracto vaginal del modelo animal utilizado a las 96 h (Tabla 17), en 

comparación al grupo control de colonización de S. agalactiae, donde dicho microorganismo 

a igual tiempo, alcanzó un valor logarítmico superior a 2,5 (Tabla 16). 

En la tabla 18 se observa que L. rhamnosus eliminó de la vagina de los ratones 

BALB/c a SGB en el t7 (120 h), demostrando el efecto preventivo de L60. Además es de 

destacar que la cepa L60 permaneció durante los 8 días en que se realizó el ensayo con un 

loglo superior a 2 (Tabla 18). En la figura 38 se observan los resultados de esta experiencia. 
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Tabla 17. Promedio de los recuentos de Lactobacillus fermentum L23 y de 
Streptococcus agalactiae en la vagina de ratones BALB/c. 

Tiempo 
(días) 

L fennentum (UFC/m1) Logio UFC/ml S. agalactiae (UFC/m1) Logia UFC/m1 

o 2,10x108 8,32 

1 1,07x105 5,03 

2 7,94x104 4,90 5,37x107 7,73 

3 4,36x104 4,64 1,62x104 4,21 

4 2,45x104 4,39 1,15x104 4,06 

5 8,31x103 3,92 2,14x103 3,33 

6 5,88x103 3,77 No desarrollo No desarrollo 

7 9,12x102 2,96 No desarrollo No desarrollo 

8 5,37x102 2,73 No desarrollo No desarrollo 

Con respecto al ensayo con la cepa L23, esta permaneció en el nicho vaginal 

llegando al día 8 del ensayo con un loglo de 2,7, valor superior al obtenido con L60 en la 

experiencia similar realizada con dicha cepa (Figura 37). 
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Figura 37. Efecto preventivo de Lactobacillus fermentum L23 sobre Streptococcus agalactiae 
en la vagina de ratones BALB/c. 
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Tabla 18. Recuentos promedios de Lactobacillus rhamnosus L60 y de 
Streptococcus agalactiae en la vagina de ratones BALB/c en la experiencia de prevención. 

Tiempo (días) L. rhamnosus (UFC/ml) Logia UFC/ml S. agalactioe (UFC/ml) Logio UFC/ml 

o 2,25 x108

1 1,48x105
2 2,13x105

3 1,00x105

4 6,76x104

5 3,90x103

6 3,80x102

7 3,38x102

8 3,16x102

5,5 - 

5,0 - 

4,5 - 

4,0 - 

3,5 - 
É 

3,0 - 
U_ 

2,5 - 
cri 
o 2,0-

1,5 - 

1,0: 

0,5 - 

0,0  

g 

8,35 

a_ 5,17 

5,33 

1E1 5,00 

4,83 

3,59~ 

2,58 

5,37x102 7,73 

6,76x104 4,83 

1,77x104 4,25 

1,66x103 3,22 

3,02x101 1,48 

2,53 No desarrollo No desarrollo 

2,50 

o EN 

No desarrollo No desarrollo 

o 

• L. rhamnosus L60 
o SGB 

1 1 1 E 
1 2 3 4 5 6 7 8 

Tiempo en días 

Figura 38. Efecto preventivo de Lactobacillus rhamnosus L60 sobre 
Streptococcus agalactiae en la vagina de ratones BALB/c. 

Cuando el estudio de efecto preventivo se realizó con la mezcla de ambos 

lactobacilos (L23+L60), el recuento en el tO fue de 2,55x108 UFC/ml. En esta experiencia el 

recuento de SGB se realizó durante 2 días posinoculación, indicando que la mezcla de 

lactobacilos eliminó a SGB a las 72 h (t5) (Tabla 19). 
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Tabla 19. Valores promedios de los recuentos de la mezcla L23+L60 y 
Streptococcus agalactiae en vagina de ratones BALB/c en la experiencia de prevención. 

Tiempo Mezcla de lactobadlos 123+160 
(días) (UFC/m1) 

Logio
UFC/m1 

5. agalactiee 
(UFC/m1) 

Lotho 
UFC.jmi 

0 2,55x108 8,40 

11111L 7,76X105

2 2,75X105 5,44 5,37x107 7,73 

3 li r 1,00x1o5 5,00 2,75X104 4,44 

4 2,57x104 4,41 2,70X103 3,43 

5 11111 1,95)(103 3,29 No desarrollo No desarrollo 

6 2,63X102 2,42 No desarrollo No desarrollo 

7 1,77X102 2,25 No desarrollo No desarrollo 

8 1,77X102 2,25 No desarrollo No desarrollo 

Si comparamos con las experiencias con lactobacilos L23 y L60 en forma 

independiente, las cuales eliminaron a SGB en 96 h y 120 h respectivamente, se puede 

observar que el efecto preventivo obtenido con la mezcla de lactobacilos fue mejor ya que 

eliminó al SGB en 72 h (Figura 39). Estos hallazgos in vivo se correlacionan positivamente 

con los resultados obtenidos en los ensayos in vitro de interacción entre estos lactobacilos, 

donde se observó una potenciación del efecto antimicrobiano de estas cepas sobre el 

desarrollo de S. agalactiae. 
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Figura 39. Efecto preventivo de la mezcla de lactobacilos L23+L60 sobre SGB en vagina de 
ratones BALB/c. 
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16. Efecto curativo de Lactobacillus fermentum L23, Lactobacillus rhamnosus L60 y 
de la mezcla de L23+L60 sobre Streptococcus agalactiae en vagina de ratones 
hembras BALB/c 

La concentración de SGB inoculada al tO en la vagina de los ratones fue de 

5,37 x 107 UFC/ml. En los ensayos con cada cepa de lactobacilo y luego con la mezcla, se 

inoculó a SGB en la vagina de los ratones 48 h antes de la inoculación con los lactobacilos. 

La cepa L23 al t5 de la experiencia produjo un descenso de los recuentos de SGB (Tabla 

20). A los 4 días de inoculación (t6) (96 h), la cepa L. fermentum L23 eliminó a la población 

de SGB de la vagina de ratones y permaneció con un logl o UFC/ml de 2,90 al finalizar la 

experiencia. La figura 40 muestra la eliminación de los SGB por la administración vaginal de 

una suspensión de L. fermentum L23. 

Tabla 
experiencia 

20. Recuento de Streptococcus agalactiae y Lactobacillus fermentum L23 en 
de efecto curativo. 

la 

Tiempo 
(días) 

5. ugulactiae (UFC/rnI) logy, UFC/ml L. fermentum (UFC/ml) Logia UFC/ml 

O 5,37x107 7,73 

1 2,63x104 4,42 

2 2,14x104 4,33 2,15x108 8,33 

3 1,58X104 4,20 3,80x104 4,58 

4 1,32X104 4,12 2,45x104 4,38 

5 2,57x103 3,41 1,55X104 4,19 

6 No desarrollo - 4,26X103 3,63 

7 No desarrollo 2,04X10' 3,31 

8 No desarrollo 7,94X102 2,90 
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Figura 40. Efecto curativo de la cepa Lactobacillus fennentum L23 sobre 
Streptococcus agalactiae en el modelo animal. 

A diferencia de lo hallado con la cepa L23, L. rhamnosus L60 eliminó a SGB 48 h 

después de su inoculación vaginal, correspondiendo al t4 de la experiencia. Este descenso 

en los recuentos de SGB producidos por la acción antimicrobiana de la cepa L60, fueron 

significativos cuando se compararon a los recuentos de SGB en el grupo control de 

colonización vaginal, donde al t4 corresponde un valor logarítmico mayor a 4. Asimismo, L60 

permaneció hasta finalizar el ensayo con valores de logaritmo superiores a 2,5. Los 

recuentos promedios obtenidos diariamente para cada microorganismo se detallan en la 

tabla 21. La figura 41 muestra la remisión vaginal de SGB por acción de la cepa de 

L. rhamnosus L60. 
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Tabla 21. Valores promedios de la experiencia de efecto curativo 
Lactobacillus rhamnosus L60 sobre Streptococcus agalactiae. 

de 

Tiempo 
(días) 

agalactioe (UFC/rni) Logia UFC/m1 L rhamnosus (UFC/m1) Logi° UFC/m1 

o 5,37x107 7,73 

1 1,29X105 5,11 

2 5,75x104 4,76 2,35x108 8,37 

3 6,45x103 3,81 4,26X104 4,53 

4 No desarrollo 4,47x104 4,91 

5 No desarrollo 1,51X104 3,93 

6 No desarrollo 5,37X103 3,32 

7 No desarrollo 2,70X103 2,23 

8 No desarrollo 3,16x102 2,50 
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Figura 41. Efecto curativo de la cepa Lactobacillus rhamnosus L60 sobre 
Streptococcus agalactiae en ratones hembras. 

En el ensayo de efecto curativo con la mezcla L23+L60, S. agalactiae permaneció 

en la vagina de los ratones BALB/c durante dos días con valores 1og18 UFC/ml 4,58 (t1) y 

3,84 (t2). Al t3 la mezcla de lactobacilos con una concentración de 2,55x108 UFC/m1 eliminó 

a la población de SGB del nicho vaginal, 24 h posinoculación. Ambos lactobacilos 

permanecieron durante la experiencia llegando al t8 con un log10 UFC/ml de 3,10 (Tabla 22). 

Estos resultados fueron comparados con los ensayos donde se evaluó el efecto curativo 
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producido por cada cepa láctica en igual período de estudio, utilizando el análisis de la 

varianza (ANO VA). 

Tabla 22. Valores promedios de los recuentos de Streptococcus agalactiae y mezcla de 
Lactobacillus fermentum L23 + Lactobacillus rhamnosus L60 (vol/vol) recuperados de vagina 
de ratones BALB/c. 

Tiempo 
(días) 

S. agaiactiae 
(UFC/m1) 

Logi° UFC/m1 
Mezcla de L23+ 1.60 

Logi° UFC/m1 
(UFC/m1) 

o 5,37x107 7,73 

1 3,77X104 4,58 

2 6,92X103 3,84 2,55x108 8,40 

3 No desarrollo 3,23X104 "lig 4,51 

4 No desarrollo 5,88X104 4,77 

5 No desarrollo 4,22X101 — 4,62 

6 No desarrollo 6,02X103 3,78 

7 No desarrollo 3,31X103 3,52 

8 No desarrollo 1,26X103 3,10 

El efecto curativo de la mezcla de lactobacilos presentó diferencia estadísticamente 

significativa cuando fue comparado con los ensayos de las cepa L. fermentum L23 y 

L. rhamnosus L60 (p<0,01) de manera independiente. La mezcla L23+L60 eliminó más 

rápidamente a la población de estreptococos beta hemolíticos en comparación al efecto 

curativo visto con las cepas L23 y L60 de forma independiente (Figura 42). 
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Figura 42. Efecto curativo de la mezcla de Lactobacillus fermentum L23 + 
Lactobacillus rhamnosus L60 (vol/vol) sobre Streptococcus agalactiae en vagina de ratones 
BALB/c. 

133 



RESULTADOS Y DISCUSION Tesis Doctoral Francisco O. Ruíz 

Es importante señalar que en las experiencias de prevención y efecto curativo, 

ambas cepas de lactobacilos lograron desplazar a SGB de ese nicho ecológico con una 

única administración intravaginal de lactobacilos. Estos resultados coinciden parcialmente 

con los obtenidos por Fraga y col., 2005 en su experiencia de efecto preventivo donde 

emplearon una sola dosis de L. murinus a una concentración similar (108 UFC/ml) para 

eliminar a P. mirabilis de la vejiga de ratones. Sin embargo cuando estos autores evaluaron 

el efecto curativo de L. murinus en un grupo de ratones con infección urinaria, realizaron 4 

inoculaciones con dicho lactobacilo logrando sólo disminuir el recuento del microorganismo 

patógeno, pero no la cura o remisión de la infección en el tracto urogenital murino. Por el 

contrario, en este trabajo de tesis el efecto curativo de cada una de las cepas probióticas y 

de la mezcla de ambas, lograron desplazar rápidamente a SGB de la vagina de los ratones 

BALB/c, requiriendo una única dosis de lactobacilos. En la bibliografía consultada no se 

hallaron estudios recientes que informen sobre la colonización vaginal de lactobacilos con 

potencial probiótico en ratones BALB/c, o evaluando los efectos preventivos y curativos de la 

aplicación intravaginal de estos microorganismos para resolver infecciones a S. agalactiae. 

De este modo, los resultados obtenidos en el presente trabajo no pudieron ser comparados 

con otros autores. 

17. Ensayos de diferentes concentraciones de Lactobacillus fermentum L23 y 
Lactobacillus rhamnosus L60 sobre Streptococcus agalactiae en la vagina de ratones 
BALB/c 

Esta experiencia se realizó siguiendo el modelo del efecto curativo de los lactobacilos 

durante 8 días. Se ensayaron 4 concentraciones diferentes de cada cepa de lactobacilos en 

distintos grupos de animales para evaluar el efecto curativo sobre SGB y se compararon con 

un grupo control. En el presente estudio primero se realizó la colonización de la cepa de 

SGB en el nicho vaginal murino y a las 48 h (t2) se inocularon las cepas de lactobacilo L23 y 

L60 en cada grupo de ratones hembras en concentraciones del orden 109, 108, 106 y 104

UFC/ml, y se siguieron las observaciones diariamente hasta el día 8. 

La concentración inicial (t0) de SGB inoculada en la vagina de los ratones BALB/c del 

grupo control fue de 3,55x107 UFC/ml. En la tabla 23 se muestran los valores promedios de 

los recuentos de SGB expresados como UFC/ml y logaritmo decimal. 

134 



RESULTADOS Y DISCUSION Tesis Doctoral Francisco O. Ruíz 

Tabla 23. Valores medios de la colonización de Streptococcus agalactiae en la vagina de 
ratones BALB/c. 

Mempo (dfas) 5. agalactiae UFC/mi 
o 3,55x102
1 1,58x105

2 4,78x104

3 3,89x101
4 2,82x104

5 3,31x103

6 3,02x102
7 1,28x102

8 1,23x102

Logio UFC/ml 
7,55 

mr,   5,20 

4,68 
• 4,59 

4,45 

3,52 
2,48 

2,11 

2,09 

La cepa de S. agalactiae colonizó con valores logarítmicos entre 5,20 y 2,09 hasta 

terminado el ensayo (t8). La figura 43 muestra la colonización vaginal del SGB en el modelo 

animal. 
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Figura 43. Colonización de Streptococcus agalactiae en vagina de ratones BALB/c. 

17.1. Ensayo de efecto curativo de Lactobacillus fermentum y 
Lactobacillus rhamnosus sobre Streptococcus agalactiae a una concentración inicial 
109 UFC/ml de cada cepa de lactobacilo 

Al realizar la experiencia del efecto curativo de L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 

las concentraciones iniciales (t0) fueron de 2,34x109 UFC/ml y 1,74x109 UFC/ml 

respectivamente. Ambas cepas de lactobacilos lograron eliminar a S. agalactiae de la vagina 

de los ratones 48 h posteriores a su inoculación. A continuación en las tablas 24 y 25 se 
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presentan los recuentos y logaritmos de las poblaciones de SGB, L. fermentum y 

L. rhamnosus recuperados de los ratones BALB/c. 

Tabla 24. Promedio de los recuentos de Streptococcus agalactiae y Lactobacillus fermentum 
L23 a una concentración de 109 UFC/ml en la vagina de ratones BALB/c. 

Tiempo (días) 
5. agolocticie 

UFC/m1 
LogioUFC/rni 

L. fermentum 
UFC/ml 

Log,0UFC/m1 

o 2,75x107 7,44 

1 1,25x105 5,10 

2 2,24x104 4,35 2,34x109 9,37 

3 1,86x104 4,27 3,38x106 6,53 

4 No desarrollo 1,00x106 6,00 

5 No desarrollo 2,75)(10 5,44 

6 No desarrollo 1,31x105 5,12 

7 No desarrollo 4,26x104 4,63 

8 No desarrollo 6,02x103 3,78 

Tabla 25. Promedio de los recuentos de Streptococcus agalactiae y Lactobacillus 
rhamnosus L60 a una concentración de 109 UFC/ml en la vagina de ratones BALB/c. 

Tiempo (días) 
5. agalactiae 

UFC/ml 
LogioUFC/ml 

L. rhamnosus 

UFC/m1 
LoginUFC/mi 

O 2,51x107 7,40 

1 3,61x104 4,55 - 
2 2,02x104 4,30 1,74x103 9,24 

3 5,15x102 2,71 4,57x10h 6,66 

4 No desarrollo 1,70x106 6,23 

5 No desarrollo 2,34x10' 5,37 al 

6 No desarrollo 1,86x104 4,27 

7 No desarrollo 1,38x10 3,14 :M 

8 No desarrollo 5,12x102 2,71 

Al día 8 de la experiencia la cepa L23 alcanzó un valor de logaritmo de 3,78, 

superior al hallado con la cepa L60 que resultó ser de 2,71 en similar ensayo. En las figuras 

44 y 45 se observan los efectos de ambas cepas de lactobacilos sobre la colonización del 

SGB en el nicho vaginal. 
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Figura 44. Efecto curativo de Lactobacillus ferrnentum con concentración inicial del orden 
109 UFC/m1 sobre la colonización de Streptococcus agalactiae en vagina de ratones BALB/c. 
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Figura 45. Efecto curativo de la administración vaginal de Lactobacillus rhamnosus en una 
concentración inicial del orden 109 UFC/m1 sobre la colonización de Streptococcus agalactiae 
en ratones BALB/c. 
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Se puede apreciar que con la inoculación a t2 de las cepas L23 a una concentración 

del orden de 109 UFC/ml, al día 3 del ensayo no se produjo una reducción importante en el 

número de SGB, como ocurrió con la cepa L60 en otro grupo de ratones, donde hubo una 

disminución de 1,88 en el logaritmo de los estreptococos, en comparación a los valores de 

recuentos de SGB del grupo control en igual tiempo de la experiencia. Al 4t0 día de ambos 

ensayos, las cepas L23 y L60, lograron la eliminación de SGB en la vagina de los ratones, 

comparado al valor de recuento en el grupo control. Dado que los lactobacilos fueron 

inoculados en la vagina de ratones BALB/c 48 h posteriores a la inoculación de SGB es 

importante destacar que en sólo 2 días de haber sido inoculados L23 y L60 desplazaron 

completamente a los estreptococos de la vagina del modelo animal, con valores logarítmicos 

que oscilaron entre 6,00 para el t4 a 3,78 para el día 8 (t8) con L23 y de 6,23 a 2,71 en el 

caso de L60. Estos resultados obtenidos a la concentración 109 UFC/ml con ambas cepas 

de lactobacilos no coinciden con los hallados por Zárate y col., (2007) quienes empleando 

un pretratamiento hormonal con estradiol y administrando vaginalmente dos dosis de 

L. paracasei CRL 1289 a la misma concentración ensayada en este estudio, observaron que 

dicha cepa no pudo inhibir a Staphylococcus aureus inoculado a una concentración de 

107 UFC/ml. Por otro lado, los hallazgos Cheng y col., (2005) coinciden parcialmente con los 

demostrados aquí sobre la actividad antimicrobiana in vivo, ya que para resolver la infección 

producida por Citrobacter rodentium en un grupo de ratones BALB/c, necesitaron varias 

dosis de una cepa de L. acidophilus a esta misma concentración, para reducir el número de 

bacterias patógenas en ese modelo animal. 

17.2. Efecto curativo de las dos cepas de lactobacilos sobre Streptococcus agalactiae 
a una concentración de 108 UFC/ml 

Al realizar la misma experiencia, pero con una concentración de 108 UFO/mi de 

ambos lactobacilos se observó nuevamente la eliminación del patógeno SGB a las 48 h 

posinoculación de los lactobacilos. Las tablas 26 y 27 muestran cómo L23 y L60 eliminaron 

a SGB al día 4 del ensayo. 
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Tabla 26. Recuentos promedios de Streptococcus agalactiae y L. fermentum L23 a una 
concentración de 108 UFC/ml recuperados de vagina de ratones BALB/c. 

Tiempo (días) 
S. agalactiae 

UFC/ml 
Log10UFC/m1 

L. fermentum 
UFC/ml 

Log10UFC/m1 

o 2,08x107 7,32 

1 2,85x10 t 4,45 

2 1,94x104 4,28 

4,15 

4,07x108 8,61 

3 1,43x104 1,07x105 5,03 

4 No desarrollo 9,31x104 4,96 

5 No desarrollo 4,28x104 4,63 

6 No desarrollo 1,69x104 4,22 

7 No desarrollo 3,79x103 3,57 

8 No desarrollo 1,26x103 3,10 

Tabla 27. Media de los recuentos bacterianos de Streptococcus agalactiae y Lactobacillus 
rhamnosus L60 a una concentración de 108 UFC/ml aislados de la vagina de los ratones 
BALB/c. 

Tiempo (días) 
S. agalactiae 

UFC/ml 
log10UFC/m1 

L. rhomnosus 
UFC/ml 

log10UFC/m1 

o 1,73x107 7,24 

1 1,17x105 5,07 

2 4,57x104 4,66 2,63x108 8,42 

3 5,01x103 3,70 3,98x104 4,60 

4 No desarrollo 6,30x104 4,80 

5 No desarrollo 8,51x103 3,93 

6 No desarrollo 2,63x103 3,42 

7 No desarrollo 6,60x102 2,82 

8 No desarrollo 3,54x102 2,55 

Con la concentración 108 UFC/ml, la cepa L23 al ser inoculada en el nicho vaginal 

mostró valores de logaritmo decimal de 8,61, al día 4 cuando eliminó a SGB de la vagina, el 

lactobacilo permaneció con un valor de 10g10 de 4,96 y al t8 de 3,10. De manera similar la 

cepa L60 alcanzó un rango de loglo de 4,80 a 2,55 en igual período de tiempo. Las figuras 

46 y 47 muestran la disminución y posterior eliminación del S. agalactiae mediante la 

inoculación vaginal de los lactobacilos en estudio. 
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Figura 46. Efecto curativo de Lactobacillus ferrnentum con concentración inicial del orden 
108 UFC/m1 sobre la colonización de Streptococcus agalactiae en vagina de ratones BALB/c. 
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Figura 47. Efecto curativo de la administración vaginal de Lactobacillus rhamnosus a una 
concentración inicial del orden 108 UFC/m1 sobre la colonización de Streptococcus agalactiae 
en ratones BALB/c. 

Los resultados obtenidos en la experiencia del efecto curativo con las cepas L23 y 

L60 a la concentración de 108 UFC/ml no coinciden con lo informado por Asahara y col., 

(2001) quienes para lograr un efecto terapéutico similar frente a la infección producida por 

E. coli en el tracto urogenital, necesitaron múltiples aplicaciones diarias del lactobacilo 

L. casei Shirota a esta concentración, para reducir el número de bacterias viables en los 
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ratones. En otro estudio realizado en un modelo murino de infección por Salmonella spp., 

con varias aplicaciones de una cepa de L. fermentum ME-3 a esta concentración, no 

pudieron erradicar a este microorganismo (Truusalu y col., 2004), más tarde cuando se 

realizó la inoculación de dicha cepa combinada con un antibiótico (ofloxacina) (Truusalu y 

col., 2008), se logró eliminar al microorganismo, cabe destacar que para ello estos autores 

necesitaron combinarlos con antibióticos. En este trabajo de tesis se eliminó a SGB del 

nicho vaginal con una única inoculación de las cepas de lactobacilos en estudio. 

17.3. Ensayo curativo de las cepas de lactobacilos sobre Streptococcus agalactiae a 
una concentración de 106 y 104 UFC/ml 

La administración vaginal de los lactobacilos L23 y L60 a concentraciones de 106

UFC/ml a las 48 h posteriores a la inoculación de SGB en el modelo animal, eliminaron a 

estreptococos a las 120 h posinoculación. En las tablas 28 y 29 se presentan los valores de 

recuentos promedios de SGB y de las cepas de L. fermentum L23 y L rhamnosus L60 

respectivamente. Considerando que los recuentos iniciales de las BAL probióticas fueron 10 

veces menores al recuento inicial de SGB se destaca la competencia de L23 y L60 sobre los 

estreptococos. La cepa de lactobacilo L23 desde la inoculación (t2) hasta las 96 h (t6) 

consiguió una disminución en los logaritmos de 2,33 sobre los valores de SGB y 24 h 

posteriores (t7), logró la eliminación de SGB y permaneció el lactobacilo en la vagina con un 

logaritmo de 2,61 al finalizar el ensayo (t8). 

Tabla 28. Valores medios de los recuentos de Streptococcus agalactiae y 
Lactobacillus fermentum L23 a una concentración de 106 UFC/ml aislados en la vagina de 
los ratones BALB/c. 

Tiempo (días) 
5. agalactiae 

UFC/ml 
Log10UFC/m1 

L. fermentum 
UFC/rril 

o 2,04x107 7,31 

1 6,02x104 4,78 

2 3,93x104 4,59 6,60x106

3 2,60x104 4,41 6,51x104

4 

5 

6 

1,09x104

1,65x103

1,81x102

4,04 

3,21 

2,26 

4,11x104

2,17x104

4,94x103

7 No desarrollo 1,59x103

8 No desarrollo 4,13x102

LogioUFC/m1 

6,82 

gi 4,81 

4,61 

gar._ 4,33 

3,69 

3,20 

2,61 
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Tabla 29. Promedio de los recuentos y valores de logaritmos decimales de 
Streptococcus agalactiae y Lactobacillus rhamnosus L60 a una concentración de 106
UFC/ml en la vagina de ratones BALB/c. 

Tiempo (días) 
S. agalactiae 

UFC/ml 
Log10UFC/m1 

L. rhamnosus 
UFC/m1 

Log,,UFC/rn1 

o 2,04x102 7,31 

1 5,24x104 4,72 

2 3,80x104 4,58 1,78x106 6,25 

3 1,54x104 4,19 5,01x10 4,70 

4 6,45x103 3,81 2,08x104 4,32 

5 2,19x10. 3,34 1,28x104 4,11 

6 2,34x102 2,37 9,33x102 2,97 

7 No desarrollo 4,89x102 2,69 

8 No desarrollo 2,34x102 2,37 

De igual modo, la cepa de L. rhamnosus L60 inhibió el número de SGB entre los días 

2 y 6 de la experiencia presentando una diferencia logarítmica de 2,21. A las 120 h 

posteriores a la inoculación del L60 se observó la eliminación de SGB de la vagina murina 

en comparación al grupo control y L60 alcanzó un valor de logaritmo de 2,37 al finalizar el 

ensayo. Las figuras 48 y 49 describen diariamente las variaciones de la población de SGB y 

de ambos lactobacilos en la mucosa vaginal. 

6 - 
• L. fe rm e n tu m L 2 3 
O S. agalactiae 

5 - 

o 

4 - 

o 
1 2 

Tiempo en días 

7 8 

Figura 48. Efecto curativo de Lactobacillus fermentum con concentración inicial del orden 
106 UFC/m1 sobre la colonización de Streptococcus agalactiae en vagina de ratones BALB/c. 
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Figura 49. Efecto curativo de la administración vaginal de Lactobacillus rhamnosus en una 
concentración inicial del orden 106 UFC/ml sobre la colonización de Streptococcus agalactiae 
en ratones BALB/c. 

Los resultados del efecto curativo encontrados con ambas cepas de lactobacilos a la 

concentración de 106 UFC/ml no pudieron ser discutidos con otros trabajos ya que en la 

búsqueda bibliográfica no se hallaron ensayos donde se evalúen concentraciones 

terapéuticas menores a 106-107 UFC/ml de bacterias lácticas para el tratamiento de 

infecciones en los tractos urogenitales de animales y de humanos (Silva de Ruíz y col, 2001, 

Shu y col, 2002, Osman y col, 2004, Anukam, 2006). 

Al evaluar el efecto curativo de ambas cepas de lactobacilos a concentraciones 

iniciales del orden 104, las cepas L23 y L60 no pudieron eliminar a SGB de la vagina del 

modelo animal. Las figuras 50 y 51 muestran el comportamiento de las cepas L. fermentum 

L23 y L. rhamnosus L60 a concentraciones de 104 UFC/ml sobre la colonización vaginal de 

SGB en los ratones BALB/c. 
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Figura 50. Efecto de Lactobacillus fermentum a una concentración inicial de 104 UFC/ml 
sobre la colonización de Streptococcus agalactiae en vagina de ratones BALB/c. 
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Figura 51. Inoculación vaginal de Lactobacillus rhamnosus a una concentración inicial del 
orden 104 UFC/m1 sobre la colonización de Streptococcus agalactiae en ratones BALB/c. 

Las cepas L23 y L60 fueron inoculadas vaginalmente a concentraciones de 6,61x104

y 5,24x104 UFC/ml respectivamente, en ambos grupos de ratones BALB/c. L23 alcanzó un 

valor de log10 de 3,06, 24 h posteriores a su inoculación (t3) y disminuyó a 2,70 al día 4 de la 

experiencia. A las 72 h posinoculación no fue recuperada la cepa L23 de la vagina de los 

ratones BALB/c (Tabla 30). 
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Tabla 30 Recuentos medios de Streptococcus agalactiae y Lactobacillus fermentum a una 
concentración de 104 UFC/ml y valores de logaritmo decimal recuperados de la vagina de 
los ratones BALB/c. 

Tiempo (días) 
S. agalactiae 

UFC/ml 
LogloUFC/rni 

L. fermentum 
UFC/ml 

Log10UFC/m1 

o 2,09x107 7,32 

1 6,10x104 4,78 

2 4,10x104 4,61 6,61x104 4,82 

3 3,04x10'1 4,48 1,15x103 3,06 

4 1,45x104 4,16 5,10x102 2,70 

5 4,15x103 3,61 No desarrollo 

6 2,21x102 2,34 No desarrollo 

7 1,40x107 2,14 No desarrollo 

8 1,37x102 2,13 No desarrollo 

La cepa L60 permaneció por 48 h en la vagina de los ratones con valores de 

logaritmo entre 4,72 y 2,14 al día 2 y 4 del ensayo. Al igual que con L23, la cepa L60 no 

presentó desarrolló a las 72 h posinoculación. En la tabla 31 se presentan los valores 

promedios de los recuentos de estreptococos y la cepa de lactobacilo L60 con sus 

correspondientes logaritmos decimales. 

Tabla 31. Promedios de los recuentos de Streptococcus agalactiae y 
Lactobacillus rhmanosus L60 a una concentración de 104 UFC/ml aislados de la vagina del 
modelo murino utilizado. 

Tiempo (días) 
S. agalactiae 

UFC/Tni 
Log10UFC/m1 

L. rhamnosus 
UFC/ml 

LogioUFC/rnl 

o 1,82x107 7,26 

1 8,51x104 4,93 

2 5,49x104 4,74 5,24x104 4,72 

3 4,57x104 4,66 3,54x107 2,55 

4 1,62x104 4,21 1,38x102 2,14 

5 5,25x103 3,72 No desarrollo 

6 5,12x102 2,71 No desarrollo 

7 1,62x102 2,21 No desarrollo -----

8 1,41x102 2,15 No desarrollo 

En la búsqueda bibliográfica consultada, no se encontraron trabajos que utilicen 

diferentes concentraciones de lactobacilos para eliminar a los microorganismos estudiados. 

Los únicos aportes hallados son los realizados por investigaciones de diversos autores, 

quienes utilizaron una única concentración de lactobacilos para inhibir al microorganismo 

exógeno, como así también esos trabajos presentaron hallazgos de inhibición por cepas 

BAL probióticas con varias inoculaciones para lograr el efecto deseado en el modelo animal 
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(Asahara y col., 2001, Silva de Ruíz y col., 2001, Shu y col., 2002, Osman y col., 2004, 

Truusalu y col., 2004, Cheng y col., 2005, Anakum y col., 2006, Zárate y col., 2007, Truusalu 

y col., 2008). 

Con estos resultados se realizaron análisis estadísticos comparando la respuesta de 

SGB a la actividad antimicrobiana producida in vivo por L. fermentum L23 y L. rhamnosus 

L60 a una misma concentración, respecto a los valores de colonización encontrados en el 

grupo control. Dicho análisis se realizó empleando la prueba de diferencias mínimas de 

Fisher (LSD de Fisher) con un nivel de significancia de 0,05. Los valores de SGB para 

realizar la prueba de Fisher se tomaron entre los días 3 y 8 de las experiencias. De esta 

manera se intentó deducir cuál de las BAL, consideradas aquí como tratamiento 1 (L23) y 

tratamiento 2 (L60), resultó más efectiva para eliminar al microorganismo patógeno SGB en 

función a las diferentes concentraciones estudiadas. 

En la figura 52 el análisis estadístico de los tratamientos a concentraciones de 109

(A) y 108 UFC/ml (B) comparados con los valores del grupo control, demostró diferencias 

estadísticamente significativas (p<0,05) entre los tratamientos 1 y 2 y el control, al día 3 del 

estudio, siendo cada vez mayores en los subsiguientes días del ensayo_ Sobre cada barra 

las letras distintas representan diferencias estadísticas. Dentro de esas diferencias, cuanto 

mayor distancia hubo entre letras distintas, más importante fue el contraste. La comparación 

entre los tratamientos 1 y 2 al día 3 presentaron diferentes valores estadísticamente 

significativos mostrando una inhibición pronunciada con el tratamiento 2 en relación al grupo 

control, en la concentración 109 y en menor medida con la concentración 108 (p<0,05). En 

los días siguientes, el tratamiento 1 con la cepa L23 mostró el mismo efecto antimicrobiano 

producido con L60 sobre SGB sin diferencia estadística entre ellos. Así, las cepas de 

L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 a las concentraciones de 109 y 108 UFC/m1 fueron 

igualmente eficaces sobre los SGB en la vagina de los ratones BALB/c. 
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Figura 52. Valor curativo de las concentraciones 109 UFC/ml (A) y 108 UFC/ml (B) de las 
cepas de lactobacilos sobre la población de Streptococcus agalactiae en la vagina de los 
ratones BALB/c. Control colonización de SGB U, Tratamiento 1 con cepa L23 O, Tratamiento 2 
con la cepa L60 II Letras distintas indican diferencias estadísticas significativas (p<O, 05). 

Cuando los tratamientos se evaluaron a la concentración 106 UFC/ml y se 

compararon con el control, se observaron mayores diferencias estadísticas en los días 5 y 6 

entre el control y tratamiento 1 que con el tratamiento 2 (p<0,05). Las diferencias entre los 

tratamientos 1 y 2, aunque significativas, fueron más próximas que las encontradas entre la 

el tratamiento y control (Figura 53). En esta concentración la cepa L. fermentum L23 fue más 

efectiva que L60 ya que logró una mayor reducción sobre SGB durante dos días previos a 

producirse la completa eliminación del estreptococo, por ambos lactobacilos a las 120 h. 
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Figura 53. Valoración de la concentración 106 UFC/ml de ambos lactobacilos sobre 
Streptococcus agalactiae en la vagina de los ratones BALB/c. Control colonización de SGB • , 
Tratamiento 1 con cepa L23111, Tratamiento 2 con la cepa L60 El. Letras distintas indican diferencias 
estadísticas significativas (p<0,05). 

Cuando se valoró el efecto antimicrobiano producido por los lactobacilos a la 

concentración 104 UFC/ml y se comparó con el control, los lactobacilos ensayados no 

pudieron eliminar a los estreptococos del modelo animal. En la figura 54 se observa que los 

tratamientos no presentaron diferencias estadísticas significativas entre ellos ni con el grupo 

control en el transcurso del tiempo, demostrando que no fueron efectivos en la reducción del 

número de SGB a esa concentración ensayada. 
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Figura 54. Valoración de la concentración 104 UFC/ml de ambos lactobacilos sobre la 
colonización de Streptococcus agalactiae en la vagina de los ratones BALB/c. Control 
colonización de SGB E, Tratamiento 1 con cepa L23 n Tratamiento 2 con la cepa L60 g. Letras 
distintas indican diferencias estadísticas significativas (p<0,05). 

En la experiencia del efecto curativo el análisis estadístico permitió conocer cuál fue 

la mejor cepa de lactobacilo que persistió en la vagina del modelo animal. En la figura 55 (A 

y B) se muestran las variaciones de la colonización diaria de ambos lactobacilos en las 

concentraciones 109 y 108 UFC/ml. 

Ambos lactobacilos en concentraciones de 109 UFC/ml mostraron diferencias 

significativas diarias en el recuento de los mismos en la vagina de los ratones. La cepa L23 

presentó mayores diferencias estadísticas con L60 entre los días 6 y 8 del estudio (p<0,05). 

Así, la cepa de L_ fermentum fue más efectiva que L. rhamnosus ya que permaneció en la 

vagina a una concentración mayor. En la figura B correspondiente a la concentración 108

UFC/ml de ambos lactobacilos, se observó que la cepa L23 colonizó mas efectivamente que 

la cepa L60 durante todos los días del ensayo, siendo mayores las diferencias estadísticas 

en los días 5, 6, 7 y 8 de la experiencia (p<0,05). Finalmente aunque ambas cepas fueron 

igualmente eficaces a estas concentraciones en la eliminación de SGB, L23 logró 

mantenerse en la mucosa vaginal a mayores valores de 10g10 UFC/ml. 
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Figura 55. Persistencia de Lactobacillus fermentum L23 y Lactobacillus rhamnosus L60 en el 
modelo murino de infección vaginal en las concentraciones 109 (A) y 108 (B) UFC/ml. 
Colonización con cepa L23 El, Colonización con la cepa L60 EL Letras distintas indican 
diferencias estadísticas significativas (p<0,05). 

Cuando la concentración de lactobacilos utilizada fue de 106 UFC/ml, los resultados 

obtenidos fueron similares a los hallados con las concentraciones 108 y 109 UFC/ml, con 

diferencias estadísticas significativas durante los días que duró el ensayo (p<0,05). La figura 

56 representa comparativamente las variaciones diarias en la población de L. fermentum y 

L. rhamnosus a concentraciones iniciales de 106 UFC/ml en la vagina de los ratones. 
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Figura 56. Comportamiento de Lactobacillus fermentum L23 y Lactobacillus rhamnosus L60 
colonizando la vagina del modelo murino en la concentración del orden 106 UFC/ml. 
Colonización con cepa L23 El Colonización con la cepa L60 • Letras distintas indican 
diferencias estadísticas significativas (p<0,05). 

Al realizar los ensayos con la concentración 104 UFC/ml de los lactobacilos, se 

observó que L23 alcanzó valores estadísticos superiores a los hallados con la cepa L60 

durante los días 3 y 4 (p<0,05) (Figura 57). Pero posteriormente ambas cepas de 

lactobacilos no pudieron permanecer en la vagina de los ratones hembras hasta el final de la 

experiencia. 
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Figura 57. Comportamiento de Lactobacillus fermentum y Lactobacillus rhamnosus 
inoculados en concentraciones del orden 104 UFC/ml en la vagina del modelo murino. 
Colonización con cepa L23 0, Colonización con la cepa L60 • Letras distintas indican 
diferencias estadísticas significativas (p<0,05). 
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Este trabajo de tesis destaca la eliminación de SGB de la vagina de ratones BALB/c, 

a distintas concentraciones de lactobacilos y fundamentalmente lo novedoso, es que fue 

logrado con una única administración de cada cepa de lactobacilo estudiado, sin tratamiento 

hormonal previo para asegurar la persistencia de los microorganismos en el nicho vaginal y 

en un corto período de tiempo. 

La eficacia curativa de la inoculación de L. fermentum y L. rhamnosus después de la 

infección por SGB en la vagina de los ratones BALB/c desde concentraciones de 109 a 

106 UFC/ml son resultados de importancia significativa ya que sumados a futuros estudios 

en humanos, podrían presentar similar efecto benéfico en el nicho ecológico vaginal, 

contribuyendo no sólo como agentes de control biológico normalizadores de la microbiota 

vaginal de las mujeres en edad reproductiva sino también para el tratamiento de las 

infecciones del tracto urogenital femenino. 
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• Los metabolitos biológicamente activos presentes en los sobrenadantes libres 

de células de L. ferrnentum y L. rhamnosus inhibieron a todas las cepas de 

gonococo y a SGB estudiadas. 

• La principal sustancia con actividad antimicrobiana que inhibió el crecimiento 

de las cepas de N. gonorrhoeae ensayadas fueron las bacteriocinas de 

L. fennentum y L. rhamnosus. 

), Las bacteriocinas producidas por L. fennentum y L. rhamnosus mostraron una 

muy buena actividad antimicrobiana sobre las cepas de SGB. 

• La acción conjunta de las bacteriocinas L23 y L60 demostraron una interacción 

sinérgica sobre las cepas de N. gonorrhoeae y S. agalactiae. 

• El efecto inhibitorio in vitro por la acción combinada de las bacteriocinas L23 y 

L60 demostró sinergismo de potenciación sobre las cepas de SGB. 

• Las bacteriocinas L23 y L60 y la mezcla de ambas, no presentaron una 

actividad hemolítica significativa sobre los eritrocitos humanos y de carnero. 

• Se observó que el efecto sinérgico hallado con ambas bacteriocinas no se 

correlacionó con un efecto sinérgico sobre la actividad hemolítica. 

• La ausencia de actividad hemolítica de los sobrenadantes libres de células de 

L23 y L60 y la mezcla de ambos representan una característica importante 

para la utilización de estas bacterias probióticas productores de bacteriocinas 

en el tracto vaginal humano. 

• El análisis filogenético de las cepas de S. agalactiae sensibles a las 

bacteriocinas de ambos lactobacilos no presentaron diferencia taxonómica con 

otras cepas de SGB y confirmaron su pertenencia al cluster humano. 
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Este trabajo de tesis destaca la capacidad antimicrobiana de estas bacterias 

biocontroladoras naturales, L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60, con probadas 

propiedades probióticas, las cuales podrían ser consideradas una estrategia biológica 

complementaria al tratamiento antibiótico comúnmente utilizado en las infecciones 

genitales. Es de destacar, el efecto terapéutico que presentan estas bacterias 

productoras de bacteriocinas y sus interacciones sinérgicas, las cuales constituirían 

una alternativa terapéutica y/o preventiva potencial, cuando son administradas de 

forma conjunta para la remisión de las infecciones genitales. Estas bacterias 

probióticas si bien no representan una solución mágica, cada vez es mayor el interés 

de aplicarlas para la restauración y mantenimiento de la microbiota vaginal. 
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Los resultados relevantes obtenidos en este trabajo de tesis doctoral con respecto a 

la actividad antimicrobiana observada en las dos cepas de lactobacilos estudiadas, resaltan 

la potencialidad probiótica de las mismas y permiten el desarrollo de nuevas estrategias de 

control biológico de los procesos infecciosos producidos por diversos microorganismos 

Debido a los escasos estudios disponibles sobre el efecto inmunomodulador de estos 

microorganismos probióticos a nivel de tracto genital y gastrointestinal humano, es que una 

de las perspectivas futuras de este trabajo de tesis será evaluar el efecto inmune de los 

lactobacilos mediante la expresión de citoquinas características estudiando la regulación de 

la respuesta inmune Thl y Th2 fundamentalmente. El efecto inmunomodulador de 

L. fermentum, L. rhamnosus y de una mezcla de ambos lactobacilos se evaluará in vitro 

mediante cultivo de linfocitos periféricos. 

Es sabido que microorganismos patógenos y bacterias nosocomiales son 

responsables de causar infecciones agudas y crónicas por su habilidad de formar biofilms. 

La formación de biofilm ha sido considerada como un factor de virulencia en general y uno 

de los marcadores de virulencia más importantes asociados con la patogénesis de 

microorganismos como estreptococos del grupo B en humanos. Es de destacar que las 

infecciones causadas por microorganismos productores de biofilms normalmente no son 

fácilmente eliminadas y generan episodios recurrentes. A menudo la formación de biofilm se 

considera como la principal causa de falla en los tratamientos con agentes antimicrobianos. 

Algunos probióticos como L. fermentum y L. rhamnosus podrían considerarse una 

alternativa bioterapéutica para controlar la producción y ruptura del biofilm formado por 

microorganismos patógenos en diferentes infecciones. 

Finalmente, con el propósito de desarrollar un probiótico vaginal potencialmente útil 

para reconstituir la microbiota y promover una mejora en la calidad de vida de las mujeres, 

se prevé estudiar diferentes formulaciones farmacológicas para seleccionar aquella que 

permita recuperar del ovulo vaginal, la cepa probiótica a diferentes tiempos con viabilidad y 

conservando en su totalidad la capacidad de producir sustancias antimicrobianas. 
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Anexos 

IX 



One Way Analysis of Variance julio 21, 2011 

Data source: Comparación de actividad antimicrobiana de los SLCs de L23 y L60 sobre NG 

Normality Test: Failed (P <0,050) 

Test execution ended by user request, ANO VA on Ranks begtut 

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks 

Data source: Data 1 in Notebook 1 

Group N Missing Median 25% 75% 
SLC L23 93 0 18,000 17,000 20,000 
SLC L60 93 0 19,000 17,750 21,000 

H = 3,608 with 1 degrees of freedom. (P = 0,058) 

julio 21, 2011 

The differences in the median values among the treaünent groups are not great enough to exclude the 
possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant 
difference (P = 0,058) 

One Way Analysis of Variance julio 21,2011 

Data source: COMPARACIÓN HALOS PRODUCIDOS POR Bacteriocina L23 vs B L60 

Normality Test: Failed (P <0,050) 

Test execution ended by user request, ANO VA on Ranks begun 

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks 

Data source: Data 1 in Notebook 1 

Group N Missing Median 25% 75% 
B L23 93 0 16,000 14,000 17,000 
B L60 93 0 15,000 14,000 16,000 

H = 6,938 with 1 degrees of freedom. (P = 0,008) 

julio 21,2011 

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be expected by 
chance; there is a statistically significant difference (P = 0,008) 

To isolate the group or groups that differ from the others use a multiple comparison procedure. 

Ah l Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test): 

Comparison Diff of Ranks q P<0,01 
B L23 vs B L60 1912,000 3,683 Yes 

Note: The multiple comparisons on ranks do not include an adjustment for ties. 



One Way Analysis of Variance julio 21, 2011, 

Data source: ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE SLC L60, PEROXIDO Y BACTERIOCINA L60 
SOBRE GONOC 

Normality Test: Failed (P < 0,050) 

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun 

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks 

Data source: Data 1 in Notebook I 

Group N Missing Median 25% 75% 

SLC L60 93 0 19,000 17,750 21,000 
1-1202 + B L60 93 0 17,000 15,000 18,250 
B L60 93 0 15,000 14,000 16,000 

H = 90,531 with 2 degrees of freedom. (P = <0,001) 

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be expected by 
chance; there is a statistically significant difference (P = <0,001) 

To isolate the group or groups that differ from the others use a multiple comparison procedure. 

Ah l Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test): 

Comparison Diff of Ranks q P41,01 
SLC L60 vs B L60 10410,000 13,379 Yes 
SLC L60 vs 1-1202+ B L60 5008,500 6,437 Yes 
H202 + B L60 vs B L60 5401,500 6,942 Yes 

Note: The multiple comparisons on ranks do not include an adjustment for ties. 

One Way Analysis of Variance julio 21,2011 

Data source: ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE SLC L23 VS BACT L23 SOBRE GONOC 

Normality Test: Failed (P < 0,050) 

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun 

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks julio 21, 2011 

Data source: Data 1 in Notebook 1 



Group N Missing Median 25% 75% 
SLC L23 93 0 18,000 17,000 20,000 
B L23 93 0 16,000 14,000 17,000 

H = 47,839 with 1 degrees of freedom. (P = <0,001) 

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be expected by 
chance; there is a statistically significant difference (P = <0,001) 

To isolate the group or groups that differ from the others use a multiple comparison procedure. 

Al! Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test): 

Comparison Diff of Ranks q P<0,01 
SLC L23 vs B L23 5039,000 9,705 Yes 

Note: The multiple comparisons on ranks do not include an adjustment for ties. 



t-test julio 20, 2011 

Data source: ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LACTOS SOBRE SGB POR ESTRIAS 
CRUZADAS 

Normality Test: Failed (P <0,050) 

Test execution ended by user request, Rank Sum Test begun 

Mann-Whitney Rank Sum Test 

Data source: Data 1 in Notebook 1 

Group N Missing Median 25% 75% 
lacto L23 171 0 29,000 27,000 31,750 
lacto L60 171 0 30,000 28,000 33,000 

Mann-Whitney U Statistic= 16581,000 

T = 27366,000 n(small)= 171 n(big)= 171 (P = 0,031) 

The difference in the median values between the two groups is greater than would be expected by chance; 
there is a statistically significant difference (P = 0,031) 

One Way Analysis of Variance julio 20, 2011, 11:36:15 

Data source: ACTIVI ANTIMICROBI DE LACTOS SOBRE SGB POR ESTRIAS CRUZADAS 

Normality Test: Failed (P < 0,050) 

Test execution ended by user request, ANO VA on Ranks begun 

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks 

Data source: Data 1 in Notebook 1 

julio 20, 2011, 11:36:15 

Group N Missing Median 25% 75% 
lacto L23 171 0 29,000 27,000 31,750 
lacto L60 171 0 30,000 28,000 33,000 

H = 4,658 with 1 degrees of freedom. (P = 0,031) 

The differences in the median values among the treatrnent groups are greater than would be expected by 
chance; there is a statistically significant difference (P = 0,031) 

To isolate the group or groups that differ from the others use a multiple comparison procedure. 



One Way Analysis of Variance julio 20, 2011 

Data source: ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA BACTERIOCINAS SOBRE SGB 2011SNB.SNB 

Normality Test: Failed (P < 0,050) 

Test execution ended by user request, ANO VA on Ranks begun 

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks julio 20, 2011 

Data source: Data 1 in ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA BACTERIOCINAS SOBRE SGB 
201 1 SNB.SNB 

Group N Missing Median 25% 75% 

TRAT B L60 156 0 15,000 14,000 16,000 
TRAT B L23 156 0 14,500 14,000 15,000 
TRAT MEZCLA156 0 18,000 17,000 19,000 

H 276,857 with 2 degrees of freedom. (P = <0,001) 

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be expected by 
chance; there is a statistically significant difference (P = <0,001) 

To isolate the group or groups that differ from the others use a multiple comparison procedure. 

Ah l Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test): 

Comparison Diff of Ranks q P<0,01 
TRAT MEZCLA vs TRAT B L23 35755,000 21,167 Yes 
TRAT MEZCLA vs TRAT B L60 31803,500 18,828 Yes 
TRAT B L60 vs TRAT B L23 3951,500 2,339 No 

Note: The multiple comparisons on ranks do not include an adjustment for ties. 



One Way Analysis of Variance julio 20, 2011 

Data source: Data 1 in SGB IN VITRO SINERGISMO EN POZO 2011.SNB 

Normality Test: Failed (P < 0,050) 

Test execution ended by user request, ANO VA on Ranks begun 

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance Oil Ranks 

Data source: Data 1 in SGB IN VITRO SINERGISMO EN POZO 2011.SNB 

Group N Missing Median 25% 75% 
TRAT A 156 0 8,000 7,000 8,000 
TRAT B 156 0 7,000 7,000 8,000 
TRAT C 156 0 19,000 18,000 19,500 

H = 329,363 with 2 degrees of freedom. (P --- <0,001) 

julio 20, 2011 

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be expected by 
chance; there is a statistically significant difference (P = <0,001) 

To isolate the group or groups that differ from the others use a multiple comparison procedure. 

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test): 

Com pa rison Diff of Ranks q P<0,01 
TRAT C vs TRAT B 38679,000 22,898 Yes 
TRAT C vs TRAT A 34329,000 20,323 Yes 
TRAT A vs TRAT B 4350,000 2,575 No 

Note: The multiple comparisons on ranks do not include an adjustrnent for ties. 



GR HUMANO 
One-Way ANOVA on GRH: SLC L23 -> SLC L60: 

Data Mean Variance N 

B 0,197 2,89E-4 3 
C 0,171 1,21E-4 3 

F = 4,94634 
p = 0,09021 

At the 1E-3 level, the means are NOT significantly different. 

One-Way ANOVA on columns selected between Col(B) -> Col(C): 

Data Mean Variance N 

B 0,197 2,89E-4 3 
C 0,171 1,21E-4 3 

F = 4,94634 
p = 0,09021 

At the 0,05 level, the means are NOT significantly different. 

GR CARNERO 

One-Way ANOVA on SLC L23-> C: 

Data Mean Variance N 

D 0,123 5,76E-4 3 
E 0,091 6,4E-5 3 

F = 4,8 
p = 0,0936 

At the 0,05 level, the means are NOT significantly different. 

One-Way ANOVA on GRC: SLC L23->SLC L60: 

Data Mean Variance N 

D 0,123 5,76E-4 3 
E 0,091 6,4 E-5 3 

F = 4,8 



p = 0,0936 

At the 1E-3 level, the means are NOT significantly different. 

BACTERIOCINA S/CARNERO 
[19/04/2010 13:53 "/Data1" (2455305)] 
One-Way ANOVA on GRC: SLCN L23-> SLCNP L60: 

Data Mean Variance N 

F 0,087 1,96E-4 3 
G 0,05 2,89E-4 3 

F = 8,46804 
p = 0,04368 

At the 1E-3 level, the means are NOT significantly different. 

[19/04/2010 13:54 "/Data1" (2455305)] 
One-Way ANOVA on columns selected between Col(F) -> Col(G): 

Data Mean Variance N 

F 0,087 1,96E-4 3 
G 0,05 2,89E-4 3 

F = 8,46804 
p = 0,04368 

At the 0,05 level, the means are significantly different. 

BACTERIOCINA EN HUMANOS 
One-Way ANOVA on 

Data Mean Variance N 

H 0,13 1,69E-4 3 
I 0,133 3,61E-4 3 

F = 0,05094 
p = 0,83249 

At the 0,05 level, the means are NOT significantly different. 

One-Way ANOVA on GRH: SLCN L23-> SLCNP L60: 

Data Mean Variance N 

H 0,13 1,69E-4 3 
I 0,133 3,61E-4 3 



F = 0,05094 
p = 0,83249 

At the 1E-3 level, the means are NOT significantly different. 

COMPARACION ENTRE SLC DE 23 Y 60 SOBRE GR DE HUMANOS Y 
CARNERO. 

One-Way ANOVA on SLC L23 Y SLC L60 GRH -> SLC L23 Y SLC L60 GRC: 

Data Mean Variance N 

B 0,16 0,00199 6 
C 0,131 0,00199 6 

F = 1,26695 
p = 0,28663 

At the 1E-3 level, the means are NOT significantly different. 

One-Way ANOVA on columns selected between Col(B) -> Col(C): 

Data Mean Variance N 

B 0,16 0,00199 6 
C 0,131 0,00199 6 

F = 1,26695 
p = 0,28663 

At the 0,05 level, the means are NOT significantly different. 

COMPARACION ENTRE EFECTOS DE BACTERIOCINAS DE L23 Y L60 
SOBRE GR HUMANO Y CARNERO 

[19/04/2010 14:11 "/Data2" (2455305)1 
One-Way ANOVA on 
Data Mean Variance N 

D 0,1085 7,007E-4 6 
E 0,0915 0,00233 6 

F = 0,57277 
p = 0,46662 

At the 0,05 leve!, the means are NOT significantly different. 



One-Way ANOVA on SLCN L23 Y SLCNP L60 GRH -> SLCN L23 Y SLCNP 
L60 GRC: 

Data Mean Variance N 

D 0,1085 7,007E-4 6 
E 0,0915 0,00233 6 

F = 0,57277 
p = 0,46662 

At the 1E-3 level, the means are NOT significantly different. 

COMPARACION ENTRE SLC DE 23+60 SOBRE GR HUMANO Y DE 
CARNERO. 
[19/04/2010 14:18 "/Data3" (2455305)] 
One-Way ANOVA on SLC L23 Y L60 GRH-> SLC L23 Y L60 GRC: 

Data Mean Variance N 

B 0,238 4,84E-4 3 
C 0,179 1,69E-4 3 

F = 15,99234 
p = 0,01614 

At the 1E-3 level, the means are NOT significantly different. 

One-Way ANOVA on columns selected between Col(B) -> Col(C): 

Data Mean Variance N 

B 0,238 4,84E-4 3 
C 0,179 1,69E-4 3 

F = 15,99234 
p = 0,01614 

At the 0,05 level, the means are significantly different. 



EFECTO DE LA MEZCLA DE BACTERIOCINAS SOBRE GR HUMANO Y DE 
CARNERO. 

One-Way ANOVA on SLCNP L23 Y L60 GRH -> SLCNP L23 Y L60 GRC: 

Data Mean Variance N 

D 0,22 2,56E-4 3 
E 0,069 8,1E-5 3 

F = 202,97626 
p = 1,40971E-4 

At the 1E-3 level, the means are significantly different. 

COMPARACION DEL EFECTO HEMOLITICO PRODUCIDO POR LAS 
BACTERIOCINAS DE L23, L60 Y LA MEZCLA DE AMBAS SOBRE GR 
HUMANO. 

One-Way ANOVA on GRH: SLCN L23 -> SLCNP L60 -> SLCNP L23 Y L60: 

Data Mean Variance N 

B 0,13 1,69E-4 3 
C 0,133 3,61E-4 3 
D 0,22 2,56E-4 3 

F = 29,91985 
p = 7,56816E-4 

At the 0,05 level, 
the means are significantly different. 

[20/04/2010 09:41 "/Data1" (2455306)] 
One-Way ANOVA on GRH: SLCN L23 -> SLCNP L60 -> SLCNP L23 Y L60: 

Data Mean Variance N 

B 0,13 1,69E-4 3 
C 0,133 3,61E-4 3 
D 0,22 2,56E-4 3 

F = 29,91985 
p = 7,56816E-4 

At the 1E-3 level, the means are significantly different. 



COMPARACION DEL EFECTO HEMOLITICO PRODUCIDO POR LAS 
BACTERIOCINAS DE L23, L60 Y LA MEZCLA DE AMBAS SOBRE GR 
carnero. 

One-Way ANOVA on GRC: SLCN L23 -> SLCNP L60 -> SLCNP L23 Y L60: 

Data Mean Variance N 

B 0,087 1,96E-4 3 
C 0,05 2,89E-4 3 
D 0,069 8,1E-5 3 

F = 5,44346 
p = 0,04485 

At the 1E-3 level, the means are NOT significantly different. 

One-Way ANOVA on columns selected between Col(B) -> Col(D): 

Data Mean Variance N 

B 0,087 1,96E-4 3 
C 0,05 2,89E-4 3 
D 0,069 8,1E-53 

F = 5,44346 
p = 0,04485 

At the 0,05 level, the means are significantly different. 

ACTIVIDAD HEMOLITICA DEL SLC DE L23, L60 Y DE LA MEZCLA DE 
SOBRENADANTES SOBRE GR HUMANO. 

One-Way ANOVA on 

Data Mean Variance N 

B 0,197 2,89E-4 3 
C 0,171 1,21E-4 3 
D 0,238 4,84E-4 3 

F= 11,48658 
p = 0,00888 

At the 0,05 level, the means are significantly different. 



One-Way ANOVA on GRH: SLC L23-> SLC L60 -> SLC L23 Y L60: 

Data Mean Variance N 

B 0,197 2,89E-4 3 
C 0,171 1,21E-4 3 
D 0,238 4,84E-4 3 

F = 11,48658 
p = 0,00888 

At the 1E-3 level, the means are NOT significantly different. 

GR CARNERO 

One-Way ANOVA on GRC: SLC L23-> SLC L60 -> SLC L23 Y L60: 
Data Mean Variance N 

B 0,123 5,76E-4 3 
C 0,091 6,4E-53 
D 0,179 1,69E-4 3 

F = 22,07169 
p = 0,00171 

At the 1E-3 level, the means are NOT significantly different. 

One-Way ANOVA on columns selected between Col(B) -> Col(D): 

Data Mean Variance N 

B 0,123 5,76E-4 3 
C 0,091 6,4E-53 
D 0,179 1,69E-4 3 

F = 22,07169 
p = 0,00171 

At the 0,05 level, the means are significantly different. 
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Processing of file "C:\Users\Mar?a Marta\Documents\Fran.nex" begins... 

Data read in DNA format 

Data matrix has 24 taxa, 1561 characters 
Valid character-state symbols: ACGT 

Missing data identified by '-' 

"Equate" macros in effect: 
R,r ==> {AG} 

Y/Y ==> {CT} 
m,m ==> {AC} 
K,k ==> {GT} 
S,s ==> {CG} 
W,w ==> {AT} 
H,h ==> {ACT} 
B,b ==> {CGT} 
V,v ==> {ACG} 
D,d ==> {AGT} 
N,n ==> {ACGT} 

Warning: Use of all-digit taxon and/or character names does not conform to the 

NEXOS standard and is strongly discouraged. Remember that names have 

priority over numbers. 

Outgroup status changed: 
1 taxon transferred to outgroup 

Total number of taxa now in outgroup = 1 

Number of ingroup taxa = 23 

Outgroup status changed: 

1 taxon transferred to outgroup 

Total number of taxa now in outgroup = 2 
Number of ingroup taxa = 22 

Processing of file "C:\Users\Mar?a Marta\Documents\Fran.nex" completed. 

Heuristic search settings: 

Optimality criterion = maximum parsimony 
Character-status summary: 
Of 1561 total characters: 

Ah l characters are of type 'unord' 
Ah l characters have equal weight 
1326 characters are constant 
68 variable characters are parsimony-uninformative 
Number of parsimony-informative characters = 167 

Starting tree(s) obtained via stepwise addition 
Addition sequence: simple (reference taxon = GBS1611) 
Number of trees held at each step during stepwise addition = 1 
Branch-swapping algorithm: tree-bisection-reconnection (TBR) 
Steepest descent option not in effect 
Initial 'MaxTrees' setting = 100 
Branches collapsed (creating polytomies) if maximum branch length is zero 

'MulTrees' option in effect 
Topological constraints not enforced 
Trees are unrooted 



'MaxTrees' limit (100) hit while swapping on tree #1 (score=283) 

Heuristic search completed 
Total number of rearrangements tried 475889 
Score of best tree(s) found = 283 
Number of trees retained = 100 
Note: Effectiveness of search may have been diminished due to tree-buffer 

overflow. 
Time used = 3.00 sec 

Tree description: 

Unrooted tree(s) rooted using outgroup method 
Optimality criterion = maximum parsimony 
Character-status summary: 
Of 1561 total characters: 

Ah l characters are of type 'unord' 
Ah l characters have equal weight 

1326 characters are constant 
68 variable characters are parsimony-uninformative 
Number of parsimony-informative characters - 167 

Character-state optimization: Accelerated transformation (ACCTRAN) 

Tree number 1 (rooted using user-specified outgroup) 

Tree length = 283 
Consistency kndex (C/) = 0.9576 
Homoplasy indas CHI) = 0.0424 
CI excluding uninformative characters = 0.9437 
Hl excluding uninformative characters = 0.0563 
Retention index (RI) = 0.9520 
Rescaled consistency index (RC) 0.9116 
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Heuristic search settings: 

Optimality criterion = maximum parsimony 

Character-status summary: 

Of 1561 total characters: 

All characters are of type 'unord' 

All characters have equal weight 

1326 characters are constant 
68 variable characters are parsimony-uninformative 

Number of parsimony-informative characters - 167 

Starting tree(s) obtained via stepwise addition 

Addition sequence: random 

Number of replicates = 25 

Starting seed = 1271015659 

Number of trees held at each step during stepwise addition = 1 

Branch-swapping algorithm: tree-bisection-reconnection (TER) 

Steepest descent option not in effect 

Initial 'MaxTrees' setting = 100 

Branches collapsed (creating polytomies) if maximum branch length is zero 

'MulTrees' option in effect 

Topological constraints not enforced 

Trees are unrooted 

'MaxTrees' limit (100) hit while swapping on tree #1 (score=285) 

'MaxTrees' limit (100) hit while swapping on tree #1 (score=283) 

Search terminated prematurely (no room to store new trees) 

100 trees retained 

Time used = 2.71 sec 

Tree-island profile: 
First Last First Times 

Island Size tree tree Score replicate hit 

1 100 1 100 283 1 1 

MaxTrees reset to 10000 

Heuristic search settings: 
Optimality criterion = maximum parsimony 
Character-status summary: 

Of 1561 total characters: 

All characters are of type 'unord' 

All characters have equal weight 

1326 characters are constant 

68 variable characters are parsimony-uninformative 

Number of parsimony-informative characters = 167 

Starting tree(s) obtained via stepwise addition 
Addition sequence: random 
Number of replicates = 25 
Starting seed = 286152904 

Number of trees held at each step during stepwise addition 1 

Branch-swapping algorithm: tree-bisection-reconnection (TBR) 

Steepest descent option not in effect 

'MaxTrees' setting = 10000 (will not be increased) 
Branches collapsed (creating polytomies) if maximum branch length is zero 

'MulTrees' option in effect 

Topological constraints not enforced 
Trees are unrooted 

'MaxTrees' limit (10000) hit while swapping on tree #53 (score=283) 



Search terminated prematurely (no room to store new trees) 
10000 trees retained 
Time used = 00:01:02.6 

Tree-island profile: 
First Last First Times 

Island Size tree tree Score replicate hit 

1 10000 1 10000 283 1 1 

Heuristic search settings: 
Optimality criterion = maximum parsimony 

Character-status summary: 
Of 1561 total characters: 
All characters are of type 'unord' 
All characters have equal weight 
1326 characters are constant 
68 variable characters are parsimony-uninformative 
Number of parsimony-informative characters = 167 

Starting tree(s) obtained via stepwise addition 
Addition sequence: random 
Number of replicates = 50 
Starting seed - 2083472919 

Number of trees held at each step during stepwise addition = 1 
Branch-swapping algorithm: tree-bisection-reconnection (TBR) 
Steepest descent option not in effect 
No more than 100 trees of score (length) greater than or equal to 1 will be 

saved in each replicate 
'MaxTrees' setting = 10000 (will not be increased) 
Branches collapsed (creating polytomies) if maximum branch length is zero 

'MulTrees' option in effect 
Topological constraints not enforced 
Trees are unrooted 

Heuristic search completed 
Total number of rearrangements tried = 23532096 
Score of best tree(s) found = 283 
Number of trees retained = 4800 
Time used = 7.07 sec 

Tree-island profile: 

Island Size 
First 
tree 

Last 
tree Score 

First 
replicate 

Times 
hit 

1 100 1 100 283 1 1* 

2 100 101 200 283 2 1* 

3 100 201 300 283 3 2* 

4 100 301 400 283 4 1* 

5 100 401 500 283 5 1* 

6 100 501 600 283 6 1* 

7 100 601 700 283 7 1* 

8 100 701 800 283 8 1* 

9 100 801 900 283 9 1* 

10 100 901 1000 283 10 1* 

11 100 1001 1100 283 11 1* 

12 100 1101 1200 283 12 2* 

13 100 1201 1300 283 13 1* 
14 100 1301 1400 283 15 1* 

15 100 1401 1500 283 16 1* 

16 100 1501 1600 283 17 1* 
17 100 1601 1700 283 18 1* 

18 100 1701 1800 283 19 1* 

19 100 1801 1900 283 20 1* 
20 100 1901 2000 283 21 1* 
21 100 2001 2100 283 22 1* 
22 100 2101 2200 283 23 1* 

23 100 2201 2300 283 24 1* 
24 100 2301 2400 283 25 1* 
25 100 2401 2500 283 26 1* 
26 100 2501 2600 283 27 1* 
27 100 2601 2700 283 28 1* 



28 100 2701 2800 283 29 1* 
29 100 2801 2900 283 30 1* 
30 100 2901 3000 283 32 1* 
31 100 3001 3100 283 33 1* 
32 100 3101 3200 283 34 1* 
33 100 3201 3300 283 35 1* 
34 100 3301 3400 283 36 1* 
35 100 3401 3500 283 37 1* 
36 100 3501 3600 283 38 1* 
37 100 3601 3700 283 39 1* 
38 100 3701 3800 283 40 1* 
39 100 3801 3900 283 41 1* 
40 100 3901 4000 283 42 1* 
41 100 4001 4100 283 43 1* 
42 100 4101 4200 283 44 1* 
43 100 4201 4300 283 45 I* 
44 100 4301 4400 283 46 1* 
45 100 4401 4500 283 47 1* 
46 100 4501 4600 283 48 1* 
47 100 4601 4700 283 49 1* 
48 100 4701 4800 283 50 1* 

Note(s): 
* Islands of size 100 (= limit on trees saved per replicate) found in 

different replicates may in fact belong to the same island 

Tree description: 

Unrooted tree(s) rooted using outgroup method 
Optimality criterion = maximum parsimony 

Character-status summary: 
Of 1561 total characters: 

Ah l characters are of type 'unord' 
Ah l characters have equal weight 
1326 characters are constant 
68 variable characters are parsimony-uninformative 

Number of parsimony-informative characters = 167 
Character-state optimization: Accelerated transformation (ACCTRAN) 

Tree number 1 (rooted using user-specified outgroup) 

Tree length = 283 
Consistency index (CI) = 0.9576 
Homoplasy index (HI) = 0.0424 
CI excluding uninformative characters = 0.9437 
HI excluding uninformative characters = 0.0563 
Retention index (RI) 0.9520 
Rescaled consistency index (RO) = 0.9116 
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4800 trees saved to file "C:\Users\Mar?a Marta\Documents\Fran.tre" 

Bootstrap method with heuristic search: 
Number of bootstrap replicates = 1000 
Starting seed = 1684428375 
Optimality criterion = maximum parsímony 

Character-status summary: 
Of 1561 total characters: 

Ah l characters are of type 'unord' 
All characters have equal weight 
1326 characters are constant 
68 variable characters are parsimony-uninformative 
Number of parsimony-informative characters = 167 

Starting tree(s) obtained via stepwise addition 
Addition sequence: random 
Number of replicates = 50 
Starting seed = 1848754028 

Number of trees held at each step during stepwise addition 1 
Branch-swapping algorithm: tree-bisection-reconnection (TBR) 
Steepest descent option not in effect 
No more than 2 trees of score (length) greater than or equal to 1 will be 

saved in each replicate 
'MaxTrees' setting = 10000 (will not be increased) 
Branches collapsed (creating polytomies) if maximum branch length is zero 
'MulTrees' option in effect 
Topological constraints not enforced 
Trees are unrooted 

1000 bootstrap replicates completed 
Time used = 00:03:28.7 



Bootstrap 50% majority-rule consensus tree 

CP00236(11) 

- - -100 - - - - 
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Bipartitions found in one or more trees and frequency of occurrence (bootstrap 

support values): 

1 2 2 
123456789012345678901234 Freq 

 ** 1000.00 100.0% 
1000.00 100.0% 

 **** 999.91 100.0% 
 ** 976.24 97.6% 
 *** 

********************** 

* * 

698.16 69.8% 
635.00 63.5% 
626.00 62.6% 

...... 544.74 54.5% 
 ** 471.54 47.2% 

297.17 29.7% 
214.35 21.4% 

* * * 

* * * 148.87 14.9% 
 **** 144.95 14.5% 

118.83 11.9% * * * * 



.. .*.*..*. .. .*.. .* ...... 

* * 

* 

 ** 

 ** 

* * 

* * * * * * 

102.99 10.3% 
70.00 7.0% 
69.93 7.0% 
69.37 6.9% 
69.23 6.9% 
60.29 6.0% 

35260 groups at (relative) frequency less than 5% not shown 
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