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INTRODUCCION

| ecosistena vaginal es dindmico y alberga un gran

numero de microorganismos; de éstos, los lactobacilos
se reconocen como uno de los principales agentes
protectores de la vagina contra patdégenos invasores.
De hecho, estas bacterias se han empleado como
un grupo indicador de la microbiota vaginal normal y
su desplazamiento influye tanto en la adqguisicion y/o
desarrollo de microorganismos causantes de infecciones
de las vias urinarias, en el de infecciones enddgenas del
aparato genital (ITG), y en la adquisicion de infeccion de
transmision sexual (ITS). Esta revision pretende destacar el
papel de la microbiota autéctona de la cavidad vaginal
en el mantenimiento de un ambiente saludable para
la funcidon sexual y reproductiva femenina. También se
enumeran los mecanismos que impiden el desarrollo de
microorganismos patdgenos en esta cavidad y su utilidad
en el diagndstico de la vaginosis bacteriana.
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LA MICROBIOTA VAGINAL

La microbiota vaginal estd constituida por distinfos géneros
bacterianos, cuya prevalencia depende de la edad de la
muijer y de su situacion hormonal. La microbiota vaginal se
establece en esta cavidad desde el nacimiento. Cuando
el producto pasa a través del canal de parto, la biota de
la madre es transferida a la hija. Otfra via de colonizacion
es la cercania entre el ano y la vagina, que permite el
paso de la biota del aparato gastrointestinal a la cavidad
vaginal.

Los cambios en la microbiota estdn estrechamente
relacionados con la influencia de las hormonas sexuales
(orincipalmente los estrdgenos) en los epitelios del fracto
genital femenino. En el epitelio de la cavidad vaginal
se acumula glucdgeno, el cual sive como fuente de
energia y carbono a los microorganismos alli presentes.
El glucdgeno, ademds, es empleado por la microbiota
lactobacilar para la produccién de dcidos orgdnicos
que mantienen dcido el ambiente vaginal y evitan la
implantaciéon de microorganismos patégenos. En el
cuadro 1 se muestran los géneros bacterianos de mayor
prevalencia en la cavidad vaginal, de acuerdo con las
diferentes etapas de la vida de una mujer.

spp., Bacteroides spp. y micoplasmas genitales. Los
microorganismos dominantes de la cavidad vagindl,
en la etapa reproductiva de una mujer (menarca), son
los lactobacilos, habiendo sido Ddderlein el primero en
describir su presencia en este sitio. Los lactobacilos se
encuentran en concentraciones que van de 107 a 108 UFC/
mL de fluido vaginal.

En México son muy pocos los trabajos que abordan
de forma integral el estudio de la conformaciéon de la
microbiota vaginal, las infecciones del aparato genital
femenino (ITGF) y las infecciones de fransmisién sexual
(ITS); sin embargo, el Dr. Perez-Miravete y colaboradores
(1958-1967), realizaron una serie de trabagjos sobre
microbiota vaginal en poblacién Mexicana, en donde
reportan que L. acidophilus fue la especie predominante
en condiciones normales. Ademds de ésta, describen
otras especies de lactobacilos, como L. delbrueckii, L.
plantarum, L. fermenti, L. brevis y L. casei. Estos autores
reportan también la presencia de miembros del grupo
difteroides (Corynebacterium diphtheriae  avirulento)
como miembros de la microbiota normal vaginal.

Cuadro 1. Microbiota normal y transitoria en cavidad vaginal

Etapa
Recién nacida
pH vaginal de 7

Microbiota

Ninguna (Estéril)*

Premenarca
~ pH vaginal de 7

Aerdbica

Micrococos, estreptococos a y B hemolitico, enterobacterias,

difteroides.
Anaerdbica

Staphylococcus spp.

Cocos Streptococcus spp. Peptostreptococcus spp.
Menarca Gram (+) ; .
. . Lactobacillus spp. Lactobacillus spp.
pH vaginal de Bacilos . ; -
Corinebacterias Clostridium spp.
40a45 .
Cocos R Veillonella spp.
Gram (-) Bacilos Enterobacterias Bacteroides spp.
Gardnerella vaginalis Mobiluncus spp.
Embarazo
pH vaginal de Estafilococos coagulasa negativos, lactobacilos, levaduras.
4.0a45
Postmenarca

pH vaginal de 7

Biota semejante a |la biota presente en la premenarca.

Tomado y adaptado de: Neira, 1998. *Pueden colonizarse durante el parto con Lactobacillus spp., pero éstos
son eliminados en cuestién de semanas.

La microbiota transitoria de la cavidad vaginal se
encuentra dominada por lactobacilos y formas
difteroides (que incluyen a Gardnerella vaginalis),
aungue en ocasiones solo puede estar colonizada por
microorganismos anaerobios, incluyendo a los géneros
Peptostreptococcus spp., Prevotella spp., Porphyromonas

www.pacal.org

En anos recientes, ofros frabajos han analizado la
conformacioén de la microbiota lactobacilar en cavidad
vaginal (ver cuadro 2). Angeles-Lépez, en 2001, reportd
gue, mediante métodos de identificaciéon bioquimica y
por APl 50 CHL, las especies de lactobacilos de mayor
prevalencia, en la poblacién mexicana, fueron L.
acidophilus y L. crispatus; ademds, encontré que 62 de
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86 cepas de lactobacilos analizadas fueron productoras
de perdxido de hidrégeno (H,0,), siendo el unico trabajo
en México, hasta donde sabemos, donde se analizaron
las especies de lactobacilos productoras de H,0, en la
microbiota vaginal. Ofro trabajo, realizado con base en
métodos de biologia molecular, es el de Martinez-Pefa,
en 2009, quien reporta las especies de la microbiota
lactobacilar encontradas en cepas aisladas de mujeres
entre 18 y 65 anos de edad, mientras que Herndndez-
Rodriguez y colaboradores (2011), describen a las
principales especies de lactobacilos en una poblacion
de mujeres embarazadas (ver cuadro 2).

Elie Metchnikoff (1845-1916) fue de los primeros en describir
las cualidades benéficas de algunos microorganismos
(Bulgarian bacillus), difundiéndose asi rdpidamente por
fodo el este de Europa el uso del primer probidtico. Este
término fue subsecuentemente acunado para referirse
a organismos y sustancias que contribuyen al balance
microbiano intestinal (homeostasis de comunidades
bacterianas).

Cuadro 2. Estudios en México sobre la microbiota lactobacilar.

Autores

Especies reportadas
en cada estudio

Método de identificacion empleado

L. acidophilus

i L. crispalus Aislamiento e identificacion bioguimica
Angeles-Lopez, 2001 L. brevis . q
" convencional y con API 50 CHL.
L. fermentii
L. jensenii

L. fermentum
L. rhamnosus

Martinez-Pefa, 2009 -
L. hammensii

Aislamiento e identificacion por PCR y
secuenciacion del gen 16S rRNA.

L. gasseri
L. acidophilus
Hernandez-Rodriguez, L. iners PCR-DGGE e identificacion por
2011 L. gasseri secuenciacion del gen 16S rRNA.
L. delbrueckii

LA MICROBIOTA LACTOBACILAR Y SUS
MECANISMOS DE PROTECCION

Se sabe gue los lactobacilos inferfieren en la implantacion
de los patdégenos por diferentes mecanismos. La
adherencia de los lactobacilos a las células epiteliales ha
demostrado ser un factor importante en la colonizacién
de las membranas de las mucosas. Los lactobacilos
pueden proteger el epitelio vaginal mediante una serie
de estrategias: por exclusion competitiva de patdgenos
hacia los receptores de superficie presentes en las células
epiteliales, por la coagregacion de los lactobacilos con
algunas bacterias uropatdégenas o por la producciéon de
compuestos antimicrobianos (acido Idctico, perdxido
de hidrégeno, bacteriocinas y biosurfactantes). Todas
las estrategias pueden llevar a una inhibicién del
crecimiento del patdgeno. Las fases hormonales luteinica
y estrogénica influyen en las células epiteliales de la
mucosa vaginal generando la produccion y acumulacion
de glucégeno en el inferior de éstas. La liberacion de
glucdgeno por la citdlisis inferviene en los mecanismos de
acidificacion vaginal, de acuerdo con la edad, fase del
ciclo menstrual, estadio del embarazo, dieta, presencia
de biota fransitoria, etc. Los lactobacilos metabolizan el
glucégeno hasta la produccion vy liberacion de distintos
dcidos orgdnicos, siendo el de mayor relevancia el dcido
Iactico. Estos dcidos producirdn la  acidificacion  del
medio, lo que lleva a una accidn bactericida, salvo para
los propios lactobacilos que son resistentes a la acidez.
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En términos generales, una serie de requerimientos tienen
que ser identificados como propiedades de las cepas
de lactobacilos para ser considerados COMO OrganisMos
probidticos efectivos, entre los que se incluyen la habilidad
de: 1) adherirse a células, 2) excluir o reducir la adherencia
de patdgenos, 3) persistir y multiplicarse, 4) producir
&eidos orgdnicos, H,0,, y bacteriocinas antagénicas al
crecimiento patdgeno, 5) resistir a microbicidas vaginalesy
espermicidas, 6) serinocuo y por consiguiente no invasivo,
no carcinogénico y no patdégeno, 7) coagregacion d
los patdégenos, y 8) mantener en un estado estable la
microbiota vaginal. Con base en las propiedades descritas
antferiormente, algunas de las especies que forman parte
de la microbiota vaginal se han empleado en una serie
de productos comerciales de consumo humano que las
utilizan como probidticos, con el propdsito de mantener
la homeostasis de la microbiota presente en diversos sitios
anafémicos. Algunos de estos productos son: Lacteol
Fort (antidiareico), Lactovagil (restaurador de biota
vaginal), Yakult (restaurador de biota intestinal) y Activia
(restaurador de biota infestinal y vaginal). Los lactobacilos
como probidticos son usados terapéuticamente como
inmunomoduladores, hipocolesterolemiantes en
tratamientos de artritis reumatoide, en prevencion de
cdncer, en intolerancia a la lactosa, en prevenir o reducir
los efectos de la dermatitis atdpica, en la enfermedad
de Crohn, en diarrea y en estrefimiento, asi como en
candidosis e infecciones del tracto urinario.

www.pacal.org



LOS LACTOBACILOS SON |
IMPORTANTES EN LA MODULACION
DEL SISTEMA INMUNOLOGICO

De acuerdo con el apartado anterior, los lactobacilos son
empleados comercialmente para el restablecimiento de
la microbiota vaginal debido a su accién como probidtico
y a su papel como moduladores de la respuesta innata del
sisternainmunolégico. Dentro de este Ultimo aspecto, cabe
senalar que, la respuesta innata consta de dos fases: en la
primera se lleva a cabo el reconocimiento de moléculas
comunes a los microorganismos, denominados patrones
moleculares asociados a los microorganismos (PMAM);
en la segunda fase, se lleva a cabo la respuesta efectora
gue es inmediata al reconocimiento de los PMAM. En ésta
intervienen factores humorales con poca especificidad
y una respuesta celular sin memoria inmunoldgica. La
microbiota lactobacilar presente en la cavidad vaginal
parficipa en la estimulacion del sistema inmunoldgico
ya que es capaz de inducir la produccion de citocinas,
moléculas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias para el
mantenimiento de la homeostasis de Ia mucosa vaginal,
que regulan las vias de senalizacidon desencadenadas
por la unién de los PMAM (LPS, flagelo, etc.) (Figura 1) a los
receptores fipo Toll.

(ficomonosis). Al mirar una laminilla de la secrecion
tenida por Gram de pacientes con alguno de los cuadros
clinicos antes mencionados, se observa que no hay un
desplazamiento de los lactobacilos. Por el contrario, es
posible observar a los lactobacilos interactuando con
los trofozoitos o las levaduras, con un incremento en el
numero de polimorfonucleares (PMN) en la secrecién (ver
figura 2).
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PAMPs DE LACTOBACILOS

Figura 2. Imdgenes de secrecion
vaginal tedidas por Gram (100x).
A) secrecion vaginal en la que se
observan los morfotipos bacterianos
compatibles con lactobacilos y
células epiteliales de descamacionen
una mujer sana; B) secrecion vaginal
de una muijer con vaginitis, en la que
se pueden observar abundantes PMN
y algunos morfotipos compatibles con
lactobacilos; C) secrecion vaginal de
una mujer con candidosis, en la que
se puede observar pseudomicelio,
algunos PMN, células epiteliales
de descamacion y  morfotipos
bacterianos compatibles con
lactobacilos; D) secrecion  vaginal
de una mujer con VB, en la que se
observa una célula clave y morfotipos
compatibles con G. vaginalis.

PARED CELULAR

Figura 1. Arquitectura de la superficie celular de lactobacilos. La
pared celular de los lactobacilos estd compuesta por diferentes
macromoléculas que se reconocen como los patrones
moleculares asociados a microorganismos (PAMPS), los cuales
son reconocidos por el sistema inmune mediante |os receptores
de patrones de reconocimiento (PRR) como los TLRs. Modificado
de: Lebber, et al., 2008.

ENFERMEDADES QUE PUEDEN
DESPLAZAR LA MICROBIOTA VAGINAL

En ocasiones el equilbrio dindmico vaginal es
quebrantado por una serie de factores quimicos, fisicos
y mecdnicos. La vaginitis es la enfermedad ginecoldgica
mds comun enconfrada en la atencidén médica
primaria; es causada por microorganismos tales como
Candida albicans (candidosis) y Trichomonas vaginalis

www.pacal.org

Imdagenes tomadas para propdsitos
de este trabajo

Oftro tipo de alteraciéon es la vaginosis bacteriana (VB).
En ésta, por definicion, no se desarolla un proceso
inflamatorio, sin embargo en algunas ocasiones se
llega a observar un incremento de PMN en la secrecion
vaginal, sobre todo cuando se frata de una infeccion
mixta. En este sindrome polimicrobiano se presenta una
disminucién o desplazamiento de la microbiota autdctona
vaginal de lactobacilos, por un sobrecrecimiento de
microbiota comensal como: G. vaginalis, Atopobium
vaginae, Mobiluncus spp.. Micoplasmas vaginales,
Bacteroides spp. y Peptostreptococcus spp. Uno de los
métodos empleados para el diagndstico de la VB es el
criterio de Nugent (ver figura 2), en el cual se observa,
mediante un frote de la secrecién vaginal tefido por
Gram, tanto la disminucion de la microbiota autdctona
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lactobacilar como el sobrecrecimiento de la microbiota
comensal. El criterio de Nugent es Util Unicamente en
mujeres con ciclo menstrual (menarcas), ya que ellas
mantienen las condiciones apropiadas para el desarrollo
de los lactobacilos (producciéon de glucégeno en el
epitelio vaginal). En el caso de mujeres premenarcas y
posmenarcas, la baja produccion de glucégeno evita
la implantacién de lactobacilos, o cual implica que con
frecuencia la cavidad vaginal (de mujeres que atraviesan
por estas etapas de la vida) no esté colonizada con
lactobacilos, bacterias que tienen un peso importante
en el criterio de Nugent: la ausencia de éstas invalida la
aplicacion del criterio,

En estudios recientes se ha reportado que en algunos
grupos poblacionales (etnias de paises como Estados
Unidos y Europal), la microbiota vaginal estd conformada
principalmente por bacterias diferentes al  género
Lactobacillus spp., como Leptotrichia spp. y Megasphaera
spp., loscuales, por presentarunamorfologiamicroscopica
similar a la de los lactobacilos, pueden ser confundidos
con éstos. El estudiar la conformacién microbiana de la
vagina permite tener un panorama mdas claro sobre las
inferacciones entre la biota autéctona y la relaciéon con
el hospedero, y asi poder usar estos conocimientos para

establecer criterios de diagndstico en infecciones del
fracto genital femenino.

CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS
LACTOBACILOS

Los lactobacilos se encuentran clasificados como bacilos
Gram positivos pleomadrficos no esporulados, en el Manual
de Bacteriologia Sistemdtica de Bergey. Pertenecen al
orden |l “Lactobacillales”, Familia | “Lactobacillaceae”,
Género | “Lactobacillus”, que actualmente incluye 102
especies. Sin embargo, en 2009, Ljungh y Wadstrdm
publicaron, apoydndose en su estudio de métodos
geneticos, un total de 113 especies del género
Lactobacillus, basdndose en una recopilacion de estudios
fenotipicos y genatipicos.

Los lactobacilos pueden ser diferenciados de otros
géneros dafines por caracteristicas  fisiologicas  y
bioguimicas sugeridos por los criterios de Cowan vy Steel
(1979). con la definicion minima de que son: no moviles,
catalasa y oxidasa negativos, anaerobios facultativos y
microaerofilicos; la mayoria crece mejor en atmaodsferas
de anaerobiosis 0 gue confengan hasta el 10% de CO,

(ver cuadro 3).

Cuadro 3. Criterio de Cowan y Steel para la identificacion de Lactobacillus y otros géneros
relacionados.

Brochothrix spp.
Listeria spp.

I
Il

Lactobacillus gpo.
Lactobacillus gpo.
Streptobacteria
Lactobacillus gpo.
betabacteria
Actinomyces spp.

Erysipelothrix spp.
Termobacteria

Requerimiento de oxigeno

* Aerobio estricto

* Anaerobio estricto

* Anaerobio facultativo o +
microaerofilico

+

+
+
P
+
+

[

Movilidad -

o

Catalasa

Crecimiento a 5°C

+ |+ |+
4+ + |+

Crecimiento a 15°C

+ |+
o
o
)

Gas de glucosa

Produccién de acido de:

* Arabinosa

+ Maltosa

* Melecitosa

+ Salicina

+|/0|+|0

||+ +
+
{i=]

Vogues Proskauer

Reduccion de nitratos - -

- D

Produccion de H,S' - -

+ - - D

a. La movilidad debe realizarse entre los 20 y 25°C; b. La movilidad (por flagelos peritricos) ocurre en unas
cuantas especies pero ésta se pierde con los subcultivos; c. produce catalasa cuando se incuba a 20-25°C, d.
unas pocas especies producen pseudocatalasa sobre medios con bajo contenido de glucosa; e. algunas
especies crecen pobremente a 5°C; f. pocas especies crecen a 15°C; g. L. grayi y L. murrayi no producen
acido; h. L. murrayi reduce nitratos; i. produce H.S en el medio TSI; j. A. viscosus es catalasa positivo (Barrow

y Feltham, 2004).
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La clasificaciéon fenotipica del género Lactobacillus fue
propuesta por Rogosa y Sharpe en 1960, la cual se basa
en el frabajo de Orla-Jensen de 1921. Dicha clasificacion
se fundamenta en la ruta metabdlica que emplean los
lactobacilos para fermentar los azdcares y los productos
de este proceso sobre la glucosa. Posteriormente, los
autores subdividieron al género en tres grupos basandose
en las temperaturas de crecimiento y la capacidad de
fermentacion de pentosas.

El género Lactobacillus pertenece al grupo de las
bacterias acido-Idcticas (LAB), un grupo muy heterogéneo
desde el punto de vista faxondmico. Sus miembros tienen
como caracteristica comun la de producir dcido Idctico
como catabdlico Unico o mayoritario en la fermentacion
de los azlcares; sin embargo, también pueden llegar a
producir algo de acetato, etanol y CO,. En la literatura
existen reportes del aislamiento de lactobacilos de fuentes
tan variadas como son las plantas, los animales y las
cavidades de éstos.

TOMA DE MUESTRA PARA SU
AISLAMIENTO

La toma de muestra de un exudado vaginal la debe
redlizar personal capacitado y ademds debe llevarse
a cabo con el empleo de un espéculo bivalvo estéril,
desechable vy sin el uso de lubricantes. La muestra debe
ser recolectada con hisopos de alginato, los cuales se
rotan en las paredes internas de la cavidad vaginal y, una
vez que se fiene la muestra de exudado vaginal, se realiza
la siembra inmediata de ésta. Si lo anterior no es posible,
puede colocarse en medios de transporte adecuados,
siendo el medio Stuart el mds recomendable para los
lactobacilos facultativos y el medio tioglicolato para las
especies anaerobias estrictas.

CULTIVO

Los miembros del género Lactobacillus spp., presentan
requerimientos  nutricionales complejos para  su
desarrollo, como son cierto tipo de dcidos orgdnicos,
aminodcidos, vitaminas y derivados de dcidos nucleicos.
En el primoaislamiento, ademds de cumplir con los
requerimientos nutricionales, es necesario considerar
su naturaleza aciddrica y acidofilica (pH optimo de
5.5-6.2). El crecimienfo de los lactobacilos se puede
realizar en diferentes medios bacteriologicos especiales,
como el medio MRS (De Man, Rogosa, Sharpe), el cual
ademds de ser empleado para el crecimiento puede
ser el medio basal para diferentes pruebas bioguimicas.
Se ha reportado que algunas especies de lactobacilos
no crecen en el medio MRS, como L. iners, que requiere
para su desarrollo el medio de cultivo gelosa sangre. Otro
medio empleado para el cultivo y aislamiento selectivo de
los lactobacilos es el SL (Rogosa, Mitchell y Wiseman), cuyo
fundamento radica en la presencia de Tween 80, iones
acetato y pH bajo. Este medio es recomendado para el
qislamiento selectivo a partir de muestras de cavidad oral
y del fracto gastrointestinal. Ofro medio empleado es el APT
(All Purpose Tween), el cual fue disehado para determinar
los requerimientos de tiamina de los lactobacilos de tipo
heterofermentativos. Ademds, el Tween 80 es utilizado
como fuente de dcidos grasos.

www.pacal.org

Los cultivos de lactobacilos se deben incubar a una
temperatura de 35°C = 2°C, dado que su intervalo de
crecimiento éptimo se encuentra entre los 30°C y 40°C.
Se deben colocar, para obtener un buen desarrollo, en
atmdsferas de anaerobiosis o parciales de CO,, que van
del 5% al 10%.

En el diagndstico de algunos cuadros clinicos, como la
vaginosis bacteriana y la vaginitis, se emplean medios
bacteriolégicos como la gelosa sangre (Figura 3), el
Casman o la gelosa chocolate, que estdn enriquecidos
para que puedan crecer algunas especies de lactobacilos
y, de los cuadles, se puede hacer el aislamiento de los
mMicroorganismaos.

Foto Mamin J. Lading Lurna

Figura 3. Imagen de un cultivo de secreciéon vaginal en medio
gelosa sangre adicionado con 5% de sangre de cordero. En
la imagen se pueden observar diferentes morfotipos coloniales;
el drea ampliada muestra la capacidad de inhibicion del
crecimiento de algunos morfotipos coloniales sobre  otros.
Fotografia tomada para propdsitos de este trabajo.

MORFOLOGIA MICROSCOPICA Y
COLONIAL

La morfologia microscédpica (morfotipo) caracteristica del
género se observa mediante un frote tefido por la tincién
de Gram. Mediante esta técnica es posible identificar los
diferentes morfotipos bacterianos compatibles con 1os
lactobacilos, que van desde bacilos Gram positivos largos
curvos hasta bacilos Gram positivos cortos (figura 4).

El morfotipo colonial caracteristico del géenero es muy
diverso, ya que se han descrito colonias que van de 10s
2 alos 5 mm de didmetro, algunas con bordes enteros
y otras, con bordes irregulares. También pueden ser
convexas, lisas, brillantes u opacas, rugosas, traslicidas y
no pigmentadas (figura 5).

Figura 4. Morfotipo microscépico del género Lactobacillus.

A), B) y C): Morfotipo microscopico de lactobacilos de
primoaislamiento. Tincidon de Gram (100x). Fotografias tomadas
para propodsitos de este trabajo.
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Figura 5. Morfotipos coloniales de lactobacilos en medio MRS
obtenidos de primoaislamiento de secreciéon vaginal. Fotografias

tomadas para propdsitos de este trabaijo.

IDENTIFICACION DEL GENERO
Lactobacillus spp.

Las pruebas fenotipicas son comunmente empleadas
como primer método para la idenfificacion y la
clasificacion de especies de muchos géneros
bacterianos, incluido el género Lactobacillus. Sin
embargo, se ha reporfado que ninguno de los sistemas
fenotipicos identifica corectamente algunas especies
de este género, debido al alto nivel de variabilidad
fenotipica que presenta este grupo bacteriano. Esta
circunstancia pone en debate la utilidad de estos
métodos para la identificacion confiable de cepas de
lactobacilos.

Llos métodos fenotipicos convencionales mMAs
comUnmente empleados se basan en pruebas de
fermentacién de carbohidratos, con el empleo del medio
liguido MRS adicionado con el carbohidrato a estudiar.
También pueden ser empleadas las pruebas de hidrdlisis
de la esculing, la desaminacion de la argining, las pruebas
de catalasa y oxidasa, que deben ser, todas ellas,
negativas; ademads, debe ser considerada la capacidad,
por parte de la bacteria, de crecer a las temperaturas de
15°C y 45°C. Con base en las pruebas antes mencionadas,
se han disefado sistemas miniaturizados de identificacion,
como son el API50 CHy el API 50 CHL, los cuales constan de
galerias para analizar la fermentacion de 49 carbohidratos.
Asi, una vez que se tiene el perfil de fermentacion de
los carbohidratos, se realiza una comparacién con
los perfiles descritos en la base de datos de la casa
comercial. Nigatu, en el 2000, reporta las diferencias
entre el método conocido como polimorfismo del DNA
amplificado al azar (RAPD) y el sistema semiautomatizado
APl 50 CH (©bioMerieux Inc., Francia), y concluye que la
técnica de RAPD muestra un mayor poder discriminativo
al identificar y diferenciar las especies de lactobacilos
esfrechamente relacionadas, en comparaciéon con el
resulfado enconfrado con el método fenotipico basado
en la fermentaciéon de carbohidratos. Estos resultados
genoftipicos suscitaron la creacion de complejos ©
grupos que constan de especies de lactobacilos
estrechamente relacionadas, las cuales presentan
caracteristicas metabdlicas muy semejantes entre ellas,
como lo es el grupo Lactobacillus acidophilus al cual
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pertenecen las especies mds frecuentemente aisladas de
cavidad vaginal: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
crispatus,  Lactobacillus  amylovorus,  Lactobacillus
gallinarum, Lactobacillus gasseri, y Lactobacillus johnsoni.
Recientemente se sumaron a este grupo: Lactobacillus
amylolyticus y Lactobacillus iners. Otros autores realizaron
un andlisis filogenético detallado del género, con base en
el andlisis de la secuencia del gen 16S IRNA. Los resultados
proponen una subclasificacion en 9 grupos, cada uno de
ellos conformado por diferente nimero de especies. Los
Qrupos propuestos son: L. acidophilus, L. reuteri, L. casei, L.
plantarum, L. buchneri, L. perolens, L. salivarius, L. vitulinus-
catenaformis y Pediococcus.

Las técnicas basadas en PCR se enfocan principalmente
en la amplificacién de secuencias conservadas (blancos)
de los cuales, los genes ribosomales (16S IRNA) son los mds
comunmente empleados para fines de identificacion, asf
como las regiones intergénicas de éstos. Estas técnicas
se han empleado con propdsitos de identificacion,
fipificacion o monitoreo de cambios en las poblaciones
microbianas. Actualmente existen muchas variantes de la
técnica de PCR; en el cuadro 4 se muestran algunas de
las empleadas en la investigacion y el diagndstico clinico
de microorganismos relevantes para la salud humana.
(ver cuadro 4; pagina siguiente).

Ofras técnicas moleculares empleadas para determinar
de manera mds confiable la identidad de los miembros
del género Lactobacillus, son las que se basan en el
andlisis de dcidos grasos y fosfolipidos (PFLA), estos
Ultimos considerados como indicadores importantes
de la biomasa microbiana activa, ademds de que
existen lipidos caracteristicos de grupos especificos de
microorganismos.

Los andlisis bioinformdticos (in silico) de las secuencias
de dcidos nucleicos permiten conocer de forma mds
confiable la identidad de los microorganismos a nivel de
especie y subespecie, asi como saber si existe alguna
relacion filogenética entre éstas. Lo anterior, ha fenido
como resultado el que se genere una nueva clasificacion
de las especies que conforman al género Lactobacillus,
con respecto a la clasificacion basada en métodos
fenotipicos.
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Cuadro 4. Técnicas moleculares empleadas para la identificacion vy tipificacion de lactobacilos.

Técnica Usos Reproducibilidad  Automatizacion  Gastos de funcionamiento
RFLP I/T/ID ALTA BAJA ALTO

AFLP T ALTA MEDIA/ALTA MEDIO

RAPD T/D BAJA MEDIA BAJO

ERIC T MEDIA MEDIA MEDIO

REP T MEDIA MEDIA MEDIO

DGGE T/D ALTA MEDIA MEDIO

RFLP: polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion; AFLP: polimorfismos en la longitud de los
fragmentos de amplificacién; RAPD: amplificacion al azar de fragmentos polimorficos de DNA; ERIC:
secuencias intergénicas consenso repetidas en enterobacterias; REP: secuencias palindrémicas repetitivas;
DGGE: electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante; I: identificacién; T: fipificacidn; D: estudios de
diversidad bacteriana. Construido con informacion de: Sambrook, et al, 1989; Lewin, 1994; Coolen, et al,

2005; Settanni, et af, 2006; Ljungh, ef al, 2009.

La tendencia actual es la utilizacion de técnicas
(metagendmica) que permiten caracterizar a las
comunidades microbianas presentes en una muestra
clinica (por ejemplo la secrecion vaginal) mds que a
la busqueda dirigida de un género en particular. En
los estudios de diversidad bacteriana para describir a
las comunidades microbianas, se emplean métodos
moleculares como son aquellos basados en la DGGE-
PCR (reaccion en cadena de la polimerasa y electroforesis
en gel de gradiente desnaturalizante), con la que se
pueden conocer los microorganismos presentes en una
muestra y, en anos recientes, la secuenciacion masiva
de DNA metagendmico, ha permitido conocer de forma
mds completa los microorganismos que conforman
la comunidad microbiana, incluyendo a aquellos
microorganismos no cultivables aun.

LOS LACTOBACILOS COMO AGENTES
PATOGENOS

Las cualidades benéficas de los lactobacilos y su
localizacién en distintos hdbitat, como son la piel, el tracto
intestinal, la vagina humana y de otfros animales, se ha
reportado ampliamente en la bibliografia; no obstante,
en ocasiones se les reporta también como agentes
patdgenos, enconfrdndose en la literatura informes
de cepas de lactobacilos como agentes etioldgicos
de endocarditis, meningitis neonatal, infecciones
pleuropulmonares y bacteriemias. Por lo general, en estas
circunstancias surgen como agente causal debido a un
inmunocompromiso del hospedero. Adicionalmente,
los lactobacilos pueden jugar un papel importante en
el desarrollo de las caries dentales en infantes, debido
a la interaccién con algunos microorganismos como
Actinomyces spp. Fajardo et al. (2002), reporta un caso
donde Lactobacillus acidophilus/jensenii actia como
agente causal Unico de un absceso submenfoniano
en un paciente inmunocompetente. A nivel vaginal se
debe tener presente que el aumento significativo de
lactobacilos, puede provocar un cuadro clinico conocido
como lactobacilosis. Si esta condicién se mantiene en el
tiempo, puede conducir a un grado de acidez anormal
en la vaginga, que a su vez puede llevar a una lisis de las
células epiteliales que se conoce como vaginosis citolitica.
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Se debe sospechar en aquellas mujeres que relatan
tener multiples consultas por candidiasis vaginal, con
escasa o nula respuesta frente a la terapia antimicaotica.
Las pacientes suelen cursar con una descarga vaginal
blanca, espesa y cremosa, sintomas ciclicos de prurito
vaginal.

COMENTARIO FINAL

La descripcion de los diferentes microorganismos que
conforman la microbiota vaginal ha sido fundamental
para conocer cudl es papel que desempena cada
uno de estos para mantener un estado estable de salud
vaginal. Elempleo de diferentes tecnicas de identificacion
genotipicas juega un papel crucial para elucidar como
estd conformada la microbiota vaginal pero poco se
sabe aun, por ejemplo, de la composicion de poblaciéon
lactobacilar en la cavidad vaginal de mujeres mexicanas.
A la luz del conocimiento actual a nivel mundial, se puede
decir que no es suficiente que la vagina de una mujer
esté colonizada por lactobacilos, si N0 que éstos sean
el grupo bacteriano predominante y que se tfrate de
cepas con caracteristicas benéficas, fundamentalmente
que sean productoras de perdxido de hidrégeno (que
evite 0 impida el desarollo de bacterias anaerobias
estrictas catalasa negativas) y que estimulen al sistema
inmunoldgico de la mucosa vaginal. Actualmente, en el
laboratorio, los lactobacilos son referencia de un estado
normal de la microbiota vaginal; éstos son valorados tanto
en la determinacion de “grado de limpieza vaginal” como
en el “criterio de Nugent” y su ausencia o desplazamiento
por otros morfotipos bacterianos son para el analista
un indicativo de alteraciones de la microbiota normal
que se ve desplazada por la patdégena. Si bien esto
apoya al diagndstico, es un hecho que es necesario
seguir generando conocimiento sobre la composicion
de la microbiota normal podria incidir en la mejora de
los métodos de diagndstico, del tratamiento y de la
prevencién de algunas de las infecciones del tracto
genital femenino.
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