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RESUMEN 

El rol de mantener el tracto genitourinario femenino sano es llevado a cabo principalmente por 

especies del género Lactobacillus. A  lo largo del mundo y durante muchos años se ha 

propuesto la presencia de estos microorganismos como marcador de una microbiota vaginal 

saludable. Existe una creciente aparición de infecciones urogenitales recurrentes o recidivas de 

infección debidas a microorganismos patógenos resistentes, situación que implica la necesidad 

del desarrollo de adyuvantes terapéuticos complementarios a la terapia convencional con 

antimicrobianos. El género Lactobacillus es de interés en la industria biotecnológica mundial 

ya que algunas especies poseen propiedades antimicrobianas sobre una gran diversidad de 

microorganismos patógenos causantes de infecciones vaginales. Las cepas L. fermentum L23 y 

L. rhamnosus L60 han sido ampliamente estudiadas por el equipo de trabajo del laboratorio de 

Bacteriología y se ha demostrado que poseen un gran potencial biotecnológico como agentes 

reconstituyentes de la microbiota vaginal y como antagonistas de microorganismos patógenos. 

El objetivo de este estudio fue desarrollar diferentes formulaciones farmacéuticas conteniendo 

las cepas de lactobacilos probióticas y ensayar sus propiedades biológicas posformulado. 

Luego de la liofilización, el porcentaje de supervivencia promedio de las cepas L23 y L60 fue 

del 89% y 95%, respectivamente, demostrando que los lactobacilos fueron altamente 

resistentes a este proceso. Una vez incorporados en los óvulos conteniendo distinta 

composición química, los lactobacilos evidenciaron distinto perfil de sobrevida según la 

formulación farmacéutica analizada. La formulación F9’ resultó la más adecuada para el 

mantenimiento de la viabilidad bacteriana de las cepas, cuya composición era de L23 y L60 

liofilizados con leche al 10% y lactosa al 10%, como componentes base glicerina 16% y 

gelatina 11,8%, y leche 1,5%, lactosa 2,5% y ácido ascórbico 2% como excipientes. Con 

respecto a las propiedades benéficas de superficie relacionadas a la adhesión celular, las cepas 

contenidas en los óvulos fueron medianamente productoras de biofilm, presentaron valores de 

autoagregación de hasta 65% y 60% para L23 y L60, respectivamente, y mantuvieron una alta 

hidrofobicidad de superficie a todo lo largo del estudio, en todas las formulaciones ensayadas. 

Las propiedades antagonistas de los microorganismos patógenos estudiadas fueron 

coagregación, actividad antimicrobiana e inhibición de la formación de biofilm. L23 presentó 

valores de coagregación de hasta 36% y 38% con Escherichia coli y Staphylococcus aureus, 

respectivamente. La cepa L60 coagregó hasta un 35% y 36% con E. coli y S. aureus, 

respectivamente. Los halos de inhibición del crecimiento bacteriano alcanzaron valores de más 

de 30 mm utilizando las dos técnicas de detección, estrías cruzadas y difusión en pozos. El 

efecto antimicrobiano de L23 y L60 se debió en un 82% y un 81%, respectivamente, a la 

actividad de las bacteriocinas. Los metabolitos bioactivos liberados en los sobrenadantes de 

cultivo de los lactobacilos fueron capaces de inhibir totalmente la formación de biofilm 

producido por las cepas patógenas indicadoras, ya que en todos los casos los porcentajes de 

inhibición se encontraron en un rango comprendido entre el 94% y el 100%. Los ensayos con 

fluido vaginal simulado demostraron que la formulación F9 fue aquella que permitió la mayor 

absorción de agua y la liberación total de los lactobacilos en el menor tiempo. Finalmente, en 

los estudios in situ utilizando células epiteliales vaginales se demostró que ambos lactobacilos 

recuperados de la formulación F9’ fueron capaces de excluir, competir y desplazar en un 62%, 

70% y 56% a S. aureus y en un 81%, 70% y 54% a Streptococcus agalactiae, respectivamente. 

En conclusión, los lactobacilos contenidos en los óvulos vaginales fueron capaces de 

mantenerse viables por un extenso periodo de tiempo con todas sus propiedades biológicas 

intactas posformulado. Este trabajo de Tesis permitió la producción de una formulación 

farmacéutica con fuerte potencial biotecnológico para ser utilizada en la prevención y/o 

tratamiento de infecciones vaginales. 

  



 

ABSTRACT 

The role of keeping healthy the female genitourinary tract is mainly carried out by 

Lactobacillus spp. Throughout the world and for many years the presence of these 

microorganisms has been proposed as a marker of a healthy vaginal microbiota. There is a 

growing occurrence of recurrent genital tract infections due to resistant pathogenic 

microorganisms. This situation requires the need for the development of therapeutic 

adjuvants complementary to conventional antimicrobial therapy. The genus Lactobacillus 

is of interest for the global biotechnology industry as some species have antimicrobial 

properties on a wide variety of pathogenic microorganisms that cause vaginal infections. L. 

fermentum L23 and L. rhamnosus L60 strains have been extensively studied by the work 

group of “Laboratorio de Bacteriología”. It has been demonstrated that these strains have 

great biotechnological potential as reconstituting agents of the vaginal microbiota and as 

antagonists of pathogenic microorganisms. The aim of this study was to develop different 

pharmaceutical formulations containing probiotic Lactobacillus strains and to test their 

post-formulated biological properties. After lyophilization, the average survival of L23 and 

L60 strains was 89% and 95%, respectively, demonstrating that lactobacilli were highly 

resistant to this process. Once incorporated into the ovules containing different chemical 

composition, lactobacilli showed a different survival profile according to the 

pharmaceutical formulation analyzed. Formulation F9' was the most suitable for the 

maintenance of bacterial viability, whose composition was L23 and L60 lyophilized with 

10% milk and 10% lactose, 16% glycerin and 11.8% gelatin as base components and 1.5% 

milk, 2.5% lactose and 2% ascorbic acid as excipients. With respect to beneficial surface 

properties related to cell adhesion, the strains contained in the ovules were moderately 

biofilm-producers, presented autoaggregation values of up to 65% and 60% for L23 and 

L60, respectively, and maintained high surface hydrophobicity throughout the study, in all 

tested formulations. Coaggregation, antimicrobial activity and inhibition of biofilm 

formation by pathogenic microorganisms were studied as antagonistic properties. L23 

strain presented coaggregation values of up to 36% and 38% with Escherichia coli and 

Staphylococcus aureus, respectively. L60 strain coaggregated up to 35% and 36% with E. 

coli and S. aureus, respectively. Bacterial growth inhibition halos reached values of more 

than 30 mm using the two detection techniques, streak-diffusion and agar well diffusion 

methods. The antimicrobial effect of L23 and L60 was due in 82% and 81% to the activity 

of the bacteriocins, respectively. The bioactive metabolites released in culture supernatants 

were able to totally inhibit biofilm formation by the pathogenic strains, since the inhibition 

percentages ranged between 94% and 100% in all cases. The studies with simulated 

vaginal fluid demonstrated that formulation F9 was the one that allowed the greatest water 

uptake and the total lactobacilli release in the shortest time. Finally, by in situ studies using 

vaginal epithelial cells it was shown that both lactobacilli recovered from formulation F9’ 

were able to exclude, compete and displace S. aureus by 62%, 70% and 56%, and by 81%, 

70% and 54% to Streptococcus agalactiae, respectively. In conclusion, lactobacilli 

contained in the vaginal ovules were able to remain viable for an extended period of time 

with all their post-formulated biological properties intact. This Doctoral Thesis allowed the 

production of a pharmaceutical formulation with strong biotechnological potential to be 

used in the prevention and/or treatment of vaginal infections. 
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CAPÍTULO 1: INTRODUCCIÓN 

1.1 Microbiota del tracto genitourinario humano 

En condiciones fisiológicas normales, la orina es estéril y por el mecanismo de 

micción se eliminan mecánicamente los microorganismos que pudieran encontrarse en la 

porción uretral próxima a la vejiga, impidiendo así su colonización. Tanto en el hombre 

como en la mujer, en la porción anterior de la uretra pueden encontrarse algunos 

microorganismos como estafilococos coagulasa negativos (SCN), Enterococcus spp., 

Corynebacterium spp. y bacilos Gram negativos como E. coli y otras especies de 

enterobacterias. A su vez, en los genitales externos pueden colonizar microorganismos que 

son microbiota habitual de la piel, como pueden ser difteroides, Streptococcus spp., SCN, 

Micrococcus spp. y Enterococcus spp. En la mujer, la cercanía anatómica de la uretra con 

el ano favorece la posible colonización de microorganismos entéricos en la porción cercana 

al tracto urinario, lo que en determinadas circunstancias puede traducirse en infecciones 

urinarias. El rol de mantener el tracto genitourinario femenino sano es llevado a cabo 

principalmente por especies del género Lactobacillus. A todo lo largo del mundo y durante 

muchos años se ha propuesto la presencia de estos microorganismos como marcador de 

una microbiota vaginal saludable (Ruíz y col., 2009; Pendharkar y col., 2013; Castro y col., 

2015; Rodrigues y col., 2015). 

1.1.1 Ecosistema vaginal  

 La microbiota vaginal es un ecosistema complejo de más de 200 especies 

bacterianas influenciadas por genes, antecedentes étnicos, factores ambientales y de 

comportamiento. La microbiota es uno de los componentes de un sistema de defensa que 

en conjunto con fagocitos, linfocitos y factores solubles como citoquinas, defensinas, 

lactoferrina, proteínas del sistema complemento e inmunoglobulinas de tipo A, protegen la 

vagina de la disbiosis e infecciones (Mendling, 2016). Durante las distintas etapas de la 

vida de una mujer ocurren cambios en la mucosa vaginal y, por lo tanto, en la microbiota. 

Durante la pre pubertad, los bajos niveles de estrógenos resultan en una mucosa delgada, 

con bajos niveles de glucógeno y una microbiota diversa. En la etapa adulta de la vida, los 

niveles de estrógenos y de glucógeno aumentan y proliferan los lactobacilos. En la 

postmenopausia, los niveles de estrógenos descienden otra vez, disminuye la concentración 

de lactobacilos y aumenta la diversidad bacteriana (Figuras 1 y 2). 
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Figura 1. Microbiota y mucosa vaginal según grupos etarios. 
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Álvarez Calatayud y col., 2015. 

 

Figura 2. Fluctuaciones de la microbiota vaginal en función de los cambios fisiológicos que 

aparecen en las diferentes etapas de la vida de la mujer.  

 La microbiota del cuerpo humano comienza a adquirirse a partir del momento del 

nacimiento, y se va modificando en base a factores hormonales y del entorno. El parto 

natural favorece la colonización de los recién nacidos por la microbiota vaginal materna. 

Por el contrario, el parto por cesárea interrumpe esta exposición y los bebés adquieren una 

microbiota oral, intestinal, genital y de la piel que difiere de la de los neonatos por parto 

vaginal. Existen estudios que comprueban que la transferencia de fluidos vaginales 

maternos a los nacidos por cesárea puede restaurar parcialmente la microbiota (Dominguez 

Bello y col., 2016). La vulva de una niña recién nacida comienza dentro de las primeras 24 

h de vida a ser colonizada por un bajo número de microorganismos no patógenos similares 

a los que habitan en la piel y mucosa oral materna, como Corynebacterium spp., 

Micrococcus spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp., y escasos lactobacilos. Luego 

de 2-3 días, el estrógeno de la circulación materna transferido pasivamente en la lactancia 

induce el depósito de glucógeno en el epitelio vaginal favoreciendo el desarrollo de 

Lactobacillus spp. Además, la leche materna contiene una microbiota única, 

principalmente dominada por lactobacilos, que se transfieren al niño lactante (Mendling, 

2016).  

 Antes de la pubertad, el glucógeno disponible y los lactobacilos desaparecen, la 

vagina femenina se torna alcalina y la microbiota está compuesta por microorganismos 
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aerobios y anaerobios facultativos entre los que se encuentran especies de Veillonella, 

Bacteroides, Fusobacterium, Actinomyces, Peptococcus, Peptostreptococcus, 

Propionibacterium, Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus y Corynebacterium. En 

la menarca y en el inicio de la fase reproductiva de las mujeres aumenta la circulación de 

estrógenos y progesterona producto de la actividad ovárica, con un consecuente 

engrosamiento de las capas del epitelio vaginal. Los estrógenos estimulan la proliferación 

de las células epiteliales y el desarrollo de glucógeno intracelular, mientras que la 

progesterona induce la citólisis de las células de la mucosa vaginal, que liberan el 

glucógeno al lumen. Los lactobacilos y otras bacterias son capaces de metabolizar este 

glucógeno en glucosa y maltosa y, además, en ácido láctico. De esta forma, el pH vaginal 

alcanza valores entre 3,8 y 4,6 en condiciones fisiológicas normales (Madigan y col., 2004; 

Mendling y col., 2016). Las adolescentes presentan entonces una microbiota vaginal 

dominada por Lactobacillus spp., frecuentemente con otras bacterias ácido lácticas (BAL) 

y algunos anaerobios que, sin causar infección, habitan como especies comensales de la 

vagina. 

 La microbiota vaginal en mujeres adultas sanas consiste en una amplia variedad de 

géneros microbianos, donde se destaca el género Lactobacillus. Las especies más 

relevantes son: L. acidophilus, L. crispatus, L. fermentum, L. rhamnosus, L. jensenii, L. 

gasseri, L. plantarum., L. vaginalis, entre otras. Otros microorganismos en menor número 

son S. epidermidis, Enterococcus spp., Streptococcus spp., E. coli, Bacteroides spp. 

Peptostreptococcus spp., Anaerococcus spp., entre otros (Borges y col., 2014). En el 

estudio realizado por Ravel y col. (2011) se observó que la microbiota vaginal se podía 

dividir en cinco grandes comunidades microbianas (vaginotipos) a partir de muestras de 

mujeres sexualmente activas y asintomáticas de cuatro grupos étnicos: caucásico, negro, 

hispano y asiático (Figura 3).  
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Ravel y col. (2011); Beltrán (2015). 

Figura 3. Microbiota vaginal según vaginotipos.  

 Las comunidades microbianas o vaginotipos pertenecientes al grupo I, II, III y V 

estaban dominadas principalmente por L. crispatus, L. gasseri, L. iners y L. jensenii, 

respectivamente, mientras que el grupo IV se caracterizó por poseer una microbiota con 

bacterias estrictamente anaerobias, incluyendo especies de Prevotella, Dialister, 

Atopobium, Megasphaera y Peptoniphilus (Ravel y col., 2011). A su vez, aparecen con 

gran frecuencia otros lactobacilos como L. rhamnosus, L. casei o L. plantarum, entre otras 

especies. Como regla general, se ha propuesto que una vagina deficiente en especies de 

Lactobacillus está asociada con el desarrollo de numerosas infecciones, como vaginosis 

bacteriana, vaginitis y aumento en el riesgo de adquirir una enfermedad de transmisión 

sexual (Leccese Terraf y col., 2017; Mezzasalma y col, 2017; Sánchez y col., 2018). 

 En las mujeres postmenopáusicas se interrumpe el ciclo estrogénico, con la 

consecuente desaparición del glucógeno y exudado vaginal, y la disminución de los 

nutrientes disponibles. Como consecuencia, la microbiota lactobacilar se reduce 

drásticamente (alcanzando valores de hasta un 1% del correspondiente al período fértil), se 

eleva el pH y la microbiota se asemeja a la de las niñas premenárquicas en donde los 

microorganismos predominantes son S. epidermidis, Streptococcus spp. y bacterias 

entéricas (Madigan y col., 2004; Martín y col., 2008; Datcu, 2014; Madhivanan y col., 

2014; van de Wijgert y col., 2014).  

 

Grupo I:  

L. crispatus 

pH 4, H2O2 

Nugent <3 

Grupo II:  

L. gasseri 

pH 5, H2O2 

Nugent <3 

Grupo III:  

L. iners 

pH 4,4 

Nugent <3 

Grupo V:  

L. jensenii 

pH 4,7; H2O2 

Nugent <3 

Grupo IV:  

Microbiota diversa 

pH 4-5,3 

Nugent <3->6 

Otras especies frecuentes: L. salivarius, L. vaginalis 

Epitelio escamoso 
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1.2 Infecciones del tracto vaginal 

Según los datos actualizados de la Organización Mundial de la Salud (OMS/WHO), 

existen más de 30 diferentes bacterias, virus y parásitos causantes de enfermedades de 

transmisión sexual (ETS). Pueden dar lugar a enfermedades crónicas, SIDA, 

complicaciones durante el embarazo, infertilidad, entre otras. Ocho de los agentes 

patógenos que pueden ser transmitidos por contacto sexual se han relacionado con la 

mayor incidencia de ETS. Según las estadísticas de la OMS, más de 1 millón de personas 

adquieren una ETS todos los días. Cada año, un estimado de 357 millones de personas se 

enferma con una de las cuatro ETS actualmente curables (Figura 4). 

 

 

 

OMS, 2016. 

Figura 4. Estimación de la incidencia de algunas de las ETS por región y por sexo 

 

 Además de las ETS, existen otras infecciones del tracto vaginal que afectan la salud 

de las mujeres sexualmente activas. La descarga menstrual y el semen poseen un pH 

tendiente a la neutralidad o ligeramente alcalino (Borges y col., 2013). Esta condición 

afecta la población de lactobacilos del lumen, lo cual puede verse también agravado por el 

arrastre mecánico del fluido menstrual y, en numerosos casos, por la utilización de 

tampones. De esta manera, el equilibrio del nicho se ve afectado y en muchos casos se 

favorece la proliferación de microorganismos patógenos y/u oportunistas como 
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Gardnerella vaginalis y Candida spp., dando lugar a infecciones esporádicas como 

vaginosis bacteriana y vaginitis (Ma y col., 2017; Mur Pérez y col., 2017). 

 La disminución de la microbiota representada principalmente por lactobacilos 

también puede ser  afectada por el uso de la antibióticoterapia que se utiliza para controlar 

las enfermedades de tracto genital. La administración de antibióticos como cefalosporinas 

disminuye los estreptococos y lactobacilos, mientras que la clindamicina puede erradicar 

por completo la mayor parte de las especies anaerobias o microaerófilas como Bacteroides, 

Bifidobacterium y Lactobacillus. La mayoría de los lactobacilos (90%) poseen resistencia 

intrínseca a la vancomicina (Brooks y col., 2014; Hazırolan y col., 2019). Los espermicidas 

y dispositivos intrauterinos también suelen ser tóxicos para los lactobacilos (Pascual y col., 

2006). A su vez, la aparición de infecciones genitales recurrentes o recidivas de infección 

debidas a cepas resistentes implica la necesidad del desarrollo de adyuvantes terapéuticos 

complementarios a la terapia convencional con antimicrobianos (Vitali y col., 2016). La 

creciente evidencia científica de la biología de los microorganismos patógenos ha 

permitido el desarrollo de muchas posibles estrategias alternativas a la utilización de 

antibióticos para tratar enfermedades infecciosas. En este sentido, las estrategias 

bactericidas o bacteriostáticas tradicionales ocasionan el desarrollo de mecanismos de 

resistencia, debido a que representan una mayor presión selectiva del ambiente sobre las 

especies patógenas. En comparación, la utilización de agentes biológicos que impidan el 

desarrollo de infecciones es una alternativa eficaz ya que no existen reportes de 

mecanismos de resistencia (Surendran y col., 2017). Algunas especies del género 

Lactobacillus son de interés en la industria biotecnológica mundial para dicha finalidad, ya 

que numerosos trabajos de investigación evidencian que los lactobacilos poseen 

propiedades antimicrobianas sobre una gran diversidad de agentes patógenos causantes de 

patologías como gonorrea, clamidiasis, infecciones por Streptococcus agalactiae (SGB), 

candidiasis, vaginosis bacteriana, entre otras (Mastromarino y col., 2009, 2014; 

Asurmendi, 2010; Daniele y col., 2011, 2014; Ruíz y col., 2012, 2015; Vicariotto y col., 

2012; Murina y col., 2014; Ortiz y col., 2014).  

 En Argentina, el 74% de las mujeres sexualmente activas cuentan con un episodio 

de infección vaginal (no ETS) en algún momento de su vida, con lo que se convierte en 

una de las razones de mayor consulta al ginecólogo. Estadísticamente, en el 45% de los 

casos la etiología resulta ser de origen bacteriano, el 25% es candidiasis vulvovaginal, el 

15% tricomoniasis y el resto infecciones polimicrobianas. Cuando las infecciones 
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vaginales no son tratadas por el profesional de la salud pueden afectar la fertilidad de las 

mujeres en edad reproductiva, y también perjudicar un embarazo si es que está en curso. 

La elaboración de productos farmacéuticos conteniendo microorganismos reconstituyentes 

de la microbiota urogenital es un campo científico prometedor en Argentina, donde su 

comercialización es escasa (Galiñanes y col., 2011; Paolino y col., 2011; Ministerio de 

Salud de la Nación, 2014; De Gregorio y col., 2019). En el mundo, estudios científicos in 

vivo demuestran la efectividad de algunos lactobacilos para prevenir la adhesión o 

estimular la eliminación de agentes patógenos vaginales (Vicariotto y col., 2014; de Vrese 

y col., 2019). 

1.3 Características del género Lactobacillus 

El género Lactobacillus se clasifica en el filo Firmicutes en la clase Bacilli del 

orden propuesto Lactobacillales. En este orden, se incluyen los géneros Lactobacillus y 

Pediococcus, pertenecientes a la familia Lactobacillaceae (Procop y col., 2017). El género 

Lactobacillus está compuesto por numerosas especies que forman parte de la microbiota 

normal de la vagina, el tubo digestivo y la bucofaringe. Se encuentran ampliamente 

distribuidos en la naturaleza (agua, alcantarillado, ensilaje), en la microbiota de muchas 

especies de animales, así como en diversos alimentos (productos lácteos, cereales, carnes, 

pescados, chucrut), en gran parte debido a sus amplias capacidades de fermentación 

(Procop y col., 2017). Algunas especies de Lactobacillus son notablemente importantes en 

la producción de alimentos fermentados y se utilizan como cultivos iniciadores o 

conservantes de alimentos (Salvetti y col., 2012). 

Morfológicamente, son bacilos Gram positivos que pueden disponerse de forma 

aislada, formando grupos o cadenas cortas y largas. Las células individuales de los 

miembros de este género son largas y delgadas, aunque según la especie, estado nutricional 

y etapa de crecimiento pueden observarse como coco-bacilos, bacilos delgados largos, 

bacilos gruesos cortos y tipo corineforme (Figura 5a). En su mayoría son inmóviles, y las 

colonias típicas de este género en medios sólidos son pequeñas (2-5 mm), circulares, 

convexas, claras, con márgenes lisos, opacas y sin pigmentos (Figura 5b). Algunas 

especies forman colonias rugosas (Samaniego Fernández y Sosa del Castillo, 2000; 

Rodriguez González, 2009; Lasserrot Cuadrado, 2015). 
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Figura 5. Morfología microscópica y macroscópica de un cultivo puro de lactobacilos 

(a) Tinción de Gram a 1000x. (b) Colonias en agar MRS. 

 

Los miembros del género Lactobacillus tienen una temperatura de crecimiento 

óptima a 37ºC y son generalmente más resistentes a las condiciones ácidas que otras 

bacterias lácticas, siendo capaces de crecer hasta pH 4. El crecimiento óptimo de la 

mayoría de las especies de lactobacilos se alcanza bajo condiciones microaerófilas o 

anaeróbicas, especialmente en aislamiento primario. Esto quiere decir que un incremento 

de la concentración de CO2 (de aproximadamente 5% o hasta el 10%) favorece el 

crecimiento bacteriano (Madigan y col., 2004; Procop y col., 2017). Los lactobacilos 

adquieren su nombre porque el principal producto final de la fermentación de glucosa que 

producen es el ácido láctico (fermentación homoláctica); algunas especies pueden también 

producir ácido acético, fórmico y succínico, junto con CO2 (fermentación heteroláctica) 

(Salvetti y col., 2012). Normalmente no reducen los nitratos, no licúan la gelatina ni 

digieren la caseína, no producen indol ni sulfhídrico. Son catalasa negativos, pero algunas 

cepas producen la enzima pseudocatalasa que descompone el peróxido de hidrógeno 

(H2O2). La producción de pigmentos por estas bacterias es rara y cuando ocurre, éstos 

pueden ser de color amarillo o naranja hacia un tono ferroso o rojizo. Generalmente no 

presentan actividad proteolítica ni lipolítica (Samaniego Fernández y Sosa del Castillo, 

2000; Madigan y col., 2004). Sin embargo, algunas cepas presentan proteasas ligadas a su 

pared o libres en el espacio extracelular, y pueden presentar ligera actividad proteolítica 

alrededor de la colonia. También existen cepas con débil actividad lipolítica debido a 

lipasas intracelulares. Los lactobacilos no desarrollan olores típicos al crecer en medios 

comunes, pero contribuyen a modificar el sabor de alimentos fermentados, produciendo 

a b 
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compuestos volátiles como diacetilo y sus derivados y hasta sulfuro de hidrógeno y aminas 

en el queso (Law y Kolstad, 1983). 

Cada especie de Lactobacillus spp. presenta requerimientos nutricionales 

particulares, ya que además de los carbohidratos como fuente de carbono y energía, 

algunas de ellas necesitan que el medio contenga aminoácidos, péptidos, o derivados de 

ácidos nucleicos (Vos y col., 2009). Otras necesitan vitaminas, sales, ácidos grasos o 

ésteres de ácidos grasos y carbohidratos fermentables. Generalmente estos requerimientos 

variados suelen suplirse cuando el medio de cultivo de Lactobacillus spp. contiene 

carbohidratos fermentables, peptona, extracto de carne y extracto de levadura, aunque una 

suplementación con jugo de tomate, manganeso, acetato y ésteres del ácido oleico resulta 

estimulador y hasta esencial para muchas especies. Estos compuestos se incluyen en el 

medio Man-Rogosa-Sharpe (MRS), que es el medio de elección para lactobacilos 

(Pendharkar y col., 2013; Arakawa y col., 2014). 

1.4 Los lactobacilos como probióticos aplicados a la salud en el tracto urogenital 

1.4.1 Definición y aplicaciones de los probióticos 

 Muchas BAL son consideradas microorganismos probióticos, que de acuerdo a la 

definición adoptada por la Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la 

Agricultura y la Organización Mundial de la Salud, el término probiótico es una palabra 

que significa “a favor de la vida” y actualmente se utiliza para designar a microorganismos 

vivos que al administrarse en cantidades adecuadas, confieren un beneficio a la salud del 

huésped (Sánchez y col., 2018; Archacka y col., 2019). El modo de acción de los 

probióticos para la eliminación de microorganismos patógenos incluye la inhibición de los 

mismos mediante la producción de sustancias antimicrobianas como bacteriocinas, 

exclusión competitiva de los receptores de la mucosa, competencia por nutrientes 

disponibles, efectos antiadhesivos y antinvasivos, estimulación de la función barrera del 

epitelio, entre otros. Aunque se ha documentado mucho acerca de la capacidad de los 

probióticos para promover la salud del huésped, existe poca información sobre sus efectos 

sobre los microorganismos patógenos. Debido a la progresiva resistencia antibiótica se han 

desarrollado otras estrategias  para el control de las infecciones. Es fundamental realizar 

futuros estudios que tiendan a lograr una mejor comprensión de esta compleja interacción 

probiótico-patógeno (Surendran y col., 2017). 
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Los microorganismos probióticos pueden incluirse en la preparación de una amplia 

gama de productos, incluyendo alimentos, medicamentos y suplementos dietéticos. 

Numerosos trabajos de investigación han demostrado el potencial efecto preventivo y en 

muchos casos terapéutico de los probióticos en enfermedades infecciosas del tracto 

genitourinario, gastrointestinal y respiratorio de humanos y animales (Pascual y col., 2010; 

Vicariotto y col., 2014; Deng y col., 2015; Mezzasalma y col., 2017; Eguchi y col., 2019). 

Otros beneficios asociados al consumo de microorganismos probióticos son: modulación 

de la microbiota intestinal de humanos y animales, aumento de la absorción de nutrientes, 

fortalecimiento del sistema inmunológico, entre otros (Jäger y col., 2018; Shokri y col., 

2018; Cerdó y col., 2019; Li y col., 2019; Peters y col., 2019; Eslami y col., 2019; 

Piyadeatsoontorn y col., 2019). Son numerosos los géneros de bacterias que actualmente se 

considera que tienen características probióticas, entre ellos se destacan los mencionados en 

la Tabla 1. El género Lactobacillus es el de mayor relevancia, y se han descripto 

numerosas cepas probióticas. La importancia de utilizar el género Lactobacillus como 

probiótico se debe a que carece de baterías enzimáticas relacionadas a la patogenicidad y 

virulencia de los microorganismos (Madigan y col., 2004).  

Tabla 1. Especies de microorganismos considerados probióticos. 

Lactobacillus 

 

Bifidobacterium 

 

Lactococcus 

 

Streptococcus 

 
Bacillus  y 

otros géneros 

L. acidophilus  B. adolescentes  L. cremoris  S. lactis  B. coagulans 

L. brevis  B. bifidum  L. diacetylactis  S. thermophilus  B. subtilis 

L. bulgaricus  B. breve  L. lactis    Saccharomyces spp. 

L. casei  B. infantis      Leuconostoc spp. 

L. fermentum  B. lactis       

L. plantarum  B. longum       

L. reuteri         

L. rhamnosus         

L. salivarius         

 

1.4.2 Mecanismos bioprotectores de los lactobacilos probióticos en el nicho vaginal 

Los lactobacilos son los microorganismos de mayor predominancia en la 

microbiota vaginal, donde cohabitan con otras especies en menor número, formando un 

Lukjancenko y col., 2012. 
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ecosistema equilibrado. Cuando ese equilibrio se rompe, puede deberse a una reducción en 

la población bacteriana autóctona o a un sobrecrecimiento de otras especies, que se traduce 

en la aparición de enfermedades infecciosas. Las especies de Lactobacillus probióticas 

pueden llegar a ser un tratamiento de elección en los ecosistemas con microbiota alterada, 

ya que restituyen la microbiota normal. Dicha terapia se considera natural y sin efectos 

colaterales, en contraste con los tratamientos farmacéuticos convencionales. Existen 

evidencias científicas en todo el mundo que indican que la administración de lactobacilos 

representa una alternativa a las terapias antibióticas actualmente prescritas para infecciones 

a repetición o recidivas de infección. Estos probióticos se han establecido recientemente 

como un método natural, seguro, económico y alternativo para la protección del tracto 

genital de la mujer adulta (Reid y Burton, 2002; Pérez Leonard, 2007; Rodriguez 

González, 2009; Ruíz y col., 2009; Pascual y col., 2010; Kaewnopparat y col., 2013; 

Castro y col., 2015). 

 Las infecciones a repetición que ocasionan problemas en las mujeres no sólo son 

vaginales sino también urinarias. En un estudio realizado recientemente en nuestro país, el 

53% de las mujeres encuestadas manifestó que tuvo una infección genitourinaria (IU) 

alguna vez, de las cuales el 41,1% tuvo un solo episodio, 19,4% dos episodios, 12,9% tres 

y el resto más de cuatro (Orrego Arnolt y col., 2018). Esta problemática ha llevado a la 

implementación de terapias que restituyan la microbiota normal. Si bien no se ha descripto 

en la bibliografía que los microorganismos probióticos tengan la capacidad de reemplazar 

el uso de antimicrobianos en el tratamiento de infecciones genitales como vaginosis 

bacteriana y vaginitis, se proponen y recomiendan como una estrategia importante para 

prevenir infecciones recurrentes y recidivas de infección, a la vez que permitirían una 

recuperación más rápida del entorno vaginal normal por restitución de la microbiota 

(Álvarez Calatayud y col., 2015; Ma y col., 2017; Mur Pérez y col., 2017).  

 Son varios los mecanismos por los cuales el género Lactobacillus se comporta 

como bioprotector contra microorganismos patógenos cuando coloniza la vagina de la 

mujer, entre los que se encuentran la exclusión competitiva de microorganismos patógenos 

de receptores celulares epiteliales, coagregación con dichos microorganismos patógenos, la 

producción de sustancias antimicrobianas como bacteriocinas, ácidos orgánicos y H2O2, 

inmunorregulación por estimulación de linfocitos y de producción de inmunoglobulina A, 

(Figura 6).  
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Vera Cusme, 2013. 
 

Figura 6. Mecanismos bioprotectores de Lactobacillus spp. cuando coloniza la mucosa vaginal. 

Si bien estos efectos benéficos son numerosos, muchos de ellos se relacionan entre 

sí y se fundamentan en dos mecanismos principales: los intrínsecos de la cepa probiótica, y 

los antagonistas sobre microorganismos patógenos u oportunistas.  

1.4.2.1 Exclusión competitiva y mecanismos de adhesión al epitelio 

 La microbiota vaginal dominada por lactobacilos y el ser humano evolucionan 

simultáneamente, por lo que las especies comensales de la vagina presentan un alto grado 

de adaptación al nicho. Esto muestra así una ventaja en la competencia con otros 

microorganismos cuya colonización sólo ocurriría cuando disminuye notablemente la 

microbiota autóctona protectora (por ejemplo, tras un tratamiento con antibióticos) 

(Álvarez Calatayud y col., 2015). Este efecto de competencia es por los sitios de unión a 

los receptores epiteliales y se denomina exclusión competitiva. En paralelo a este 

mecanismo, también existe un conjunto de fenómenos que dificultan la adhesión de cepas 

patógenas al epitelio y que tienen que ver con las propiedades de superficie celular de los 

lactobacilos: impedimento estérico, autoagregación, hidrofobicidad de superficie, 

producción de biofilm y adhesión intrínseca de los lactobacilos a las células epiteliales. 

 La autoagregación de lactobacilos es un fenómeno en el que las células bacterianas 

se adhieren entre sí. Para que la autoagregación ocurra, deben existir en la superficie 

celular sustancias tensoactivas (Bouridane y col., 2016). A medida que los lactobacilos 

autoagregan, ocurre el fenómeno de adhesión a las células epiteliales vaginales, lo que a su 

vez estimula aún más la autoagregación microbiana y la proliferación para formar 
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microcolonias. En el proceso de adhesión de estos microorganismos están involucrados dos 

mecanismos: uno no-específico y otro específico. El primero depende de las propiedades 

físico-químicas de las bacterias y de la mucosa, lo que origina diferentes tipos de 

interacciones entre ellas. Por ejemplo, el perfil de ácidos grasos de la membrana bacteriana 

determina la hidrofobicidad de superficie celular que, cuando aumenta, está relacionado 

con una mayor fuerza de adhesión al epitelio. El segundo mecanismo involucra la 

interacción o unión de las estructuras externas de la bacteria (adhesinas) a receptores 

específicos del epitelio. Además, los lactobacilos producen y excretan un exopolisacárido 

que fortalece la unión a la superficie, y los microagregados se diferencian entonces en 

biofilms característicos. De esta manera, estas bacterias pueden participar en la 

competencia con microorganismos patógenos por los sitios específicos de adherencia o 

utilizar los nutrientes disponibles, evitando así el ingreso, crecimiento o multiplicación de 

los microorganismos patógenos (Boris y col., 1997, 1998; Ocaña y Nader Macías, 2002; 

Nader Macías y col., 2007; Pascual y col., 2008b; Martín y col., 2012; Malik y col., 2013; 

Leccese Terraf y col., 2014). 

1.4.2.2 Coagregación con microorganismos patógenos 

Algunas cepas de lactobacilos muestran una fuerte adhesión a microorganismos 

patógenos, fenómeno conocido como coagregación. Se ha observado in vitro que esta 

propiedad podría explicar el bloqueo de los mecanismos de adhesión de los 

microorganismos patógenos y la consecuente eliminación de los mismos ayudada por el 

arrastre mecánico del fluido vaginal (Ekmekci y col., 2009). La coagregación es una de las 

propiedades reconocidas a través de la cual los lactobacilos pueden ejercer su actividad 

antimicrobiana y crear un micro-ambiente hostil alrededor del agente patógeno. Por otra 

parte, el fortalecimiento de estas fuerzas de adhesión por aumento en la población de 

lactobacilos resulta en coagregados significativamente más duraderos y se ha visto que la 

adhesión entre las cepas se produce en el mismo instante en que entran en contacto, lo que 

demuestra el potencial de los probióticos para producir un rápido efecto anti-patógeno 

(Boris y col., 1998; Younes y col., 2012; Verdenelli y col., 2014). 

1.4.2.3 Inhibición de la formación de biofilm producido por microorganismos 

patógenos 

 El biofilm producido por microorganismos patógenos genera problemas debido a 
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que son comunidades estructuradas de microorganismos inmersos en una matriz de 

exopolisacáridos y adheridos a una superficie inerte o un tejido vivo, que muestran alta 

resistencia a agentes antibacterianos (Salas Jara y col., 2016). El biofilm confiere 

protección a las células bacterianas y disminuye tanto la eficiencia de los procedimientos 

de limpieza y desinfección de superficies inertes, como la eficiencia en la respuesta del 

sistema inmune o la terapia antimicrobiana cuando se encuentran colonizando tejidos y 

mucosas. Una vez adheridos a la superficie de la célula huésped, los microorganismos 

patógenos inician sus procesos bioquímicos y fisiológicos específicos, incluida la 

proliferación, la secreción de toxinas, la invasión de la célula huésped y la activación de las 

cascadas de señalización de la misma, que resulta finalmente en la aparición de la 

enfermedad. En consecuencia, surge la necesidad de desarrollar nuevas estrategias y 

agentes anti-biofilms que permitan la prevención y el control de la formación de biofilm 

por diversos microorganismos patógenos (Ait Ouali y col., 2014; Rybalchenko y col., 

2015; Surendran y col., 2017; Shokri y col., 2018). 

 Existe abundante bibliografía que describe a muchas cepas de SGB y de S. aureus 

como excelentes formadores de biofilm, lo que está íntimamente relacionado con su 

patogenicidad (Baba y Aydın, 2016; Jiang y col., 2016; Parker y col., 2016; Alonso y col., 

2017; Azara y col., 2017; Figueiredo y col., 2017; Pérez Montarelo y col., 2017). Dicho 

factor de virulencia se encuentra regulado por mecanismos de quorum sensing (QS), que se 

refiere a la comunicación célula a célula entre miembros de una población bacteriana 

mediante la producción de moléculas-señal (Salas Jara y col., 2016; Surendran y col., 

2017). Estas moléculas señal en bacterias Gram negativas se denominan N-acil homoserina 

lactonas (AHLs). A pesar de que existen algunas bacterias Gram positivas que exhiben 

sistemas QS, la naturaleza de las moléculas de señal utilizadas es diferente de las bacterias 

Gram negativas. De hecho, aún no se conoce ninguna bacteria Gram positiva que produzca 

AHL. Los sistemas QS Gram-positivos suelen utilizar pequeñas moléculas-señal de 

naturaleza peptídica que son procesadas post-traduccionalmente, denominadas péptidos 

autoinductores (Lopes y col., 2017). Se ha descripto en algunos trabajos de investigación 

que algunas cepas de Lactobacillus son capaces de producir metabolitos bioactivos con 

propiedades inhibitorias de la formación de biofilm por microorganismos patógenos del 

tracto urogenital humano, lo cual constituye una propiedad benéfica deseada para una cepa 

probiótica (Chapman y col., 2014; Chew y col., 2015b; Rybalchenko y col., 2015). 
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1.4.2.4 Producción de sustancias con actividad antagonista  

Los lactobacilos son capaces de producir diversos metabolitos bioactivos entre los 

que se encuentran los ácidos orgánicos, el peróxido de hidrógeno, biosurfactantes y 

bacteriocinas.  

Ácidos orgánicos 

El pH ácido de la vagina es producido por los productos finales del metabolismo 

fermentativo de los glúcidos, que llevan a cabo las especies del género Lactobacillus. Las 

células vaginales tienden a acumular glucógeno, especialmente durante el período 

comprendido entre la menarca y la menopausia (edad fértil), por lo que se considera que 

este glúcido es la fuente de la que deriva la acidez vaginal. La producción de ácido láctico 

es el principal mecanismo de protección de la mucosa vaginal, lo que hace que el pH de la 

misma sea de 3,8-4,6 y da lugar a ciertas condiciones que resultan ser tóxicas para la 

mayoría de los agentes patógenos (Álvarez Calatayud y col., 2015). Otros ácidos orgánicos 

producidos por los lactobacilos son el ácido fórmico y ácido acético, que en conjunto con 

el ácido láctico disminuyen el pH de medio. Dicho mecanismo de protección de la mucosa 

es muy eficaz, ya que inhibe parcial o totalmente el desarrollo de la mayor parte de las 

bacterias procedentes del tracto digestivo y de las de origen ambiental (Beerepoot y 

Geerlings, 2016). 

Peróxido de hidrógeno 

Algunos lactobacilos, mantenidos en condiciones aeróbicas, liberan cantidades 

relativamente altas de H2O2 al medio ambiente. Este H2O2 es un subproducto de la 

oxidación de hidratos de carbono, y al ser una especie reactiva del oxígeno (ERO), podría 

ser un indicador de la aparición de otras sustancias de este grupo, como el superóxido 

radical (O2
•
), o radical hidroxilo (OH

•
). El efecto bactericida del H2O2 está determinado por 

su alta capacidad de reaccionar sobre lípidos, proteínas y ácidos nucleicos, causando un 

daño celular oxidativo permanente. A pesar de que los lactobacilos no producen la típica 

catalasa que utiliza como cofactor al grupo hemo, poseen otro mecanismo de protección en 

contra de su propio H2O2, basado en la síntesis de una catalasa hexamérica o tetramérica 

que utiliza manganeso, a veces descripta como pseudocatalasa o catalasa/peroxidasa 

(Ramos y col., 2015; Álvarez Calatayud y col., 2015; Leccese Terraf y col., 2017). 
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Biosurfactantes 

Los biosurfactantes microbianos son un grupo de agentes tensoactivos liberados 

extracelularmente  que incrementan la disponibilidad de compuestos orgánicos para la cepa 

productora. Se trata de moléculas anfifílicas de distinta naturaleza, como pueden ser 

glicolípidos, fosfolípidos, lipopéptidos y compuestos poliméricos (Sharma y col., 2014). 

Los biosurfactantes producidos por algunos Lactobacillus spp. inhiben la adherencia 

bacteriana por exclusión competitiva, poseen propiedades antimicrobianas y tienen la 

capacidad de atraer macrófagos, leucocitos, citoquinas y otras defensas del huésped 

(Gudiña y col., 2010; Zakaria Gomaa, 2013; Jiménez Pacheco y Jiménez Pacheco, 2013; 

Satpute y col., 2016). Si bien existe escasa bibliografía que describa aplicaciones de 

biosurfactantes producidos por lactobacilos, Abruzzo y col. (2018) desarrollaron en Italia 

una formulación conteniendo vesículas de un biosurfactante producido por una cepa de L. 

gasseri para el tratamiento de vaginitis. No se han encontrado trabajos científicos que 

describan el potencial uso de biosurfactantes producidos por lactobacilos para el 

tratamiento de infecciones vaginales en Argentina. 

 Bacteriocinas 

Las bacteriocinas son definidas como sustancias antimicrobianas producidas por 

bacterias Gram positivas o Gram negativas, químicamente presentan un núcleo proteico (al 

cual se unen glúcidos, lípidos, ARN, etc.) y cuyo espectro de acción abarca tanto especies 

relacionadas como otras especies no relacionadas filogenéticamente. Se sintetizan en los 

ribosomas aunque algunas requieren una extensa modificación post-traduccional. La 

síntesis de estos compuestos antimicrobianos se lleva a cabo gracias al metabolismo 

secundario de las BAL y son de peso molecular y propiedades bioquímicas variables. El 

mecanismo de acción de las bacteriocinas es complejo, y la acción letal tiene lugar en dos 

fases: primero la bacteriocina se absorbe a receptores específicos en la envoltura celular y 

posteriormente ocurre la destrucción de la integridad de la membrana a través de la 

formación de poros (Figura 7), lo que provoca la salida de compuestos pequeños o altera la 

fuerza motriz de protones necesaria para la producción de energía y síntesis de proteínas o 

ácidos nucleicos (Stern y col., 2006; Martín y col., 2008; Pérez y col., 2014). 
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López y col., 2008. 

Figura 7. Mecanismo de acción de las bacteriocinas en la formación de poros en la membrana de 

células sensibles 

Algunas bacteriocinas producidas por BAL son tolerantes a altas temperaturas, lo 

que les permite mantener su actividad antimicrobiana tras someterlas a temperaturas de 

pasteurización para su utilización en la industria alimenticia. A su vez existen bacteriocinas 

resistentes a pH bajos, como el característico de la mucosa vaginal. Además, no se han 

reportado efectos secundarios ni resistencia bacteriana a las bacteriocinas producidas por 

lactobacilos, lo que resalta la importancia de este compuesto como metabolito 

antimicrobiano. Esto se debe a que además de actuar a muy bajas concentraciones 

(específicamente a nivel nanomolar), las bacteriocinas de las BAL pierden su actividad en 

algunos días y no permanecen activas en el ambiente, por lo que las cepas que se 

encuentren allí tienen pocas probabilidades de desarrollar resistencia (Dobson y col., 2012; 

Wang y col., 2013; Zendo, 2013). Estas características de las bacteriocinas representan una 

serie de ventajas y resaltan la importancia de este compuesto como metabolito 

antimicrobiano ya que, por el contrario, la mayoría de los antibióticos utilizados en 

medicina clínica no resisten altas temperaturas, generan resistencia microbiana y tienen 

actividad en concentraciones más altas (del orden micromolar) (Zendo, 2013). 

Existen estudios referidos a aislamiento y caracterización de bacteriocinas 

producidas por BAL aisladas de vagina que demostraron que las mismas poseían actividad 

antimicrobiana sobre microorganismos patógenos vaginales humanos (Juárez Tomás y 

col., 2002; Pascual y col., 2008a). Dentro de este grupo de bacterias, se ha reportado que 

Bacteriocina 
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existen bacteriocinas producidas por el género Lactobacillus que poseen acción inhibitoria 

sobre una gran diversidad de géneros bacterianos como Prevotella bivia, Ureaplasma 

urealyticum, Mycoplasma hominis, G. vaginalis, Neisseria gonorrhoeae, SGB y 

Pseudomonas aeruginosa (Alpay Karaoğlu y col., 2002; Matu y col., 2010; Daniele y col., 

2011; Ruíz y col., 2012). 

1.5 Antecedentes de las cepas de lactobacilos en estudio: Lactobacillus fermentum L23 

y Lactobacillus rhamnosus L60  

El grupo de investigación del laboratorio de Bacteriología, perteneciente al 

departamento de Microbiología e Inmunología, ha estudiado ampliamente a dos cepas de 

lactobacilos aisladas de humanos, Lactobacillus fermentum L23 y Lactobacillus 

rhamnosus L60, y a partir de numerosos estudios in vitro, in situ e in vivo se han 

caracterizado y clasificado como dos cepas probióticas con fuerte potencial biotecnológico.  

1.5.1 Primeros parámetros estudiados in vitro 

 A partir del aislamiento de las cepas L23 y L60 de vaginas de mujeres sanas en 

edad reproductiva (Pascual 2008a;b), se han realizado numerosos trabajos de investigación 

describiendo las propiedades benéficas y probióticas de estos lactobacilos. 

 La síntesis de metabolitos bioactivos con actividad antimicrobiana es una de las 

propiedades probióticas de gran relevancia encontrada en ambas cepas (Tabla 2). 
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Tabla 2. Sensibilidad de distintas especies bacterianas patógenas a las bacteriocinas L23 y L60 

producidas por los lactobacilos probióticos 

  N° cepas 
Halo de 

inhibición (mm) 

Cepas 

inhibidas (%) 

 

Bacteriocina L23 
    

 

Escherichia coli   100   41   100  

Pseudomonas aeruginosa   30   44   100  

Proteus mirabilis   15   40   100  

Proteus vulgaris   5   38   100  

Klebsiella pneumoniae   10   34   100  

Klebsiella oxytoca   4   30   100  

Enterobacter aerogenes   8   49   100  

Acinetobacter calcoaceticus   3   46   100  

Serratia marcescens   4   54   100  

Staphylococcus epidermidis   15   21   100  

Staphylococcus saprophyticus   6   30   100  

Staphylococcus aureus   15   36   100  

Enterococcus faecalis   8   31   100  

Gardnerella vaginalis   120   32   100  

Candida albicans   30   15   95  

Candida glabrata   8   13   62  

Neisseria gonorrhoeae   26   30   100  

Mycoplasma hominis   29   +   100  

Ureaplasma urealyticum   68   +   100  

     

Bacteriocina L60     

 

Escherichia coli 
 

 98   39   100  

Proteus mirabilis   12   40   100  

Klebsiella pneumoniae   6   36   100  

Enterobacter aerogenes   5   49   100  

Gardnerella vaginalis   8   32   100  

Neisseria gonorrhoeae   3   12   100  

Staphylococcus epidermidis   10   21   100  

Staphylococcus saprophyticus   4   30   100  

Staphylococcus aureus   2   36   100  

Enterococcus faecalis   6   31   100  

Candida albicans   10   20   100  

Candida glabrata   3   0   0  

     

                                                                                             
Pascual y col., 2008a;b 

 

 Se demostró la actividad inhibitoria del crecimiento sobre una amplia gama de 

microorganismos patógenos tales como G. vaginalis, N. gonorrhoeae, U. urealyticum, M. 

hominis, SGB, Enterococcus spp., S. aureus, Listeria monocytogenes, enterobacterias (E. 

coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp. Proteus spp., Serratia spp., Citrobacter spp., 

Acinetobacter spp.), otros bacilos Gram negativos no fermentativos (Pseudomonas spp.) y 

diferentes especies de Candida (Pascual y col., 2006; Ruíz y col., 2009, 2012, 2015; García 
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y col., 2015). Con respecto a esta propiedad antimicrobiana, el grupo de Bacteriología ha 

descripto previamente que los metabolitos bioactivos producidos por ambas cepas de 

lactobacilos se liberan en sus sobrenadantes libres de células (SLCs). A partir de estos 

ensayos, se demostró que la actividad inhibitoria del SLC neutralizado (SLCN) de L23 es 

producida exclusivamente por su bacteriocina L23. En el caso del SLCN de L60, la 

actividad inhibitoria es causada por dos metabolitos, H2O2 y la bacteriocina L60. Cabe 

destacar que ambas bacteriocinas L23 y L60 fueron los principales biometabolitos 

responsables de la actividad antimicrobiana encontrada frente a la variedad de 

microorganismos ensayados (Pascual y col., 2008b; Ruíz y col., 2009, 2015; Daniele y 

col., 2011). A su vez se demostró que los metabolitos bioactivos sintetizados por ambas 

cepas de lactobacilos probióticas presentan una interacción de tipo sinérgica con respecto a 

su actividad antimicrobiana sobre la mayoría de los microorganismos estudiados (Ruíz y 

col., 2009) (Figura 8, Tabla 3). 

 

 

Ruíz y col., 2015 

Figura 8. Interacción sinérgica entre las bacteriocinas L23 y L60 sobre cepas de Neisseria 

gonorrhoeae 

(A) N. gonorrhoeae cepa 1, (B) N. gonorrhoeae cepa 2. 
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Tabla 3. Tipo de interacción entre bacteriocinas producidas por la cepa L23 y la cepa L60 sobre 

microorganismos patógenos 

 N° cepas 
Indiferencia 

(%) 

Antagonismo 

(%) 

Sinergismo 

(%) 

 

Escherichia coli  100   45  -  55  

Klebsiella pneumoniae  8   25  -  75  

Klebsiella oxytoca  10   10  -  90  

Proteus mirabilis  14   64  -  36  

Proteus vulgaris  2   -  -  100  

Enterobacter cloacae  14   7  -  93  

Citrobacter freundii  5   40  -  60  

Serratia marcescens  4   25  -  75  

Acinetobacter baumanii  5   -  -  100  

Pseudomonas aeruginosa  3   -  -  100  

Staphylococcus epidermidis  6   -  -  100  

Staphylococcus saprophyticus  15   20  -  80  

Staphylococcus aureus  4   -  -  100  

Streptococcus agalactiae  2   -  -  100  

Enterococcus faecalis  7   -  -  100  

Neisseria gonorrhoeae  8   -  -  100  

% total de interacciones observadas     31  0  69  

     

Ruíz y col., 2009 

 

La potencial capacidad de las cepas de lactobacilos de adherirse a células epiteliales 

vaginales se estudió preliminarmente utilizando diferentes técnicas in vitro (Pascual y col., 

2004; 2008a;b). En dichos estudios se comprobó no sólo la alta eficacia de estas cepas de 

formar autoagregados macro y microscópicos, sino también su alta hidrofobicidad de 

superficie y su capacidad de formar biofilm. Estas propiedades se encuentran íntimamente 

relacionadas con la fuerza de adhesión bacteriana al epitelio celular, lo cual indicaría la 

capacidad potencial de colonizar el nicho vaginal en terapia preventiva y/o curativa 

(Chapman y col.,  2014). Estos resultados fueron luego demostrados y corroborados 

utilizando técnicas in situ con células vaginales sanas en suspensión. 

La coagregación de los lactobacilos con microorganismos patógenos podría ser otro 

factor importante para mantener la salud vaginal, propiedad que fue demostrada in vitro 

para L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60. Esta característica no sólo impediría la 

adhesión y aceleraría la eliminación del agente patógeno, sino que también produciría un 

área alrededor del mismo donde la concentración de sustancias antimicrobianas producidas 

por los lactobacilos se incrementaría (Pascual y col., 2008b). 

 



Tesis doctoral Mic. Ana Lissa Camilletti  

INTRODUCCIÓN 

 

23 

 

1.5.2 Estudios in situ con células epiteliales vaginales 

En esta etapa de investigación se buscó corroborar los resultados de las técnicas in 

vitro del potencial de adhesión (Figura 9). Las cepas L. fermentum L23 y L. rhamnosus 

L60 fueron capaces de adherirse fuertemente a las células eucariotas en suspensión. 

 

 
Ortiz y col., 2014. 

 
Figura 9. Cepas de lactobacilos probióticas adheridas a células epiteliales vaginales 

 

 (A) L. fermentum L23, (B) L. rhamnosus L60. 

 

Posteriormente, se demostró in situ su antagonismo mediante los ensayos de 

exclusión, competencia y desplazamiento de agentes patógenos como L. monocytogenes, 

SGB y S. aureus empleando células vaginales en suspensión (Ortiz y col., 2014). En los 

ensayos de exclusión y competencia los lactobacilos inhibieron hasta en un 96% la 

adhesión de los tres agentes patógenos ensayados. Los porcentajes de reducción de la 

adhesión en el ensayo de desplazamiento fueron menores, con valores de hasta el 71%, lo 

cual siguió evidenciando el alto potencial de L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 de 

reducir la adherencia de cepas patógenas de vagina. 

1.5.3 Modelos experimentales preclínicos in vivo 

 Para poder demostrar los efectos benéficos in vivo de las cepas en estudio se 

diseñaron modelos experimentales murinos de infección vaginal, donde se demostró no 

sólo la alta capacidad de colonización vaginal de estas cepas L23 y L60, sino también sus 

efectos preventivos y curativos. La mayoría de las cepas de lactobacilos necesitan un 

estado hormonal con ciertos niveles de estrógenos para poder adherirse al epitelio vaginal. 

Resulta de importancia destacar que, a diferencia de la mayor parte de la bibliografía 

consultada, en estos ensayos no fue necesaria la inducción con estrógenos para estimular la 

colonización bacteriana de los lactobacilos, sino que se adhirieron y colonizaron el tejido 
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sin dificultades. Los modelos de infección vaginal fueron realizados utilizando como 

agentes patógenos E. coli, G. vaginalis y SGB, todos de gran importancia en cuadros 

clínicos de infecciones urogenitales en mujeres adultas y/o embarazadas. Estos estudios 

demostraron que los lactobacilos probióticos impidieron la colonización vaginal de estos 

tres microorganismos patógenos ensayados, es decir las cepas L23 y L60 presentaron un 

efecto bactericida (Pascual y col., 2010; Ruíz y col., 2010; Daniele y col., 2014). Es de 

destacar que con una única dosis de lactobacilos (10
6
 UFC/ml) se logró erradicar los 

microorganismos patógenos de la vagina de ratones BALB/c, en comparación con estudios 

realizados por otros autores que necesitaron mayor número de dosis y concentraciones más 

altas de otros lactobacilos en estudio (10
9
 UFC/ml) (Zárate y col., 2009). 

1.6 Formulaciones farmacéuticas  

1.6.1 Composición química 

 Según la Administración Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología 

Médica (ANMAT), un Ingrediente Farmacéutico Activo (IFA) consiste en una sustancia 

química conocida, bien definida, con actividad biológica específica (Farmacopea 

Argentina, 2013). Para estudiar microorganismos probióticos en un medicamento es más 

conveniente utilizar el término Principio Activo, ya que son agentes responsables de más 

de una respuesta biológica, por tratarse de un microorganismo vivo. Reemplazando 

entonces los términos, un principio activo junto con el/los excipiente/s seleccionado/s 

constituyen un medicamento, que según sus características físico-químicas condiciona la 

selección del envase apropiado para contenerlo. Así, se obtiene finalmente un producto 

envasado compuesto por una serie de tres fracciones: principio activo + excipiente/s + 

envase. Para poder estudiar las propiedades del producto, se necesita someterlo a factores 

externos bien definidos (temperatura, luz, oxígeno, humedad, tiempo). Todos estos factores 

influyen en la estabilidad del medicamento y su principio activo, y deben controlarse 

cuidadosamente a lo largo de su formulación, manipulación, almacenamiento y transporte. 

Es importante estudiar la estabilidad del medicamento a través del tiempo para poder 

establecer si mantiene o no sus propiedades y características desde el momento de su 

manufactura hasta su uso (Peng y col., 2015; Abrantes y col., 2016; Atouf, 2016; Irwin y 

col., 2017). 
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1.6.2 Bioformulados farmacéuticos conteniendo Lactobacillus spp. 

1.6.2.1 Antecedentes reportados 

Las primeras investigaciones sobre microorganismos probióticos para su aplicación 

en Urología se remontan a la primera mitad del siglo XX. Los estudios que se han 

reportado se refieren al efecto benéfico de los probióticos para la prevención de las 

infecciones genitourinarias en mujeres. Sin embargo, algunos autores afirman que son 

necesarios más estudios y con mayor número de muestras, para poder considerarlos una 

alternativa terapéutica fiable y efectiva, ya que el número de ensayos clínicos de este tipo 

es escaso hasta la fecha (Jiménez Pacheco y Jiménez Pacheco, 2013). 

Los primeros estudios utilizando formulaciones farmacéuticas conteniendo cepas 

probióticas de Lactobacillus spp. fueron realizados dos décadas atrás. Reid y col. (1992) 

realizaron una terapia conjunta de antibióticos con supositorios vaginales de Lactobacillus 

spp., logrando una erradicación de infecciones agudas y recurrentes pero del tracto urinario 

inferior (UTI) de mujeres. Este fue uno de los primeros estudios clínicos que daba indicios 

de la importancia de la reconstitución de la microbiota para la prevención de recurrencias o 

recidivas de infecciones genitourinarias. Posteriormente, en ciertos países del mundo 

comenzaron a desarrollarse algunas estrategias tecnológicas de formulaciones conteniendo 

lactobacilos: óvulos en doble capa con diferentes propiedades de liberación (Maggi y col., 

2000), bioproductos con distintos ácidos grasos con ciertas propiedades físicas de fusión y 

solidificación (Uehara y col., 2006), utilización de polímeros no citotóxicos como 

excipientes (Rodrigues y col., 2015), entre otros. En los últimos años existe una tendencia 

en la utilización de principios activos liofilizados en conjunto con compuestos derivados o 

no de microorganismos, para lograr combinaciones que permitan mantener la estabilidad 

de las cepas liofilizadas durante el almacenamiento del medicamento (Vera Pingitore y 

col., 2015). Otras investigaciones sugieren la incorporación de sustancias prebióticas en 

conjunto con lactobacilos en los bioformulados (Vitali y col., 2016). Los prebióticos son 

compuestos que estimulan el desarrollo o crecimiento de los microorganismos probióticos, 

para así potenciar su acción benéfica (Davani Davari y col., 2019).  

Recientemente, han sido publicados numerosos trabajos de investigación con 

ensayos in vitro, in situ e in vivo utilizando lactobacilos como posibles candidatos 

probióticos humanos y animales. Sólo algunos de estos trabajos caracterizan 

detalladamente las propiedades benéficas requeridas en un probiótico y, en los casos en 
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que se detecta la presencia de metabolitos bioactivos, pocos describen el tipo de sustancias 

antimicrobianas producidas (Vicariotto y col., 2014; Bouridane y col., 2016; Verdenelli y 

col., 2016; Chervinets y col., 2018; Pan y col., 2017; Prabhurajeshwar y Chandrakanth, 

2017; Santos y col., 2018). Si bien existe bibliografía disponible describiendo soluciones 

alternativas o complementarias al tratamiento con antimicrobianos utilizando cepas de 

lactobacilos, su eficiencia se ha demostrado principalmente para las infecciones urinarias 

agudas o recurrentes, y sigue siendo escaso el desarrollo biotecnológico para la profilaxis y 

terapia de infecciones vaginales (Amin y col., 2017; Foschi y col., 2017; Sessa y col., 

2017; Sánchez y col., 2018). Otras funciones benéficas descriptas cuando los probióticos 

son empleados en patologías ginecológicas y obstétricas se describen en la Tabla 4.  

Tabla 4. Efectos benéficos del empleo de probióticos en patología ginecológica y obstétrica 

 
                                                        Álvarez Calatayud y col. (2015) 

1.6.2.2 Disponibilidad y desarrollo de bioformulados de aplicación vaginal en el 

mundo 

En Argentina sólo se comercializa un medicamento (Lactinex) de aplicación 

vaginal con lactobacilos como reconstituyente de la microbiota, conteniendo L. acidophilus 

y dióxido de silicio y Witepsol S55 como excipientes. También se encuentran disponibles 

en el mercado de Argentina Urosedac Candida, Urosedac Probiotic y Uridon Max como 

reconstituyentes de la microbiota vaginal, pero son medicamentos formulados para 

administración oral.  
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Existen numerosas marcas comerciales extranjeras de óvulos vaginales conteniendo 

cepas probióticas de Lactobacillus, tales son los casos de Lactin-V, Synbio, Normogin, 

AntiCand 30, Muvagyn, Bactocin, Florisia, Ecocillin, Gynoflor, Doberbac, Ginil, 

Lactiflora Fem, Bion Intime, Tropivag, entre muchos otros.  

 Desde el punto de vista industrial, es de primordial interés mantener la mayor 

estabilidad del principio activo de un bioformulado. A su vez, es necesario asegurar un 

recuento de células relativamente constante a través del tiempo de producción y 

almacenamiento del producto hasta su utilización por los consumidores (Vera Pingitore y 

col., 2012). Para asegurar una acción terapéutica efectiva, resulta de primordial interés no 

sólo la viabilidad bacteriana, sino también el mantenimiento de las características 

probióticas y benéficas de los lactobacilos a través de la vida de estante del producto 

(Chervinets y col., 2018; Pessoa y col., 2017). Actualmente, existe un medicamento 

probiótico disponible comercialmente en Estados Unidos e Italia llamado VSL#3, que en 

su composición contiene la mezcla de múltiples cepas de bifidobacterias y lactobacilos con 

propiedades benéficas. Sin embargo, se ha evidenciado que la mezcla disponible 

comercialmente en Italia tiene problemas biotecnológicos con respecto a la original 

patentada en Estados Unidos, ya que se ha detectado que la primera contiene un porcentaje 

mucho menor de bacterias viables (Cinque y col., 2016; Trinchieri y col., 2017). Esta 

evidencia científica recalca la necesidad de estudiar el proceso de producción de masa 

bacteriana y posterior demostración del número de células viables en el período de estante 

del medicamento, ya que se trata de un producto conteniendo células vivas (Mathaes y col., 

2018).  

 Para desarrollar un producto biofarmacéutico conteniendo el microorganismo de 

interés, la biomasa a utilizar puede ser líquida (almacenados refrigerados), congelada 

(almacenados a diferentes temperaturas bajo cero) o liofilizada. A diferencia de los 

medicamentos convencionales, los productos biofarmacéuticos de nueva generación a 

menudo requieren la liofilización del principio activo para garantizar la estabilidad de 

almacenamiento durante el tiempo de vida útil (Mathaes y col., 2018). La tecnología de 

liofilización de microorganismos vivos tiene como objetivo remover el agua celular para 

inactivarlos reversiblemente y así facilitar su almacenamiento (Wessman y col., 2013). Sin 

embargo, durante la producción de cultivos por fermentación, concentración y posterior 

liofilización, las células se someten a tensiones que pueden inducir autolisis, lo que podría 

explicar por qué algunos microorganismos muestran baja supervivencia a la liofilización 



Tesis doctoral Mic. Ana Lissa Camilletti  

INTRODUCCIÓN 

 

28 

 

(Koch y col., 2008; Peiren y col., 2015). Esto se debe a que el proceso de liofilización es 

crítico para asegurar la crioestabilidad de los microorganismos, ya que el secado en frío 

con vacío puede inducir severos daños estructurales y lisis de las células. La temperatura 

del material congelado debe aumentarse cuidadosamente a través de un gradiente 

prolongado de tiempo. El objetivo es obtener una sublimación altamente eficaz ayudada 

por vacío, para obtener la supervivencia celular máxima (Shao y col., 2014). El 

congelamiento y la liofilización son metodologías que se utilizan comúnmente en la 

conservación y el almacenamiento de BAL para la producción de cultivos iniciadores 

concentrados con aplicación en la industria alimentaria (Mäyra Mäkinen y Bigret, 1998). 

En los últimos años, se han reportado trabajos sobre la liofilización de microorganismos 

aislados de otros nichos ecológicos, como la vagina, para aplicaciones farmacéuticas 

(Juárez Tomás y col., 2004; Ampatzoglou y col., 2010; Borges y col., 2013; Dhewa y col., 

2014). 

 Existe una tendencia a utilizar compuestos para formar matrices protectoras, las 

cuales promueven la supervivencia a bajas temperaturas mediante la estabilización de los 

constituyentes de la membrana celular y la formación de un revestimiento protector que se 

intercala entre las células bacterianas (Borges y col., 2013). Para poder asegurar una alta 

tasa de recuperación de células viables en algunos casos es necesario utilizar, además, 

sustancias crioprotectoras (Dhewa y col., 2014). En base a esto, se ha demostrado que la 

leche descremada funciona excelentemente como matriz, aunque en muchos casos resulta 

indispensable utilizar además crio y lioprotectores como glicerina, dimetilsulfóxido, 

extracto de malta,  trehalosa, manitol, glutamato de sodio, inulina, sucrosa, sacarosa, 

lactosa, entre otros (Maggi y col., 2000; Zárate y Nader-Macias, 2006b; Otero y col., 2007; 

Koch y col., 2008; Tsuda y col., 2011; Vera Pingitore y col., 2012; Dhewa y col., 2014; 

Juárez Tomás y col., 2015; Romano y col., 2016; Vitali y col., 2016). 

1.6.2.3 Estudios físico químicos y reológicos  

 Además del estudio de las características del principio activo en un producto 

farmacéutico, resulta importante analizar las propiedades de la matriz o excipientes que lo 

protegen y contienen. Esto se debe a que son los responsables de las propiedades físico-

químicas del medicamento y por ende condicionan procesos como la absorción, 

distribución, fundición, con su consecuente respuesta biológica. El área de estudio que 
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correlaciona las propiedades físicas, químicas y biológicas aplicadas a los fármacos, las 

formulaciones y su acción se denomina biofarmacia (González Andrade, 2017).  

 Existe abundante bibliografía disponible que informa los resultados de estudios 

destinados al análisis del comportamiento reológico de formulaciones farmacéuticas. Esto 

es, el estudio de la deformación y el fluir de los materiales (propiedades mecánicas). 

Analizar este tipo de comportamientos permite predecir si la fluidez de las formulaciones 

facilita o no su administración y contacto con la mucosa vaginal (Dos Santos Ramos y col., 

2015, 2016). Otro tipo de estudios aplicables a estos bioproductos son los del tipo físico 

químico como absorción de agua, peso, consistencia, adhesión al mucus, estudios de 

textura y gravimétricos, entre otros (Sanz y col., 2018). Para realizar este tipo de estudios 

existe una opción muy utilizada por distintos autores, que consiste en utilizar fluido 

vaginal simulado para analizar el comportamiento físico químico de los 

bioformulados, imitando bajo condiciones in vitro el microambiente vaginal de una 

mujer sana (Vitali y col., 2016; Sanz y col., 2018). 
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CAPÍTULO 2: HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

2.1. Hipótesis 

 Las diferentes formulaciones farmacéuticas mantienen viables y constante el 

número de lactobacilos probióticos. 

 Los lactobacilos mantienen sus propiedades antimicrobianas y benéficas en los 

óvulos a través del tiempo. 

2.2. Objetivo general 

 Desarrollar diferentes formulaciones farmacéuticas conteniendo dos cepas de 

lactobacilos probióticas y ensayar sus propiedades biológicas posformulado.  

2.3. Objetivos específicos 

 Elaborar diferentes formulaciones farmacéuticas con cada una de las cepas de L. 

fermentum y L. rhamnosus con características probióticas. 

 Estudiar diferentes formulaciones farmacéuticas con la mezcla de las cepas de 

lactobacilos probióticos en cada formulación farmacéutica. 

 Estudiar en el tiempo la viabilidad y la concentración de las cepas de lactobacilos 

probióticos en cada formulación farmacéutica. 

 Evaluar la actividad antimicrobiana de los lactobacilos a través del tiempo en las 

diferentes formulaciones farmacéuticas. 

 Estudiar in vitro la preservación de las propiedades benéficas de los lactobacilos en 

las formulaciones farmacéuticas. 

 Evaluar el efecto probiótico de los lactobacilos sobre la adherencia de bacterias 

patógenas mediante los ensayos de exclusión, competencia y desplazamiento 

microbiano en las formulaciones a través del tiempo. 

 Medir in vitro la capacidad de producir biofilm de las cepas probióticas a través 

del tiempo en las distintas formulaciones. 

 Estudiar in vitro la conservación de la capacidad de los probióticos presentes en las 

preparaciones farmacéuticas de inhibir la formación de biofilms por los 

microorganismos patógenos. 

 Evaluar los resultados y analizar los mismos estadísticamente. 
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CAPÍTULO 3: METODOLOGÍA 

3.1 Cepas utilizadas y medios de cultivo 

 Se utilizaron dos cepas de lactobacilos productoras de bacteriocinas aisladas de 

vagina de mujeres sanas en edad reproductiva: L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60. En 

numerosos trabajos previos las cepas fueron estudiadas y posteriormente seleccionadas por 

sus características probióticas. En dichos estudios fue demostrado que L. fermentum L23 y 

L. rhamnosus L60 sintetizan ácidos orgánicos, y que L. rhamnosus L60 produce, además, 

H2O2. Las bacteriocinas producidas por estas cepas fueron caracterizadas y purificadas 

(Pascual, 2004; Pascual y col., 2006, 2008a,b). La identidad de estas cepas fue confirmada 

en una primera instancia mediante la utilización del sistema de galerías API 50 CH 

(bioMérieux®) de identificación de lectura automatizada (Ruíz y col., 2009). Este último 

sistema consta de 49 azúcares, que permiten identificar al microorganismo mediante el 

estudio de la fermentación de carbohidratos y sus derivados heterósidos, polialcoholes y 

ácidos urónicos. La bacteria aislada a identificar con este sistema es suspendida en el 

medio API 50 CHL, llenando cada una de las 49 cápsulas de la galería. Algunos 

carbohidratos y derivados contenidos en la galería son: Erytriol, L-Xilosa, D-Adonitol, 

Dulcitol, Inositol, Inulina, D-Rafinosa, Xilitol, D-Lixosa, D-Fructosa, D-Arabitol, L-

Arabitol. Por otra parte, se realizó la secuenciación del gen 16S del ARNr de ambas cepas 

de lactobacilos, y las secuencias se registraron en GenBank bajo los números de acceso 

GQ455406.1 y EF495247.1 para L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60, respectivamente. 

 Como medio de cultivo para el aislamiento de los lactobacilos se utilizó agar MRS 

de Britania®, y fueron incubados en microaerofilia (5% de CO2) a 37ºC, durante 18 h. A 

las colonias aisladas se les realizó tinción de Gram. Para confirmar la identificación a nivel 

de género se realizaron las pruebas bioquímicas sugeridas en el Manual Bergey de 

Bacteriología Sistemática (Vos y col., 2009). 

 En las experiencias del presente trabajo se utilizaron como microorganismos 

patógenos indicadores a E. coli, S. aureus 168 (Sa168) y SGB 6. Como medio de cultivo 

para su aislamiento se utilizó agar o caldo tripticasa soya (ATS y CTS, respectivamente) de 

Britania®, y fueron incubados en atmósfera aeróbica a 37°C, durante 18 h. A las colonias 

aisladas se les realizó la tinción de Gram. 
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3.2 Conservación de las cepas 

La conservación de las cepas de lactobacilos se realizó cultivando las cepas L23 y 

L60 en caldo MRS (18h, 37ºC, 5% CO2). Pasado ese tiempo se adicionó a los caldos 30% 

de glicerina estéril y fueron conservados a -20ºC.  

 Para la conservación de las cepas de microorganismos indicadores E. coli, S. aureus 

y SGB se utilizó CTS y se incubó a 37ºC durante 18 h, en aerobiosis. Los caldos fueron 

adicionados con 30% de glicerina estéril como crioprotector y conservados a -20ºC. 

3.3 Preparación de suspensiones de lactobacilos en glicerina   

 Previo al diseño de las formulaciones farmacéuticas fue necesario comprobar el 

efecto de la glicerina sobre la viabilidad de los lactobacilos a través del tiempo, para así 

seleccionar aquellas concentraciones que no resultaran perjudiciales para dicho parámetro. 

Se realizaron suspensiones de cultivos de las cepas L23 y L60 en distintas concentraciones 

de glicerina. Para ello, las cepas de lactobacilos se inocularon en caldos estériles de MRS y 

se los incubó 24 h a 37ºC en microaerofilia. Estos cultivos se utilizaron para ajustar la 

turbidez al tubo 1 de la escala de Mc Farland, y a estas suspensiones se le agregó glicerina 

estéril en distintas cantidades para obtener diferentes concentraciones finales (Tabla 5). Las 

suspensiones se almacenaron a 4ºC y se efectuó el control de viabilidad por la técnica de 

estrías por agotamiento cada 20 días, durante 60 días. A partir de esta experiencia, se 

estableció un rango de concentraciones en las que se consideró que la glicerina no ejercía 

efectos tóxicos rápidos (60 días) sobre los lactobacilos. Estas concentraciones fueron las 

seleccionadas para diseñar la composición de las formulaciones farmacéuticas. 
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Tabla 5. Suspensiones de L. fermentum L23 o L. rhamnosus L60 en glicerina 

Cultivo de lactobacilos (ml) Glicerina (ml) Glicerina (% v/v) 

3,0 12,0 80 

4,5 10,5 70 

6,0 9,0 60 

7,5 7,5 50 

9,0 6,0 40 

10,5 4,5 30 

12,6 2,4 16 

3.4 Diseño, elaboración y caracterización físico química de los óvulos vaginales 

3.4.1 Obtención de la biomasa bacteriana 

Se preparó un inóculo de cada cepa de lactobacilos conservadas a -20ºC y se estrió 

por agotamiento en agar MRS (pH 5,5) para su aislamiento. Se incubó durante 18 h a 37ºC 

con una atmósfera de 5% de CO2 y a las colonias obtenidas se les realizó tinción de Gram. 

Posteriormente, se realizaron tres cultivos sucesivos de 2 ml, 4 ml y 20 ml de caldo MRS a 

pH 5,5, respectivamente, para obtener abundante masa bacteriana (Juárez Tomás y col. 

2015; Vera Pingitore y col., 2015), incubándose en las mismas condiciones. A 

continuación, los cultivos del tercer repique fueron centrifugados durante 20 min a 3000 

rpm, se descartaron los sobrenadantes y los sedimentos bacterianos fueron recuperados en 

tubos estériles. Algunos sedimentos fueron utilizados para realizar las formulaciones que 

poseían como principio activo a los lactobacilos como cultivo fresco. Los sedimentos que 

serían utilizados para realizar las formulaciones conteniendo los lactobacilos liofilizados 

fueron resuspendidos en leche descremada estéril al 10% o bien en leche al 10% y lactosa 

al 10%, en ampollas de vidrio (Maggi y col., 2000; Shao y col., 2014; Rodrigues y col., 

2015). Las ampollas fueron guardadas a -20ºC, luego a -80ºC y posteriormente fueron 

liofilizadas; ambos procesos de refrigeración y secado se realizaron durante 24 h cada uno 

(Shao y col., 2014). El liofilizado obtenido fue conservado a 4°C al resguardo de la luz y 
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humedad hasta su utilización (Dhewa y col., 2014; Rodrigues y col., 2015; Camilletti y 

col., 2018).  

3.4.2 Diseño y composición de las formulaciones farmacéuticas 

Para cada formulación se realizaron óvulos conteniendo como principio activo a la 

cepa L23, L60 o la mezcla 1:1 de ambas (Tabla 6). Los excipientes de cada preparación 

farmacéutica eran de calidad especificada por la Farmacopea Argentina y se describen en 

detalle y concentración en la Tabla 7 (Zárate y col., 2005; Zárate y Nader-Macias, 2006b). 

Cada formulación estaba constituida por el principio activo (lactobacilos), por 

componentes base que le dan el soporte (glicerina y gelatina) y por otros excipientes 

variados que definieron los distintos formulados. Se trabajó con 16 formulaciones 

diferentes, que se designaron con la letra F y un número. Algunas de ellas se nombraron 

con el símbolo “prima” (’), para señalar la diferencia de la suspensión a ser liofilizada, 

pero no la composición de la formulación farmacéutica. Por ejemplo, la F8 contenía la 

misma base y excipientes que la F8’, con la diferencia que la primera fue elaborada con los 

lactobacilos liofilizados en leche 10%, mientras que la segunda con los lactobacilos 

liofilizados en leche 10% + lactosa 10%. A su vez, en las formulaciones correspondientes, 

los lactobacilos se liofilizaron durante 24 h; a excepción de la F5 cuyos lactobacilos se 

liofilizaron por 48 h. 

 

Tabla 6. Principios activos estudiados en cada formulación farmacéutica 

 
 

Formulaciones 

 1 2 3 4 5 6 7 8 8’ 9 9’ 10 11 11’ 12 13 

L23 x x x x x x x x x x x x x x x x 

L60 x x x x x x x x x x x x x x x x 

L23:L60         x  x    x x 
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Tabla 7. Composición química de las formulaciones farmacéuticas en forma de óvulos vaginales 

 

Principio activo 
(Lactobacillus) 

Excipientes 

Cultivo 
fresco 

Liofilizado Base Otros 

Leche Lactosa Glicerina Gelatina Leche Lactosa Tween 80 Ácido ascórbico Manitol Glutamato 

10% 10% 50% 30% 16% 9,5% 11,8% 1,5% 2,5% 10% 0,5% 0,5% 2% 2,5% 4% 4% 

F1 x 
  

x 
  

x 
          

F2 x 
   

x 
  

x 
         

F3 x 
    

x 
 

x 
         

F4 
 

x 
   

x 
 

x 
         

F5 
 

x 
   

x 
 

x 
         

F6 
 

x 
   

x 
 

x x x 
       

F7 
 

x 
   

x 
 

x x x 
 

x 
     

F8 
 

x 
   

x 
 

x x x 
  

x 
    

F8’ 
 

x x 
  

x 
 

x x x 
  

x 
    

F9 
 

x 
   

x 
 

x x x 
   

x 
   

F9’ 
 

x x 
  

x 
 

x x x 
   

x 
   

F10 
 

x 
   

x 
 

x x x 
    

x 
  

F11 
 

x 
   

x 
 

x x x 
     

x 
 

F11’ 
 

x x 
  

x 
 

x x x 
     

x 
 

F12 
 

x x 
  

x 
 

x x 
 

x 
 

x 
    

F13 
 

x x 
  

x 
 

x 
 

x 
  

x 
   

x 
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3.4.3 Elaboración de los óvulos vaginales 

El proceso de elaboración de los óvulos con probióticos reconstituyentes de la 

microbiota vaginal se llevó a cabo bajo condiciones que garantizaran la calidad del 

producto. Para la preparación de los óvulos se utilizó el método de fusión (Kaewsrichan y 

col., 2007; Kaewnopparat y Kaewnopparat, 2009; Rodrigues y col., 2015). Esta 

metodología consistió en fundir los excipientes y disolver en estos el principio activo para 

después solidificar la masa en los moldes. Como diluyente para la base y excipientes se 

utilizó agua destilada a 100°C, a la que se le agregó en fina lluvia la gelatina, con el 

objetivo de evitar la formación de grumos. A continuación, se disminuyó la temperatura a 

65 ºC y se procedió a agregar uno a uno y lentamente los diferentes excipientes según la 

composición de cada formulación, homogeneizando constantemente. Se esterilizó la 

mezcla (base + excipientes) en autoclave a vapor fluente (100ºC) durante 30 min. Las 

soluciones obtenidas se mantuvieron a 38-40°C y se agregó el sedimento de lactobacilos o 

el polvo liofilizado según correspondiera. Se mezcló hasta obtener una solución 

homogénea, se procedió al envasado de las formulaciones en los porta-óvulos de plástico 

previamente pincelados con vaselina líquida estéril y se verificó la uniformidad de 

contenido comprobando que no se englobaran burbujas de aire. A su vez, a todos los 

óvulos obtenidos se les determinaron ciertas características preliminares macroscópicas 

adaptadas de Pereira y col. (2011) y Sanz y col. (2018): color, aspecto, textura de la 

superficie y consistencia. Las formulaciones obtenidas se conservaron a 4°C al resguardo 

de la luz y humedad hasta el momento de su procesamiento. 

3.5 Estudio de viabilidad de los lactobacilos en las formulaciones farmacéuticas 

 Las preparaciones farmacéuticas en óvulos almacenados a 4ºC fueron examinados 

desde el tiempo cero de producción y cada 30 días, con el fin de establecer su viabilidad a 

través del tiempo (Rodrigues y col., 2015; Vitali y col., 2016). A su vez se evaluó el efecto 

de la liofilización sobre la viabilidad de las cepas, realizando el recuento de células viables 

en el momento previo y posterior al proceso de secado (Juárez Tomás y col., 2015; Vera 

Pingitore y col., 2015). 

Para el recuento total de lactobacilos se utilizó el método de dilución en placas por 

triplicado sobre agar MRS (Maggi y col., 2000; Jiménez Pranteda y col., 2012). El método 

consistió en disolver 0,2 g de óvulo en 1,8 ml de solución fisiológica (NaCl 0,85%). A 
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continuación, se efectuaron diluciones seriadas y se sembró 100 µl en la superficie de 

placas de agar MRS con espátula de Drigalsky. Se incubaron las placas en microaerofilia 

durante 24 h, a 37ºC. Finalmente se realizó el recuento de UFC/ml y los resultados fueron 

transformados a sus respectivos log UFC/ml (límite de detección< 3x10
2 

UFC/ml). Si bien 

algunos recuentos se encontraron por debajo del límite de detección de esta técnica, se 

tuvieron en cuenta de todas maneras a los fines de identificar si las cepas aun mantenían su 

viabilidad en los bioformulados. 

3.6 Estudio de las propiedades benéficas de superficie relacionadas a la adhesión 

celular 

3.6.1 Ensayo de producción de biofilm por las cepas probióticas 

Para evaluar si las cepas contenidas en los óvulos mantenían la capacidad de 

producción de biofilm en el tiempo, se procedió a examinarlas cada 90 días. Se empleó el 

ensayo cuantitativo en tubo modificado utilizando el método de tinción con cristal violeta 

(Terraf y col., 2012; Ramos y col., 2015; Fuochi y col., 2019). El método consistió en 

pesar 0,5 g de cada óvulo y realizar con él un cultivo overnight en caldo MRS (18 h, 37 ºC, 

microaerofilia). Los cultivos obtenidos se ajustaron a la turbidez correspondiente al tubo 1 

de la escala de Mc Farland. Alícuotas de 200 µl fueron transferidos a tubos de hemólisis 

estériles y se incubaron a 37ºC en microaerofilia durante 6 h. Una vez finalizado el período 

de incubación, se descartó el medio de cultivo y se adicionaron 25 µl de cristal violeta al 

1% agitando suavemente, dejándolo actuar 15 min a temperatura ambiente. A 

continuación, se quitó el excedente de colorante con 4 lavados con 200 µl de buffer fosfato 

salino (PBS), para remover las células no adheridas al fondo del tubo y quitar el exceso de 

colorante. Se dejaron secar los tubos a temperatura ambiente durante 15 min. Pasado este 

tiempo, el colorante adherido al biofilm en las paredes del tubo se extrajo con dos lavados 

de 200 µl de alcohol etílico y se traspasó a otro tubo conteniendo 1,2 ml de alcohol etílico. 

Se midió DO a 540 nm en espectrofotómetro UV. El proceso se realizó utilizando como 

control negativo caldo de cultivo estéril. Las cepas se clasificaron en altamente productoras 

de biofilm (DO mayor a 0,5), productoras (DO entre 0,5 y 0,1) y escasamente productoras 

(DO menor de 0,1). 
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3.6.2 Detección de la autoagregación in vitro de lactobacilos  

La determinación in vitro de la capacidad autoagregativa de las cepas probióticas 

aisladas de los óvulos vaginales es de gran relevancia, ya que es una de las propiedades 

que permite predecir cualitativamente su potencial para tapizar rápidamente el epitelio 

vaginal cuando son administradas en el huésped. Dicha determinación se realizó por el 

método cualitativo y por el método cuantitativo. Para el primero, se tomó una alícuota de 

0,2 g de cada óvulo, se inoculó en caldo MRS y se incubó 18 h a 37ºC, en microaerofilia. 

Los caldos se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min y se resuspendieron en PBS estéril 

(pH 6,2) hasta una concentración final de 5x10
9
 UFC/ml. Del fondo del tubo se tomó una 

gota y se la colocó en un portaobjetos. Se realizó en una primera instancia una observación 

macroscópica, evidenciando o no la formación de autoagregados visibles, y a continuación 

se observó microscópicamente. El test de autoagregación se consideró positivo cuando se 

observó la formación de gránulos finos (Andreu y col., 1995; Pascual y col., 2008b; 

Kaewnopparat y col., 2013). Para el método cuantitativo se utilizó la técnica descripta por 

Abdulla y col. (2014), modificada. Se tomó una alícuota de 0,2 g de cada óvulo que se 

inocularon en caldos MRS y fueron incubados 24 h a 37ºC, en microaerofilia. Los caldos 

se centrifugaron a 8000 rpm durante 20 min a 4ºC, y se lavaron dos veces con PBS estéril. 

Se resuspendieron las células en PBS hasta una concentración final de 10
8
 UFC/ml, y se 

traspasaron 4 ml de cada suspensión a tubos de hemólisis estériles. Se vorterearon las 

suspensiones durante 10 segundos y se incubó a temperatura ambiente durante 5 h. Se 

tomaron muestras de la superficie de los tubos a las 0, 2 y 5 h y se midió la absorbancia a 

600 nm en espectrofotómetro de luz UV. Los cálculos se realizaron utilizando la siguiente 

fórmula: 

                    
  

  
      

Donde At es la absorbancia a cada tiempo de toma de muestra, y A0 es la 

absorbancia a tiempo cero (Ocaña y Nader-Macías, 2002; Leccese Terraf y col., 2014). 

3.6.3 Evaluación cualitativa de la hidrofobicidad de superficie  

Esta propiedad fue estudiada utilizando el test de agregación salina (SAT), 

empleando un cultivo en caldo MRS de 18 h de las cepas aisladas de los óvulos. Luego del 

periodo de incubación, los microorganismos se centrifugaron a 4000 rpm durante 20 min 

se lavaron con PBS estéril (pH 6,8) y fueron resuspendidos en el mismo a una 
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concentración de 5x10
9
 UFC/ml. Se realizaron soluciones (4, 2, 1,5 y 0,5 mol/l) de sulfato 

de amonio (SO4(NH4)2) que fueron mezcladas con igual volumen de las suspensiones 

bacterianas sobre un portaobjetos. Se definió al valor SAT como la mayor dilución que 

producía la agregación de microorganismos. Se determinó si las cepas aisladas de los 

óvulos poseían alta hidrofobicidad de superficie (SAT<0,9 mol/L), intermedia 

hidrofobicidad de superficie (SAT 0,9-1,5 mol/L) o si eran hidrofílicas (SAT> 1,5 mol/L) a 

través del tiempo de almacenamiento de los óvulos (Andreu y col., 1995; Pascual y col., 

2008b; Kaewnopparat y col., 2013; do Carmo y col., 2016). 

3.7 Actividad antagonista de los lactobacilos sobre microorganismos patógenos 

3.7.1 Ensayo de coagregación de los lactobacilos con E. coli y S. aureus  

Se realizaron cultivos overnight de todas las cepas utilizadas en este ensayo. Los 

lactobacilos aislados de los óvulos se cultivaron en caldo MRS y las cepas de E. coli y S. 

aureus en CTS. Para el método cualitativo, los cultivos se centrifugaron 10 min a 3000 

rpm y los sedimentos bacterianos se resuspendieron en PBS estéril hasta una concentración 

de 10
9
 UFC/ml. Se realizaron mezclas de 4 ml conteniendo igual volumen de lactobacilos 

y microorganismo patógeno (2ml:2ml), se incubó a 37ºC durante 4 h a 100 rpm. La 

presencia de coagregados se determinó microscópicamente realizando la coloración de 

Gram de gotas obtenidas del fondo de los tubos y colocadas en portaobjetos. Se consideró 

como coagregación positiva cuando las células de las cepas en estudio se encontraran muy 

próximas a los microorganismos patógenos y coagregación negativa cuando ambos 

microorganismos se observaran libremente (Reid y col., 1990; Pascual y col., 2008b). Para 

el método cuantitativo las suspensiones bacterianas se realizaron de la misma forma, y 

volúmenes iguales (2 ml) de cada cepa de BAL y de cada microorganismo patógeno se 

mezclaron en vórtex durante 10 segundos. Los ensayos controles se realizaron con tubos 

conteniendo 4 ml de cada suspensión bacteriana por separado. Se incubaron los tubos 

durante 5 h a temperatura ambiente y a continuación se tomaron muestras de la superficie 

de cada mezcla para realizar la lectura de absorbancia a 600 nm en espectrofotómetro de 

luz UV. Los cálculos se realizaron aplicando la siguiente fórmula: 

 

                   
       

(
     

 )
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Donde Ax y Ay representan la absorbancia de la cepa X e Y en su respectivo tubo 

control y A(x+y) es la absorbancia del tubo mezcla de las cepas X-Y (Keller y col., 2011; 

Abdulla y col., 2014). 

3.7.2 Detección de la actividad antimicrobiana de L. fermentum y L. rhamnosus  

Para evaluar la actividad antimicrobiana de los lactobacilos contenidos en las 

distintas formulaciones se utilizó como control una cepa de E. coli sensible a las 

bacteriocinas de cada cepa. Para su cultivo se utilizó el medio agar tripticasa soya (ATS) 

de Britania®. La detección de actividad antimicrobiana de los lactobacilos se realizó por la 

técnica de estrías cruzadas y/o por la técnica de difusión en pozos (Pascual y col., 2008b).  

3.7.2.1 Técnica de estrías cruzadas 

Un taco de 0,5 g de óvulo se dejó disolver en forma de estría central sobre la 

superficie de una placa de agar MRS. Se incubó a 37ºC en microaerofilia durante 18 h. El 

cultivo de la cepa se esterilizó por exposición a vapores de cloroformo durante 20 min. 

Posteriormente se sembró en línea perpendicular la cepa de E. coli sensible cultivada 

previamente en caldo CTS durante 24 h a 37ºC en aerobiosis. Se incubó 18 h a 37ºC y se 

midió el diámetro de los halos de inhibición de crecimiento bacteriano (Pascual y col., 

2008b; Barberis y col., 2003). 

3.7.2.2 Técnica de difusión en pozos 

Para realizar esta experiencia se debió obtener en una primera etapa el sobrenadante 

libre de células (SLC) de las cepas de L23 y L60 contenidas en los óvulos. Luego, se 

realizó el estudio de actividad antimicrobiana sobre E. coli para comprobar si los 

sobrenadantes mantenían dicha propiedad (Pascual y col., 2008b). 

 Obtención del sobrenadante libre de células 

Se tomaron dos tacos de 0,5 g de los óvulos, los cuales se inocularon en 2 ml de 

caldo MRS y se incubaron 18 h a 37ºC en atmósfera húmeda y en microaerofilia (5% 

CO2). Luego se colocó 0,5 ml del cultivo en 9,5 ml de caldo MRS (5% v/v), y se incubó en 

las mismas condiciones. Para la obtención del sobrenadante libre de células se 

centrifugaron los cultivos a 7.500 rpm a 4ºC, durante 20 min. El SLC obtenido se fraccionó 

en viales estériles, se expuso a vapores de cloroformo durante 20 min y fue refrigerado a 4º 

C hasta su procesamiento.  
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 Ensayo de actividad antimicrobiana por la técnica de difusión en pozos 

 Para realizar esta técnica se utilizó un cultivo de E. coli sensible en CTS con una 

densidad óptica correspondiente al tubo 0,5 de la escala de Mc Farland con el que se 

sembró homogéneamente la superficie de una placa de agar Müller Hinton. A 

continuación, se realizaron pozos de 7 mm en el agar. Los mismos fueron inoculados con 

100 µl de SLC de cada una de las cepas de lactobacilos presentes en las formulaciones 

farmacéuticas. A determinados sobrenadantes previamente seleccionados se les agregó 

hidróxido de sodio 1N hasta pH 6 (SLC neutralizados (SLCN)), para neutralizar los ácidos 

orgánicos producidos por las cepas L23 y L60 y así evaluar sólo la actividad 

antimicrobiana de sus correspondientes bacteriocinas. Las placas fueron incubadas durante 

18 h a 37ºC en aerobiosis y posteriormente se midieron los halos de inhibición del 

crecimiento de las colonias de E. coli. Además, se calculó la actividad antimicrobiana 

relativa de los biometabolitos activos según las siguientes fórmulas: 

 

                                
                 

        
      

 

                                 
        

        
      

3.7.3 Evaluación de la actividad inhibitoria de los sobrenadantes puros y 

neutralizados de los lactobacilos aislados de los óvulos sobre la producción de biofilm 

de microorganismos patógenos 

 Se realizaron cultivos de SGB y de S. aureus en CTS, incubados a 37ºC en 

aerobiosis durante 18 h. Se ajustaron las suspensiones de microorganismos al tubo 0,5 de 

Mc Farland utilizando CTS estéril. La obtención de los sobrenadantes libres de células 

puros (SLC) y neutralizados (SLCN) de las cepas probióticas aisladas de los óvulos se 

realizó siguiendo la técnica detallada anteriormente. Para evaluar el efecto de las 

sustancias antimicrobianas sobre la producción de biofilm de las cepas patógenas, 100 

μl del microorganismo correspondiente se mezclaron con 100 μl del SLC o SLCN de 

las cepas de lactobacilos, inoculando celdillas de una placa de microtitulación estéril 

de 96 pocillos. Como controles negativos se utilizaron el medio de cultivo sin inocular 

y los sobrenadantes libres de células, mientras que cultivos de los microorganismos 

patógenos fueron utilizados como controles positivos. Se incubó la placa de 
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microtitulación durante 24 h a 37ºC, y se reveló utilizando la técnica de tinción con 

cristal violeta descripta previamente. A continuación, se analizó la DO a 540 nm 

utilizando un lector de ELISA y se expresaron los resultados en porcentaje de 

inhibición de la producción de biofilm utilizando como referencia la DO promedio 

obtenida de los controles positivos. Este ensayo se realizó cada 180 días de 

almacenamiento de los óvulos a 4°C (Pérez Ibarreche y col., 2014; Ramos y col., 2015; 

Shokri y col., 2018; Pino y col., 2019). 

3.8 Ensayos in vitro utilizando fluido vaginal simulado  

3.8.1 Preparación del fluido vaginal simulado 

 El fluido vaginal simulado (FVS) fue preparado siguiendo la metodología 

original de Owen y Kazt (1999) y utilizada luego por numerosos autores (Juárez 

Tomás y col., 2015; Dos Santos Ramos y col., 2015, 2016; Vitali y col., 2016; 

Sánchez y col., 2018). La composición cuali y cuantitativa para un litro de FVS fue la 

siguiente: NaCl 3,51 g, KOH 1,40 g, Ca(OH)2 0,222 g, albúmina sérica bovina (ASB) 

0,018 g, ácido láctico 2 g, ácido acético 1 g, glicerol 0,16 g, urea 0,4 g, glucosa 5 g, 

pH final 4,2. El FVS se utilizó para realizar los estudios de absorción de agua y 

liberación in vitro de lactobacilos de los óvulos vaginales. 

3.8.2 Ensayo de absorción de agua de los óvulos vaginales  

 Con el objetivo de estudiar el comportamiento físico químico de los óvulos 

vaginales en cuanto a su capacidad de absorber agua, se procedió siguiendo la 

metodología descripta por Luppi y col. (2010) y Vitali y col. (2016) modificada. Se 

calculó la captación de agua midiendo el incremento de peso de los óvulos en puntos 

de tiempo predeterminados, durante 8 h de incubación a 25ºC. Los óvulos se colocaron 

en papeles de filtro pesados y empapados en el FVS y colocados sobre una esponja (5 

cm x 5 cm x 2 cm). Este sistema se sumergió en una placa de Petri conteniendo FVS a 

una altura de 0,5 cm. La absorción de agua se determinó como el aumento de peso de 

los óvulos luego de 8 h de acuerdo con la siguiente ecuación: 
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 Donde Pof  es el peso del óvulo con el filtro hidratados en cada tiempo, Pf es el 

peso del filtro hidratado y Poi es el peso inicial del óvulo seco. 

3.8.3 Estudio de liberación de lactobacilos de los óvulos vaginales  

 Para realizar este estudio se modificaron las metodologías descriptas por Juárez 

Tomás y col. (2015) y Vitali y col. (2016). Se utilizaron tres formulaciones 

farmacéuticas con la mezcla de lactobacilos para realizar este estudio, que consistió en 

colocar los óvulos vaginales en tubos de ensayo conteniendo 20 ml de FVS (un tubo 

para cada punto de toma de muestra y por cada formulación), que se incubaron a 37ºC 

en baño maría sin agitación. Se tomaron muestras de 1 ml cada 1 min durante 8 min y 

se las analizó por espectrofotometría de luz UV a 600 nm. La liberación de 

lactobacilos al medio conteniendo FVS se calculó utilizando la siguiente fórmula:  

              
     
    

       

 

 Donde Abst representa la absorbancia medida en cada tiempo de muestreo, y 

Absf la absorbancia final del sistema al concluir la experiencia.  

3.9 Estudios de adherencia de microorganismos a células epiteliales vaginales 

3.9.1 Obtención y lavado de células vaginales 

 Las células del epitelio vaginal se obtuvieron por hisopado, siguiendo la técnica 

descripta por Chan y col. (1985), a partir de mujeres jóvenes sexualmente activas. Las 

células se suspendieron en una solución Earle 1X y agua bidestilada estéril en una 

proporción 1:1 y fueron lavadas 2 veces con dicha solución mediante centr ifugación a 

3500 rpm durante 20 min a fin de remover los lactobacilos indígenas.  

3.9.2 Ensayo de adherencia de lactobacilos a células vaginales 

 Para esta determinación se empleó una modificación de la técnica descripta por 

Ortiz y col. (2014) y Verdenelli y col. (2014). Se realizó un cultivo de la mezcla de 

lactobacilos contenidos en los óvulos durante 18 h en caldo MRS y se resuspendió a 

una concentración de 10
8
 UFC/ml en la solución Earle 1X + agua bidestilada estéril 
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1:1 antes mencionada. Igual volumen de la suspensión bacteriana y de células 

vaginales lavadas resuspendidas en dicha solución se mezclaron e incubaron a 37°C 

con agitación suave durante 30 min. Las células se lavaron 2 veces bajo las 

condiciones mencionadas previamente con el fin de remover aquellos 

microorganismos que no se adhirieron a la superficie de las células eucariotas. 

Posteriormente se tomaron las muestras con alícuotas de 50 µl del fondo de los tubos y 

se dejaron secar en portaobjetos, para luego ser fijadas con etanol y coloreadas con la 

técnica de Gram. 

3.9.3 Adherencia de Staphylococcus aureus y SGB 

 El ensayo se realizó siguiendo el mismo procedimiento descripto 

anteriormente, utilizando para este caso cultivos overnight en CTS de S. aureus y SGB 

incubados bajo las condiciones óptimas para cada cepa, respectivamente.  

3.10 Determinación del efecto inhibitorio de los lactobacilos sobre la adherencia de 

bacterias patógenas a células del epitelio vaginal  

3.10.1 Ensayo de exclusión 

 Cultivos frescos de la mezcla 1:1 de lactobacilos en los óvulos se lavaron 4 

veces con solución Earle siguiendo la misma metodología previamente descripta. La 

concentración de lactobacilos se ajustó a 10
8
 UFC/ml y se mezclaron con la 

suspensión de células epiteliales previamente lavadas en una proporción 1:1. Se 

incubaron a 37°C con agitación suave durante 60 min. Posteriormente, cultivos 

overnight de los microorganismos patógenos S. aureus y SGB a estudiar, previamente 

lavados, se adicionaron a la mezcla anterior a una concentración de 1,5x10
8
 UFC/ml y 

se incubaron por 60 min. Se lavó varias veces para remover aquellos microorganismos 

no adheridos a la superficie celular y se realizó la toma de muestra del fondo de los 

tubos como se explicó anteriormente, luego se fijó con etanol y se coloreó con la 

técnica de Gram. Se realizó un recuento de los lactobacilos y microorganismos 

patógenos adheridos a por lo menos 10 células observadas a 1000x (Ortiz y col., 

2014). 
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3.10.2 Ensayo de competencia 

 Para este estudio se realizó la misma metodología descripta en el ensayo de 

exclusión. Se mezclaron simultáneamente las células, los lactobacilos y los 

microorganismos patógenos para así crear un microambiente de competencia. Se 

incubó la mezcla durante 60 min a 37°C en agitación y se determinó la adherencia de 

los microorganismos patógenos a las células como se describió previamente (Ortiz y 

col., 2014). 

3.10.3 Ensayo de desplazamiento 

 En este caso, se incubaron en primer lugar los microorganismos patógenos en 

contacto con las células epiteliales vaginales durante 60 min. Luego se adicionó una 

suspensión de lactobacilos a una concentración de 3x10
8
 UFC/ml, para determinar si 

los mismos eran capaces de desplazar a los microorganismos patógenos inicialmente 

adheridos a las células eucariotas. Los resultados se examinaron siguiendo los mismos 

procedimientos mencionados en los ensayos anteriores para S. aureus y SGB (Ortiz y 

col., 2014). 

3.11 Análisis estadístico de los resultados 

 Los resultados obtenidos en este trabajo fueron sometidos al análisis de 

varianza (ANOVA) utilizando el programa Infostat (Universidad Nacional de 

Córdoba, Córdoba, Argentina). Los datos expresados en unidades formadoras de 

colonias (UFC) se transformaron al log. Cuando se hubo verificado que los datos se 

distribuían normalmente y tenían homogeneidad de varianza, se sometieron los 

mismos a los test de múltiple comparación de Tukey (HSD) o de Fisher (LSD). El 

nivel de significancia con el que se trabajó fue de p≤0,05.  
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3.12 Medios de cultivo 

Caldo Tripticasa Soya (Britania) 

Tripteína  17,00 g 

Peptona de soya  3,00 g 

Cloruro de sodio  5,00 g 

Fosfato dipotásico  2,50 g 

Glucosa  2,50 g 

Agua destilada  1000 ml 

pH 7,3±0,2 

 

 

Agar Tripticasa Soya (Britania) 

Tripteína  17,00 g 

Peptona de soya  3,00 g 

Cloruro de sodio  5,00 g 

Fosfato dipotásico  2,50 g 

Glucosa  2,50 g 

Agar 12,00 g 

Agua destilada 1000 ml 

pH 7,3±0,2 
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Caldo Man Rogosa Sharpe (M.R.S) (Britania) 

Proteosa peptona N° 3  10,00 g 

Extracto de carne  10,00 g 

Extracto de levadura  5,00 g 

Glucosa  20,00 g 

Sorbitán monoleato 1,00 ml 

Fosfato dipotásico  2,00 g 

Acetato de sodio  5,00 g 

Citrato de amonio 2,00 g 

Sulfato de magnesio  0,20 g 

Sulfato de manganeso  0,05 g 

Agua destilada  1000 ml 

pH 6,5±0,2 

 

 

Agar Man Rogosa Sharpe (M.R.S) (Britania) 

Proteosa peptona N° 3  10,00 g 

Extracto de carne  10,00 g 

Extracto de levadura  5,00 g 

Glucosa  20,00 g 

Sorbitán monoleato 1,00 ml 

Fosfato dipotásico  2,00 g 

Acetato de sodio  5,00 g 

Citrato de amonio 2,00 g 

Sulfato de magnesio  0,20 g 

Sulfato de manganeso  0,05 g 

Agar 12,00 g 

Agua destilada  1000 ml 

pH 6,5±0,2 
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CAPITULO 4: RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1 Cepas de Lactobacillus fermentum L23 y Lactobacillus rhamnosus L60 

 En el presente trabajo se utilizaron las cepas L. fermentum L23 y L. rhamnosus 

L60, que previamente habían sido estudiadas comprobándose sus propiedades benéficas y 

probióticas frente a distintos microorganismos patógenos vaginales (Pascual y col. 

2008a,b, 2010; Ruíz y col., 2009; Asurmendi, 2010; Daniele y col., 2011; Ortiz y col., 

2014).  

 A partir de las cepas de lactobacilos conservadas a -20ºC, se aislaron en agar MRS 

y posteriormente a la incubación se observaron colonias circulares pequeñas, cremosas, 

claras, convexas y con márgenes definidos (Figura 10). La tinción de Gram reveló la 

presencia de bacilos Gram positivos de distinta longitud con morfología típica de 

lactobacilos (Figura 11 y 12). Se realizaron las pruebas bioquímicas de género y finalmente 

se identificó a nivel de especie a L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 mediante la 

utilización de galerías API 50 CH (bioMérieux) de identificación de lectura automatizada.  

 

Figura 10. Observación macroscópica de las colonias de un cultivo en agar MRS de Lactobacillus 

spp. 
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Figura 11. Microfotografía de un cultivo de Lactobacillus fermentum L23 en agar MRS (1000x). 

 

 

Figura 12. Microfotografía de un cultivo de Lactobacillus rhamnosus L60 en agar Man Rogosa 

Sharpe (1000x). 

4.2 Cepas de microorganismos patógenos indicadores 

 La morfología de los microorganismos patógenos utilizados en este estudio se 

muestra en las microfotografías de la Figura 13. Se observó la presencia de bacilos Gram 
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negativos cortos en el caso de E. coli, y cocos Gram positivos en los cultivos de S. aureus y 

SGB.  

 

 

    

Figura 13. Coloración de Gram de cultivos de microorganismos patógenos en Agar Tripticasa 

Soya 

(a) E. coli, (b) S. aureus y (c) SGB. 

4.3 Viabilidad de los lactobacilos en soluciones de glicerina 

 La glicerina forma parte de la composición de las formulaciones farmacéuticas 

estudiadas en este trabajo de Tesis. Sin embargo, se ha descripto que este compuesto 

puede resultar tóxico en determinadas concentraciones sobre ciertas cepas de 

microorganismos (Lopes y col., 2019). Por este motivo, con el objeto de estudiar el 

efecto de este excipiente sobre la viabilidad de las cepas de lactobacilos, cultivos 

frescos de los mismos fueron enfrentados a una serie de soluciones glicerinadas. Los 

resultados del ensayo se muestran en la Tabla 8. 

 

 

a 

b c 
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Tabla 8. Conservación de las cepas L23 y L60 en soluciones glicerinadas 

% v/v de 

glicerina  

 
0 d 

 
20 d 

 
40 d 

 
60 d 

 
L23 L60 

 
L23 L60 

 
L23 L60 

 
L23 L60 

80  D D  D D  SD SD  SD SD 

70  D D  D D  SD SD  SD SD 

60  D D  D D  SD D  SD SD 

50  D D  D D  SD D  SD SD 

40  D D  D D  D D  SD SD 

30  D D  D D  D D  D D 

16  D D  D D  D D  D D 

 

D: se observó desarrollo de colonias con morfología de bacilos Gram positivos en agar MRS.  

SD: no se observó desarrollo de colonias. 

 

Al analizar los resultados obtenidos, se observó que concentraciones de 70% y 

80% de glicerina afectaron rápidamente la viabilidad de ambas cepas de lactobacilos, 

no se recuperaron colonias luego de los 20 días de conservación a 4ºC. La viabilidad 

de la cepa L23 fue afectada a los 40 días por las concentraciones de glicerina al 50% y 

60%. La suspensión al 40% permitió la recuperación de lactobacilos viables hasta los 

40 días de almacenamiento. Las soluciones al 16% y 30% se seleccionaron como las 

más adecuadas para ser utilizadas en la preparación de los óvulos, ya que permitieron 

la recuperación de los lactobacilos por más tiempo. La solución de glicerina al 50% 

fue utilizada como control negativo para una formulación. 

Fonseca y col., (2006) utilizaron una cepa de L. delbrueckii subsp. bulgaricus 

para estudiar los efectos de la temperatura de almacenamiento, utilizando suspensiones 

de glicerina como crioprotector. Los autores determinaron que la suspensión con 

glicerina al 10% v/v era la ideal para mantener viables a los lactobacilos en el tiempo, 

lo que concuerda parcialmente con los resultados obtenidos en este experimento. Si 

bien altas concentraciones de glicerina pueden disminuir la actividad acuosa de una 

solución y afectar la supervivencia bacteriana, su incorporación en concentraciones 

óptimas puede resultar beneficiosa en procesos como la liofilización o 
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almacenamiento en frío por largos períodos de tiempo, ya que estabiliza la membrana 

celular de los microorganismos (Gomaa, 2016). 

4.4 Resistencia de los lactobacilos al proceso de liofilización 

La liofilización es el método más utilizado de preservación de células, tejidos, 

químicos, fármacos, entre otros (Ampatzoglou y col., 2010). Este proceso puede afectar 

significativamente la viabilidad celular cuando se lo aplica para la preservación de células 

bacterianas, y el grado de resistencia a la liofilización es cepa dependiente (Koch y col., 

2008). Para poder asegurar una alta tasa de recuperación de viables es necesario utilizar 

una matriz protectora y/o sustancias crioprotectoras (Dhewa y col., 2014; Yeo y col., 2018; 

Piyadeatsoontorn y col., 2019). En este trabajo se seleccionó como matriz leche 

descremada al 10%, la cual resultó ser adecuada para ambas cepas de lactobacilos. Se ha 

reportado en otros trabajos de investigación que la leche promueve la supervivencia a bajas 

temperaturas mediante la estabilización de los constituyentes de la membrana celular y la 

formación de un revestimiento protector de las proteínas de la pared celular (Chen y col., 

2019; Stefanello y col., 2019). En la Figura 11 se detalla el logaritmo del recuento de 

células viables de las cepas L23 y L60 antes y después de la liofilización, por 

quintuplicado, en experimentos independientes. 
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Figura 14. Viabilidad de las cepas de lactobacilos probióticas en cinco experiencias de liofilización 

(a) Lactobacillus fermentum L23. (b) Lactobacillus rhamnosus L60. Recuento previo (■) y posterior (■) al 

proceso de liofilización. E1: experiencia Nº1, E2: experiencia Nº2, E3: experiencia Nº3, E4: experiencia Nº4, 

E5: experiencia Nº5. Medias con una letra diferente poseen diferencias estadísticamente significativas 

(p<0,05). El análisis estadístico se realizó comparando los recuentos previos y posteriores a la liofilización 

en cada experiencia por separado. 
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Luego del proceso de liofilización, la disminución promedio en la viabilidad de las 

cepas en todas las experiencias fue de aproximadamente 1 log y 0,5 log para las cepas L23 

y L60, respectivamente. El porcentaje de supervivencia de la cepa L23 en los cinco 

experimentos fue del 90%, 84%, 87%, 94% y del 91% respectivamente, con un promedio 

de 89%. La cepa L60, en cambio, demostró porcentajes de supervivencia de 92%, 93%, 

100%, 93% y 96% en las cinco experiencias, respectivamente, presentando un promedio de 

95%. A partir de estos resultados puede fácilmente observarse que ambas cepas de 

lactobacilos poseen altos porcentajes de recuperación de células viables, es decir, son 

altamente resistentes al proceso de liofilización al que se las sometió (p>0,05). En 

particular, el proceso prácticamente no afectó la viabilidad de la cepa L60, que permaneció 

estable en su número de UFC/ml en la experiencia Nº3. 

Koch y col. (2008) ensayaron 51 cepas de otra especie de Lactobacillus pero 

obtuvieron tasas de supervivencia al proceso de liofilización que no superaron el 63%. 

Debido a que los porcentajes de supervivencia de las cepas reportadas en este trabajo de 

Tesis son mayores al 84% para L23 y al 93% para L60, los resultados de este ensayo son 

alentadores. Los hallazgos de este trabajo de Tesis difieren con lo descripto por Otero y 

col. (2007), quienes usando leche descremada como matriz protectora de otras especies de 

lactobacilos obtuvieron disminución de viabilidad mucho más acentuada, siendo de hasta 3 

log UFC/ml. Sin embargo, otros estudios demostraron una tasa de supervivencia post-

liofilización de Lactobacillus spp. similar a las observadas en este trabajo (Ampatzoglou y 

col., 2010; Juárez Tomás y col., 2015; Vera Pingitore y col., 2015; Piyadeatsoontorn y col., 

2019). Recientemente, Stefanello y col. (2019) demostraron la supervivencia de una cepa 

de L. fermentum antes y después de la liofilización con distintos crioprotectores, 

determinando que las mezclas conteniendo leche descremada fueron las más adecuadas 

para la preservación bacteriana. Dichos autores informaron tasas de recuperación de 

células viables post-liofilización similares a las encontradas para la cepa L. fermentum L23.  

4.5 Óvulos vaginales conteniendo diferentes formulaciones farmacéuticas: 

caracterización macroscópica del producto final 

 El inóculo bacteriano de todas las formulaciones se mantuvo constante en las tres 

fracciones de los óvulos (fondo, medio y superficie), en todos los casos. El contenido de 

los óvulos presentó una consistencia uniforme, semi-sólida, lisa, con ausencia de burbujas 

de aire en el interior o superficie. Los resultados de la observación macroscópica de los 
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óvulos se presentan en la Figura 15 y Tabla 9. 

         

Figura 15. Aspecto macroscópico de las formulaciones farmacéuticas elaboradas 

(a) F5, (b) F8, (c) F9, (d) F11 y (e) F13. 

  

Tabla 9. Observación macroscópica de las formulaciones farmacéuticas en forma de óvulos 

vaginales 

 

 
Color Aspecto 

Burbujas 

Consistencia 

Presencia Ausencia 

F1 Ámbar Translúcido  X Semi sólida, lisa, uniforme 

F2 Ámbar Translúcido  X Semi sólida, lisa, uniforme 

F3 Ámbar Translúcido  X Semi sólida, lisa, uniforme 

F4 Ámbar Translúcido  X Semi sólida, lisa, uniforme 

F5 Ámbar Translúcido  X Semi sólida, lisa, uniforme 

F6 Blancuzco Opaco  X Semi sólida, lisa, uniforme 

F7 Ámbar claro Opaco  X Semi sólida, lisa, uniforme 

F8 Ámbar claro Opaco  X Semi sólida, lisa, uniforme 

F9 Ámbar claro Opaco  X Semi sólida, lisa, uniforme 

F10 Blancuzco Opaco  X Semi sólida, lisa, uniforme 

F11 Blancuzco Opaco  X Semi sólida, lisa, uniforme 

F12 Blancuzco Opaco  X Semi sólida, lisa, uniforme 

F13 Ámbar claro Opaco  X Semi sólida, lisa, uniforme 

 

 La optimización del proceso de producción es particularmente crítico para preservar 

la viabilidad bacteriana (Yeo y col., 2018). Los componentes base de las formulaciones son 

a b c d e 
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los responsables de la consistencia final de las mismas, mientras que los demás excipientes 

pueden cumplir distintas funciones: estabilizantes de la membrana celular, 

macronutrientes, micronutrientes, antioxidantes, crioprotectores, entre otros. A partir de la 

investigación bibliográfica, en este estudio se eligieron gelatina y glicerina como 

componentes base para las formulaciones farmacéuticas. Por otra parte, la elección de los 

excipientes se realizó en base a antecedentes reportados por distintos autores, donde se 

demostró que cada cepa de Lactobacillus se comporta de manera diferente ante la 

presencia de distintas sustancias que puedan encontrarse en el producto almacenado a 4°C 

(Kale y col., 2005; Zárate y col., 2005; Zárate y Nader-Macías, 2006b; Dhewa y col., 2014; 

Juárez Tomás y col., 2015; Vera Pingitore y col., 2015; Vitali y col., 2016). La variación en 

la naturaleza química y proporción de cada componente dio como resultado distinta 

consistencia y apariencia en el producto final. Las formulaciones F1, F2, F3, F4 y F5 

(conteniendo sólo componentes base) presentaron un aspecto semi-límpido o translúcido 

color ámbar, mientras que las formulaciones F6 a F13 (base + excipientes) resultaron 

opacas y blanquecinas. En el presente trabajo de Tesis se diseñaron formulaciones de 

distribución uniforme, mientras que en otros trabajos ha sido reportado el estudio de 

formulaciones en más de una capa (Maggi y col., 2000, Kaewnopparat y Kaewnopparat, 

2009; Sánchez y col., 2018). 

4.6 Viabilidad de las cepas de lactobacilos en los óvulos vaginales 

 Las formulaciones farmacéuticas en estudio fueron almacenadas a 4ºC y 

procesadas cada 30 días para establecer la viabilidad de los lactobacilos. El recuento 

absoluto de células viables de la cepa L. fermentum L23 transformado a logaritmo se 

muestra en la Figura 16. Los resultados se presentan en dos figuras para lograr una 

mejor apreciación de las curvas. Dependiendo de cada formulación, el recuento de 

células viables al tiempo cero de producción resultó comprendido entre 10
6
 y 10

9
 UFC/ml. 
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Figura 16. Recuento absoluto de células viables de Lactobacillus fermentum L23 a través del 

tiempo en las formulaciones farmacéuticas 

(A): Formulaciones 1-7. F1 (▲), F2 (▲), F3 (▲), F5 (▲), F6 (▲), F7 (▲).  

(B): Formulaciones 8-13. F8 (▲), F8’ (●), F9 (▲), F9’ (●), F10 (▲), F11 (▲), F11’ (●), F12 (▲),  F13 (▲). 
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 Para poder comparar entre formulaciones, los resultados fueron transformados a 

porcentajes relativos de supervivencia en cada intervalo de tiempo (Figura 17). 

 

 

Figura 17. Supervivencia relativa de Lactobacillus fermentum L23 a través del tiempo en las 

formulaciones farmacéuticas 

 (A): Formulaciones 1-7. F1 (▲), F2 (▲), F3 (▲), F5 (▲), F6 (▲), F7 (▲).  

(B): Formulaciones 8-13. F8 (▲), F8’ (●), F9 (▲), F9’ (●), F10 (▲), F11 (▲), F11’ (●), F12 (▲),  F13 (▲). 
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La F1 no resultó ser apropiada para la preservación de la viabilidad bacteriana 

de la cepa L23, ya que a los 60 días los lactobacilos perdieron su viabilidad. Estos 

hallazgos coinciden con lo informado en el inciso 4.3 de este trabajo de Tesis, ya que 

el alto contenido de glicerina (50%) afectó notablemente la viabilidad bacteriana a 4ºC 

a través del tiempo, con respecto a porcentajes de glicerina más bajos como los 

contenidos en la F2 (30%) y el resto de las formulaciones en estudio (16%). El 

elevado contenido de glicerina disminuye la actividad acuosa del óvulo, factor 

importante para la viabilidad y desarrollo de los microorganismos (Madigan y col., 

2004; Gomaa, 2016). Los resultados de la F4 no se presentan, ya que la liofilización 

durante 48 h no resultó ser apropiada para la preservación de la viabilidad bacteriana.  

 La cepa L. fermentum L23 se mantuvo con altos recuentos absolutos en todas 

las formulaciones dentro de los primeros 90 días de almacenamiento, tiempo a partir 

del cual se comenzaron a observar distintos perfiles de viabilidad según los 

excipientes presentes. Estos resultados no son comparables con los informados por 

Kaewnopparat y Kaewnopparat (2009), quienes reportaron índices similares de 

supervivencia a los 90 días de almacenamiento, con otra especie de Lactobacillus y 

distintos excipientes a los utilizados en este trabajo. Luego de los 180 días las 

formulaciones F2 y F3 no permitieron mantener viable la cepa L23, mientras que la F5 

(idéntica a F3 pero con los lactobacilos liofilizados) lo hizo hasta los 210 días. Este 

resultado demostró que la liofilización mejoró significativamente la estabilidad de la 

cepa dentro de los óvulos con respecto al cultivo bacteriano fresco. Además, el 

agregado de leche y lactosa a la formulación con la cepa L23 liofilizada (F6) no 

mejoró significativamente la sobrevida de la cepa, ya que el perfil de supervivencia 

fue similar al de la F5. En la F7 (lactosa + leche + Tween80) se evidenció una 

disminución en la viabilidad de L. fermentum L23 con respecto a la F6 (sin Tween80). 

Estos resultados coinciden con lo reportado por Zárate y col. (2005), en cuyo estudio 

se afirma que ni la leche ni el Tween80 protegieron a los lactobacilos vaginales de la 

muerte celular a través del tiempo. En el mismo trabajo se postuló que: 1) la leche 

favorece la supervivencia bacteriana a bajas temperaturas no porque aporte nutrientes, 

sino porque proporciona condiciones físicas que protegen a las bacterias; 2) la 

exposición a Tween 80 cambia la composición de ácidos grasos de la membrana 

celular de las BAL, y este cambio influye positiva o negativamente en su resistencia a 

las condiciones de estrés, siendo un comportamiento cepa-dependiente. 
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 Posteriormente, se observó que el agregado de ácido ascórbico al 0,5% (F8) 

mejoró notablemente la viabilidad en el tiempo de L. fermentum L23. Por ejemplo, es 

notable que a los 180 días de almacenamiento en esta formulación la cepa presentara un 

70% de supervivencia, mientras que en F5 y F6 en ese tiempo la sobrevida era de 

aproximadamente 20%. Además, al incrementar la concentración de ácido ascórbico (2%) 

como excipiente en la F9 se logró una mayor recuperación de la cepa L23, ya que a los 240 

días (8 meses) se evidenció un valor de supervivencia del 68%, lo que representa un 40% 

más que la misma formulación pero con ácido ascórbico al 0,5% en el mismo período de 

tiempo. Según estos resultados, parecería que a largo plazo el principal daño que sufre L. 

fermentum L23 a través del tiempo es del tipo oxidativo, lo que se traduce en una pérdida 

de viabilidad progresiva que se enlentece notablemente al agregar un antioxidante fuerte 

como el ácido ascórbico (Vitali y col., 2016).  

 La lactosa es frecuentemente utilizada para liofilizar microorganismos destinados a 

la industria farmacéutica. Existen dos hipótesis aceptadas para explicar el efecto protector 

de los azúcares, una de ellas propone que pueden reemplazar las moléculas de agua durante 

la deshidratación y mantener las estructuras biológicas en condiciones hidratadas. La otra 

hipótesis se basa en la capacidad de los azúcares para formar matrices vítreas 

(vitrificación) en las que la alta viscosidad y la baja movilidad molecular restringen las 

interacciones moleculares (Romano y col., 2016). Se ha reportado en otros trabajos de 

investigación que el agregado de excipientes como ácido ascórbico, manitol y glutamato 

podría incrementar la estabilidad de los liofilizados bajo condiciones de almacenamiento 

(Zárate y col., 2005; Zárate y Nader-Macias, 2006b; Vera Pingitore y col., 2012; Vitali y 

col., 2016). Resulta interesante observar que las mismas formulaciones utilizando 

lactobacilos liofilizados con leche y lactosa (F8’ y F9’) parecen no tener un efecto 

significativo sobre la viabilidad de la cepa L23 en los primeros 240 días de 

almacenamiento, en comparación con la F8 y F9, respectivamente. Luego de ese tiempo, 

los lactobacilos se mantuvieron viables en la F9’ durante otros 240 días (480 días en total), 

por lo que se dedujo que la liofilización con leche y lactosa y el posterior almacenamiento 

con ácido ascórbico al 2% permitió una mejora significativa de la viabilidad bacteriana.  

 Por otra parte, el reemplazo de ácido ascórbico por el crioprotector manitol al 2,5% 

(F10) o 4% (F11) no resultó propicio para la supervivencia de L. fermentum L23, ya que en 

ambos casos ocurrió un rápido descenso en la viabilidad de la cepa. Sin embargo, la 

liofilización con lactosa (F11’) mostró una mejora en la supervivencia de este 
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microorganismo, ya que logra sobrevivir hasta los 180 días de almacenamiento, al 

contrario de su respectiva F11, donde sobrevive hasta los 120 días. Al tener en cuenta estos 

hallazgos con los resultados expuestos en el párrafo anterior, podría deducirse que existe 

un claro beneficio a largo plazo que producen tanto la liofilización con lactosa como la 

adición del antioxidante ácido ascórbico.  

 Además, el aumento en la concentración de lactosa como excipiente de un 2,5% a 

un 10% en presencia de ácido ascórbico al 0,5% (F12) produce un efecto positivo sobre la 

viabilidad a corto plazo, ya que se observa que a los 60 días de almacenamiento es la 

formulación con mayor sobrevida (90%), pero luego los recuentos caen rápidamente. Estos 

resultados sugieren que el daño celular a corto plazo de la cepa L23 se debería al 

almacenamiento en frío, lo que provoca una deshidratación que se contrarresta con la 

adición de un crioprotector como la lactosa, que funciona según lo explicado anteriormente 

reemplazando las moléculas de agua (Juárez Tomás y col., 2015; Romano y col., 2016; 

Sánchez y col., 2018). Si bien a corto plazo la alta concentración de lactosa (10%) como 

excipiente protegió a la cepa del daño por frío, a largo plazo esta misma concentración 

produciría que el azúcar ocupe grandes superficies fuera de la célula liofilizada, 

impidiendo así que la baja concentración de ácido ascórbico (0,5%) ocupe ese lugar y no 

pueda ejercer su efecto antioxidante (Zárate y col., 2005, Zárate y Nader-Macias, 2006b). 

De esta manera, con esta hipótesis se explicaría por qué la F12 no se comporta a largo 

plazo de manera similar a las formulaciones F8 y F8’ que tienen la misma concentración de 

ácido ascórbico.  

 Asimismo, resulta evidente que la leche descremada como excipiente también 

ejerció un efecto protector relevante a través del tiempo, ya que la F13 (que carece de la 

misma) no resultó propicia para mantener la viabilidad de L. fermentum L23. El glutamato 

no proporcionó resultados favorables para la preservación de la viabilidad de esta cepa. 

 En resumen, a partir de los resultados obtenidos puede afirmarse que las 

condiciones adecuadas para mantener la viabilidad bacteriana de esta cepa probiótica son 

la liofilización con leche descremada al 10% y lactosa al 10%, y como excipientes de la 

formulación: leche 1,5%, lactosa 2,5% y ácido ascórbico 2%. Esta formulación 

corresponde a la F9’, la cual permitió recuperar a L. fermentum L23 viable durante 16 

meses.  

 El recuento absoluto de células viables de la cepa L. rhamnosus L60 transformado a 

logaritmo se presenta en la Figura 18. Al igual que para la cepa L23, los hallazgos son 
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expuestos en dos figuras para lograr apreciar claramente los resultados de cada una de 

las formulaciones estudiadas. El recuento de células viables al tiempo cero de producción 

en todas las formulaciones resultó comprendido entre 10
6
 y 10

9
 UFC/ml. 
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Figura 18. Recuento absoluto de células viables de Lactobacillus rhamnosus L60 a través del 

tiempo en las formulaciones farmacéuticas 

(A): Formulaciones 1-7. F1 (▲), F2 (▲), F3 (▲), F5 (▲), F6 (▲), F7 (▲).  

(B): Formulaciones 8-13. F8 (▲), F8’ (●), F9 (▲), F9’ (●), F10 (▲), F11 (▲), F11’ (●), F12 (▲),  F13 (▲). 
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 Los porcentajes relativos de supervivencia en cada intervalo de tiempo se muestran 

en la Figura 19. 

 

 

Figura 19. Supervivencia relativa de Lactobacillus rhamnosus L60 a través del tiempo en las 

formulaciones farmacéuticas 

(A): Formulaciones 1-7. F1 (▲), F2 (▲), F3 (▲), F5 (▲), F6 (▲), F7 (▲).  

(B): Formulaciones 8-13. F8 (▲), F8’ (●), F9 (▲), F9’ (●), F10 (▲), F11 (▲), F11’ (●), F12 (▲),  F13 (▲). 
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asemeja bastante a las de la cepa L23, aunque se observa que L. rhamnosus L60 resistió 

mucho mejor que L. fermentum L23 el almacenamiento a 4ºC en todas las formulaciones 

farmacéuticas. Al igual que lo observado en el perfil de la cepa L23, la liofilización 

(F5) mejoró significativamente la estabilidad de la cepa L60 dentro de los óvulos con 

respecto al cultivo bacteriano fresco (F2 y F3). Por otra parte, en las formulaciones 

con la cepa L60 liofilizada se comprobó que la adición de ciertos excipientes como 

lactosa y leche descremada (F6) incrementó en un 70% su viabilidad durante los primeros 

meses de almacenamiento (150 días), con respecto a la F5. En ese tiempo, la sobrevida 

relativa de la cepa L60 en F6 fue del 75% con respecto al tiempo cero de producción. La 

adición de Tween 80 (F7) provocó un decrecimiento progresivo en la viabilidad de la cepa 

L60, alcanzando un máximo de diminución del 60% comparado a la F5 a los 150 días.  

 Al igual que lo observado para la cepa L23, el agregado de ácido ascórbico 0,5% 

(F8) mejoró aún más la sobrevida de L. rhamnosus L60. Hasta los 180 días, el porcentaje 

de supervivencia de la cepa L60 fue similar al de la cepa L23, pero a partir de este 

momento la primera evidenció una supervivencia superior a la segunda. Por ejemplo, a los 

210 días de almacenamiento, la cepa L23 alcanzó valores de supervivencia del 49%, 

mientras que la cepa L60 del 65%. Esto le permitió a la cepa L60 sobrevivir en la 

formulación F8 hasta los 300 días (10 meses). Al aumentar al concentración de ácido 

ascórbico del 0,5% al 2% (F9) se observaron resultados muy relevantes, ya que este 

cambio permitió mantener la sobrevida de la cepa en casi un 80% durante 11 meses. En 

comparación con la F6, el sólo agregado de ácido ascórbico 2% a la F9 permitió mantener 

altos los recuentos de la cepa L60 durante 7 meses más. Esto se evidenció en la F6 y F9, 

donde la cepa se mantuvo con un 80% de supervivencia durante 120 días y 330 días, 

respectivamente. Además, no se observaron diferencias en los recuentos de la cepa L60 al 

liofilizarla con leche y lactosa e incluirla en las formulaciones F8’ y F9’ en comparación a 

la liofilización únicamente con leche (F8 y F9, respectivamente). 

 El reemplazo de ácido ascórbico por el crioprotector manitol al 2,5% (F10) o 4% 

(F11) no resultó propicio para la supervivencia de L. rhamnosus L60, al igual que lo 

observado anteriormente para la cepa L23, ya que en ambos casos se observó un descenso 

brusco en la viabilidad de los microorganismos. Sin embargo, como se mencionó 

anteriormente, la cepa L60 soportó estas condiciones de almacenamiento durante más 

tiempo que la cepa L23 (150 y 90 días, respectivamente). Otra similitud entre cepas es que 

la liofilización de L60 con leche y lactosa en la F11’ también mostró una leve mejoría en la 
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sobrevida del microorganismo, que se mantuvo viable hasta los 180 días. 

  Durante los primeros 90 días, la formulación F12 (con leche 1,5%, lactosa 10% y 

ácido ascórbico 0,5%) se comportó similar a la F8 y F8’ (leche 1,5%, lactosa 2,5% y ácido 

ascórbico 0,5%). Luego de este tiempo y hasta los 240 días, la F12 se mantuvo con 

recuentos de células viables un 20% por debajo de los correspondientes a la F8. Esto 

podría explicarse de la misma forma que para la cepa L23, donde el aumento del 

porcentaje de lactosa podría estar interfiriendo con la acción antioxidante del ácido 

ascórbico, que se encuentra en baja concentración (Vera Pinguitore y col., 2015).  

 Finalmente, durante los primeros 120 días, en la formulación F13 (con ácido 

ascórbico 0,5% y glutamato pero sin leche), se observó el mismo comportamiento que en 

la F8. Luego de ese tiempo, en la F13 los recuentos de células viables descendieron 

aproximadamente un 10% cada mes, manteniéndose viable hasta los 240 días. Esto 

evidencia que la leche descremada cumple un rol protector, ya que se observa claramente 

que al retirarla como excipiente de la formulación, la viabilidad de la cepa L60 disminuye. 

Sin embargo, sobrevive el doble de tiempo que la cepa L23 bajo las mismas condiciones, 

lo que vuelve a demostrar que la cepa L60 resiste mejor las condiciones de estrés por frío, 

deshidratación y oxidación.  

 Con el fin de estudiar si la mezcla de ambas cepas mejoraba la sobrevida de las 

mismas en las formulaciones con respecto a las mismas por separado, se analizaron óvulos 

conteniendo la mezcla 1:1 de ambas cepas de lactobacilos. El recuento absoluto de células 

viables transformado a logaritmo y los porcentajes relativos de supervivencia en cada 

intervalo de tiempo se muestran en las Figuras 20 y 21, respectivamente. Dependiendo de 

cada formulación, el recuento de células viables al tiempo cero de producción de los 

óvulos resultó entre 10
7
 y 10

9
 UFC/ml. 
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Figura 20. Recuento absoluto de células viables de la mezcla Lactobacillus fermentum L23 y 

Lactobacillus rhamnosus L60 a través del tiempo en las formulaciones farmacéuticas 

F8’ (●), F9’ (●), F12 (●) y F13 (●). 

 

 

Figura 21. Supervivencia relativa de la mezcla Lactobacillus fermentum L23 y Lactobacillus 

rhamnosus L60 a través del tiempo en las formulaciones farmacéuticas 

F8’ (●), F9’ (●), F12 (●) y F13 (●). 
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 En general, se observó que en las cuatro formulaciones seleccionadas para este 

ensayo existió un comportamiento muy similar durante los primeros 120 días, donde se 

registró un porcentaje de supervivencia entre 73% y 80%. Luego de este tiempo, en los 

cuatro casos se evidenció un comportamiento similar al descripto para la cepa L60. Esto es 

esperable debido a que se trató de la cepa que mejor se adaptó a las condiciones de 

almacenamiento según lo analizado anteriormente.  

 Cabe destacar que en la observación macroscópica de las placas correspondientes a 

los óvulos con la mezcla de lactobacilos se observaron dos tipos de colonias distintas 

(Figura 22). Esto indicó que ambas cepas de lactobacilos se encontraban viables y que los 

resultados presentados en las Figuras 20 y 21 corresponden efectivamente al promedio de 

ambas. 

 

 

Figura 22. Recuento bacteriano de la formulación F12 con la mezcla de lactobacilos a los 120 días 

de almacenamiento 

Sin diluir (izquierda), dilución 10
-3

 (derecha). 

 

 Luego del análisis de los resultados presentados, puede advertirse que en todos los 

casos se observó un descenso en la viabilidad bacteriana durante los primeros 30-60 días 

de almacenamiento de los óvulos a 4°C, tiempo a partir del cual comenzaron a verse 

diferencias en la supervivencia entre cada formulación y cada cepa. Este tiempo podría 

representar un período de adaptación de los lactobacilos a las condiciones de 

almacenamiento donde luego, según la composición de las formulaciones, algunas se 



 Tesis doctoral Mic. Ana Lissa Camilletti  

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

72 

 

mantuvieron estables y otras disminuyeron el recuento de células viables.  

 Como conclusión, las condiciones más indicadas para la preservación de la 

viabilidad de la mezcla de las cepas L23 y L60 en los óvulos fue la liofilización con leche 

descremada 10% + lactosa 10% y la posterior combinación de gelatina 11,8% y glicerina 

16% como componentes base, y lactosa 2,5%, leche 1,5% y ácido ascórbico 2% como 

excipientes (formulación F9’). 

La determinación de la viabilidad de las cepas de interés en un producto 

biofarmacéutico resulta de vital importancia, ya que son el principio activo del 

medicamento y deben permanecer en condiciones óptimas durante la vida de estante del 

producto. A diferencia de lo expuesto en este estudio, existe bibliografía que sólo informa 

resultados de supervivencia de lactobacilos contenidos en óvulos durante cortos períodos 

de tiempo, entre 60-90 días (Uehara y col., 2006; Kaewnopparat y Kaewnopparat, 2009; 

Vitali y col., 2016).  

En este trabajo de Tesis se evaluó la viabilidad de la mezcla y de cada una de las 

cepas de lactobacilos en óvulos diferentes. En algunos reportes, también se analizan las 

propiedades posformulado de cepas de lactobacilos solas con respecto a mezclas de varias 

especies (Maggi y col., 2000). En la bibliografía consultada de los últimos años, se 

encontraron trabajos que reportan la supervivencia de lactobacilos probióticos en 

formulaciones por períodos iguales o menores a 180 días de almacenamiento (Zárate y 

col., 2005; Verdenelli y col., 2014; Vitali y col., 2016; Sánchez y col., 2018). Esto 

demuestra la relevancia de los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis, donde fue 

posible diseñar formulaciones con lactobacilos viables hasta un año y medio post 

producción de los óvulos. El perfil de supervivencia de las cepas dependió de la 

composición química de las formulaciones farmacéuticas, sin embargo es de destacar que 

L23 y L60 contenidas en los óvulos se mantuvieron con recuentos muy significativos a lo 

largo de la experiencia (p<0,05). 

4.7 Propiedades benéficas de superficie relacionadas a la adhesión celular 

4.7.1 Producción de biofilm de las cepas probióticas aisladas de los óvulos 

 El estudio de la presencia de exopolisacáridos mediante la técnica de tinción con 

cristal violeta reveló la presencia de biofilm bacteriano en los tubos de hemólisis. El 

alcohol de lavado remueve el colorante adherido al biofilm en las paredes de los tubos de 
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vidrio, por lo que a mayor absorbancia (540nm), mayor formación de biofilm (Figura 23). 

En la Tabla 10 se detallan los resultados obtenidos. Cabe destacar que las formulaciones 

F1, F2 y F3 se analizaron realizando 4 lavados con PBS, mientras que F5, F6 y F7 con 3 

lavados de PBS. Se realizó esta modificación según lo sugerido por Fernández Ramírez y 

col. (2015) y Ramos y col. (2015), para favorecer la lectura en el espectrofotómetro y que 

los datos fueran más precisos.  

 

    

Figura 23. Producción de biofilm por los lactobacilos aislados de la Formulación 5 con 90 días de 

almacenamiento 

 (a) Lactobacillus fermentum L23. (b) Lactobacillus rhamnosus L60. (1) Alcohol de lavado. (2) Alcohol de 

lavado control. 

 

   

a 

1 2 1 2 

b 
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Tabla 10. Producción in vitro de biofilm por L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 aislados a distintos tiempos de óvulos vaginales 

Tiempo 

(días) 

Densidad óptica (540 nm) 

Media 

F1 
 

F2 
 

F3 
 

F5 
 

F6 
 

F7 

 
L23 L60 

 
L23 L60 

 
L23 L60 

 
L23 L60 

 
L23 L60 

 
L23 L60 

0 0,088
a 

0,061
a 

 0,061
a 

0,058
a 

 0,056
a 

0,057
a 

 0,154
a 

0,152
a 

 0,116
a 

0,148
a 

 0,145
a 

0,127
a 

90 - -  0,058
a 

0,058
a 

 0,060
a 

0,061
a 

 0,164
a 

0,128
a 

 0,138
a 

0,139
a 

 0,138
a 

0,124
a 

180 - -  0,059
a 

0,063
a 

 0,058
a 

0,059
a 

 0,169
a 

0,154
a 

 0,122
a
 0,134

a 
 0,118

a 
0,152

a 

270 - -  - -  - -  - -  - 0,138
a 

 - - 

Promedio 
0,058  

± 0,005 

0,061  

± 0,005 
 

0,059  

± 0,005 

0,060  

± 0,005 
 

0,058  

± 0,005 

0,059  

± 0,003 
 

0,162  

± 0,015 

0,145  

± 0,013 
 

0,125  

± 0,017 

0,140  

± 0,015 
 

0,134  

± 0,015 

0,134  

± 0,014 

 

(-): Corresponde a los tiempos de almacenamiento donde no se recuperaron lactobacilos viables para realizar esta técnica. Medias con una letra diferente poseen 

diferencias estadísticamente significativas (p<0,05). Se realizó el análisis estadístico para los datos de una misma formulación y cepa a través del tiempo.  
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La formación de biofilm por bacterias no patógenas es una de las características 

responsables de su mantenimiento en ecosistemas estables in vivo y podría ser considerado 

beneficioso, promoviendo la colonización y permanencia a largo plazo en la mucosa 

vaginal del huésped (Ventolini y col., 2015). Estas bacterias se adhieren fuertemente a la 

superficie del epitelio gracias a la producción de una matriz de esta sustancia polimérica 

extracelular (Slížová y col., 2015). Las cepas L23 y L60 contenidas en las formulaciones 

farmacéuticas fueron medianamente productoras de biofilm (DO entre 0,5 y 0,1). Esta 

propiedad benéfica se mantuvo constante a través del tiempo en todas las formulaciones 

farmacéuticas, independientemente de la composición de base y excipientes de las mismas. 

Estos resultados fueron similares para la cepa L23 y para la cepa L60. En su trabajo de 

investigación, Pino y col. (2019) describieron otra cepa de L. rhamnosus aislada de vagina 

como productora de biofilm utilizando una técnica comparable a la empleada en este 

estudio. Es importante que esta característica benéfica de los lactobacilos se mantenga a 

través del tiempo de almacenamiento del medicamento vaginal, ya que si bien por sí sola 

no permite describir la adhesión in vivo está íntimamente relacionada. Para ello, es 

necesario realizar otros ensayos in vitro como los que se detallan a continuación 

(autoagregación, hidrofobicidad de superficie) y estudios de adhesión in situ a células 

vaginales. El estudio in vivo de estos parámetros en conjunto permitiría corroborar la 

adhesión de estos lactobacilos al epitelio vaginal de mujeres sexualmente activas (Salas 

Jara y col., 2016). 

 Terraf y col. (2012) y Slížová y col. (2015) reportaron que la formación de biofilm 

por diferentes especies de Lactobacillus es cepa-dependiente, y que además es una 

característica influenciada por el medio de cultivo, la concentración de inóculo, el 

crecimiento microbiano y la naturaleza química de la superficie utilizada para el ensayo de 

producción de biofilm (Speranza y col., 2018). Existen otros reportes que, al igual que en 

este estudio, informan la presencia de biofilms en cultivos in vitro de algunas cepas de 

lactobacilos, aunque no se encontraron reportes previos de lactobacilos contenidos en 

óvulos que mantengan esta propiedad a través del tiempo, destacando la importancia de 

este trabajo (Fernández Ramírez y col., 2015; Jalilsood y col., 2015; Slížová y col., 2015; 

Leccese Terraf y col., 2016). 
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4.7.2 Autoagregación in vitro de los lactobacilos probióticos contenidos en los óvulos 

vaginales 

 La formación de autoagregados de las cepas probióticas contenidas en los 

formulados se evaluó cualitativamente de manera macroscópica (Figura 24). Se observaron 

abundantes autoagregados visibles en forma de grumos, tanto en tubo (Figura 24a y 24b) 

como en portaobjetos (Figura 24c). Los autoagregados se formaron en el instante que la 

masa bacteriana se resuspendió en PBS, y fueron difíciles de disgregar con vórtex, 

indicando que los autoagregados eran estables y mantenían fuertes fuerzas de adhesión. Al 

ser observados al microscopio óptico, se advirtió la presencia de abundantes autoagregados 

microscópicos de distintos tamaños, en forma de grandes y pequeñas masas de lactobacilos 

adheridos entre sí (Figura 25). Estos resultados se repitieron para ambas cepas de 

lactobacilos probióticas, en las formulaciones farmacéuticas seleccionadas y a través del 

tiempo de almacenamiento de las mismas. 

 

 

         

Figura 24. Observación macroscópica de test de autoagregación cualitativo positivo para las cepas 

L23 y L60 contenidas en los óvulos vaginales 

 (a) L. fermentum L23 y (b) L. rhamnosus L60 en tubo, (c) L. rhamnosus L60 en portaobjetos.  
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Figura 25. Observación microscópica de autoagregados de las cepas probióticas aisladas de la F6 a 

los 120 días de almacenamiento (1000x) 

 (a) Lactobacillus fermentum L23. (b) Lactobacillus rhamnosus L60.  

 

 A continuación, se determinó de forma cuantitativa la autoagregación de las cepas 

contenidas en los distintos formulados a través del tiempo. Los resultados de este ensayo se 

detallan en las Figuras 26, 27 y 28 para las cepas L. fermentum L23, L. rhamnosus L60 y 

para la mezcla de ambas, respectivamente.  
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Figura 26. Autoagregación in vitro de L. fermentum L23 por el método cuantitativo en PBS 

 (A) F5, (B) F6, (C) F7, (D) F8, (E) F9, (F) F11, (G) F12. 2 h (■) y 5 h (■) de incubación. Medias con una 

letra diferente poseen diferencias estadísticamente significativas (p<0,05). 
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Figura 27. Autoagregación in vitro de L. rhamnosus L60 por el método cuantitativo en PBS 

 (A) F5, (B) F6, (C) F7, (D) F8, (E) F9, (F) F11, (G) F12. 2 h (■) y 5 h (■) de incubación. Medias con una 

letra diferente poseen diferencias estadísticamente significativas (p<0,05). 
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Figura 28. Autoagregación in vitro de la mezcla de L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 en la 

formulación F12 por el método cuantitativo en PBS 

2 h (■) y 5 h (■) de incubación. Medias con una letra diferente poseen diferencias estadísticamente 

significativas (p<0,05). 

 

 El rango de autoagregación a las 2 h de incubación se encontró comprendido entre 

38% y 57% y entre 37% y 56% para las cepas L23 y L60, respectivamente. A las 5 h de 

incubación, los porcentajes de formación de autoagregados oscilaron entre 42% y 65% y 

entre 45% y 60% para L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60, respectivamente. En todos 

los casos, la autoagregación a las 5 h fue levemente superior a la de las 2 h de incubación, 

y en algunas determinaciones estos valores no presentaron diferencias estadísticamente 

significativas (p>0,05). Dichos resultados demuestran que a las 2 h de incubación se 

alcanzaron porcentajes de autoagregación cercanos al máximo medido, indicando que las 

cepas tienen capacidad de autoagregar rápidamente in vitro. No se detectaron diferencias 

significativas con respecto a la mezcla (Anexo), que alcanzó valores de autoagregación 

similares al de las cepas de lactobacilos por separado (p>0,05). Estos resultados 

permitieron deducir que las diferentes formulaciones farmacológicas no alteraron las 

propiedades autoagregativas de las cepas contenidas en los óvulos vaginales a través del 

tiempo de almacenamiento. 

Los resultados obtenidos realizando el método de detección de autoagregación 

cualitativo concuerdan con los informados por Kaewnopparat y col. (2013), quienes 

utilizando la misma técnica observaron la presencia de aglutinados macroscópicos de una 

cepa de L. fermentum en menos de 2 min. Chew y col. (2015a) y Leccese Terraf y col. 

(2014) evaluaron otras cepas de L. rhamnosus, obteniendo valores de autoagregación entre 
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21% y 24% y entre 25% y 35% a las 4 h de incubación, respectivamente, utilizando una 

metodología similar a la descripta en este trabajo. Es de destacar que la cepa L. rhamnosus 

L60 a las 2 h de incubación presentó porcentajes de autoagregación muy superiores a los 

reportados por dichos autores. Del mismo modo, Abdulla y col. (2014) y Melgaço y col. 

(2018) informaron tasas de autoagregación mucho menores a las halladas en este trabajo de 

Tesis. Dichos autores afirman que un mínimo de 30% de autoagregación representa valores 

muy significativos para probióticos de importancia clínica, resaltando el potencial de las 

cepas L23 y L60. Recientemente, Pessoa y col. (2017) y Prabhurajeshwar y Chandrakanth 

(2017) describieron cepas de lactobacilos con capacidad autoagregativa, cuantificada por la 

misma técnica descripta en este trabajo. Los autores informaron valores de autoagregación 

máximos de 30% a las 5 h, y de 23% a las 4 h de incubación, respectivamente. Resulta 

importante destacar que en este trabajo se alcanzaron valores mínimos de 

aproximadamente un 40%, con máximos de hasta 60% de autoagregación en el mismo 

tiempo de incubación que los autores mencionados. Dichos resultados coinciden 

parcialmente con lo informado por Pino y col (2019), quienes describieron una cepa 

distinta de L. rhamnosus pero con porcentajes de autoagregación similares a L60. 

4.7.3 Evaluación cualitativa de la hidrofobicidad de superficie celular 

La hidrofobicidad de superficie es una medida del grado de carga en las superficies 

celulares y es, entre otros, un importante factor involucrado en la fuerza de adhesión 

bacteriana y una propiedad que puede determinarse cualitativamente mediante técnicas in 

vitro (Figura 29). Cuando los iones de amonio (NH4
+
) y sulfato (SO4

-2
) están dentro de la 

solución acuosa, son atraídos por las cargas opuestas de la superficie celular. Esta atracción 

de cargas opuestas evita que las moléculas de agua interactúen con la membrana, lo que 

lleva a la formación de grumos o precipitados. De esta manera, a mayor hidrofobicidad de 

membrana, mayor formación de grumos (Chapman y col.,  2014) Ambas cepas de 

lactobacilos probióticas dieron reacción positiva con todas las concentraciones de sulfato 

de amonio, en todas las formulaciones ensayadas y a través del tiempo. Los resultados se 

muestran en la Tabla 11. 
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Figura 29. Test de hidrofobicidad con sulfato de amonio 

(a) Resultado positivo, (b) resultado negativo. 
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Tabla 11. Hidrofobicidad de superficie de los lactobacilos contenidos en los óvulos mediante el 

test de agregación salina 

  

Reacción con S04(NH4)2 

 Hidrofobicidad 

4 mol/l 2 mol/l 1,5 mol/l 0,5 mol/l 

L23 

F5  + + + +  ALTA 

F6  + + + +  ALTA 

F7  + + + +  ALTA 

F8  + + + +  ALTA 

F8’  + + + +  ALTA 

F9  + + + +  ALTA 

F9’  + + + +  ALTA 

F10  + + + +  ALTA 

F11  + + + +  ALTA 

F11’  + + + +  ALTA 

F12  + + + +  ALTA 

F13  + + + +  ALTA 

L60 

F5  + + + +  ALTA 

F6  + + + +  ALTA 

F7  + + + +  ALTA 

F8  + + + +  ALTA 

F8’  + + + +  ALTA 

F9  + + + +  ALTA 

F9’  + + + +  ALTA 

F10  + + + +  ALTA 

F11  + + + +  ALTA 

F11’  + + + +  ALTA 

F12  + + + +  ALTA 

F13  + + + +  ALTA 

M 

F8’  + + + +  ALTA 

F9’  + + + +  ALTA 

F12  + + + +  ALTA 

F13  + + + +  ALTA 

Alta hidrofobicidad de superficie (SAT<0,9 mol/L), intermedia hidrofobicidad de superficie (SAT 0,9-1,5 

mol/L), cepa hidrofílica (SAT> 1,5 mol/L). 
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La hidrofobicidad de superficie en conjunto con las propiedades de producción de 

biofilm y formación de autoagregados son características que están asociadas a 

propiedades de membrana, y por lo tanto están íntimamente relacionadas con la adherencia 

de los lactobacilos al epitelio. Por ello, a la hora de diseñar un bioformulado vaginal, todas 

estas características son relevantes para la adhesión de los lactobacilos a dicha mucosa 

(Chervinets y col., 2018). Esta característica está determinada por la composición de 

ácidos grasos de la membrana celular bacteriana, y las condiciones de conservación de los 

óvulos vaginales pueden afectarla (Pessoa y col., 2017). Castro y col. (1996) reportaron 

que el congelamiento y liofilización de lactobacilos puede inducir cambios en la 

composición de ácidos grasos de la membrana celular. A diferencia de estos autores, en 

esta Tesis se comprobó que la hidrofobicidad de superficie de las cepas L23 y L60 no fue 

afectada por los procesos de liofilización y almacenamiento posterior a 4°C en las distintas 

formulaciones farmacéuticas. Las cepas probióticas presentaron alta hidrofobicidad de 

superficie independientemente de la composición química de las mismas.  

 Chervinets y col. (2018) emplearon el test de SAT e informaron, al igual que en este 

estudio, alta hidrofobicidad de superficie en las cepas de lactobacilos estudiadas. Mediante 

el uso de otras técnicas hay autores que también destacan la importancia de la detección de 

la hidrofobicidad celular de lactobacilos probióticos (Pan y col., 2017; Prabhurajeshwar y 

Chandrakanth, 2017, Piyadeatsoontorn y col., 2019). Hay investigaciones en donde se 

informa que la adición de sustancias prebióticas permitiría obtener resultados relevantes en 

propiedades como la actividad antimicrobiana, autoagregación o hidrofobicidad de 

superficie (Pan y col., 2017). En este trabajo se demostró que L. fermentum L23 y L. 

rhamnosus L60 no sólo mantuvieron sus características de adherencia deseables a la hora 

de desarrollar un bioproducto vaginal mediante el mantenimiento de una alta 

hidrofobicidad de superficie a través del tiempo, sino que además no fue necesaria la 

adición de sustancias prebióticas para obtener resultados relevantes y/o incrementar esta 

propiedad de las cepas. 
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4.8 Actividad antagonista de los lactobacilos sobre microorganismos patógenos 

4.8.1 Coagregación in vitro de los lactobacilos probióticos contenidos en óvulos con 

Escherichia coli y Staphylococcus aureus 

Los coagregados de las cepas probióticas con microorganismos patógenos se 

observaron macroscópicamente en el fondo de los tubos, donde se apreciaron precipitados 

cada vez más abundantes a medida que transcurría el tiempo de incubación de la mezcla de 

las cepas. Dichos resultados se pueden observar en la Figura 30. 

 

       

       

Figura 30. Observación macroscópica del test de coagregación cualitativo de las cepas L23 y L60 

contenidas en las formulaciones farmacéuticas con E. coli y S. aureus 

Controles: L. fermentum L23 (a), L. rhamnosus L60 (b), E. coli (c), S. aureus (d). 

Tratamientos: L23 + E. coli (e), L23 + S. aureus (f), L60 + E. coli (g), L60 + S. aureus (h).  

 

Cuando los precipitados fueron observados al microscopio óptico, se advirtió la 

presencia de abundantes coagregados microscópicos de distintos tamaños, en forma de 

grandes y pequeñas masas de lactobacilos adheridos a E. coli y a S. aureus. En todas las 

formulaciones farmacéuticas y a los distintos tiempos de muestreo se observó el mismo 

a b c d 
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comportamiento de lactobacilos adheridos. En la Figura 31 se observan algunos de los 

resultados de la observación microscópica de los coagregados bacterianos. 

 

 

    

    

Figura 31. Observación microscópica de coagregados de lactobacilos con microorganismos 

patógenos (1000x) 

 (A) L. fermentum L23 + E. coli, (B) L. fermentum L23 + S. aureus, (C)  L. rhamnosus L60 + E. coli, (D) L. 

rhamnosus L60 + S. aureus. 

 

 A partir de la observación microscópica de las muestras obtenidas del fondo de los 

tubos, se obtuvieron coagregados de diversos tamaños de la cepa L23 y L60 con E. coli y 

S. aureus, observados como acúmulos de lactobacilos adheridos a bacilos Gram negativos 

o cocos Gram positivos. Este comportamiento se observó en todas las formulaciones en 

estudio y a través del tiempo de almacenamiento de los óvulos. Resultados similares se 

obtuvieron con la mezcla de lactobacilos. Chervinets y col. (2018) describieron otra cepa 

de L. fermentum capaz de coagregar con S. aureus, pero incapaz de coagregar con E. coli. 

A diferencia de estos autores, los resultados de este trabajo no sólo demuestran la 

coagregación de las cepas probióticas aisladas de los óvulos con un microorganismo Gram 

a b 

c d 
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positivo sino que también con uno Gram negativo. Además, los autores describieron el 

comportamiento cualitativo de coagregación mientras que en este trabajo de Tesis esta 

capacidad coagregativa se cuantificó (Figura 32 para la cepa L23, Figura 33 para la cepa 

L60 y Figura 34 para la mezcla de ambas). 
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Figura 32. Coagregación in vitro de L. fermentum L23 con E. coli y S. aureus 

 (A) F5, (B) F6, (C) F7, (D) F8, (E) F9, (F) F11, (G) F12. L23 + E. coli (■) y L23 + S. aureus (■). Medias  

con una letra diferente poseen diferencias estadísticamente significativas (p<0,05). 
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Figura 33. Coagregación in vitro de L. rhamnosus L60 con E. coli y S. aureus 

 (A) F5, (B) F6, (C) F7, (D) F8, (E) F9, (F) F11, (G) F12. L60 + E. coli (■) y L60 + S. aureus (■). Medias 

con una letra diferente poseen diferencias estadísticamente significativas (p<0,05). 
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Figura 34. Coagregación in vitro de la mezcla de L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 con E. 

coli y S. aureus en la formulación F12 

L23 + L60 + E. coli (■) y L23 + L60 + S. aureus (■). Medias con una letra diferente poseen diferencias 

estadísticamente significativas (p<0,05). 

 

El rango de coagregación de la cepa L23 con E. coli 1 estuvo comprendido entre 

27% y 36%, mientras que para S. aureus 168 entre 33% y 38%. La cepa L60, por otro lado, 

presentó porcentajes de coagregación que oscilaron entre 23% y 35% con E. coli 1, y entre 

26% a 36% con S. aureus 168. Para la mezcla, el rango de coagregación con las cepas de 

E. coli y S. aureus osciló entre 25% y 30% y entre 28% y 34%, respectivamente. Es de 

destacar que en este ensayo se observó muy poca formación de agregados en los tubos 

control de ambos microorganismos patógenos (Figura 27c y 27d), lo cual indicaría que 

estas cepas no poseen alta capacidad autoagregativa. Por el contrario, sí se observaron 

precipitados en los tubos control de lactobacilos (Figura 27a y 27b). Los agregados 

observados en el fondo de los tubos mezcla se deben a que a medida que transcurre el 

tiempo, los lactobacilos van coagregando con los microorganismos patógenos en 

suspensión. Los lactobacilos probióticos mantuvieron su propiedad coagregativa a través 

del tiempo en que se mantuvieron viables en los óvulos con distintas formulaciones 

farmacéuticas, independientemente de la composición química de las mismas. No se 

observaron diferencias entre los valores de coagregación de la mezcla de lactobacilos con 

respecto a las cepas por separado (Anexo) (p>0,05).  

Keller y col. (2011) evaluaron la coagregación de diferentes cepas de lactobacilos 

con cepas de S. mutans, y reportaron porcentajes entre 9% y 24%. Prabhurajeshwar y 

Chandrakanth (2017), estudiaron la coagregación de aislados de Lactobacillus spp. que 

oscilaron entre 7% y 19% y entre 5% y 25% con E. coli y S. aureus, respectivamente. 
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Abdulla y col. (2014) y Bouridane y col. (2016) utilizaron otras cepas de Lactobacillus en 

coagregación con otros microorganismos, y obtuvieron resultados similares a los hallados 

en este trabajo, los cuales a su vez difieren con lo expuesto recientemente por Pino y col. 

(2019), quienes describieron dos cepas de L. rhamnosus altamente coagregativas con E. 

coli (53%-60%). En este trabajo de Tesis, se reportaron valores de coagregación muy por 

encima de los porcentajes informados en la mayoría de la bibliografía consultada, 

utilizando otros lactobacilos y/o microorganismos patógenos indicadores, lo que continúa 

resaltando la importancia de estas cepas probióticas L23 y L60. 

 La elección de cepas de lactobacilos que sean capaces de mantener sus propiedades 

probióticas y benéficas a través del tiempo cuando se los incorpora como principio activo a 

una formulación farmacéutica es de vital importancia, ya que sus capacidades de adhesión 

y competencia con microorganismos patógenos son parámetros esenciales para asegurar 

una acción terapéutica efectiva. 

4.8.2 Estudio de la actividad antimicrobiana por la técnica de estrías cruzadas de los 

lactobacilos aislados de los óvulos vaginales  

Al realizar la técnica de estrías cruzadas se observó un halo de inhibición del 

crecimiento microbiano en la zona de intersección de la estría central (lactobacilos) 

con las estrías perpendiculares de la cepa indicadora (E. coli) (Figura 35). La Tabla 12 

describe detalladamente el tamaño promedio de los halos de inhibición del crecimiento 

de E. coli producidos por los lactobacilos mediante la técnica de estrías cruzadas. 
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Figura 35. Fotografía de la técnica de estrías cruzadas para la detección de actividad 

antimicrobiana en placas de agar MRS 

Estría vertical: L. fermentum L23 aislada de la formulación F8 a los 120 días de incubación. Estrías 

perpendiculares: cepa E. coli indicadora 
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Tabla 12. Actividad antimicrobiana de L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 aislados de óvulos vaginales sobre E. coli por el método de estrías cruzadas 

Tiempo 

(días) 

Halos de inhibición del crecimiento 

Media (mm) 

F1 
 

F2 
 

F3 
 

F5 
 

F6 
 

F7 

L23 L60 
 

L23 L60 
 

L23 L60 
 

L23 L60 
 

L23 L60 
 

L23 L60 

 0  23,3
a 

19,7
a 

 
22,0

ab 
20,7

a 

 
30,7

b 
29,0

a 

 
31,0

a 
33,0

b 

 
27,0

ab 
30,3

a 

 
29,7

a 
28,0

a 

 
30  21,3

a 
23,3

b 

 
25,0

ab 
23,0

a 

 
30,7

b 
27,7

a 

 
27,7

a 
28,3

ab 

 
31,0

b 
30,0

a 

 
26,0

a 
30,3

a 

 
60  23,7

a 
25,0

b 

 
21,3

a 
21,0

a 

 
28,0

ab 
27,7

a 

 
29,0

a 
29,3

ab 

 
29,7

ab 
31,0

a 

 
30,3

a 
31,3

a 

 
90  - - 

 
26,3

b 
25,7

a 

 
25,3

ab 
24,0

a 

 
31,3

a 
27,7

ab 

 
28,7

ab 
27,7

a 

 
31,3

a 
27,0

a 

 
120  - - 

 
22,0

ab 
23,0

a 

 
26,3

ab 
25,3

a 

 
27,0

a 
29,0

ab 

 
27,0

ab 
27,7

a 

 
28,3

a 
27,7

a 

 
150  - - 

 
22,7

ab 
20,7

a 

 
22,7

a 
24,7

a 

 
31,7

a 
27,0

a 

 
25,0

a 
29,3

a 

 
30,0

a 
30,7

a 

 
180  - - 

 
24,0

ab 
25,3

a 

 
23,7

a 
25,7

a 

 
29,7

a 
30,7

ab 

 
31,0

b 
29,7

a 

 
29,7

a 
31,0

a 

 
210  - - 

 
- - 

 
- - 

 
27,0

a 
25,0

a 

 
28,3

ab 
31,0

a 

 
- 27,0

a 

 240  - -  - -  - -  - 28,0
ab 

 - 30,3
a 

 - 31,7
a 

 270  - -  - -  - -  - -  - 29,7
a 

 - - 

Promedio 22,8 22,7  23,3 22,8  26,8 26,3  29,3 28,7  28,5 29,7  29,3 29,4 

 

(-): Corresponde a los tiempos de almacenamiento donde no se recuperaron lactobacilos viables para realizar esta técnica. Medias con una letra diferente poseen diferencias estadísticamente 

significativas (p<0,05). Se realizó el análisis estadístico para los datos de una misma formulación y cepa a través del tiempo.   
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Tabla 12 (continuación). Actividad antimicrobiana de L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 aislados de óvulos vaginales sobre E. coli por el método de estrías cruzadas 

Tiempo (días) 

Halos de inhibición del crecimiento 

Media (mm) 

F8  F8’  F9  F9’  F10 

L23 L60  L23 L60 M  L23 L60  L23 L60 M  L23 L60 

 0  30,0
a 

32,3
a
  30,3

a
 29,7

a
 33,3

a
  28,0

a
 31,7

a
  29,3

a
 29,3

a
 31,3

a
  29,3 31,3

a
 

 90  30,0
a
 29,7

a
  29,7

a
 29,0

a
 30,7

a
  31,7

b
 29,3

a
  31,3

a
 30,0

a
 32,3

a
  - 30,0

a
 

 180  28,7
a
 31,0

a
  30,7

a
 30,7

a
 32,3

a
  27,7

a
 29,0

a
  29,7

a
 31,3

a
 32,7

a
  - - 

 270  - 28,7
a
  29,0

a
 30,0

a 
34,0

a 
 30,0

ab
 31,0

a
  29,7

a
 30,0

a 
32,7

a 
 - - 

 360  - -  30,3
a 

30,0
a 

32,7
a 

 - 30,7
a
  28,7

a 
29,3

a 
32,0

a 
 - - 

Promedio 29,6 30,4  30,0
a 

29,9
a
 32,6

b
  29,3 30,3  29,7

a
 30,0

a
 32,2

b
  29,3 30,7 

 

M: mezcla 1:1 de L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60. (-): Corresponde a los tiempos de almacenamiento donde no se recuperaron lactobacilos viables para realizar esta técnica. Medias 

con una letra diferente poseen diferencias estadísticamente significativas (p<0,05). Se realizó un primer análisis estadístico para los datos de una misma formulación y cepa a través del 

tiempo.  El segundo análisis se realizó comparando los promedios de las formulaciones F8’ y F9’ para comprobar si la mezcla de las cepas ejercía el mismo efecto que las cepas por separado 

en cada formulación. 
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Tabla 12 (continuación). Actividad antimicrobiana de L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 aislados de óvulos vaginales sobre E. coli por el método de estrías cruzadas 

Tiempo (días) 

Halos de inhibición del crecimiento 

Media ± DE (mm) 

F11  F11’  F12  F13 

L23 L60  L23 L60  L23 L60 M  L23 L60 M 

 0  29,3
a 

31,7
a
  29,7

a
 30,7

a
  30,0

a
 29,3

a
 32,7

a
  29,7

a
 30,7

a
 32,0

a
 

 90  30,7
a
 30,7

a
  30,3

a
 29,0

a
  29,7

a
 29,7

a
 32,3

a
  29,3

a
 28,7

a
 31,0

a
 

 180  - -  - -  - 31,3
a
 30,7

a
  - 29,3

a
 31,3

a
 

 270  - -  - -  - - -  - - - 

Promedio 30,0 31,2  30,0
 

29,8  29,8
a 

30,1
a 

31,9
b 

 29,5
a 

29,3
a 

31,4
b 

 

M: mezcla 1:1 de L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60. (-): Corresponde a los tiempos de almacenamiento donde no se recuperaron lactobacilos viables para realizar esta técnica. Medias 

con una letra diferente poseen diferencias estadísticamente significativas (p<0,05). Se realizó un primer análisis estadístico para los datos de una misma formulación y cepa a través del 

tiempo.  El segundo análisis se realizó comparando los promedios de las formulaciones F12 y F13 para comprobar si la mezcla de las cepas ejercía el mismo efecto que las cepas por 

separado en cada formulación. 
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 El rango de los halos de inhibición promedio producidos por las cepas L23, L60 y 

la mezcla sobre el crecimiento de E. coli en las distintas formulaciones estuvo 

comprendido entre 21,3 mm y 31,7 mm, 19,7 mm y 33,3 mm y 30,1 mm y 33,3 mm, 

respectivamente. Es de resaltar que el tamaño de los halos de inhibición obtenidos en este 

ensayo fue de gran relevancia, lo cual demuestra la importante actividad antimicrobiana de 

las cepas en estudio. Se observó que los lactobacilos fueron capaces de mantener intacta su 

capacidad de producir sustancias con actividad antimicrobiana mientras se encontraban en 

los óvulos vaginales estudiados en este trabajo.  

 Es notable destacar que se comprobó que la actividad antimicrobiana sinérgica 

reportada de estas cepas se mantuvo a través del tiempo, ya que en las formulaciones 

donde se estudió la combinación L23:L60 (F8’, F9’, F12 y F13), los halos de inhibición 

promedio de la mezcla superaron significativamente los valores promedio de las cepas por 

separado (Tabla 12).  

En el año 2012, Mogna y col. evaluaron la efectividad de múltiples cepas de BAL 

para inhibir el crecimiento in vitro de 5 cepas de E. coli, incluyendo una cepa de E. coli 

O157:H7. En ese trabajo, los autores reportaron halos promedio de 4-6 mm, presentando 

valores máximos de 12 mm. Por otra parte, Verdenelli y col. (2014) comprobaron que 

cinco cepas de Lactobacillus contenidas en la marca comercial de óvulos Synbio® 

presentaban propiedades inhibitorias sobre el crecimiento de cepas patógenas utilizando el 

método de estrías cruzadas, con halos menores a 10 mm. En este trabajo de Tesis, los halos 

de inhibición reportados superaron ampliamente los informados por dichos autores.  

Nuestros hallazgos no son comparables con los reportados por Bertuccini y col. 

(2017), Pessoa y col. (2017) y Prabhurajeshwar y Chandrakanth (2017) ya que dichos 

autores utilizaron técnicas distintas a la de esta Tesis para detectar la actividad 

antimicrobiana de lactobacilos. Sin embargo, Piyadeatsoontorn y col. (2019) y Pino y col. 

(2019) emplearon la técnica de gota, informando halos de inhibición de E. coli menores a 

los reportados en este trabajo. Este test es comparable con la técnica de estrías cruzadas ya 

que estudia los metabolitos totales liberados al medio de cultivo semisólido. 

 Como se expuso anteriormente, el grupo de investigación del laboratorio donde se 

llevó a cabo este trabajo ha realizado numerosas investigaciones sobre la actividad 

antimicrobiana de las cepas L23 y L60 frente a diversos agentes patógenos in vitro e in 

vivo (Pascual y col., 2008a,b, 2010; Ruíz y col., 2009, 2012, 2015; Asurmendi, 2010; 

García y col., 2015). A partir de los resultados obtenidos, puede afirmarse que ni el tiempo 
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ni la composición química de las formulaciones fueron factores que afectaran la capacidad 

de los lactobacilos de producir de sustancias antimicrobianas.   

4.8.3 Actividad antimicrobiana de los metabolitos producidos por los lactobacilos 

aislados de los óvulos vaginales por el método de difusión en pozos 

En algunas formulaciones farmacéuticas se ensayó una segunda técnica de 

detección de la actividad antimicrobiana, que detecta la presencia de metabolitos 

bioactivos liberados en los sobrenadantes libres de cultivo. Esta metodología permite 

distinguir qué porcentaje de la actividad antimicrobiana corresponde a cada metabolito 

bioactivo producido. Como fue expuesto anteriormente, L. fermentum L23 sintetiza ácidos 

orgánicos y la bacteriocina L23, mientras que L. rhamnosus L60 sintetiza ácidos orgánicos, 

H2O2 y la bacteriocina L60 (Figura 36). 

 

 

Figura 36. Fotografía de la técnica de difusión en pozos para la detección de actividad 

antimicrobiana en placas de agar MRS 

 (1) SLC L23, (2) SLCN L23, (3) SLC L60, (4) SLCN L60. Colonias: cepa de E. coli sensible. 

 

La Tabla 13 describe detalladamente el tamaño promedio de los halos de 

inhibición del crecimiento de E. coli por el método de difusión en pozos, producidos 

1 2 

3 4 
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por el SLC y SLCN de las cepas L23 y L60 aislados de los óvulos con las 

formulaciones ensayadas. El tamaño de los halos de inhibición de los SLCN disminuye 

con respecto a sus respectivos SLC, ya que los neutralizados no presentan la actividad 

antimicrobiana debida a ácidos orgánicos. 
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Tabla 13. Actividad antimicrobiana de L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 aislados de óvulos vaginales sobre E. coli por el método de difusión en 

pozos 

Tiempo 

(días) 

Halos de inhibición del crecimiento 

Media (mm) 

F1 
 

F2 
 

F3 

L23 
 

L60 
 

L23 
 

L60 
 

L23 
 

L60 

SLC SLCN 
 

SLC SLCN 
 

SLC SLCN 
 

SLC SLCN 
 

SLC SLCN 
 

SLC SLCN 

 0  22,0
a 

17,7
a 

 
24,0

a 
17,5

a 

 
22,8

a 
18,5

a 
 23,0

a 
19,7

a 
 23,3

a 
16,3ª  23,7

a 
19,7

a 

 
30  22,6

a 
18,0

a 

 
23,0

a 
18,3

a 

 
24,7

a 
18,6

a 
 24,0

a 
19,0

a 
 23,7

a 
17,7

a 
 24,0

a 
18,0

a 

 
60  23,0

a 
18,7

a 

 
22,7

a 
18,7

a 

 
25,3

a 
21,3

a 
 23,7

a 
18,3

a 
 21,7

a 
18,3

a 
 23,7

a 
20,7

a 

 
90  - - 

 
- - 

 
22,3

a 
18,0

a 
 23,7

a 
17,3

a 
 21,0

a 
16,0

a 
 24,0

a 
17,3

a 

 
120  - - 

 
- - 

 
23,0

a 
19,0

a 
 21,7

a 
19,0

a 
 21,0

a 
17,3

a 
 23,7

a 
17,7

a 

 
150  - - 

 
- - 

 
23,7

a 
18,3

a 
 24,0

a 
20,0

a 
 23,3

a 
18,7

a 
 24,0

a 
19,3

a 

 
180  - - 

 
- - 

 
21,3

a 
17,3

a 
 22,7

a 
18,0

a 
 20,0

a 
16,2

a 
 24.0

a 
17,7

a 

Promedio 22,5 18,1  23,2 18,2  23,3 18,7  23,2 18,8  22,0 17,2  23,9 18,6 

 

(-): Corresponde a los tiempos de almacenamiento donde no se recuperaron lactobacilos viables para realizar esta técnica. Medias con una letra diferente poseen 

diferencias estadísticamente significativas (p<0,05). Se realizó el análisis estadístico para los datos de una misma formulación y cepa a través del tiempo. 
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Tabla 13 (continuación). Actividad antimicrobiana de L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 aislados de óvulos vaginales sobre E. coli por el método de difusión en 

pozos  

Tiempo 

(días) 

Halos de inhibición del crecimiento 

Media (mm) 

F5 
 

F6 
 

F7 

L23 
 

L60 
 

L23 
 

L60 
 

L23 
 

L60 

SLC SLCN 
 

SLC SLCN 
 

SLC SLCN 
 

SLC SLCN 
 

SLC SLCN 
 

SLC SLCN 

 0  26,3
a 

21,7
a 

 32,0
a 

23,0
ab 

 28,3
a 

22,7
ab 

 29,3
ab 

20,7
abc 

 28,0
ab 

20,3
a 

 28,3
a 

20,3
a 

 
30  29,3

a 
24,0

a 
 31,0

ab 
21,0

a 
 27,3

a 
22,3

b 
 30,7

ab 
21,3

abc 
 27,7

ab 
20,7

a 
 29,0

a 
20,7

a 

 
60  28,7

a 
23,7

a 
 26,7

ab 
21,0

a 
 22,0

b 
17,7

d 
 26,3

a 
19,0

a 
 29,3

ab 
22,0

ab 
 27,0

a 
21,7

a 

 
90  27,3

a 
22,3

a 
 30,7

ab 
26,7

b 
 29,3

a 
24,0

b 
 30,3

ab 
26,0

d 
 31,0

ab 
24,3

ab 
 31,0

a 
24,3

a 

 
120  29,0

a 
23,7

a 
 30,7

ab 
26,7

b 
 27,0

a 
19,0

cd 
 31,0

ab 
23,7

cd 
 28,7

ab 
21,7

a 
 28,7

a 
24,0

a 

 
150  26,0

a 
22,3

a 
 25,7

b 
20,0

a 
 29,0

a 
21,7

bc 
 28,0

ab 
19,7

ab 
 27,0

b 
21,7

a 
 28,0

a 
21,0

a 

 
180  28,3

a 
23,0

a 
 29,7

ab 
23,7

ab 
 28,3

a 
22,3

b 
 32,3

b 
26,7

d 
 32,3

a 
26,3

b 
 29,0

a 
21,7

a 

 
210  30,7

a 
24,0

a 
 30,3

ab 
24,7

ab 
 31,0

a 
25,3

a 
 29,7

ab 
23,3

bcd 
 - -  27,0

a 
21,3

a
 

 
240  - -  27,3

ab 
22,0

ab 
 - -  29,3

ab 
20,7

abc 
 - -  30,0

a 
22,7

a 

 
270  - -  - -  - -  28,0

ab 
20,7

abc 
 - -  - - 

Promedio 28,3 23,1  29,3 23,2  27,8 21,9  29,5 22,2  29,1 22,4  28,7 22,0 

 

(-): Corresponde a los tiempos de almacenamiento donde no se recuperaron lactobacilos viables para realizar esta técnica. Medias con una letra diferente poseen 

diferencias estadísticamente significativas (p<0,05). Se realizó el análisis estadístico para los datos de una misma formulación y cepa a través del tiempo. 
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Utilizando el método de difusión en pozos, los halos de inhibición promedios 

obtenidos empleando el SLC y el SLCN de la cepa L23 fueron de 25,5 mm y 20,2 mm, 

respectivamente. En esta cepa, se destacan halos de inhibición entre 30,7 mm y 32,3 mm. 

La actividad antimicrobiana del SLC de L23 es debida a los ácidos orgánicos y a la 

bacteriocina L23, mientras que la del SLCN es debido sólo a acción de su bacteriocina. 

Con la cepa L60, los sobrenadantes puro y neutralizado presentaron valores promedio de 

26,3 mm y 20,5 mm de inhibición, respectivamente. Para esta cepa, se destacaron halos de 

inhibición de entre 30,3 mm y 32,3 mm. En este caso, el SLC contiene ácidos orgánicos, 

H2O2 y la bacteriocina L60, mientras que el SLCN contiene H2O2 y la bacteriocina. En 

trabajos previos realizados por el grupo de investigación se comprobó que el porcentaje de 

actividad antimicrobiana producida por la acción del H2O2 es pequeña (menor al 10%), por 

lo que se considera que la mayor actividad inhibitoria del sobrenadante neutralizado de la 

cepa L60 es debida a la actividad de la bacteriocina.  

El tamaño de los halos de inhibición de los sobrenadantes informados en este 

estudio es superior a los encontrados en diversos trabajos de investigación de otros autores. 

Coman y col. (2014) reportaron halos de inhibición de E. coli entre 16-17 mm utilizando el 

SLC de una mezcla de lactobacilos probióticos comercializada en óvulos vaginales, y de 

10-14 mm con las cepas por separado. De manera similar, en el trabajo realizado por 

Leccese Terraf y col. (2017) los halos de inhibición del crecimiento de dos cepas de E. coli 

producidos por otros lactobacilos probióticos no superaron un tamaño de 10 mm. Los 

resultados de este trabajo de Tesis coinciden con los reportados por Saadatzadeh y col. 

(2013), donde los autores informan tamaños de halos de inhibición del crecimiento 

bacteriano similares.  

 El efecto inhibitorio debido a la actividad de las bacteriocinas de cada cepa de 

lactobacilos contenida en las formulaciones farmacéuticas osciló entre el 75% y 82% del 

total de la actividad antimicrobiana (Figuras 37 y 38), demostrando que la actividad 

antimicrobiana de las bacteriocinas producidas por los lactobacilos no fue afectada por las 

distintas formulaciones. 
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Figura 37. Actividad antimicrobiana relativa promedio de los metabolitos bioactivos producidos 

por la cepa L. fermentum L23 en cada formulación farmacéutica 

Ácidos orgánicos (■), bacteriocina L23 (■). 

 

 

 

Figura 38. Actividad antimicrobiana relativa promedio de los metabolitos bioactivos producidos 

por la cepa L. rhamnosus L60 en cada formulación farmacéutica 

Ácidos orgánicos (■), H2O2 + bacteriocina L60 (■). 

 

 

Los resultados de Kaewnopparat y col. (2013) se asemejan a los hallados en este 

trabajo de Tesis, pero es importante resaltar que la actividad antimicrobiana detectada por 

estos autores es muy inferior a la informada para las cepas L23 y L60. 
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Si bien las bacteriocinas L23 y L60 fueron los principales metabolitos responsables 

de la actividad antimicrobiana producida por las cepas de lactobacilos, cabe destacar que 

existen limitados trabajos de investigación que describan lactobacilos contenidos en óvulos 

vaginales que posean la propiedad de producir sustancias inhibitorias del tipo bacteriocinas 

(Fuochi y col., 2019). Por lo general, en la bibliografía se encuentran trabajos que reportan 

actividad antimicrobiana debida sólo a ácidos orgánicos, con ausencia de actividad 

inhibitoria tipo bacteriocina (Lin y col., 2006; Saadatzadeh y col., 2013; Siroli y col., 

2017). 

Los resultados obtenidos al procesar las distintas formulaciones confirman lo 

hallado en las experiencias previas realizadas por el grupo de investigación en el estudio de 

la actividad antimicrobiana de los distintos metabolitos secundarios de L. fermentum L23 y 

L. rhamnosus L60. En este estudio se comprobó que ambas cepas de lactobacilos 

mantuvieron su actividad antimicrobiana en los óvulos vaginales durante los meses en que 

se desarrolló este estudio. Esta actividad inhibitoria se debió principalmente a la acción de 

las bacteriocinas de cada cepa. Los lactobacilos en los óvulos siguieron manteniendo sus 

propiedades antagonistas independientemente del tiempo, recuento y la composición 

química de las formulaciones. Esta importante propiedad antimicrobiana de las cepas 

probióticas en estudio resalta su potencial aplicación en posibles casos de infecciones 

vaginales recurrentes en Argentina. 

4.8.4 Inhibición de la formación de biofilm producido por Staphylococcus aureus y 

SGB por los metabolitos bioactivos de las cepas de lactobacilos 

La capacidad de S. aureus y SGB de producir biofilm está íntimamente relacionada 

con su patogenicidad (Parker y col., 2016; Azara y col., 2017). Formular un bioproducto 

con microorganismos probióticos que además de presentar las propiedades antagonistas de 

coagregación y actividad antimicrobiana sean capaces de inhibir la producción de este 

factor de virulencia, podría contribuir a una acción bioterapeútica efectiva para el 

tratamiento de infecciones por cepas patógenas productoras de biofilm. Por este motivo, se 

estudió el efecto anti biofilm de los sobrenadantes de cultivo de los lactobacilos contenidos 

en los óvulos a través del tiempo. Todos los sobrenadantes (puros y neutralizados) de las 

cepas presentaron actividad antibiofilm in vitro por la técnica en tubo y en microplaca 

(Figuras 39 y 40).  
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Figura 39. Inhibición de la formación de biofilm de SGB por los sobrenadantes de Lactobacillus 

fermentum L23 aislado de los óvulos por la técnica en tubo 

 (a) SLC L23, (b SLCN L23, (c) control positivo. 

 

  

Figura 40. Inhibición de la formación de biofilm de SGB y Staphylococcus aureus por los 

sobrenadantes de L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 aislados de los óvulos por la técnica en 

microplaca 

Controles positivos: 1 (A, B, E y F: S. aureus; C, D, G y H: SGB), controles negativos: 2, 11 y 12, SLC L23: 

3(A-H) y 7(A-D), SLCN L23: 4(A-H) y 8(A-D), SLC L60: 5(A-H) y 9(A-D), SLCN L60: 6(A-H) y 10(A-D), 

SLC de la mezcla L23:L60: 7(E-H) y 8(E-H), SLCN de la mezcla L23:L60: 9(E-H) y 10(E-H). F8 (■), F9 

(■), F12 (■). 
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 Como puede evidenciarse macroscópicamente, las cepas de S. aureus y SGB 

estudiadas en este trabajo fueron altamente productoras de biofilm (Figura 39c y 40 calle 

1), propiedad que se vio fuertemente inhibida cuando estos microorganismos fueron 

enfrentados a los sobrenadantes de las cepas L. fermentum y L. rhamnosus (Figura 39a y 

40 calles 3 a 10) aislados de las formulaciones farmacéuticas en estudio. Los resultados de 

la cuantificación de esta actividad inhibitoria mediante la técnica en tubo se muestran en la 

Tabla 14. 

 

Tabla 14. Inhibición de la producción de biofilm de SGB y Staphylococcus aureus por los 

sobrenadantes libres de células de los lactobacilos contenidos en los óvulos por el método en tubo 

F
o

rm
u

la
ci

ó
n

 

Tiempo 

(días) 

 Inhibición de la formación de biofilm (%) 

L23  L60 

SGB  S. aureus  SGB  S. aureus 

SLC SLCN  SLC SLCN  SLC SLCN  SLC SLCN 

F5 

 0   58 49  67 52  70 61  63 60 

 90   76 68  77 69  77 71  69 67 

 180   77 55  64 62  80 73  80 69 

F6 

 0   73 70  55 49  69 64  58 49 

 90   74 67  60 51  72 60  70 65 

 180   73 62  70 66  70 61  76 68 

 270   - -  - -  77 69  69 65 

F7 

 0   57 40  69 60  66 59  72 62 

 90   80 67  69 65  60 51  67 52 

 180   76 68  70 63  61 54  74 67 

 

(-): Corresponde a los tiempos de almacenamiento donde no se recuperaron lactobacilos viables para realizar 

esta técnica. 

 

 

Mediante esta técnica, los metabolitos bioactivos liberados en los sobrenadantes de 
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cultivo de los lactobacilos aislados de los óvulos fueron capaces de inhibir la formación de 

biofilm por las cepas patógenas indicadoras, donde los valores de inhibición oscilaron 

entre 49% y 80%. Estos resultados son comparables a los reportados por Merghni y col. 

(2017), quienes utilizando metabolitos bioactivos de L. casei reportaron porcentajes de 

inhibición similares sobre S. aureus. Las diferencias entre la producción/inhibición de 

biofilm de cada experimento utilizando las mismas cepas están relacionadas con el inóculo 

inicial del cultivo del microorganismo patógeno que puede variar ligeramente, lo cual 

coincide con lo reportado por Terraf y col. (2012). Es de destacar que en el presente ensayo 

la actividad antibiofilm se debió principalmente a la acción de los compuestos inhibitorios 

bioactivos presentes en los SLCN de L23 y L60, ya que fue responsable del 70% al 96% 

del total de la actividad inhibitoria. Posteriormente, se realizó una modificación de la 

técnica de producción de biofilm de SGB y S. aureus, cuyos resultados se observan en la 

Figura 41. 

 A partir de estos hallazgos fue posible poner en evidencia que los metabolitos 

bioactivos liberados en los sobrenadantes de cultivo de los lactobacilos fueron capaces de 

inhibir totalmente la formación de biofilm por las cepas patógenas indicadoras, ya que en 

todos los casos los porcentajes de inhibición se encontraron en un rango comprendido entre 

el 94% y el 100%. Además, fue posible demostrar que cuando los sobrenadantes fueron 

neutralizados, se mantuvo casi inalterada la propiedad inhibitoria de la formación de 

biofilm. Existen trabajos de investigación que atribuyen esta propiedad a ácidos 

lipoteicoicos de lactobacilos (Ahn y col., 2018a,b). 
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Figura 41. Inhibición de la producción de biofilm de SGB y S. aureus por los sobrenadantes libres 

de células de los lactobacilos aislados de los óvulos 

SLC + SGB (■), SLCN + SGB (■), SLC + S. aureus (■) y SLCN + S. aureus (■). 
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 Ait Ouali y col. (2014) informaron resultados de inhibición de la producción de 

biofilm de microorganismos patógenos similares a los obtenidos en este trabajo pero 

utilizando otras especies de Lactobacillus. En su trabajo de investigación, Kang y col., 

(2017) también reportaron una alta actividad anti-biofilm de lactobacilos sobre el mismo 

microorganismo patógeno. Existen publicaciones científicas en las que fue evaluada la 

actividad anti-biofilm de Lactobacillus spp. sobre otros microorganismos, como por 

ejemplo otras especies del género Streptococcus y Listeria spp. (Ait Ouali y col., 2014; 

Melo y col., 2016, Ciandrini y col., 2017; Lin y col., 2017; Todorov y col., 2018). 

Asimismo, Chung y col (2004) y Söderling y col. (2011) demostraron actividad antibiofilm 

sobre S. mutans en otro nicho ecológico utilizando otras cepas de L. fermentum y L. 

rhamnosus, respectivamente.  

 Es de destacar la importancia que implica seleccionar cepas probióticas para ser 

incluidas en una formulación vaginal que sean capaces de competir y/o desplazar a los 

microorganismos causantes de enfermedades genitales (Prabhurajeshwar y Chandrakanth, 

2017). Los metabolitos bioactivos de las cepas L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 

demostraron inhibir en su totalidad la producción de biofilm de los agentes patógenos en 

estudio.  

 Finalmente, el mantenimiento del conjunto de propiedades probióticas y benéficas 

de las cepas de lactobacilos son características esperadas del producto final. La 

autoagregación e hidrofobicidad de superficie son propiedades directamente relacionadas a 

la adherencia de los lactobacilos al epitelio del huésped, mientras que la actividad 

antimicrobiana, coagregación e inhibición de la producción de biofilm por 

microorganismos patógenos contribuyen a la competencia por el nicho vaginal y a una 

acción protectora y bioterapéutica de estas cepas probióticas (Pan y col., 2017; 

Prabhurajeshwar y Chandrakanth, 2017). A partir de los resultados obtenidos, se comprobó 

que las cepas fueron capaces de mantener estas propiedades en todas las formulaciones a 

través del tiempo de almacenamiento. 

4.9 Propiedades físico-químicas de los formulados farmacéuticos utilizando fluido 

vaginal simulado 

 El estudio de las propiedades físico-químicas de los óvulos con distintas 

formulaciones utilizando FVS como diluyente es un aspecto muy relevante a tener en 
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cuenta para seleccionar una composición farmacéutica. Esto permitiría investigar 

presuntivamente el potencial de los óvulos para hidratarse y liberar los lactobacilos 

contenidos en ellos, imitando bajo condiciones in vitro el microambiente vaginal de una 

mujer sana (Vitali y col., 2016; Sanz y col., 2018). 

4.9.1 Cuantificación de la absorción de agua de los óvulos vaginales 

 A medida que transcurrió el tiempo del ensayo, se observó tanto el aumento de 

tamaño como el cambio en la consistencia de los óvulos, debido a la absorción de agua a 

partir del fluido vaginal simulado (Figura 42). El peso de los óvulos analizados a cada 

tiempo y los perfiles de absorción de agua de las formulaciones farmacéuticas 

seleccionadas para este experimento se presentan en la Figura 43 y 44, respectivamente.  

 

   

Figura 42. Óvulo vaginal sometido al ensayo de absorción de agua 

(a) Sistema experimental al iniciar el ensayo, (b) óvulo vaginal con un 20 % de absorción de agua. 

 

 

 

 

 

a b 
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Figura 43. Variación en el peso de los óvulos en el ensayo de absorción de agua 

F5 (▲), F6 (▲), F8 (▲), F9 (▲), F11 (▲) y F13 (▲). 

 

 

Figura 44. Perfil de absorción de agua de las formulaciones farmacéuticas 

F5 (▲), F6 (▲), F8 (▲), F9 (▲), F11 (▲) y F13 (▲). 

  

 La propiedad físico-química de absorción de agua de los óvulos fue afectada por la 

composición de las formulaciones. La formulación farmacéutica F5 fue la que menos 

porcentaje de absorción de agua presentó, con un máximo registrado de 38% a las 8 h. Este 
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resultado fue previsible debido al bajo contenido de ingredientes en su composición, ya 

que sólo contenía componentes base (gelatina y glicerina) (Kale y col., 2005). A esta 

formulación le siguió la F6, que contenía leche y lactosa como excipientes, exhibiendo un 

máximo de absorción de 44% (Anexo). Por otra parte, el resto de las formulaciones 

presentó un porcentaje de absorción de agua máximo comprendido entre 44% y 64%, 

donde la F9 fue la que mayor valor registró en el tiempo que duró la experiencia. A través 

del tiempo, se observó que la F9 rápidamente absorbió hasta un 16% de agua en los 

primeros 20 min, manteniéndose por encima de las demás a todo lo largo de la experiencia 

y probablemente debido al alto porcentaje de ácido ascórbico que contenía, resultado que 

coincide con el estudio de Vitali y col. (2016). Las formulaciones F8 y F13 (conteniendo 

ácido ascórbico en menor proporción), mantuvieron un comportamiento similar a lo largo 

de las 8 h, seguidos por la F11 que si bien no contenía ácido ascórbico, presentaba alto 

porcentaje de manitol. En conclusión, la presencia de leche y lactosa en conjunto con ácido 

ascórbico al 2% (F9) o manitol al 4% (F11) fueron las condiciones que permitieron una 

mayor absorción de agua en el tiempo. De estas dos formulaciones, la F9 fue aquella que 

más rápidamente absorbió el agua del fluido vaginal simulado (p<0,05).  

 La capacidad de hidratación en FVS estuvo influenciada por la composición 

química de los óvulos vaginales, donde la entrada de agua en la estructura provocó un 

aumento de peso y volumen. La velocidad de absorción de agua de una formulación 

farmacéutica adquiriría importancia en condiciones in vivo, debido a que aseguraría una 

rápida adaptación al fluido vaginal y consecuente fluidificación de la formulación 

farmacéutica (Vitali y col., 2016; Sánchez y col., 2018).  

4.9.2 Liberación in vitro de lactobacilos en los óvulos de las distintas formulaciones 

farmacéuticas 

 Los resultados obtenidos en los ensayos previos permitieron seleccionar a la F5 

como control sin excipientes y a F6 y F9 como formulaciones problema para este 

experimento. A medida que transcurrió el tiempo de incubación de los óvulos en FVS a 

37ºC, se observó un aumento progresivo de la turbidez de los tubos conteniendo las 

muestras (Figura 45). Los resultados del análisis del perfil de liberación de las células 

bacterianas se presenta en la Figura 46. 
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Figura 45. Muestras del ensayo de liberación in vitro de lactobacilos en fluido vaginal simulado de 

la formulación F9 

De izquierda a derecha: 0 min, 1 min, 2 min, 3 min, 4 min, 5 min, 6 min. 

 

 

 

Figura 46. Liberación in vitro de la mezcla de lactobacilos contenidos en los óvulos al fluido 

vaginal simulado 

F5 (▲), F6 (▲) y F9 (▲).  

 

 De las tres formulaciones estudiadas, la F9 fue la que liberó más rápidamente a los 

lactobacilos, ya que alcanzó un porcentaje de 58% de liberación en tan sólo 2 min de 

incubación y un 87% a los 3 min. Pasado este tiempo, la liberación se volvió más lenta y 

sostenida hasta los 8 min que duró el ensayo. A diferencia de esto, tanto la formulación F5 

como la F6 liberaron los lactobacilos de manera más paulatina a través del tiempo. A los 3 

min, se alcanzaron valores de 51% y 30% de liberación en la F5 y F6, respectivamente. En 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

%
 L

ib
er

a
ci

ó
n

 

Tiempo (min) 



Tesis doctoral Mic. Ana Lissa Camilletti  

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

113 

 

los tres casos, se logró la liberación total de la mezcla de las cepas a los 7 min. 

 La aplicación de un producto biofarmacéutico como estrategia terapéutica se puede 

delinear con distintas formas de dosificación. La dosificación elegida puede variar desde 

una administración periódica del medicamento o bien una única dosis, de acuerdo a si se 

desea una rápida liberación de los lactobacilos o bien una liberación sostenida en el 

tiempo, respectivamente. De acuerdo a estos objetivos, en la bibliografía se encuentran 

distintos tipos de formulados. Algunos de ellos presentan formulaciones de liberación 

rápida (Sánchez y col., 2018) otros de liberación prolongada utilizando polímeros 

retardantes (Vitali y col., 2016) y otros una combinación de ambos (Sánchez y col., 2018). 

En este trabajo de Tesis, se estudiaron óvulos vaginales de rápida hidratación y liberación 

de su contenido, donde los estudios de absorción de agua y liberación del principio activo 

cobran importancia para todos los tipos de tratamientos deseados o formulación diseñada. 

Estos ensayos permitirían predecir posibles comportamientos cuando sean administrados 

en mujeres sexualmente activas. De esta forma, se podría optar por obtener un tratamiento 

para la prevención de las infecciones vaginales agudas y recurrentes o bien para el 

tratamiento de las mismas. 

4.10 Inhibición in situ de la adherencia de bacterias patógenas a células del epitelio 

vaginal por los lactobacilos 

 A partir de los ensayos realizados a lo largo de esta Tesis, se seleccionó como 

formulación final para los subsiguientes estudios a la F9’, conteniendo lactobacilos 

liofilizados con leche y lactosa, y además leche, lactosa y ácido ascórbico como 

excipientes del producto biofarmacéutico. De este modo, para realizar los estudios in situ 

utilizando células epiteliales vaginales en suspensión se emplearon óvulos de la F9’ 

conteniendo la mezcla L23:L60, de manera de evidenciar si las cepas de lactobacilos 

mantenían sus propiedades de adherencia (Figura 47) y competencia por los receptores 

epiteliales con microorganismos patógenos del nicho vaginal.  
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Figura 47. Adherencia de L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60  aislados de la F9’ a células 

epiteliales vaginales 

 (A) Control, (B) células vaginales + L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60. 

  

 En las Figuras 48 y 49 se presentan las fotografías obtenidas de los ensayos de 

antagonismo de los lactobacilos sobre la adherencia de S. aureus y SGB, respectivamente. 

 

A 

B 
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Figura 48. Inhibición de la adherencia de S. aureus a células epiteliales vaginales por la mezcla de 

lactobacilos aislados de la Formulación 9’ 

 (A) control positivo, (B) exclusión, (C) competencia, (D) desplazamiento. 

 

 

 
 

Figura 49 Inhibición de la adherencia de SGB a células epiteliales vaginales por la mezcla de 

lactobacilos aislados de la Formulación 9’ 

(A) control positivo, (B) exclusión, (C) competencia, (D) desplazamiento. 

A B 

C D 

A B 
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 En la Figura 50 se presentan los resultados del recuento de microorganismos 

adheridos a las células de los ensayos de exclusión, competencia y desplazamiento de 

cepas de S. aureus y SGB por la mezcla de lactobacilos aislados de la F9’. En los tres 

tratamientos, se evidenció una importante disminución en el número de células de S. 

aureus y de SGB adheridas a las células vaginales en suspensión con respecto al control. 

La mezcla de lactobacilos aislados de la F9’ demostró ser capaz de ejercer un efecto 

inhibitorio sobre la adherencia de las bacterias patógenas indicadoras utilizadas en este 

ensayo. Dicho efecto antagonista fue transformado a porcentaje de inhibición de la 

adhesión, donde L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 presentaron una marcada 

capacidad de exclusión, competencia y desplazamiento de S. aureus, correspondiendo al 

62%, 70% y del 56%, respectivamente. Por otra parte, la inhibición in situ de la adherencia 

de SGB mediante exclusión, competencia y desplazamiento por las cepas probióticas 

aisladas de la F9’ fue del 81%, 70% y 54%, respectivamente (Figura 50). 

 

 

Figura 50. Inhibición in situ de la adherencia de S. aureus y SGB a células epiteliales vaginales por 

la mezcla de lactobacilos aislados de la Formulación 9’ 

 (■) control positivo, (■) exclusión, (■) competencia, (■) desplazamiento. Medias con una letra diferente 

poseen diferencias estadísticamente significativas (p<0,05). 

 

  Se demostró que estas tres propiedades antagonistas no presentaron diferencias 
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células de SGB fue menos acentuado que la exclusión y competencia. Esto se dedujo ya 

que el porcentaje de disminución de la adhesión de SGB a las células epiteliales por 

desplazamiento fue menor que en los ensayos de exclusión y competencia. Sin embargo, 

esta disminución aún presentaba diferencias estadísticamente significativas con el control 

positivo, por lo que fue posible demostrar que las tres propiedades relacionadas a la 

inhibición de la adhesión estudiadas fueron mantenidas por las cepas probióticas (p>0,05). 

 Se ha propuesto que la colonización por los lactobacilos de las células vaginales del 

huésped tiene gran relevancia en dos aspectos: tanto para el antagonismo contra los agentes 

patógenos oportunistas como también para la modulación activa del sistema inmunitario 

(Surendran y col., 2017).  

 En trabajos previos realizados por el grupo de trabajo de Bacteriología, fue posible 

demostrar el antagonismo de las cepas L23 y L60 sobre microorganismos patógenos como 

G. vaginalis, U. urealyticum, M. hominis, Candida spp., entre muchos otros. Si bien 

existen numerosos trabajos de investigación evaluando el antagonismo in situ de cepas de 

lactobacilos sobre tales microorganismos patógenos, hay escasa evidencia científica del 

efecto inhibitorio de la adhesión de bacterias como SGB y S. aureus, destacando la 

importancia de este ensayo (Coman y col., 2015; Parolin y col., 2015, 2018; Santos y col., 

2016; Niu y col., 2017; Melgaço y col., 2018). Zárate y Nader-Macias (2006a) analizaron 

el antagonismo de otras especies de lactobacilos sobre SGB y S. aureus y reportaron 

valores similares a los hallados en esta investigación.  

 A partir de este estudio fue posible seleccionar efectivamente a la formulación F9’ 

como la más adecuada para el mantenimiento de la viabilidad y todas las propiedades 

probióticas de las cepas de lactobacilos. Los resultados hallados en este trabajo de Tesis 

permitieron demostrar que las cepas probióticas L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 se 

mantuvieron viables durante los procesos biotecnológicos de liofilización y 

almacenamiento por largos períodos de tiempo en los óvulos. Destacándose también que 

durante ese periodo de tiempo se mantuvieron intactas todas las propiedades biológicas por 

lo que podrían ser considerados buenos microorganismos probióticos para el nicho vaginal.  
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES 

 Las cepas L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 mantuvieron sus propiedades 

antimicrobianas y benéficas luego del proceso de liofilización. 

 La viabilidad de las cepas en los óvulos fue mayor cuando se utilizó leche 

descremada y lactosa en la liofilización.  

 La viabilidad de los lactobacilos en cada formulación farmacéutica dependió de la 

base y excipientes utilizados. 

 Las propiedades probióticas de los lactobacilos no fue afectada  por la composición 

química de las formulaciones farmacéuticas. 

 El Tween 80 incorporado a la formulación disminuyó la viabilidad de ambas cepas 

de lactobacilos durante el almacenamiento de los óvulos. 

 La adición de lactosa, leche y ácido ascórbico como excipientes permitió recuperar 

los lactobacilos viables durante un año y medio.  

 La formulación seleccionada mantuvo las propiedades benéficas de las cepas de 

lactobacilos probióticas. 

 La actividad antimicrobiana de los lactobacilos contenidos en los óvulos persistió a 

través del tiempo. 

 Las bacteriocinas L23 y L60 fueron los principales metabolitos responsables de la 

actividad antimicrobiana producida por las cepas de lactobacilos en los óvulos vaginales. 

 Los metabolitos bioactivos producidos por los lactobacilos en los óvulos inhibieron 

la producción de biofilm de microorganismos patógenos. 

 La mayor absorción de agua que llevó a la disolución de los óvulos en el fluido 

vaginal simulado fue lograda con la formulación seleccionada. 

 Los lactobacilos se liberaron totalmente y más rápidamente de los óvulos en el 

fluido vaginal simulado con la formulación seleccionada. 

 La propiedad de la inhibición de la adherencia que presentaron los lactobacilos 

probióticos dependió del microorganismo patógeno ensayado. 
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 Los lactobacilos probióticos contenidos en los óvulos mantuvieron la propiedad in 

situ de inhibición de la adhesión en los ensayos de exclusión, competencia y 

desplazamiento de microorganismos patógenos de las células vaginales a través del tiempo. 
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Esta Tesis Doctoral permitió la producción de una 

formulación farmacéutica que contiene L. fermentum 

L23 y L. rhamnosus L60 probióticos con fuerte 

potencial biotecnológico y que es capaz de mantener 

los lactobacilos viables, con sus propiedades 

antimicrobianas y benéficas estables durante un año y 

medio. Estos óvulos podrían ser utilizados en la 

prevención y/o tratamiento de infecciones vaginales. 

Los hallazgos de este trabajo de Tesis son muy 

alentadores y con evidencia científica para la 

producción farmacológica de este bioproducto. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tesis doctoral Mic. Ana Lissa Camilletti  

PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

123 

 

PERSPECTIVAS FUTURAS 

A partir de los hallazgos de este trabajo de Tesis Doctoral las perspectivas futuras 

serían: 

 Corroborar los estudios de citotoxicidad in vitro con respecto a los in vivo, en base 

a la absorción de los metabolitos activos a través de la mucosa vaginal. 

 Confirmar la colonización de los lactobacilos presentes en los óvulos a través de 

ensayos clínicos fase I. 
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ANEXO: ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

1 Resistencia de los lactobacilos al proceso de liofilización 

1.1 L. fermentum L23 

1.1.1 Experimento 1 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC  gl  CM    F    p-valor    

Modelo.  1,82  1 1,82 268,56  0,0001    

Columna2 1,82  1 1,82 268,56  0,0001    

Error    0,03  4 0,01                   

Total    1,85  5                        

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,18660 

Error: 0,0068 gl: 4 

Columna2 Medias n  E.E.       

DL         9,68  3 0,05 A     

AL        10,78  3 0,05    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

1.1.2 Experimento 2 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.      SC    gl   CM      F     p-valor    

Modelo.     4,11  1    4,11 3720,68 <0,0001    

Columna2    4,11  1    4,11 3720,68 <0,0001    

Error    4,4E-03  4 1,1E-03                    

Total       4,12  5                            

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,07538 

Error: 0,0011 gl: 4 

Columna2 Medias n  E.E.       

DL         8,37  3 0,02 A     

AL        10,03  3 0,02    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

1.1.3 Experimento 3 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC  gl   CM      F    p-valor    

Modelo.  2,37  1    2,37 547,26 <0,0001    

Columna2 2,37  1    2,37 547,26 <0,0001    

Error    0,02  4 4,3E-03                   

Total    2,38  5                           

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,14910 

Error: 0,0043 gl: 4 

Columna2 Medias n  E.E.       

DL         8,53  3 0,04 A     

AL         9,79  3 0,04    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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1.1.4 Experimento 4 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC  gl  CM   F   p-valor    

Modelo.  0,76  1 0,76 9,14  0,0390    

Columna1 0,76  1 0,76 9,14  0,0390    

Error    0,33  4 0,08                 

Total    1,10  5                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,65560 

Error: 0,0836 gl: 4 

Columna1 Medias n  E.E.       

DL        10,44  3 0,17 A     

AL        11,16  3 0,17    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05)  

1.1.5 Experimento 5 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC  gl  CM   F    p-valor    

Modelo.  1,35  1 1,35 14,57  0,0188    

Columna1 1,35  1 1,35 14,57  0,0188    

Error    0,37  4 0,09                  

Total    1,72  5                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,69059 

Error: 0,0928 gl: 4 

Columna1 Medias n  E.E.       

DL         9,41  3 0,18 A     

AL        10,36  3 0,18    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

1.2 L. rhamnosus L60 

1.2.1 Experimento 1 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC  gl  CM    F    p-valor    

Modelo.  0,95  1 0,95 160,18  0,0002    

Columna2 0,95  1 0,95 160,18  0,0002    

Error    0,02  4 0,01                   

Total    0,98  5                        

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,17483 

Error: 0,0059 gl: 4 

Columna2 Medias n  E.E.       

DL        10,26  3 0,04 A     

AL        11,06  3 0,04    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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1.2.2 Experimento 2 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC  gl  CM   F    p-valor    

Modelo.  0,57  1 0,57 43,49  0,0027    

Columna2 0,57  1 0,57 43,49  0,0027    

Error    0,05  4 0,01                  

Total    0,62  5                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,25902 

Error: 0,0131 gl: 4 

Columna2 Medias n  E.E.       

DL         8,42  3 0,07 A     

AL         9,03  3 0,07    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

1.2.3 Experimento 3 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.      SC    gl   CM     F   p-valor    

Modelo.  5,7E-04  1 5,7E-04 0,08  0,7880    

Columna2 5,7E-04  1 5,7E-04 0,08  0,7880    

Error       0,03  4    0,01                 

Total       0,03  5                         

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,18799 

Error: 0,0069 gl: 4 

Columna2 Medias n  E.E.    

DL        10,02  3 0,05 A  

AL        10,04  3 0,05 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

1.2.4 Experimento 4 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC  gl  CM   F    p-valor    

Modelo.  0,91  1 0,91 12,39  0,0245    

Columna1 0,91  1 0,91 12,39  0,0245    

Error    0,29  4 0,07                  

Total    1,20  5                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,61320 

Error: 0,0732 gl: 4 

Columna1 Medias n  E.E.       

DL        10,75  3 0,16 A     

AL        11,53  3 0,16    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

1.2.5 Experimento 5 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC  gl  CM   F    p-valor    

Modelo.  0,31  1 0,31 11,56  0,0273    

Columna1 0,31  1 0,31 11,56  0,0273    

Error    0,11  4 0,03                  

Total    0,42  5                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,37047 

Error: 0,0267 gl: 4 

Columna1 Medias n  E.E.       

DL        10,87  3 0,09 A     
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AL        11,32  3 0,09    B  

2 Viabilidad de las cepas de lactobacilos en los óvulos vaginales 

2.1 L. fermentum L23  

2.1.1 Formulación 1 

 
Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM     F     p-valor    

Modelo. 74,41  2 37,21 1611,67 <0,0001    

Tiempo  74,41  2 37,21 1611,67 <0,0001    

Error    0,14  6  0,02                    

Total   74,55  8                          

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,38065 

Error: 0,0231 gl: 6 

Tiempo Medias n  E.E.          

60,00    0,00  3 0,09 A        

30,00    2,50  3 0,09    B     

0,00     6,95  3 0,09       C  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

2.1.2 Formulación 2 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC   gl  CM     F     p-valor    

Modelo. 130,29  6 21,72 1394,66 <0,0001    

Tiempo  130,29  6 21,72 1394,66 <0,0001    

Error     0,22 14  0,02                    

Total   130,51 20                          

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,34789 

Error: 0,0156 gl: 14 

Tiempo Medias n  E.E.                

180,00   0,10  3 0,07 A              

150,00   1,20  3 0,07    B           

120,00   3,46  3 0,07       C        

30,00    6,09  3 0,07          D     

60,00    6,12  3 0,07          D     

0,00     6,36  3 0,07          D  E  

90,00    6,48  3 0,07             E  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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2.1.3 Formulación 3 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC   gl  CM     F     p-valor    

Modelo. 138,97  6 23,16 1468,03 <0,0001    

Tiempo  138,97  6 23,16 1468,03 <0,0001    

Error     0,22 14  0,02                    

Total   139,19 20                          

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,35019 

Error: 0,0158 gl: 14 

Tiempo Medias n  E.E.                

180,00   0,00  3 0,07 A              

150,00   0,86  3 0,07    B           

120,00   3,12  3 0,07       C        

90,00    5,71  3 0,07          D     

60,00    5,95  3 0,07          D     

30,00    6,54  3 0,07             E  

0,00     6,56  3 0,07             E  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

2.1.4 Formulación 5 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC   gl  CM     F    p-valor    

Modelo. 181,46  8 22,68 356,35 <0,0001    

Tiempo  181,46  8 22,68 356,35 <0,0001    

Error     1,15 18  0,06                   

Total   182,61 26                         

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,72178 

Error: 0,0637 gl: 18 

Tiempo Medias n  E.E.                

240,00   0,00  3 0,15 A              

210,00   0,26  3 0,15 A              

180,00   1,57  3 0,15    B           

120,00   3,13  3 0,15       C        

150,00   3,56  3 0,15       C        

90,00    5,44  3 0,15          D     

60,00    5,45  3 0,15          D     

0,00     7,11  3 0,15             E  

30,00    7,23  3 0,15             E  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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2.1.5 Formulación 6 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC   gl  CM     F    p-valor    

Modelo. 178,31  7 25,47 835,79 <0,0001    

Tiempo  178,31  7 25,47 835,79 <0,0001    

Error     0,49 16  0,03                   

Total   178,80 23                         

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,49351 

Error: 0,0305 gl: 16 

Tiempo Medias n  E.E.                  

    

210      0,00  3 0,10 A                

    

180      1,50  3 0,10    B             

    

150      1,51  3 0,10    B             

    

120      4,09  3 0,10       C          

    

90       5,31  3 0,10          D       

    

60       6,18  3 0,10             E    

    

30       6,99  3 0,10                F 

    

0        7,98  3 0,10                  

 G  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

2.1.6 Formulación 7 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC   gl  CM     F    p-valor    

Modelo. 138,35  6 23,06 748,68 <0,0001    

Tiempo  138,35  6 23,06 748,68 <0,0001    

Error     0,43 14  0,03                   

Total   138,78 20                         

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,48927 

Error: 0,0308 gl: 14 

Tiempo Medias n  E.E.                   

180      0,00  3 0,10 A                 

150      1,22  3 0,10    B              

120      2,85  3 0,10       C           

90       4,70  3 0,10          D        

60       5,65  3 0,10             E     

30       6,76  3 0,10                F  

0        7,20  3 0,10                F  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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2.1.7 Formulación 8 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM     F    p-valor    

Modelo. 87,78  8 10,97 120,12 <0,0001    

Tiempo  87,78  8 10,97 120,12 <0,0001    

Error    1,64 18  0,09                   

Total   89,43 26                         

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,86469 

Error: 0,0914 gl: 18 

Tiempo Medias n  E.E.                

240      2,48  3 0,17 A              

210      4,15  3 0,17    B           

180      6,08  3 0,17       C        

150      6,74  3 0,17       C  D     

90       6,76  3 0,17       C  D     

120      6,88  3 0,17       C  D     

60       7,07  3 0,17          D     

30       8,21  3 0,17             E  

0        8,54  3 0,17             E  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

2.1.8 Formulación 8’ 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM    F    p-valor    

Modelo. 36,21  7 5,17 377,05 <0,0001    

Tiempo  36,21  7 5,17 377,05 <0,0001    

Error    0,22 16 0,01                   

Total   36,42 23                        

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,33108 

Error: 0,0137 gl: 16 

Tiempo Medias n  E.E.                

210,00   3,92  3 0,07 A              

180,00   5,53  3 0,07    B           

120,00   6,10  3 0,07       C        

90,00    6,27  3 0,07       C        

60,00    6,32  3 0,07       C        

150,00   6,37  3 0,07       C        

30,00    7,47  3 0,07          D     

0,00     8,40  3 0,07             E  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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2.1.9 Formulación 9 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM   F    p-valor    

Modelo. 57,21  9 6,36 75,07 <0,0001    

Tiempo  57,21  9 6,36 75,07 <0,0001    

Error    1,69 20 0,08                  

Total   58,91 29                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,84134 

Error: 0,0847 gl: 20 

Tiempo Medias n  E.E.          

270,00   3,96  3 0,17 A        

180,00   6,20  3 0,17    B     

210,00   6,22  3 0,17    B     

240,00   6,31  3 0,17    B     

60,00    6,59  3 0,17    B     

150,00   6,79  3 0,17    B     

90,00    6,99  3 0,17    B     

120,00   7,00  3 0,17    B     

30,00    8,65  3 0,17       C  

0,00     9,36  3 0,17       C  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

2.1.10 Formulación 9’ 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC   gl  CM    F    p-valor    

Modelo. 140,61 16 8,79 265,50 <0,0001    

Tiempo  140,61 16 8,79 265,50 <0,0001    

Error     1,13 34 0,03                   

Total   141,73 50                        

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,55405 

Error: 0,0331 gl: 34 

Tiempo Medias n  E.E.               

480,00   2,75  3 0,11 A                 

360,00   3,20  3 0,11 A B                 

450,00   3,26  3 0,11 A B                 

390,00   3,38  3 0,11   B                 

420,00   3,55  3 0,11   B                 

330,00   5,06  3 0,11     C              

300,00   5,42  3 0,11     C D              

270,00   5,80  3 0,11    D E              

210,00   6,12  3 0,11      E F           

240,00   6,13  3 0,11      E F           

120,00   6,54  3 0,11        F G        

180,00   6,55  3 0,11        F G        

90,00    6,68  3 0,11             G H     

60,00    6,73  3 0,11          G H     

150,00   6,91  3 0,11       G H     

30,00    7,12  3 0,11         H     

0,00     8,65  3 0,11            I  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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2.1.11 Formulación 10 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM    F    p-valor    

Modelo. 17,18  2 8,59 100,93 <0,0001    

Tiempo  17,18  2 8,59 100,93 <0,0001    

Error    0,51  6 0,09                   

Total   17,69  8                        

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,73095 

Error: 0,0851 gl: 6 

Tiempo Medias n  E.E.          

60,00    5,58  3 0,17 A        

30,00    7,09  3 0,17    B     

0,00     8,96  3 0,17       C  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

2.1.12 Formulación 11 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM     F    p-valor    

Modelo. 72,53  3 24,18 427,95 <0,0001    

Tiempo  72,53  3 24,18 427,95 <0,0001    

Error    0,45  8  0,06                   

Total   72,98 11                         

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,62146 

Error: 0,0565 gl: 8 

Tiempo Medias n  E.E.             

90,00    2,48  3 0,14 A           

60,00    5,39  3 0,14    B        

30,00    7,19  3 0,14       C     

0,00     9,16  3 0,14          D  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

2.1.13 Formulación 11’ 

 
Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM     F    p-valor    

Modelo. 90,92  5 18,18 581,14 <0,0001    

Tiempo  90,92  5 18,18 581,14 <0,0001    

Error    0,38 12  0,03                   

Total   91,30 17                         

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,48514 

Error: 0,0313 gl: 12 

Tiempo Medias n  E.E.                   

150,00   2,49  3 0,10 A                 

120,00   3,59  3 0,10    B              

90,00    4,52  3 0,10       C           

60,00    5,76  3 0,10          D        

30,00    8,02  3 0,10             E     

0,00     8,70  3 0,10                F  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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2.1.14 Formulación 12 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC   gl  CM     F    p-valor    

Modelo. 100,84  5 20,17 803,43 <0,0001    

Tiempo  100,84  5 20,17 803,43 <0,0001    

Error     0,30 12  0,03                   

Total   101,14 17                         

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,43453 

Error: 0,0251 gl: 12 

Tiempo Medias n  E.E.                

150,00   2,50  3 0,09 A              

120,00   3,03  3 0,09    B           

90,00    6,16  3 0,09       C        

60,00    7,66  3 0,09          D     

30,00    7,68  3 0,09          D     

0,00     8,64  3 0,09             E  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

2.1.15 Formulación 13 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM     F     p-valor    

Modelo. 71,16  3 23,72 3253,55 <0,0001    

Tiempo  71,16  3 23,72 3253,55 <0,0001    

Error    0,06  8  0,01                    

Total   71,22 11                          

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,22326 

Error: 0,0073 gl: 8 

Tiempo Medias n  E.E.             

90,00    2,04  3 0,05 A           

60,00    6,39  3 0,05    B        

30,00    7,29  3 0,05       C     

0,00     8,49  3 0,05          D  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

2.2 L. rhamnosus  L60  

2.2.1 Formulación 1 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM     F    p-valor    

Modelo. 79,46  2 39,73 717,92 <0,0001    

Tiempo  79,46  2 39,73 717,92 <0,0001    

Error    0,33  6  0,06                   

Total   79,80  8                         

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,58936 

Error: 0,0553 gl: 6 

Tiempo Medias n  E.E.          

60,00    0,00  3 0,14 A        

30,00    3,75  3 0,14    B     

0,00     7,28  3 0,14       C  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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2.2.2 Formulación 2 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM     F     p-valor    

Modelo. 93,42  6 15,57 1392,38 <0,0001    

Tiempo  93,42  6 15,57 1392,38 <0,0001    

Error    0,16 14  0,01                    

Total   93,58 20                          

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,29482 

Error: 0,0112 gl: 14 

Tiempo Medias n  E.E.                

180,00   0,05  3 0,06 A              

150,00   1,50  3 0,06    B           

120,00   2,90  3 0,06       C        

30,00    5,25  3 0,06          D     

60,00    5,27  3 0,06          D     

90,00    5,47  3 0,06          D     

0,00     5,77  3 0,06             E  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

2.2.3 Formulación 3 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC   gl  CM     F     p-valor    

Modelo. 114,26  6 19,04 1416,51 <0,0001    

Tiempo  114,26  6 19,04 1416,51 <0,0001    

Error     0,19 14  0,01                    

Total   114,44 20                          

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,32326 

Error: 0,0134 gl: 14 

Tiempo Medias n  E.E.             

180,00   0,00  3 0,07 A           

150,00   1,49  3 0,07    B        

120,00   4,01  3 0,07       C     

90,00    5,95  3 0,07          D  

0,00     5,97  3 0,07          D  

60,00    6,04  3 0,07          D  

30,00    6,06  3 0,07          D  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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2.2.4 Formulación 5 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC   gl  CM     F    p-valor    

Modelo. 177,76  8 22,22 361,28 <0,0001    

Tiempo  177,76  8 22,22 361,28 <0,0001    

Error     1,11 18  0,06                   

Total   178,86 26                         

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,70949 

Error: 0,0615 gl: 18 

Tiempo Medias n  E.E.                

240      0,00  3 0,14 A              

210      2,67  3 0,14    B           

180      3,54  3 0,14       C        

150      3,71  3 0,14       C        

120      5,74  3 0,14          D     

90       6,04  3 0,14          D     

60       7,41  3 0,14             E  

30       7,95  3 0,14             E  

0        7,99  3 0,14             E  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

2.2.5 Formulación 6 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC   gl  CM     F    p-valor    

Modelo. 224,68  9 24,96 267,61 <0,0001    

Tiempo  224,68  9 24,96 267,61 <0,0001    

Error     1,87 20  0,09                   

Total   226,55 29                         

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,88309 

Error: 0,0933 gl: 20 

Tiempo Medias n  E.E.                   

270      0,02  3 0,18 A                 

240      2,01  3 0,18    B              

210      2,78  3 0,18    B              

180      3,81  3 0,18       C           

150      6,28  3 0,18          D        

90       6,79  3 0,18          D  E     

120      6,99  3 0,18          D  E     

60       7,58  3 0,18             E  F  

30       8,02  3 0,18                F  

0        8,29  3 0,18                F  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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2.2.6 Formulación 7 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC   gl  CM     F    p-valor    

Modelo. 235,44  8 29,43 576,15 <0,0001    

Tiempo  235,44  8 29,43 576,15 <0,0001    

Error     0,92 18  0,05                   

Total   236,36 26                         

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,64659 

Error: 0,0511 gl: 18 

Tiempo Medias n  E.E.                   

240      0,00  3 0,13 A                 

210      0,43  3 0,13 A                 

180      1,45  3 0,13    B              

150      1,51  3 0,13    B              

120      3,88  3 0,13       C           

90       5,27  3 0,13          D        

60       6,49  3 0,13             E     

30       7,57  3 0,13                F  

0        8,09  3 0,13                F  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

2.2.7 Formulación 8 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM    F    p-valor    

Modelo. 81,55  9 9,06 106,16 <0,0001    

Tiempo  81,55  9 9,06 106,16 <0,0001    

Error    1,71 20 0,09                   

Total   83,26 29                        

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,84472 

Error: 0,0854 gl: 20 

Tiempo Medias n  E.E.                   

270,00   2,48  3 0,17 A                 

240,00   4,13  3 0,17    B              

210,00   5,56  3 0,17       C           

180,00   6,14  3 0,17       C  D        

150,00   6,47  3 0,17          D        

90,00    6,58  3 0,17          D        

60,00    6,78  3 0,17          D  E     

120,00   6,81  3 0,17          D  E     

30,00    7,43  3 0,17             E     

0,00     8,71  3 0,17                F  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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2.2.8 Formulación 8’ 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM    F    p-valor    

Modelo. 31,05  8 3,88 171,73 <0,0001    

Tiempo  31,05  8 3,88 171,73 <0,0001    

Error    0,41 18 0,02                   

Total   31,46 26                        

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,43011 

Error: 0,0226 gl: 18 

Tiempo Medias n  E.E.                   

240,00   2,64  3 0,09 A                 

210,00   3,92  3 0,09    B              

180,00   4,46  3 0,09       C           

120,00   4,93  3 0,09          D        

90,00    4,98  3 0,09          D        

150,00   5,04  3 0,09          D        

60,00    5,30  3 0,09          D  E     

30,00    5,67  3 0,09             E     

0,00     6,72  3 0,09                F  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

2.2.9 Formulación 9 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM   F    p-valor    

Modelo. 81,06 17 4,77 99,00 <0,0001    

Tiempo  81,06 17 4,77 99,00 <0,0001    

Error    1,73 36 0,05                  

Total   82,80 53                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,67203 

Error: 0,0482 gl: 36 

Tiempo Medias n  E.E.                   

510,00   2,48  3 0,13 A                 

480,00   3,39  3 0,13    B              

450,00   4,73  3 0,13       C           

420,00   5,07  3 0,13       C           

360,00   5,16  3 0,13       C           

390,00   5,16  3 0,13       C           

300,00   5,86  3 0,13          D        

330,00   5,92  3 0,13          D        

270,00   5,93  3 0,13          D        

240,00   6,04  3 0,13          D        

210,00   6,06  3 0,13          D        

180,00   6,10  3 0,13          D        

120,00   6,46  3 0,13          D  E     

150,00   6,47  3 0,13          D  E     

90,00    6,52  3 0,13          D  E     

30,00    6,84  3 0,13             E     

60,00    7,12  3 0,13             E  F  

0,00     7,63  3 0,13                F  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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2.2.10 Formulación 9’ 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC   gl  CM   F    p-valor    

Modelo. 109,41 17 6,44 61,59 <0,0001    

Tiempo  109,41 17 6,44 61,59 <0,0001    

Error     3,76 36 0,10                  

Total   113,17 53                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,98990 

Error: 0,1045 gl: 36 

Tiempo Medias n  E.E.                  

510,00   3,40  3 0,19 A                

    

480,00   4,47  3 0,19   B                

    

450,00   4,86  3 0,19   B  C             

    

420,00   5,10  3 0,19   B  C  D          

    

390,00   5,76  3 0,19    C  D  E       

    

360,00   5,96  3 0,19       D  E       

    

300,00   6,71  3 0,19          E F        

330,00   6,73  3 0,19          E F        

270,00   7,45  3 0,19            F  G     

240,00   7,52  3 0,19            F  G     

180,00   7,54  3 0,19            F  G     

60,00    7,56  3 0,19            F  G     

120,00   7,58  3 0,19            F  G     

210,00   7,60  3 0,19            F  G     

90,00    7,61  3 0,19            F  G     

150,00   7,69  3 0,19            F  G     

30,00    7,88  3 0,19             G     

0,00     9,10  3 0,19                   H  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

2.2.11 Formulación 10 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM     F    p-valor    

Modelo. 86,93  4 21,73 167,98 <0,0001    

Tiempo  86,93  4 21,73 167,98 <0,0001    

Error    1,29 10  0,13                   

Total   88,22 14                         

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,96655 

Error: 0,1294 gl: 10 

Tiempo Medias n  E.E.                

120,00   2,08  3 0,21 A              

90,00    4,04  3 0,21    B           

60,00    5,25  3 0,21       C        

30,00    7,11  3 0,21          D     

0,00     9,04  3 0,21             E  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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2.2.12 Formulación 11 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM     F    p-valor    

Modelo. 91,24  4 22,81 244,33 <0,0001    

Tiempo  91,24  4 22,81 244,33 <0,0001    

Error    0,93 10  0,09                   

Total   92,17 14                         

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,82105 

Error: 0,0934 gl: 10 

Tiempo Medias n  E.E.                

120,00   2,31  3 0,18 A              

90,00    4,28  3 0,18    B           

60,00    5,15  3 0,18       C        

30,00    7,95  3 0,18          D     

0,00     9,10  3 0,18             E  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

2.2.13 Formulación 11’ 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM     F    p-valor    

Modelo. 76,76  5 15,35 290,65 <0,0001    

Tiempo  76,76  5 15,35 290,65 <0,0001    

Error    0,63 12  0,05                   

Total   77,40 17                         

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,63032 

Error: 0,0528 gl: 12 

Tiempo Medias n  E.E.                

150,00   2,48  3 0,13 A              

120,00   3,57  3 0,13    B           

90,00    4,71  3 0,13       C        

60,00    6,52  3 0,13          D     

30,00    7,60  3 0,13             E  

0,00     8,08  3 0,13             E  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

2.2.14 Formulación 12 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM     F    p-valor    

Modelo. 94,64  8 11,83 319,89 <0,0001    

Tiempo  94,64  8 11,83 319,89 <0,0001    

Error    0,67 18  0,04                   

Total   95,31 26                         

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,55017 

Error: 0,0370 gl: 18 

Tiempo Medias n  E.E.                   

240,00   2,33  3 0,11 A                 

210,00   3,62  3 0,11    B              

180,00   3,71  3 0,11    B              

150,00   5,21  3 0,11       C           

120,00   5,63  3 0,11       C  D        

90,00    5,88  3 0,11          D        

60,00    6,73  3 0,11             E     

30,00    7,21  3 0,11             E     

0,00     8,68  3 0,11                F  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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2.2.15 Formulación 13 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC   gl  CM     F    p-valor    

Modelo. 102,33  7 14,62 410,67 <0,0001    

Tiempo  102,33  7 14,62 410,67 <0,0001    

Error     0,57 16  0,04                   

Total   102,90 23                         

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,53335 

Error: 0,0356 gl: 16 

Tiempo Medias n  E.E.                

210,00   2,85  3 0,11 A              

180,00   3,70  3 0,11    B           

150,00   4,88  3 0,11       C        

90,00    7,36  3 0,11          D     

60,00    7,38  3 0,11          D     

120,00   7,38  3 0,11          D     

30,00    7,74  3 0,11          D     

0,00     9,11  3 0,11             E  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

2.3 Mezcla L. fermentum L23:L. rhamnosus  L60  

2.3.1 Formulación 8’ 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM    F    p-valor    

Modelo. 23,53  8 2,94 260,00 <0,0001    

Tiempo  23,53  8 2,94 260,00 <0,0001    

Error    0,20 18 0,01                   

Total   23,73 26                        

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,30429 

Error: 0,0113 gl: 18 

Tiempo Medias n  E.E.                  

    

240,00   3,59  3 0,06 A                

    

210,00   5,02  3 0,06   B                 

150,00   5,26  3 0,06   B C              

180,00   5,33  3 0,06     C D           

120,00   5,36  3 0,06     C D E        

90,00    5,61  3 0,06    D E        

60,00    5,66  3 0,06      E        

30,00    6,32  3 0,06        F     

0,00     7,27  3 0,06      G  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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2.3.2 Formulación 9’ 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC   gl  CM    F    p-valor    

Modelo. 141,02 17 8,30 155,35 <0,0001    

Tiempo  141,02 17 8,30 155,35 <0,0001    

Error     1,92 36 0,05                   

Total   142,94 53                        

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,70761 

Error: 0,0534 gl: 36 

Tiempo Medias n  E.E.                  

    

510,00   2,81  3 0,13 A                

    

480,00   3,74  3 0,13   B                 

450,00   4,91  3 0,13    C              

420,00   5,14  3 0,13    C              

390,00   5,21  3 0,13    C              

360,00   5,36  3 0,13    C              

330,00   6,21  3 0,13        D           

300,00   6,67  3 0,13        D    E        

240,00   7,10  3 0,13          E  F     

150,00   7,17  3 0,13          E  F  G        

180,00   7,25  3 0,13          E  F  G        

270,00   7,30  3 0,13          E  F  G        

210,00   7,46  3 0,13          F  G        

120,00   7,56  3 0,13          F  G  H     

90,00    7,65  3 0,13          F  G  H     

60,00    7,85  3 0,13             G  H     

30,00    8,18  3 0,13              H     

0,00     9,38  3 0,13                 I     
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

2.3.3 Formulación 12 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM    F    p-valor    

Modelo. 56,17  8 7,02 230,77 <0,0001    

Tiempo  56,17  8 7,02 230,77 <0,0001    

Error    0,55 18 0,03                   

Total   56,72 26                        

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,49903 

Error: 0,0304 gl: 18 

Tiempo Medias n  E.E.                   

240,00   2,23  3 0,10 A                 

210,00   2,97  3 0,10    B              

180,00   3,56  3 0,10       C           

150,00   4,00  3 0,10       C           

90,00    5,33  3 0,10          D        

120,00   5,38  3 0,10          D        

60,00    5,79  3 0,10          D  E     

30,00    5,99  3 0,10             E     

0,00     6,74  3 0,10                F  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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2.3.4 Formulación 13 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM     F    p-valor    

Modelo. 72,07  7 10,30 499,44 <0,0001    

Tiempo  72,07  7 10,30 499,44 <0,0001    

Error    0,33 16  0,02                   

Total   72,40 23                         

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,40587 

Error: 0,0206 gl: 16 

Tiempo Medias n  E.E.                

210,00   2,46  3 0,08 A              

180,00   4,65  3 0,08    B           

150,00   4,65  3 0,08    B           

90,00    6,51  3 0,08       C        

120,00   6,53  3 0,08       C        

60,00    7,21  3 0,08          D     

30,00    7,27  3 0,08          D     

0,00     8,08  3 0,08             E  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

 

3 Producción de biofilm de las cepas probióticas aisladas de los óvulos 

3.1 L. fermentum L23 

3.1.1 Formulación 2 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC  gl  CM   F   p-valor    

Modelo. 0,07  2 0,03 0,14  0,8719    

Días    0,07  2 0,03 0,14  0,8719    

Error   1,49  6 0,25                 

Total   1,56  8                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,24951 

Error: 0,2488 gl: 6 

Días   Medias n  E.E.    

90,00    7,61  3 0,29 A  

180,00   7,68  3 0,29 A  

0,00     7,82  3 0,29 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

3.1.2 Formulación 3 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC  gl  CM   F   p-valor    

Modelo. 0,17  2 0,08 0,73  0,5189    

Días    0,17  2 0,08 0,73  0,5189    

Error   0,68  6 0,11                 

Total   0,85  8                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,84506 

Error: 0,1138 gl: 6 

Días  Medias n  E.E.    

0,0     7,44  3 0,19 A  

180,0   7,66  3 0,19 A  

90,0    7,77  3 0,19 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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3.1.3 Formulación 5 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC    gl   CM     F   p-valor    

Modelo. 3,5E-04  2 1,8E-04 0,68  0,5408    

Días    3,5E-04  2 1,8E-04 0,68  0,5408    

Error   1,6E-03  6 2,6E-04                 

Total   1,9E-03  8                         

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,04033 

Error: 0,0003 gl: 6 

Días   Medias n  E.E.    

0,00     0,15  3 0,01 A  

90,00    0,16  3 0,01 A  

180,00   0,17  3 0,01 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

3.1.4 Formulación 6 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC    gl   CM     F   p-valor    

Modelo. 8,1E-04  2 4,0E-04 1,33  0,3315    

Días    8,1E-04  2 4,0E-04 1,33  0,3315    

Error   1,8E-03  6 3,0E-04                 

Total   2,6E-03  8                         

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,04360 

Error: 0,0003 gl: 6 

 Días  Medias n  E.E.    

0,00     0,12  3 0,01 A  

180,00   0,12  3 0,01 A  

90,00    0,14  3 0,01 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

3.1.5 Formulación 7 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC    gl   CM     F   p-valor    

Modelo. 1,1E-03  2 5,6E-04 2,19  0,1926    

Días    1,1E-03  2 5,6E-04 2,19  0,1926    

Error   1,5E-03  6 2,5E-04                 

Total   2,6E-03  8                         

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,03995 

Error: 0,0003 gl: 6 

 Días  Medias n  E.E.    

180,00   0,12  3 0,01 A  

90,00    0,14  3 0,01 A  

0,00     0,14  3 0,01 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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3.2 L. rhamnosus L60 

3.2.1 Formulación 2 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC  gl  CM   F   p-valor    

Modelo. 0,22  2 0,11 0,77  0,5020    

Días    0,22  2 0,11 0,77  0,5020    

Error   0,86  6 0,14                 

Total   1,09  8                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,95061 

Error: 0,1440 gl: 6 

Días   Medias n  E.E.    

90,00    7,65  3 0,22 A  

0,00     7,65  3 0,22 A  

180,00   7,98  3 0,22 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

3.2.2 Formulación 3 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC  gl  CM   F   p-valor    

Modelo. 0,19  2 0,09 1,41  0,3143    

Días    0,19  2 0,09 1,41  0,3143    

Error   0,39  6 0,07                 

Total   0,58  8                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,64216 

Error: 0,0657 gl: 6 

Días  Medias n  E.E.    

0,0     7,53  3 0,15 A  

180,0   7,76  3 0,15 A  

90,0    7,87  3 0,15 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

3.2.3 Formulación 5 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC    gl   CM     F   p-valor    

Modelo. 1,3E-03  2 6,5E-04 3,74  0,0883    

Días    1,3E-03  2 6,5E-04 3,74  0,0883    

Error   1,0E-03  6 1,7E-04                 

Total   2,4E-03  8                         

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,03310 

Error: 0,0002 gl: 6 

Días   Medias n  E.E.    

90,00    0,13  3 0,01 A  

0,00     0,15  3 0,01 A  

180,00   0,15  3 0,01 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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3.2.4 Formulación 6 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC    gl   CM     F   p-valor    

Modelo. 3,3E-04  3 1,1E-04 0,44  0,7281    

Días    3,3E-04  3 1,1E-04 0,44  0,7281    

Error   2,0E-03  8 2,5E-04                 

Total   2,3E-03 11                         

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,04113 

Error: 0,0002 gl: 8 

 Días  Medias n  E.E.    

180,00   0,13  3 0,01 A  

270,00   0,14  3 0,01 A  

90,00    0,14  3 0,01 A  

0,00     0,15  3 0,01 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

3.2.5 Formulación 7 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC    gl   CM     F   p-valor    

Modelo. 1,4E-03  2 7,2E-04 2,87  0,1335    

Días    1,4E-03  2 7,2E-04 2,87  0,1335    

Error   1,5E-03  6 2,5E-04                 

Total   3,0E-03  8                         

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,03980 

Error: 0,0003 gl: 6 

Días   Medias n  E.E.    

90,00    0,12  3 0,01 A  

0,00     0,13  3 0,01 A  

180,00   0,15  3 0,01 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

 

4 Autoagregación in vitro de los lactobacilos probióticos contenidos en los óvulos 

vaginales 

4.1 L. fermentum L23 

4.1.1 Formulación 5 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.      SC    gl   CM    F   p-valor    

Modelo.  1078,28  5 215,66 6,03  0,0051    

Columna1 1078,28  5 215,66 6,03  0,0051    

Error     429,33 12  35,78                 

Total    1507,61 17                        

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=16,40442 

Error: 35,7778 gl: 12 

Columna1 Medias n  E.E.          

T0 2 h    42,00  3 3,45 A        

T180 2 h  46,00  3 3,45 A  B     

T0 5 h    53,67  3 3,45 A  B  C  

T90 2h    57,00  3 3,45 A  B  C  

T180 5 h  58,67  3 3,45    B  C  

T90 5h    65,00  3 3,45       C  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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4.1.2 Formulación 6 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC   gl   CM    F    p-valor    

Modelo. 592,94  5 118,59 13,18  0,0002    

Tiempo  592,94  5 118,59 13,18  0,0002    

Error   108,00 12   9,00                  

Total   700,94 17                         

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=8,22764 

Error: 9,0000 gl: 12 

Tiempo  Medias n  E.E.          

T90 2h   39,00  3 1,73 A        

T180 2h  42,00  3 1,73 A  B     

T180 5h  49,33  3 1,73    B  C  

T0 2h    49,67  3 1,73    B  C  

T0 5h    54,00  3 1,73       C  

T90 5h   54,33  3 1,73       C  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

4.1.3 Formulación 7 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC   gl   CM    F    p-valor    

Modelo. 759,17  5 151,83 14,09  0,0001    

Tiempo  759,17  5 151,83 14,09  0,0001    

Error   129,33 12  10,78                  

Total   888,50 17                         

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=9,00365 

Error: 10,7778 gl: 12 

Tiempo  Medias n  E.E.       

T90 2h   37,00  3 1,90 A     

T180 2h  41,00  3 1,90 A     

T90 5h   41,67  3 1,90 A     

T0 2h    51,33  3 1,90    B  

T180 5h  52,00  3 1,90    B  

T0 5h    54,00  3 1,90    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

4.1.4 Formulación 8 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.      SC   gl  CM    F   p-valor    

Modelo.  248,94  5 49,79 3,72  0,0289    

Columna1 248,94  5 49,79 3,72  0,0289    

Error    160,67 12 13,39                 

Total    409,61 17                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=10,03521 

Error: 13,3889 gl: 12 

     Columna1        Medias n  E.E.    

L23 90 días 2 horas   42,67  3 2,11 A  

L23 0 días 2 horas    44,00  3 2,11 A  

L23 0 días 5 horas    45,67  3 2,11 A  

L23 180 días 2 horas  47,00  3 2,11 A  

L23 180 días 5 horas  51,67  3 2,11 A  

L23 90 días 5 horas   52,67  3 2,11 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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4.1.5 Formulación 9 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.      SC   gl  CM    F   p-valor    

Modelo.  532,00  7 76,00 4,54  0,0058    

Columna1 532,00  7 76,00 4,54  0,0058    

Error    268,00 16 16,75                 

Total    800,00 23                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=11,56932 

Error: 16,7500 gl: 16 

      Columna1       Medias n  E.E.          

L23 0 días 2 horas    40,00  3 2,36 A        

L23 180 días 2 horas  41,33  3 2,36 A  B     

L23 180 días 5 horas  43,33  3 2,36 A  B  C  

L23 90 días 2 horas   43,67  3 2,36 A  B  C  

L23 0 días 5 horas    45,67  3 2,36 A  B  C  

L23 270 días 2 horas  47,67  3 2,36 A  B  C  

L23 270 días 5 horas  52,33  3 2,36    B  C  

L23 90 días 5 horas   54,00  3 2,36       C  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

4.1.6 Formulación 11 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.      SC   gl  CM    F   p-valor    

Modelo.  247,33  3 82,44 6,18  0,0177    

Columna1 247,33  3 82,44 6,18  0,0177    

Error    106,67  8 13,33                 

Total    354,00 11                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=9,54757 

Error: 13,3333 gl: 8 

     Columna1       Medias n  E.E.       

L23 0 días 5 horas   42,33  3 2,11 A     

L23 0 días 2 horas   43,33  3 2,11 A     

L23 90 días 2 horas  48,67  3 2,11 A  B  

L23 90 días 5 horas  53,67  3 2,11    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

4.1.7 Formulación 12 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.      SC   gl  CM    F   p-valor    

Modelo.  156,00  3 52,00 2,77  0,1106    

Columna1 156,00  3 52,00 2,77  0,1106    

Error    150,00  8 18,75                 

Total    306,00 11                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=11,32202 

Error: 18,7500 gl: 8 

     Columna1       Medias n  E.E.    

L23 90 días 2 horas  48,00  3 2,50 A  

L23 0 días 2 horas   51,33  3 2,50 A  

L23 90 días 5 horas  55,33  3 2,50 A  

L23 0 días 5 horas   57,33  3 2,50 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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4.2 L. rhamnosus L60 

4.2.1 Formulación 5 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.      SC   gl  CM    F   p-valor    

Modelo.  191,17  5 38,23 2,04  0,1452    

Columna1 191,17  5 38,23 2,04  0,1452    

Error    225,33 12 18,78                 

Total    416,50 17                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=11,88437 

Error: 18,7778 gl: 12 

Columna1 Medias n  E.E.    

T180 2 h  47,67  3 2,50 A  

T0 2 h    48,33  3 2,50 A  

T90 2h    50,00  3 2,50 A  

T90 5h    52,00  3 2,50 A  

T180 5 h  54,00  3 2,50 A  

T0 5 h    57,00  3 2,50 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

4.2.2 Formulación 6 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC    gl   CM    F   p-valor    

Modelo.  891,33  7 127,33 5,66  0,0020    

Tiempo   891,33  7 127,33 5,66  0,0020    

Error    360,00 16  22,50                 

Total   1251,33 23                        

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=13,40885 

Error: 22,5000 gl: 16 

Tiempo  Medias n  E.E.       

T0 2h    39,00  3 2,74 A     

T270 2h  42,67  3 2,74 A     

T180 2h  44,00  3 2,74 A     

T90 2h   49,00  3 2,74 A  B  

T0 5h    49,00  3 2,74 A  B  

T180 5h  49,33  3 2,74 A  B  

T270 5h  52,00  3 2,74 A  B  

T90 5h   60,33  3 2,74    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

4.2.3 Formulación 7 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC   gl  CM    F   p-valor    

Modelo. 372,94  5 74,59 1,73  0,2023    

Tiempo  372,94  5 74,59 1,73  0,2023    

Error   517,33 12 43,11                 

Total   890,28 17                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=18,00731 

Error: 43,1111 gl: 12 

Tiempo  Medias n  E.E.    

T0 2h    37,33  3 3,79 A  

T180 2h  39,67  3 3,79 A  

T90 2h   40,33  3 3,79 A  

T180 5h  45,33  3 3,79 A  

T0 5h    48,00  3 3,79 A  

T90 5h   49,67  3 3,79 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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4.2.4 Formulación 8 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.      SC   gl  CM    F   p-valor    

Modelo.  588,96  7 84,14 4,76  0,0047    

Columna1 588,96  7 84,14 4,76  0,0047    

Error    282,67 16 17,67                 

Total    871,63 23                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=11,88167 

Error: 17,6667 gl: 16 

      Columna1       Medias n  E.E.       

L60 270 días 2 horas  43,67  3 2,43 A     

L60 180 días 2 horas  46,00  3 2,43 A  B  

L60 0 días 2 horas    46,33  3 2,43 A  B  

L60 180 días 5 horas  52,00  3 2,43 A  B  

L60 270 días 5 horas  54,00  3 2,43 A  B  

L60 90 días 2 horas   55,33  3 2,43 A  B  

L60 90 días 5 horas   56,67  3 2,43    B  

L60 0 días 5 horas    57,00  3 2,43    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

4.2.5 Formulación 9 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.      SC   gl  CM    F   p-valor    

Modelo.  456,30  9 50,70 2,00  0,0942    

Columna1 456,30  9 50,70 2,00  0,0942    

Error    506,67 20 25,33                 

Total    962,97 29                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=14,55257 

Error: 25,3333 gl: 20 

      Columna1       Medias n  E.E.    

L60 0 días 2 horas    42,00  3 2,91 A  

L60 180 días 2 horas  44,00  3 2,91 A  

L60 360 días 2 horas  46,00  3 2,91 A  

L60 270 días 2 horas  49,00  3 2,91 A  

L60 0 días 5 horas    49,33  3 2,91 A  

L60 180 días 5 horas  49,33  3 2,91 A  

L60 90 días 2 horas   50,00  3 2,91 A  

L60 90 días 5 horas   52,00  3 2,91 A  

L60 270 días 5 horas  53,33  3 2,91 A  

L60 360 días 5 horas  55,33  3 2,91 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

4.2.6 Formulación 11 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.      SC   gl  CM    F   p-valor    

Modelo.  238,25  3 79,42 3,81  0,0578    

Columna1 238,25  3 79,42 3,81  0,0578    

Error    166,67  8 20,83                 

Total    404,92 11                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=11,93446 

Error: 20,8333 gl: 8 

     Columna1       Medias n  E.E.    

L60 0 días 2 horas   44,00  3 2,64 A  

L60 90 días 2 horas  44,00  3 2,64 A  

L60 90 días 5 horas  52,00  3 2,64 A  

L60 0 días 5 horas   53,67  3 2,64 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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4.2.7 Formulación 12 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.      SC   gl  CM    F   p-valor    

Modelo.  333,61  5 66,72 2,81  0,0664    

Columna1 333,61  5 66,72 2,81  0,0664    

Error    285,33 12 23,78                 

Total    618,94 17                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=13,37334 

Error: 23,7778 gl: 12 

     Columna1        Medias n  E.E.    

L60 90 días 2 horas   46,00  3 2,82 A  

L60 0 días 2 horas    51,33  3 2,82 A  

L60 0 días 5 horas    54,33  3 2,82 A  

L60 180 días 5 horas  56,67  3 2,82 A  

L60 180 días 2 horas  57,33  3 2,82 A  

L60 90 días 5 horas   58,67  3 2,82 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

4.3 Mezcla L. fermentum L23:L. rhamnosus L60 

4.3.1 Formulación 12 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.      SC   gl  CM    F   p-valor    

Modelo.  286,44  5 57,29 2,46  0,0934    

Columna1 286,44  5 57,29 2,46  0,0934    

Error    279,33 12 23,28                 

Total    565,78 17                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=13,23198 

Error: 23,2778 gl: 12 

     Columna1      Medias n  E.E.    

M 0 días 2 horas    42,33  3 2,79 A  

M 0 días 5 horas    49,00  3 2,79 A  

M 180 días 2 horas  49,33  3 2,79 A  

M 90 días 5 horas   52,33  3 2,79 A  

M 90 días 2 horas   53,33  3 2,79 A  

M 180 días 5 horas  54,33  3 2,79 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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5 Coagregación in vitro de lactobacilos probióticos contenidos en óvulos con 

Escherichia coli y Staphylococcus aureus 

5.1 L. fermentum L23 

5.1.1 Formulación 5 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

    F.V.        SC   gl  CM    F   p-valor    

Modelo.       107,33  5 21,47 2,97  0,0567    

dias/patogeno 107,33  5 21,47 2,97  0,0567    

Error          86,67 12  7,22                 

Total         194,00 17                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=7,37037 

Error: 7,2222 gl: 12 

dias/patogeno Medias n  E.E.       

180/Ec1        29,33  3 1,55 A     

0/Sa168        33,00  3 1,55 A  B  

90/Ec1         33,67  3 1,55 A  B  

0/Ec1          34,00  3 1,55 A  B  

180/Sa168      34,33  3 1,55 A  B  

90/Sa168       37,67  3 1,55    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

5.1.2 Formulación 6 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

    F.V.       SC    gl  CM    F   p-valor    

Modelo.        73,74  5 14,75 1,61  0,2307    

dias/patogeno  73,74  5 14,75 1,61  0,2307    

Error         109,83 12  9,15                 

Total         183,57 17                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=8,29718 

Error: 9,1528 gl: 12 

dias/patogeno Medias n  E.E.    

0/Ec1          30,00  3 1,75 A  

180/Ec1        31,67  3 1,75 A  

0/Sa168        33,17  3 1,75 A  

180/Sa168      33,33  3 1,75 A  

90/Ec1         34,67  3 1,75 A  

90/Sa168       36,33  3 1,75 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

5.1.3 Formulación 7 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

    F.V.       SC    gl  CM    F   p-valor    

Modelo.        99,61  5 19,92 3,59  0,0325    

dias/patogeno  99,61  5 19,92 3,59  0,0325    

Error          66,67 12  5,56                 

Total         166,28 17                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=6,46425 

Error: 5,5556 gl: 12 

dias/patogeno Medias n  E.E.    

90/Ec1         31,67  3 1,36 A  

0/Ec1          32,00  3 1,36 A  

90/Sa168       33,67  3 1,36 A  

180/Ec1        35,67  3 1,36 A  

0/Sa168        36,67  3 1,36 A  

180/Sa168      38,00  3 1,36 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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5.1.4 Formulación 8 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.      SC   gl  CM    F   p-valor    

Modelo.  148,67  5 29,73 2,89  0,0611    

Columna1 148,67  5 29,73 2,89  0,0611    

Error    123,33 12 10,28                 

Total    272,00 17                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=8,79233 

Error: 10,2778 gl: 12 

   Columna1     Medias n  E.E.    

L23 90 días EC   29,67  3 1,85 A  

L23 180 días EC  31,33  3 1,85 A  

L23 0 días EC    31,67  3 1,85 A  

L23 0 días SA    35,67  3 1,85 A  

L23 180 días SA  36,67  3 1,85 A  

L23 90 días SA   37,00  3 1,85 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

5.1.5 Formulación 9 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.      SC   gl  CM    F   p-valor    

Modelo.  139,17  7 19,88 1,47  0,2472    

Columna1 139,17  7 19,88 1,47  0,2472    

Error    216,67 16 13,54                 

Total    355,83 23                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=10,40247 

Error: 13,5417 gl: 16 

   Columna1     Medias n  E.E.    

L23 0 días EC    28,33  3 2,12 A  

L23 180 días EC  29,33  3 2,12 A  

L23 270 días EC  30,00  3 2,12 A  

L23 90 días EC   32,00  3 2,12 A  

L23 0 días SA    32,33  3 2,12 A  

L23 90 días SA   33,33  3 2,12 A  

L23 270 días SA  34,00  3 2,12 A  

L23 180 días SA  36,00  3 2,12 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

5.1.6 Formulación 11 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC    gl  CM    F   p-valor    

Modelo.   95,58  3 31,86 1,45  0,2981    

Columna1  95,58  3 31,86 1,45  0,2981    

Error    175,33  8 21,92                 

Total    270,92 11                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=12,24083 

Error: 21,9167 gl: 8 

  Columna1     Medias n  E.E.    

L23 0 días EC   27,67  3 2,70 A  

L23 90 días EC  31,67  3 2,70 A  

L23 90 días SA  34,00  3 2,70 A  

L23 0 días SA   35,00  3 2,70 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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5.1.7 Formulación 12 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.      SC   gl  CM    F   p-valor    

Modelo.  142,25  3 47,42 5,52  0,0238    

Columna1 142,25  3 47,42 5,52  0,0238    

Error     68,67  8  8,58                 

Total    210,92 11                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=7,66040 

Error: 8,5833 gl: 8 

   Columna1    Medias n  E.E.       

L23 90 días EC  29,00  3 1,69 A     

L23 0 días EC   30,00  3 1,69 A  B  

L23 0 días SA   36,00  3 1,69 A  B  

L23 90 días SA  36,67  3 1,69    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

5.2 L. rhamnosus L60 

5.2.1 Formulación 5 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

    F.V.        SC   gl  CM    F   p-valor    

Modelo.       176,94  5 35,39 4,75  0,0126    

dias/patogeno 176,94  5 35,39 4,75  0,0126    

Error          89,33 12  7,44                 

Total         266,28 17                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=7,48291 

Error: 7,4444 gl: 12 

dias/patogeno Medias n  E.E.       

0/Ec1          23,67  3 1,58 A     

90/Ec1         27,33  3 1,58 A  B  

90/Sa168       29,67  3 1,58 A  B  

180/Ec1        31,00  3 1,58 A  B  

0/Sa168        31,33  3 1,58    B  

180/Sa168      33,33  3 1,58    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

5.2.2 Formulación 6 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

    F.V.        SC   gl  CM    F   p-valor    

Modelo.       205,83  7 29,40 3,55  0,0171    

dias/patogeno 205,83  7 29,40 3,55  0,0171    

Error         132,67 16  8,29                 

Total         338,50 23                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=8,13994 

Error: 8,2917 gl: 16 

dias/patogeno Medias n  E.E.       

90/Sa168       25,67  3 1,66 A     

270/Sa168      28,00  3 1,66 A  B  

180/Ec1        30,33  3 1,66 A  B  

90/Ec1         31,33  3 1,66 A  B  

0/Sa168        33,00  3 1,66 A  B  

180/Sa168      33,00  3 1,66 A  B  

0/Ec1          33,67  3 1,66 A  B  

270/Ec1        35,00  3 1,66    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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5.2.3 Formulación 7 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

    F.V.        SC   gl  CM    F   p-valor    

Modelo.       247,33  5 49,47 4,28  0,0182    

dias/patogeno 247,33  5 49,47 4,28  0,0182    

Error         138,67 12 11,56                 

Total         386,00 17                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=9,32287 

Error: 11,5556 gl: 12 

dias/patogeno Medias n  E.E.       

90/Ec1         23,00  3 1,96 A     

180/Ec1        27,67  3 1,96 A  B  

90/Sa168       28,00  3 1,96 A  B  

0/Ec1          28,33  3 1,96 A  B  

0/Sa168        32,33  3 1,96    B  

180/Sa168      34,67  3 1,96    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

5.2.4 Formulación 8 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.      SC   gl  CM    F   p-valor    

Modelo.  126,00  7 18,00 2,01  0,1174    

Columna1 126,00  7 18,00 2,01  0,1174    

Error    143,33 16  8,96                 

Total    269,33 23                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=8,46085 

Error: 8,9583 gl: 16 

   Columna1     Medias n  E.E.    

L23 270 días EC  29,33  3 1,73 A  

L23 0 días EC    29,67  3 1,73 A  

L23 90 días EC   32,00  3 1,73 A  

L23 180 días EC  32,67  3 1,73 A  

L23 0 días SA    33,00  3 1,73 A  

L23 180 días SA  35,00  3 1,73 A  

L23 90 días SA   35,33  3 1,73 A  

L23 270 días SA  35,67  3 1,73 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

5.2.5 Formulación 9 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.      SC   gl  CM    F   p-valor    

Modelo.  233,47  9 25,94 2,30  0,0584    

Columna1 233,47  9 25,94 2,30  0,0584    

Error    226,00 20 11,30                 

Total    459,47 29                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=9,71925 

Error: 11,3000 gl: 20 

   Columna1     Medias n  E.E.    

L23 180 días EC  25,33  3 1,94 A  

L23 90 días EC   27,00  3 1,94 A  

L23 360 días EC  29,67  3 1,94 A  

L23 180 días SA  30,00  3 1,94 A  

L23 270 días EC  31,33  3 1,94 A  

L23 0 días EC    31,33  3 1,94 A  

L23 90 días SA   32,33  3 1,94 A  

L23 270 días SA  33,67  3 1,94 A  

L23 360 días SA  34,00  3 1,94 A  

L23 0 días SA    34,00  3 1,94 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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5.2.6 Formulación 11 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC    gl  CM    F   p-valor    

Modelo.   28,92  3  9,64 0,79  0,5316    

Columna1  28,92  3  9,64 0,79  0,5316    

Error     97,33  8 12,17                 

Total    126,25 11                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=9,12030 

Error: 12,1667 gl: 8 

  Columna1     Medias n  E.E.    

L23 0 días EC   28,33  3 2,01 A  

L23 90 días EC  30,00  3 2,01 A  

L23 0 días SA   30,00  3 2,01 A  

L23 90 días SA  32,67  3 2,01 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

5.2.7 Formulación 12 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.      SC   gl  CM    F   p-valor    

Modelo.  109,33  5 21,87 2,17  0,1255    

Columna1 109,33  5 21,87 2,17  0,1255    

Error    120,67 12 10,06                 

Total    230,00 17                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=8,69675 

Error: 10,0556 gl: 12 

   Columna1     Medias n  E.E.    

L60 180 días EC  26,67  3 1,83 A  

L60 0 días EC    27,67  3 1,83 A  

L60 90 días EC   28,33  3 1,83 A  

L60 0 días SA    30,00  3 1,83 A  

L60 180 días SA  31,33  3 1,83 A  

L60 90 días SA   34,00  3 1,83 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

5.3 Mezcla L. fermentum L23:L. rhamnosus L60 

5.3.1 Formulación 12 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.      SC   gl  CM    F   p-valor    

Modelo.  155,78  5 31,16 3,44  0,0369    

Columna1 155,78  5 31,16 3,44  0,0369    

Error    108,67 12  9,06                 

Total    264,44 17                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=8,25300 

Error: 9,0556 gl: 12 

   Columna1     Medias n  E.E.       

L60 180 días EC  25,00  3 1,74 A     

L60 0 días EC    27,67  3 1,74 A  B  

L60 180 días SA  29,00  3 1,74 A  B  

L60 90 días EC   29,67  3 1,74 A  B  

L60 90 días SA   31,67  3 1,74 A  B  

L60 0 días SA    34,33  3 1,74    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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6 Actividad antimicrobiana de los lactobacilos aislados de los óvulos vaginales 

sobre E. coli 

6.1 Método de estrías cruzadas 

6.1.1 L. fermentum L23 

6.1.1.1 Formulación 1 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM   F   p-valor    

Modelo.  9,56  2 4,78 1,59  0,2787    

Días     9,56  2 4,78 1,59  0,2787    

Error   18,00  6 3,00                 

Total   27,56  8                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,33920 

Error: 3,0000 gl: 6 

Días  Medias n  E.E.    

30,00  21,33  3 1,00 A  

0,00   23,33  3 1,00 A  

60,00  23,67  3 1,00 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.1.1.2 Formulación 2 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC    gl  CM    F   p-valor    

Modelo.  60,67  6 10,11 3,54  0,0241    

Días     60,67  6 10,11 3,54  0,0241    

Error    40,00 14  2,86                 

Total   100,67 20                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,71258 

Error: 2,8571 gl: 14 

Días   Medias n  E.E.       

60,00   21,33  3 0,98 A     

120,00  22,00  3 0,98 A  B  

0,00    22,00  3 0,98 A  B  

150,00  22,67  3 0,98 A  B  

180,00  24,00  3 0,98 A  B  

30,00   25,00  3 0,98 A  B  

90,00   26,33  3 0,98    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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6.1.1.3 Formulación 3 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC   gl  CM    F   p-valor    

Modelo. 181,81  6 30,30 7,31  0,0011    

Días    181,81  6 30,30 7,31  0,0011    

Error    58,00 14  4,14                 

Total   239,81 20                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,67469 

Error: 4,1429 gl: 14 

 Días  Medias n  E.E.       

150,00  22,67  3 1,18 A     

180,00  23,67  3 1,18 A     

90,00   25,33  3 1,18 A  B  

120,00  26,33  3 1,18 A  B  

60,00   28,00  3 1,18 A  B  

0,00    30,67  3 1,18    B  

30,00   30,67  3 1,18    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.1.1.4 Formulación 5 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC    gl  CM    F   p-valor    

Modelo.  78,29  7 11,18 2,77  0,0435    

Días     78,29  7 11,18 2,77  0,0435    

Error    64,67 16  4,04                 

Total   142,96 23                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,68304 

Error: 4,0417 gl: 16 

 Días  Medias n  E.E.    

120,00  27,00  3 1,16 A  

210,00  27,00  3 1,16 A  

30,00   27,67  3 1,16 A  

60,00   29,00  3 1,16 A  

180,00  29,67  3 1,16 A  

0,00    31,00  3 1,16 A  

90,00   31,33  3 1,16 A  

150,00  31,67  3 1,16 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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6.1.1.5 Formulación 6 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC    gl  CM    F   p-valor    

Modelo.  91,96  7 13,14 3,62  0,0156    

Días     91,96  7 13,14 3,62  0,0156    

Error    58,00 16  3,63                 

Total   149,96 23                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,38213 

Error: 3,6250 gl: 16 

 Días  Medias n  E.E.       

150,00  25,00  3 1,10 A     

120,00  27,00  3 1,10 A  B  

0,00    27,00  3 1,10 A  B  

210,00  28,33  3 1,10 A  B  

90,00   28,67  3 1,10 A  B  

60,00   29,67  3 1,10 A  B  

180,00  31,00  3 1,10    B  

30,00   31,00  3 1,10    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.1.1.6 Formulación 7 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC    gl  CM   F   p-valor    

Modelo.  53,33  6 8,89 2,10  0,1189    

Días     53,33  6 8,89 2,10  0,1189    

Error    59,33 14 4,24                 

Total   112,67 20                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,73955 

Error: 4,2381 gl: 14 

Días   Medias n  E.E.    

30,00   26,00  3 1,19 A  

120,00  28,33  3 1,19 A  

0,00    29,67  3 1,19 A  

180,00  29,67  3 1,19 A  

150,00  30,00  3 1,19 A  

60,00   30,33  3 1,19 A  

90,00   31,33  3 1,19 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.1.1.7 Formulación 8 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM   F   p-valor    

Modelo.  3,56  2 1,78 1,60  0,2774    

Días     3,56  2 1,78 1,60  0,2774    

Error    6,67  6 1,11                 

Total   10,22  8                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2,64075 

Error: 1,1111 gl: 6 

 Días  Medias n  E.E.    

180,00  28,67  3 0,61 A  

90,00   30,00  3 0,61 A  

0,00    30,00  3 0,61 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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6.1.1.8 Formulación 8’ 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC  gl  CM   F   p-valor    

Modelo. 1,56  2 0,78 0,58  0,5868    

Días    1,56  2 0,78 0,58  0,5868    

Error   8,00  6 1,33                 

Total   9,56  8                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2,89280 

Error: 1,3333 gl: 6 

Días   Medias n  E.E.    

90,00   29,67  3 0,67 A  

0,00    30,33  3 0,67 A  

180,00  30,67  3 0,67 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.1.1.9 Formulación 9 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM    F   p-valor    

Modelo. 31,33  3 10,44 6,27  0,0170    

Días    31,33  3 10,44 6,27  0,0170    

Error   13,33  8  1,67                 

Total   44,67 11                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,37558 

Error: 1,6667 gl: 8 

 Días  Medias n  E.E.       

180,00  27,67  3 0,75 A     

0,00    28,00  3 0,75 A     

270,00  30,00  3 0,75 A  B  

90,00   31,67  3 0,75    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.1.1.10 Formulación 9’ 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM   F   p-valor    

Modelo.  6,89  2 3,44 1,29  0,3416    

Días     6,89  2 3,44 1,29  0,3416    

Error   16,00  6 2,67                 

Total   22,89  8                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,09103 

Error: 2,6667 gl: 6 

 Días  Medias n  E.E.    

0,00    29,33  3 0,94 A  

180,00  29,67  3 0,94 A  

90,00   31,33  3 0,94 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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6.1.1.11 Formulación 11 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM   F   p-valor    

Modelo.  2,67  1 2,67 0,62  0,4766    

Días     2,67  1 2,67 0,62  0,4766    

Error   17,33  4 4,33                 

Total   20,00  5                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,71907 

Error: 4,3333 gl: 4 

Días  Medias n  E.E.    

0,00   29,33  3 1,20 A  

90,00  30,67  3 1,20 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.1.1.12 Formulación 11’ 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM   F   p-valor    

Modelo.  0,67  1 0,67 0,20  0,6779    

Días     0,67  1 0,67 0,20  0,6779    

Error   13,33  4 3,33                 

Total   14,00  5                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,13890 

Error: 3,3333 gl: 4 

Días  Medias n  E.E.    

0,00   29,67  3 1,05 A  

90,00  30,33  3 1,05 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.1.1.13 Formulación 12 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM   F   p-valor    

Modelo.  0,17  1 0,17 0,04  0,8593    

Días     0,17  1 0,17 0,04  0,8593    

Error   18,67  4 4,67                 

Total   18,83  5                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,89721 

Error: 4,6667 gl: 4 

Días  Medias n  E.E.    

90,00  29,67  3 1,25 A  

0,00   30,00  3 1,25 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.1.1.14 Formulación 13 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC  gl  CM   F   p-valor    

Modelo. 0,17  1 0,17 0,07  0,8025    

Días    0,17  1 0,17 0,07  0,8025    

Error   9,33  4 2,33                 

Total   9,50  5                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,46285 

Error: 2,3333 gl: 4 

Días  Medias n  E.E.    

90,00  29,33  3 0,88 A  
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0,00   29,67  3 0,88 A  

6.1.2 L. rhamnosus L60 

6.1.2.1 Formulación 1 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM    F    p-valor    

Modelo. 44,67  2 22,33 14,36  0,0052    

Días    44,67  2 22,33 14,36  0,0052    

Error    9,33  6  1,56                  

Total   54,00  8                        

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,12458 

Error: 1,5556 gl: 6 

Días  Medias n  E.E.       

0,00   19,67  3 0,72 A     

30,00  23,33  3 0,72    B  

60,00  25,00  3 0,72    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.1.2.2 Formulación 2 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC    gl  CM    F   p-valor    

Modelo.  81,14  6 13,52 3,23  0,0332    

Días     81,14  6 13,52 3,23  0,0332    

Error    58,67 14  4,19                 

Total   139,81 20                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,70721 

Error: 4,1905 gl: 14 

 Días  Medias n  E.E.    

0,00    20,67  3 1,18 A  

150,00  20,67  3 1,18 A  

60,00   21,00  3 1,18 A  

30,00   23,00  3 1,18 A  

120,00  23,00  3 1,18 A  

180,00  25,33  3 1,18 A  

90,00   25,67  3 1,18 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.1.2.3 Formulación 3 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC    gl  CM    F   p-valor    

Modelo.  60,95  6 10,16 2,88  0,0481    

Días     60,95  6 10,16 2,88  0,0481    

Error    49,33 14  3,52                 

Total   110,29 20                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,23358 

Error: 3,5238 gl: 14 

Días   Medias n  E.E.    

90,00   24,00  3 1,08 A  

150,00  24,67  3 1,08 A  

120,00  25,33  3 1,08 A  

180,00  25,67  3 1,08 A  

60,00   27,67  3 1,08 A  

30,00   27,67  3 1,08 A  
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0,00    29,00  3 1,08 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.1.2.4 Formulación 5 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC   gl  CM    F   p-valor    

Modelo. 123,33  8 15,42 3,62  0,0111    

Días    123,33  8 15,42 3,62  0,0111    

Error    76,67 18  4,26                 

Total   200,00 26                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,90430 

Error: 4,2593 gl: 18 

 Días  Medias n  E.E.       

210,00  25,00  3 1,19 A     

150,00  27,00  3 1,19 A     

90,00   27,67  3 1,19 A  B  

240,00  28,00  3 1,19 A  B  

30,00   28,33  3 1,19 A  B  

120,00  29,00  3 1,19 A  B  

60,00   29,33  3 1,19 A  B  

180,00  30,67  3 1,19 A  B  

0,00    33,00  3 1,19    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.1.2.5 Formulación 6 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM   F   p-valor    

Modelo. 38,00  9 4,22 1,54  0,1996    

Días    38,00  9 4,22 1,54  0,1996    

Error   54,67 20 2,73                 

Total   92,67 29                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,78013 

Error: 2,7333 gl: 20 

Días   Medias n  E.E.    

90,00   27,67  3 0,95 A  

120,00  27,67  3 0,95 A  

150,00  29,33  3 0,95 A  

270,00  29,67  3 0,95 A  

180,00  29,67  3 0,95 A  

30,00   30,00  3 0,95 A  

240,00  30,33  3 0,95 A  

0,00    30,33  3 0,95 A  

210,00  31,00  3 0,95 A  

60,00   31,00  3 0,95 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

  



Tesis doctoral Mic. Ana Lissa Camilletti  

ANEXO 

 

185 

 

6.1.2.6 Formulación 7 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC    gl  CM    F   p-valor    

Modelo.  91,19  8 11,40 3,85  0,0084    

Días     91,19  8 11,40 3,85  0,0084    

Error    53,33 18  2,96                 

Total   144,52 26                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,92453 

Error: 2,9630 gl: 18 

 Días  Medias n  E.E.    

210,00  27,00  3 0,99 A  

90,00   27,00  3 0,99 A  

120,00  27,67  3 0,99 A  

0,00    28,00  3 0,99 A  

30,00   30,33  3 0,99 A  

150,00  30,67  3 0,99 A  

180,00  31,00  3 0,99 A  

60,00   31,33  3 0,99 A  

240,00  31,67  3 0,99 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.1.2.7 Formulación 8 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM   F   p-valor    

Modelo. 22,92  3 7,64 3,40  0,0741    

Días    22,92  3 7,64 3,40  0,0741    

Error   18,00  8 2,25                 

Total   40,92 11                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,92206 

Error: 2,2500 gl: 8 

 Días  Medias n  E.E.    

270,00  28,67  3 0,87 A  

90,00   29,67  3 0,87 A  

180,00  31,00  3 0,87 A  

0,00    32,33  3 0,87 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.1.2.8 Formulación 8’ 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM   F   p-valor    

Modelo.  4,22  2 2,11 0,59  0,5817    

Días     4,22  2 2,11 0,59  0,5817    

Error   21,33  6 3,56                 

Total   25,56  8                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,72392 

Error: 3,5556 gl: 6 

Días   Medias n  E.E.    

90,00   29,00  3 1,09 A  

0,00    29,67  3 1,09 A  

180,00  30,67  3 1,09 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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6.1.2.9 Formulación 9 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM   F   p-valor    

Modelo. 15,33  4 3,83 0,91  0,4931    

Días    15,33  4 3,83 0,91  0,4931    

Error   42,00 10 4,20                 

Total   57,33 14                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,50703 

Error: 4,2000 gl: 10 

 Días  Medias n  E.E.    

180,00  29,00  3 1,18 A  

90,00   29,33  3 1,18 A  

360,00  30,67  3 1,18 A  

270,00  31,00  3 1,18 A  

0,00    31,67  3 1,18 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.1.2.10 Formulación 9’ 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM   F   p-valor    

Modelo.  6,22  2 3,11 2,55  0,1583    

Días     6,22  2 3,11 2,55  0,1583    

Error    7,33  6 1,22                 

Total   13,56  8                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2,76964 

Error: 1,2222 gl: 6 

Días   Medias n  E.E.    

0,00    29,33  3 0,64 A  

90,00   30,00  3 0,64 A  

180,00  31,33  3 0,64 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.1.2.11 Formulación 10 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM   F   p-valor    

Modelo.  2,67  1 2,67 1,23  0,3295    

Días     2,67  1 2,67 1,23  0,3295    

Error    8,67  4 2,17                 

Total   11,33  5                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,33689 

Error: 2,1667 gl: 4 

Días  Medias n  E.E.    

90,00  30,00  3 0,85 A  

0,00   31,33  3 0,85 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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6.1.2.12 Formulación 11 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM   F   p-valor    

Modelo.  1,50  1 1,50 0,39  0,5655    

Días     1,50  1 1,50 0,39  0,5655    

Error   15,33  4 3,83                 

Total   16,83  5                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,43847 

Error: 3,8333 gl: 4 

Días  Medias n  E.E.    

90,00  30,67  3 1,13 A  

0,00   31,67  3 1,13 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.1.2.13 Formulación 11’ 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM   F   p-valor    

Modelo.  4,17  1 4,17 0,68  0,4573    

Días     4,17  1 4,17 0,68  0,4573    

Error   24,67  4 6,17                 

Total   28,83  5                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,62951 

Error: 6,1667 gl: 4 

Días  Medias n  E.E.    

90,00  29,00  3 1,43 A  

0,00   30,67  3 1,43 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.1.2.14 Formulación 12 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM   F   p-valor    

Modelo.  6,89  2 3,44 1,29  0,3416    

Días     6,89  2 3,44 1,29  0,3416    

Error   16,00  6 2,67                 

Total   22,89  8                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,09103 

Error: 2,6667 gl: 6 

Días   Medias n  E.E.    

0,00    29,33  3 0,94 A  

90,00   29,67  3 0,94 A  

180,00  31,33  3 0,94 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.1.2.15 Formulación 13 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM   F   p-valor    

Modelo.  6,22  2 3,11 0,72  0,5254    

Días     6,22  2 3,11 0,72  0,5254    

Error   26,00  6 4,33                 

Total   32,22  8                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,21506 

Error: 4,3333 gl: 6 

Días   Medias n  E.E.    
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90,00   28,67  3 1,20 A  

180,00  29,33  3 1,20 A  

0,00    30,67  3 1,20 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.1.3 Mezcla L. fermentum L23:L. rhamnosus L60 

6.1.3.1 Formulación 8’ 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM   F   p-valor    

Modelo. 10,89  2 5,44 1,26  0,3501    

Días    10,89  2 5,44 1,26  0,3501    

Error   26,00  6 4,33                 

Total   36,89  8                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,21506 

Error: 4,3333 gl: 6 

Días   Medias n  E.E.    

90,00   30,67  3 1,20 A  

180,00  32,33  3 1,20 A  

0,00    33,33  3 1,20 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.1.3.2 Formulación 9’ 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM   F   p-valor    

Modelo.  1,56  2 0,78 0,37  0,7065    

Días     1,56  2 0,78 0,37  0,7065    

Error   12,67  6 2,11                 

Total   14,22  8                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,64002 

Error: 2,1111 gl: 6 

Días   Medias n  E.E.    

0,00    30,00  3 0,84 A  

90,00   30,67  3 0,84 A  

180,00  31,00  3 0,84 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.1.3.3 Formulación 12 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM   F   p-valor    

Modelo.  6,89  2 3,44 1,29  0,3416    

Días     6,89  2 3,44 1,29  0,3416    

Error   16,00  6 2,67                 

Total   22,89  8                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,09103 

Error: 2,6667 gl: 6 

 Días  Medias n  E.E.    

180,00  30,67  3 0,94 A  

90,00   32,33  3 0,94 A  

0,00    32,67  3 0,94 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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6.1.3.4 Formulación 13 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM   F   p-valor    

Modelo.  6,22  2 3,11 0,72  0,5254    

Días     6,22  2 3,11 0,72  0,5254    

Error   26,00  6 4,33                 

Total   32,22  8                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,21506 

Error: 4,3333 gl: 6 

Días   Medias n  E.E.    

90,00   28,67  3 1,20 A  

180,00  29,33  3 1,20 A  

0,00    30,67  3 1,20 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.1.4 Promedios de las cepas de lactobacilos por separado con respecto a la mezcla 

de los mismos 

6.1.4.1 Formulación 8’ 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM    F   p-valor    

Modelo. 27,63  2 13,81 4,60  0,0203    

cepa    27,63  2 13,81 4,60  0,0203    

Error   72,00 24  3,00                 

Total   99,63 26                       

 

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=1,68517 

Error: 3,0000 gl: 24 

cepa Medias n  E.E.       

L60   29,78  9 0,58 A     

L23   30,22  9 0,58 A     

M     32,11  9 0,58    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.1.4.2 Formulación 9’ 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM    F   p-valor    

Modelo. 22,74  2 11,37 4,60  0,0204    

CEPA    22,74  2 11,37 4,60  0,0204    

Error   59,33 24  2,47                 

Total   82,07 26                       

 

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=1,52977 

Error: 2,4722 gl: 24 

CEPA Medias n  E.E.       

L23   30,11  9 0,52 A     

L60   30,22  9 0,52 A     

M     32,11  9 0,52    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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6.1.4.3 Formulación 12 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM    F   p-valor    

Modelo. 20,35  2 10,17 3,31  0,0564    

CEPA    20,35  2 10,17 3,31  0,0564    

Error   64,61 21  3,08                 

Total   84,96 23                       

 

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=1,85735 

Error: 3,0767 gl: 21 

CEPA Medias n  E.E.       

L23   29,83  6 0,72 A     

L60   30,11  9 0,58 A     

M     31,89  9 0,58    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.1.4.4 Formulación 13 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM    F   p-valor    

Modelo. 20,56  2 10,28 3,72  0,0413    

CEPA    20,56  2 10,28 3,72  0,0413    

Error   57,94 21  2,76                 

Total   78,50 23                       

 

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=1,75892 

Error: 2,7593 gl: 21 

CEPA Medias n  E.E.       

L23   29,50  6 0,68 A     

L60   29,56  9 0,55 A     

M     31,44  9 0,55    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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6.2 Método de difusión en pozos 

6.2.1 L. fermentum L23  

6.2.1.1 Formulación 1 

6.2.1.1.1 SLC 
Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC  gl  CM   F   p-valor    

Modelo. 1,52  2 0,76 0,63  0,5637    

Tiempo  1,52  2 0,76 0,63  0,5637    

Error   7,22  6 1,20                 

Total   8,74  8                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2,74816 

Error: 1,2033 gl: 6 

Tiempo Medias n  E.E.    

0,00    22,00  3 0,63 A  

30,00   22,60  3 0,63 A  

60,00   23,00  3 0,63 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.2.1.1.2 SLCN 
Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC  gl  CM   F   p-valor    

Modelo. 1,56  2 0,78 0,64  0,5615    

Tiempo  1,56  2 0,78 0,64  0,5615    

Error   7,33  6 1,22                 

Total   8,89  8                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2,76964 

Error: 1,2222 gl: 6 

Tiempo Medias n  E.E.    

0,00    17,67  3 0,64 A  

30,00   18,00  3 0,64 A  

60,00   18,67  3 0,64 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.2.1.2 Formulación 2 

6.2.1.2.1 SLC 
Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM   F   p-valor    

Modelo. 33,74  6 5,62 2,28  0,0955    

Tiempo  33,74  6 5,62 2,28  0,0955    

Error   34,50 14 2,46                 

Total   68,24 20                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,37661 

Error: 2,4643 gl: 14 

Tiempo Medias n  E.E.    

180,00  21,33  3 0,91 A  

90,00   22,33  3 0,91 A  

0,00    22,83  3 0,91 A  

120,00  23,00  3 0,91 A  

150,00  23,67  3 0,91 A  

30,00   24,67  3 0,91 A  

60,00   25,33  3 0,91 A  
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Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.2.1.2.2 SLCN 
Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM   F   p-valor    

Modelo. 28,64  6 4,77 2,29  0,0944    

Tiempo  28,64  6 4,77 2,29  0,0944    

Error   29,17 14 2,08                 

Total   57,81 20                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,02413 

Error: 2,0833 gl: 14 

Tiempo Medias n  E.E.    

180,00  17,33  3 0,83 A  

90,00   18,00  3 0,83 A  

150,00  18,33  3 0,83 A  

0,00    18,50  3 0,83 A  

30,00   18,67  3 0,83 A  

120,00  19,00  3 0,83 A  

60,00   21,33  3 0,83 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.2.1.3 Formulación 3 

6.2.1.3.1 SLC 
Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM   F   p-valor    

Modelo. 37,33  6 6,22 2,89  0,0477    

Tiempo  37,33  6 6,22 2,89  0,0477    

Error   30,15 14 2,15                 

Total   67,48 20                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,09118 

Error: 2,1533 gl: 14 

Tiempo Medias n  E.E.    

180,00  20,00  3 0,85 A  

90,00   21,00  3 0,85 A  

120,00  21,00  3 0,85 A  

60,00   21,67  3 0,85 A  

150,00  23,33  3 0,85 A  

0,00    23,33  3 0,85 A  

30,00   23,67  3 0,85 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.2.1.3.2 SLCN 
Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM   F   p-valor    

Modelo. 20,79  6 3,46 1,70  0,1931    

Tiempo  20,79  6 3,46 1,70  0,1931    

Error   28,50 14 2,04                 

Total   49,29 20                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,97787 

Error: 2,0357 gl: 14 

Tiempo Medias n  E.E.    

90,00   16,00  3 0,82 A  

180,00  16,17  3 0,82 A  

0,00    16,33  3 0,82 A  

120,00  17,33  3 0,82 A  

30,00   17,67  3 0,82 A  
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60,00   18,33  3 0,82 A  

150,00  18,67  3 0,82 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.2.1.4 Formulación 5 

6.2.1.4.1 SLC 
Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC    gl  CM   F   p-valor    

Modelo.  57,33  7 8,19 1,82  0,1520    

Tiempo   57,33  7 8,19 1,82  0,1520    

Error    72,00 16 4,50                 

Total   129,33 23                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,99662 

Error: 4,5000 gl: 16 

Tiempo Medias n  E.E.    

150,00  26,00  3 1,22 A  

0,00    26,33  3 1,22 A  

90,00   27,33  3 1,22 A  

180,00  28,33  3 1,22 A  

120,00  29,00  3 1,22 A  

30,00   29,33  3 1,22 A  

60,00   29,67  3 1,22 A  

210,00  30,67  3 1,22 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.2.1.4.2 SLCN 
Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM   F   p-valor    

Modelo. 16,50  7 2,36 0,80  0,6012    

Tiempo  16,50  7 2,36 0,80  0,6012    

Error   47,33 16 2,96                 

Total   63,83 23                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,86210 

Error: 2,9583 gl: 16 

Tiempo Medias n  E.E.    

0,00    21,67  3 0,99 A  

90,00   22,33  3 0,99 A  

150,00  22,33  3 0,99 A  

180,00  23,00  3 0,99 A  

120,00  23,67  3 0,99 A  

60,00   23,67  3 0,99 A  

210,00  24,00  3 0,99 A  

30,00   24,00  3 0,99 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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6.2.1.5 Formulación 6 

6.2.1.5.1 SLC 
Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC   gl  CM    F   p-valor    

Modelo. 147,29  7 21,04 6,92  0,0007    

Tiempo  147,29  7 21,04 6,92  0,0007    

Error    48,67 16  3,04                 

Total   195,96 23                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,93010 

Error: 3,0417 gl: 16 

Tiempo Medias n  E.E.       

60,00   22,00  3 1,01 A     

120,00  27,00  3 1,01    B  

30,00   27,33  3 1,01    B  

180,00  28,33  3 1,01    B  

0,00    28,33  3 1,01    B  

150,00  29,00  3 1,01    B  

90,00   29,33  3 1,01    B  

210,00  31,00  3 1,01    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.2.1.5.2 SLCN 
Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC   gl  CM    F    p-valor    

Modelo. 130,63  7 18,66 16,59 <0,0001    

Tiempo  130,63  7 18,66 16,59 <0,0001    

Error    18,00 16  1,13                  

Total   148,63 23                        

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2,99831 

Error: 1,1250 gl: 16 

Tiempo Medias n  E.E.             

60,00   17,67  3 0,61 A           

120,00  19,00  3 0,61 A  B        

150,00  21,67  3 0,61    B  C     

180,00  22,33  3 0,61       C     

30,00   22,33  3 0,61       C     

0,00    22,67  3 0,61       C  D  

90,00   24,00  3 0,61       C  D  

210,00  25,33  3 0,61          D  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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6.2.1.6 Formulación 7 

6.2.1.6.1 SLC 
Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC    gl  CM    F   p-valor    

Modelo.  65,90  6 10,98 3,60  0,0225    

Tiempo   65,90  6 10,98 3,60  0,0225    

Error    42,67 14  3,05                 

Total   108,57 20                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,86713 

Error: 3,0476 gl: 14 

Tiempo Medias n  E.E.       

150,00  27,00  3 1,01 A     

30,00   27,67  3 1,01 A  B  

0,00    28,00  3 1,01 A  B  

120,00  28,67  3 1,01 A  B  

60,00   29,33  3 1,01 A  B  

90,00   31,00  3 1,01 A  B  

180,00  32,33  3 1,01    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.2.1.6.2 SLCN 
Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC    gl  CM    F   p-valor    

Modelo.  83,14  6 13,86 5,39  0,0045    

Tiempo   83,14  6 13,86 5,39  0,0045    

Error    36,00 14  2,57                 

Total   119,14 20                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,47074 

Error: 2,5714 gl: 14 

Tiempo Medias n  E.E.       

0,00    20,33  3 0,93 A     

30,00   20,67  3 0,93 A     

120,00  21,67  3 0,93 A     

150,00  21,67  3 0,93 A     

60,00   22,00  3 0,93 A  B  

90,00   24,33  3 0,93 A  B  

180,00  26,33  3 0,93    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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6.2.2 L. rhamnosus L60  

6.2.2.1 Formulación 1 

6.2.2.1.1 SLC 
Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM   F   p-valor    

Modelo.  2,89  2 1,44 0,46  0,6494    

Tiempo   2,89  2 1,44 0,46  0,6494    

Error   18,67  6 3,11                 

Total   21,56  8                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,41882 

Error: 3,1111 gl: 6 

Tiempo Medias n  E.E.    

60,00   22,67  3 1,02 A  

30,00   23,00  3 1,02 A  

0,00    24,00  3 1,02 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.2.2.1.2 SLCN 
Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM   F   p-valor    

Modelo.  2,17  2 1,08 0,36  0,7089    

Tiempo   2,17  2 1,08 0,36  0,7089    

Error   17,83  6 2,97                 

Total   20,00  8                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,31906 

Error: 2,9722 gl: 6 

Tiempo Medias n  E.E.    

0,00    17,50  3 1,00 A  

30,00   18,33  3 1,00 A  

60,00   18,67  3 1,00 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.2.2.2 Formulación 2 

6.2.2.2.1 SLC 
Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC    gl  CM   F   p-valor    

Modelo.  13,14  6 2,19 0,25  0,9530    

Tiempo   13,14  6 2,19 0,25  0,9530    

Error   124,67 14 8,90                 

Total   137,81 20                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=8,31962 

Error: 8,9048 gl: 14 

Tiempo Medias n  E.E.    

120,00  21,67  3 1,72 A  

180,00  22,67  3 1,72 A  

0,00    23,00  3 1,72 A  

90,00   23,67  3 1,72 A  

60,00   23,67  3 1,72 A  

30,00   24,00  3 1,72 A  

150,00  24,00  3 1,72 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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6.2.2.2.2 SLCN 
Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC    gl  CM   F   p-valor    

Modelo.  15,81  6 2,63 0,41  0,8604    

Tiempo   15,81  6 2,63 0,41  0,8604    

Error    90,00 14 6,43                 

Total   105,81 20                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=7,06887 

Error: 6,4286 gl: 14 

Tiempo Medias n  E.E.    

90,00   17,33  3 1,46 A  

180,00  18,00  3 1,46 A  

60,00   18,33  3 1,46 A  

30,00   19,00  3 1,46 A  

120,00  19,00  3 1,46 A  

0,00    19,67  3 1,46 A  

150,00  20,00  3 1,46 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.2.2.3 Formulación 3 

6.2.2.3.1 SLC 
Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM   F   p-valor    

Modelo.  0,57  6 0,10 0,02 >0,9999    

Tiempo   0,57  6 0,10 0,02 >0,9999    

Error   84,00 14 6,00                 

Total   84,57 20                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=6,82917 

Error: 6,0000 gl: 14 

Tiempo Medias n  E.E.    

120,00  23,67  3 1,41 A  

60,00   23,67  3 1,41 A  

0,00    23,67  3 1,41 A  

150,00  24,00  3 1,41 A  

180,00  24,00  3 1,41 A  

90,00   24,00  3 1,41 A  

30,00   24,00  3 1,41 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.2.2.3.2 SLCN 
Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM   F   p-valor    

Modelo. 29,16  6 4,86 1,63  0,2112    

Tiempo  29,16  6 4,86 1,63  0,2112    

Error   41,75 14 2,98                 

Total   70,92 20                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,81475 

Error: 2,9824 gl: 14 

Tiempo Medias n  E.E.    

90,00   17,33  3 1,00 A  

120,00  17,67  3 1,00 A  

180,00  17,67  3 1,00 A  

30,00   18,00  3 1,00 A  

150,00  19,33  3 1,00 A  

0,00    19,70  3 1,00 A  

60,00   20,67  3 1,00 A  
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Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.2.2.4 Formulación 5 

6.2.2.4.1 SLC 
Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC   gl  CM    F   p-valor    

Modelo. 117,33  8 14,67 3,12  0,0215    

Tiempo  117,33  8 14,67 3,12  0,0215    

Error    84,67 18  4,70                 

Total   202,00 26                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=6,20471 

Error: 4,7037 gl: 18 

Tiempo Medias n  E.E.       

150,00  25,67  3 1,25 A     

60,00   26,67  3 1,25 A  B  

240,00  27,33  3 1,25 A  B  

180,00  29,67  3 1,25 A  B  

210,00  30,33  3 1,25 A  B  

90,00   30,67  3 1,25 A  B  

120,00  30,67  3 1,25 A  B  

30,00   31,00  3 1,25 A  B  

0,00    32,00  3 1,25    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.2.2.4.2 SLCN 
Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC   gl  CM    F   p-valor    

Modelo. 143,41  8 17,93 5,50  0,0013    

Tiempo  143,41  8 17,93 5,50  0,0013    

Error    58,67 18  3,26                 

Total   202,07 26                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,16489 

Error: 3,2593 gl: 18 

Tiempo Medias n  E.E.       

150,00  20,00  3 1,04 A     

60,00   21,00  3 1,04 A     

30,00   21,00  3 1,04 A     

240,00  22,00  3 1,04 A  B  

0,00    23,00  3 1,04 A  B  

180,00  23,67  3 1,04 A  B  

210,00  24,67  3 1,04 A  B  

120,00  26,67  3 1,04    B  

90,00   26,67  3 1,04    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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6.2.2.5 Formulación 6 

6.2.2.5.1 SLC 
Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC    gl  CM   F   p-valor    

Modelo.  80,83  9 8,98 2,17  0,0712    

Tiempo   80,83  9 8,98 2,17  0,0712    

Error    82,67 20 4,13                 

Total   163,50 29                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,87819 

Error: 4,1333 gl: 20 

Tiempo Medias n  E.E.       

60,00   26,33  3 1,17 A     

150,00  28,00  3 1,17 A  B  

270,00  28,00  3 1,17 A  B  

240,00  29,33  3 1,17 A  B  

0,00    29,33  3 1,17 A  B  

210,00  29,67  3 1,17 A  B  

90,00   30,33  3 1,17 A  B  

30,00   30,67  3 1,17 A  B  

120,00  31,00  3 1,17 A  B  

180,00  32,33  3 1,17    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.2.2.5.2 SLCN 
Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC   gl  CM    F    p-valor    

Modelo. 186,83  9 20,76 11,12 <0,0001    

Tiempo  186,83  9 20,76 11,12 <0,0001    

Error    37,33 20  1,87                  

Total   224,17 29                        

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,95027 

Error: 1,8667 gl: 20 

Tiempo Medias n  E.E.             

60,00   19,00  3 0,79 A           

150,00  19,67  3 0,79 A  B        

270,00  20,67  3 0,79 A  B  C     

0,00    20,67  3 0,79 A  B  C     

240,00  20,67  3 0,79 A  B  C     

30,00   21,33  3 0,79 A  B  C     

210,00  23,33  3 0,79    B  C  D  

120,00  23,67  3 0,79       C  D  

90,00   26,00  3 0,79          D  

180,00  26,67  3 0,79          D  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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6.2.2.6 Formulación 7 

6.2.2.6.1 SLC 
Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM   F   p-valor    

Modelo. 40,67  8 5,08 1,72  0,1625    

Tiempo  40,67  8 5,08 1,72  0,1625    

Error   53,33 18 2,96                 

Total   94,00 26                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,92453 

Error: 2,9630 gl: 18 

Tiempo Medias n  E.E.    

60,00   27,00  3 0,99 A  

210,00  27,00  3 0,99 A  

150,00  28,00  3 0,99 A  

0,00    28,33  3 0,99 A  

120,00  28,67  3 0,99 A  

30,00   29,00  3 0,99 A  

180,00  29,00  3 0,99 A  

240,00  30,00  3 0,99 A  

90,00   31,00  3 0,99 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

6.2.2.6.2 SLCN 
Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.    SC   gl  CM   F   p-valor    

Modelo. 48,30  8 6,04 2,67  0,0397    

Tiempo  48,30  8 6,04 2,67  0,0397    

Error   40,67 18 2,26                 

Total   88,96 26                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,30016 

Error: 2,2593 gl: 18 

Tiempo Medias n  E.E.    

0,00    20,33  3 0,87 A  

30,00   20,67  3 0,87 A  

150,00  21,00  3 0,87 A  

210,00  21,33  3 0,87 A  

180,00  21,67  3 0,87 A  

60,00   21,67  3 0,87 A  

240,00  22,67  3 0,87 A  

120,00  24,00  3 0,87 A  

90,00   24,33  3 0,87 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

 

  



Tesis doctoral Mic. Ana Lissa Camilletti  

ANEXO 

 

201 

 

7 Inhibición de la producción de biofilm de S. agalactiae y S. aureus por los 

sobrenadantes libres de células de los lactobacilos aislados de los óvulos 

7.1 L. fermentum L23  

7.1.1 Formulación 8 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.      SC   gl  CM    F   p-valor    

Modelo.  141,33  7 20,19 1,31  0,3061    

Columna1 141,33  7 20,19 1,31  0,3061    

Error    246,00 16 15,38                 

Total    387,33 23                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=11,08429 

Error: 15,3750 gl: 16 

      Columna1        Medias n  E.E.    

L23 SLC 180 días SGB   92,00  3 2,26 A  

L23 SLCN 180 días SGB  95,00  3 2,26 A  

L23 SLCN 0 días SA     97,67  3 2,26 A  

L23 SLC 0 días SA      97,67  3 2,26 A  

L23 SLC 180 días SA    98,33  3 2,26 A  

L23 SLC 0 días SGB     99,33  3 2,26 A  

L23 SLCN 180 días SA   99,33  3 2,26 A  

L23 SLCN 0 días SGB    99,33  3 2,26 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

7.1.2 Formulación 9 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC    gl  CM    F   p-valor    

Modelo.   63,63  7  9,09 0,80  0,5995    

Columna1  63,63  7  9,09 0,80  0,5995    

Error    182,00 16 11,38                 

Total    245,63 23                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=9,53402 

Error: 11,3750 gl: 16 

     Columna1         Medias n  E.E.    

L23 SLCN 0 días SGB    94,67  3 1,95 A  

L23 SLCN 180 días SA   95,00  3 1,95 A  

L23 SLC 180 días SGB   95,33  3 1,95 A  

L23 SLC 0 días SGB     96,00  3 1,95 A  

L23 SLCN 180 días SGB  96,67  3 1,95 A  

L23 SLC 180 días SA    97,33  3 1,95 A  

L23 SLCN 0 días SA     98,33  3 1,95 A  

L23 SLC 0 días SA      99,67  3 1,95 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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7.1.3 Formulación 12 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC   gl  CM   F   p-valor    

Modelo.  21,67  3 7,22 0,76  0,5472    

Columna1 21,67  3 7,22 0,76  0,5472    

Error    76,00  8 9,50                 

Total    97,67 11                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=8,05908 

Error: 9,5000 gl: 8 

     Columna1       Medias n  E.E.    

L23 SLCN 0 días SGB  94,67  3 1,78 A  

L23 SLCN 0 días SA   95,00  3 1,78 A  

L23 SLC 0 días SA    97,33  3 1,78 A  

L23 SLC 0 días SGB   97,67  3 1,78 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

7.2 L. rhamnosus L60  

7.2.1 Formulación 8 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC    gl  CM    F   p-valor    

Modelo.   61,96  7  8,85 0,81  0,5890    

Columna1  61,96  7  8,85 0,81  0,5890    

Error    174,00 16 10,88                 

Total    235,96 23                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=9,32213 

Error: 10,8750 gl: 16 

      Columna1        Medias n  E.E.    

L60 SLCN 180 días SA   95,67  3 1,90 A  

L60 SLCN 0 días SA     96,00  3 1,90 A  

L60 SLCN 0 días SGB    96,00  3 1,90 A  

L60 SLC 180 días SA    97,33  3 1,90 A  

L60 SLC 0 días SA      97,33  3 1,90 A  

L60 SLCN 180 días SGB  98,67  3 1,90 A  

L60 SLC 0 días SGB     98,67  3 1,90 A  

L60 SLC 180 días SGB  100,67  3 1,90 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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7.2.2 Formulación 9 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC    gl  CM    F   p-valor    

Modelo.   57,96  7  8,28 0,61  0,7373    

Columna1  57,96  7  8,28 0,61  0,7373    

Error    216,00 16 13,50                 

Total    273,96 23                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=10,38645 

Error: 13,5000 gl: 16 

      Columna1        Medias n  E.E.    

L60 SLCN 180 días SGB  97,00  3 2,12 A  

L60 SLC 180 días SGB   97,33  3 2,12 A  

L60 SLCN 180 días SA   98,00  3 2,12 A  

L60 SLCN 0 días SA     98,00  3 2,12 A  

L60 SLC 180 días SA    98,33  3 2,12 A  

L60 SLC 0 días SGB     99,67  3 2,12 A  

L60 SLCN 0 días SGB   100,00  3 2,12 A  

L60 SLC 0 días SA     102,00  3 2,12 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

7.2.3 Formulación 12 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC    gl  CM    F   p-valor    

Modelo.   61,96  7  8,85 0,81  0,5890    

Columna1  61,96  7  8,85 0,81  0,5890    

Error    174,00 16 10,88                 

Total    235,96 23                       

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=9,32213 

Error: 10,8750 gl: 16 

      Columna1        Medias n  E.E.    

L60 SLCN 180 días SA   95,67  3 1,90 A  

L60 SLCN 0 días SA     96,00  3 1,90 A  

L60 SLCN 0 días SGB    96,00  3 1,90 A  

L60 SLC 180 días SA    97,33  3 1,90 A  

L60 SLC 0 días SA      97,33  3 1,90 A  

L60 SLCN 180 días SGB  98,67  3 1,90 A  

L60 SLC 0 días SGB     98,67  3 1,90 A  

L60 SLC 180 días SGB  100,67  3 1,90 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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7.3 L. fermentum L23:L. rhamnosus L60  

7.3.1 Formulación 12 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.     SC    gl  CM   F   p-valor    

Modelo.   66,29  7 9,47 1,37  0,2834    

Columna1  66,29  7 9,47 1,37  0,2834    

Error    110,67 16 6,92                 

Total    176,96 23                      

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=7,43445 

Error: 6,9167 gl: 16 

     Columna1       Medias n  E.E.    

M SLCN 0 días SA     95,00  3 1,52 A  

M SLCN 180 días SGB  95,00  3 1,52 A  

M SLC 0 días SGB     98,00  3 1,52 A  

M SLC 0 días SA      98,00  3 1,52 A  

M SLC 180 días SA    98,33  3 1,52 A  

M SLC 180 días SGB   98,33  3 1,52 A  

M SLCN 180 días SA   99,33  3 1,52 A  

M SLCN 0 días SGB    99,67  3 1,52 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

 

8 Liberación in vitro de la mezcla de lactobacilos contenidos en los óvulos al fluido 

vaginal simulado 

8.1 Análisis por formulación 

8.1.1 Formulación 5 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.      SC    gl   CM      F    p-valor    

Modelo. 25632,31  7 3661,76 530,21 <0,0001    

Minutos 25632,31  7 3661,76 530,21 <0,0001    

Error     110,50 16    6,91                   

Total   25742,81 23                           

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=7,42884 

Error: 6,9062 gl: 16 

Minutos Medias n  E.E.                

1,00      9,67  3 1,52 A              

2,00     10,72  3 1,52 A              

3,00     51,30  3 1,52    B           

4,00     56,07  3 1,52    B           

5,00     69,10  3 1,52       C        

6,00     80,93  3 1,52          D     

7,00     97,83  3 1,52             E  

8,00     99,27  3 1,52             E  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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8.1.2 Formulación 6 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.      SC    gl   CM      F     p-valor    

Modelo. 33127,31  7 4732,47 1390,20 <0,0001    

Minutos 33127,31  7 4732,47 1390,20 <0,0001    

Error      54,47 16    3,40                    

Total   33181,78 23                            

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,21562 

Error: 3,4042 gl: 16 

Minutos Medias n  E.E.                   

1,00      7,03  3 1,07 A                 

2,00      7,47  3 1,07 A                 

3,00     31,23  3 1,07    B              

4,00     73,50  3 1,07       C           

5,00     81,13  3 1,07          D        

6,00     93,03  3 1,07             E     

8,00     97,67  3 1,07             E  F  

7,00     99,03  3 1,07                F  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

8.1.3 Formulación 9 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.      SC    gl   CM      F    p-valor    

Modelo. 20062,84  7 2866,12 512,23 <0,0001    

Minutos 20062,84  7 2866,12 512,23 <0,0001    

Error      89,53 16    5,60                   

Total   20152,37 23                           

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=6,68677 

Error: 5,5954 gl: 16 

Minutos Medias n  E.E.                   

1,00      8,10  3 1,37 A                 

2,00     58,67  3 1,37    B              

3,00     86,77  3 1,37       C           

4,00     88,30  3 1,37       C  D        

5,00     91,03  3 1,37       C  D  E     

6,00     94,90  3 1,37          D  E  F  

7,00     96,67  3 1,37             E  F  

8,00     99,00  3 1,37                F  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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8.2 Análisis por tiempo de incubación 

8.2.1 1 minuto 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

   F.V.      SC   gl  CM   F   p-valor    

Modelo.     10,53  2 5,26 3,87  0,0832    

Formulación 10,53  2 5,26 3,87  0,0832    

Error        8,15  6 1,36                 

Total       18,68  8                      

 

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=2,32897 

Error: 1,3589 gl: 6 

Formulación Medias n  E.E.       

F6            7,03  3 0,67 A     

F9            8,10  3 0,67 A  B  

F5            9,67  3 0,67    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

8.2.2 2 minutos 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

   F.V.       SC    gl   CM     F    p-valor    

Modelo.      996,24  2 498,12 126,21 <0,0001    

Formulación  996,24  2 498,12 126,21 <0,0001    

Error         23,68  6   3,95                   

Total       1019,92  8                          

 

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=3,96904 

Error: 3,9466 gl: 6 

Formulación Medias n  E.E.       

F6            7,47  3 1,15 A     

F5           10,72  3 1,15 A     

F9           31,23  3 1,15    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

8.2.3 3 minutos 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

   F.V.       SC    gl   CM     F    p-valor    

Modelo.     2101,76  2 1050,88 78,31  0,0001    

Formulación 2101,76  2 1050,88 78,31  0,0001    

Error         80,51  6   13,42                  

Total       2182,28  8                          

 

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=7,31865 

Error: 13,4189 gl: 6 

Formulación Medias n  E.E.          

F5           51,30  3 2,11 A        

F6           58,67  3 2,11    B     

F9           86,77  3 2,11       C  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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8.2.4 4 minutos 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

   F.V.       SC    gl   CM    F    p-valor    

Modelo.     1561,95  2 780,97 73,72  0,0001    

Formulación 1561,95  2 780,97 73,72  0,0001    

Error         63,57  6  10,59                  

Total       1625,52  8                         

 

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=6,50297 

Error: 10,5944 gl: 6 

Formulación Medias n  E.E.          

F5           56,07  3 1,88 A        

F6           73,50  3 1,88    B     

F9           88,30  3 1,88       C  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

8.2.5 5 minutos 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

   F.V.       SC   gl   CM    F    p-valor    

Modelo.     723,88  2 361,94 64,57  0,0001    

Formulación 723,88  2 361,94 64,57  0,0001    

Error        33,63  6   5,61                  

Total       757,52  8                         

 

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=4,73023 

Error: 5,6056 gl: 6 

Formulación Medias n  E.E.          

F5           69,10  3 1,37 A        

F6           81,13  3 1,37    B     

F9           91,03  3 1,37       C  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

8.2.6 6 minutos 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

   F.V.       SC   gl   CM    F    p-valor    

Modelo.     344,96  2 172,48 35,04  0,0005    

Formulación 344,96  2 172,48 35,04  0,0005    

Error        29,53  6   4,92                  

Total       374,50  8                         

 

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=4,43255 

Error: 4,9222 gl: 6 

Formulación Medias n  E.E.       

F5           80,93  3 1,28 A     

F6           93,03  3 1,28    B  

F9           94,90  3 1,28    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

8.2.7 7 minutos 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

   F.V.      SC   gl  CM   F   p-valor    

Modelo.      8,40  2 4,20 2,54  0,1587    

Formulación  8,40  2 4,20 2,54  0,1587    

Error        9,92  6 1,65                 

Total       18,32  8                      

 

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=2,56893 
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Error: 1,6533 gl: 6 

Formulación Medias n  E.E.    

F9           96,67  3 0,74 A  

F5           97,83  3 0,74 A  

F6           99,03  3 0,74 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

8.2.8 8 minutos 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

   F.V.      SC  gl  CM   F   p-valor    

Modelo.     3,91  2 1,95 2,36  0,1749    

Formulación 3,91  2 1,95 2,36  0,1749    

Error       4,96  6 0,83                 

Total       8,87  8                      

 

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=1,81651 

Error: 0,8267 gl: 6 

Formulación Medias n  E.E.    

F6           97,77  3 0,52 A  

F9           99,03  3 0,52 A  

F5           99,27  3 0,52 A  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

 

9 Inhibición in situ de la adherencia de S. aureus y S. agalactiae a células epiteliales 

vaginales por la mezcla de lactobacilos  

9.1 S. aureus 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.      SC    gl    CM     F    p-valor    

Modelo. 30142,95  3 10047,65 26,13 <0,0001    

Ensayo  30142,95  3 10047,65 26,13 <0,0001    

Error   14611,17 38   384,50                  

Total   44754,12 41                           

 

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=17,37877 

Error: 384,5044 gl: 38 

   Ensayo      Medias n  E.E.       

Competencia     27,40 10 6,20 A     

Exclusión       28,80 10 6,20 A     

Desplazamiento  39,50 10 6,20 A     

Control         90,33 12 5,66    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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9.2 S. agalactiae o SGB 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

 F.V.      SC    gl    CM     F    p-valor    

Modelo. 37098,24  3 12366,08 52,74 <0,0001    

Ensayo  37098,24  3 12366,08 52,74 <0,0001    

Error    8910,17 38   234,48                  

Total   46008,40 41                           

 

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=13,57124 

Error: 234,4781 gl: 38 

   Ensayo      Medias n  E.E.          

Exclusión       17,60 10 4,84 A        

Competencia     27,70 10 4,84 A        

Desplazamiento  42,00 10 4,84    B     

Control         92,17 12 4,42       C  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

 


