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Resumen

Los lactobacilos son los microorganismos predominantes en el tracto
gastrointestinal y urogenital del hombre y animales homeotérmicos. También se
emplean en la elaboracion de diferentes alimentos, o que los categoriza como
GRAS (Generally Regarded as Safe). Si bien estan disponibles en productos
vaginales en el mercado farmacéutico, hay escasas evidencias de su efectividad
para la prevencion de infecciones urogenitales. Nuestro grupo de trabajo ha
aislado lactobacilos vaginales humanos, seleccionando aquellos con propiedades
benéficas o probidticas. Se han estudiado las caracteristicas tecnolodgicas para
obtener el mayor numero de microorganismos vivos (biomasa) y las condiciones
para la produccion Ooptima de sustancias antagonicas frente a patdgenos
urogenitales (acidos organicos, peroxido de hidrogeno, bacteriocinas). Se ha
demostrado en animales de experimentacion (ratones BALB/c hembra
endocriados) que la administracion intrauretral de lactobacilos no produce efectos
adversos ni  modificaciones estructurales o ultraestructurales, previniendo
efectivamente las infecciones urinarias.

Es necesaria la complementacion de estos resultados con estudios en
pacientes para demostrar la efectividad de la administracion intravaginal de los
lactobacilos probioticos seleccionados en la recolonizacion de la microbiota
urogenital, la prevencién o terapia de los diferentes sindromes y cuadros clinicos
gue afectan al tracto, su efecto sobre mujeres embarazadas, etc que permitan
proponer la bacterioterapia con lactobacilos como alternativa vélida a la terapia
con otras drogas.

Abstract

Lactobacilli are the predominant microorganisms in the gastrointestinal and
urogenital tracts of human beings and homeotermic animals. They are also used
for the elaboration of different fermented foods being categorized as GRAS
(Generally Regarded as Safe). Even though they are included into different vaginal
products in the pharmaceutical market, there are small amount of evidences of
their effectivity in the prevention of urogenital infections. Our research group have
isolated human vaginal lactobacilli, selecting those with beneficial or probiotic
properties. The technological characteristics to obtain the higher number of viable
(biomass) microorganisms and the conditions for the optimal production of
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antagonistic substances against pathogenic microorganisms (organic acid,
hydrogen peroxide, bacteriocins) were determined. In experimental animals
(inbreed female BALB/c mice) we demonstrated that the intraurethral
administration of lactobacilli does not produce adverse effects or structural or ultra
structural modifications in the urogenital tract, preventing effectively the Urinary
Tract Infections.

The complementation of these results with human assays is necessary to
demonstrate effectively the intravaginal administration of selected probiotic
lactobacilli on the recolonization of the urogenital microbiota, the prevention or
therapy of different clinical syndromes, their effect on pregnant women, etc, that
will allow the proposal of the bacteriotherapy with lactobacilli as a valid alternative
to the other drugs therapies.

Tema Principal: Lactobacilos preventivos de infecciones

Palabras Clave: Lactobacilos, prevencion, infecciones urogenitales, probiéticos,
bacterioterapia

La terapia con probidticos se emplea cada vez con mayor frecuencia para la
prevencion y terapéutica de diversas infecciones y sindromes clinicos que afectan
principalmente al tracto gastrointestinal. El término probiodticos implica la
administracion de microorganismos vivos en nuamero suficiente para ejercer un
efecto fisiologico benéfico en el huésped, definicibn consensuada en la reunion de
expertos de ISAPP (1). En los ultimos afios se ha observado una verdadera
eclosion de publicaciones en esta area puntual de investigacion, como por
ejemplo, metaanalisis o revisiones que sintetizan el efecto benéfico de los
probidticos en las diarreas asociadas a antibiéticos (2) del viajero y por rotavirus
(3), y resultados positivos pero no definitivos sobre la administracion de probioticos
para la enfermedad de Crohn (4) o en alergias atopicas (5).

Al mismo tiempo se ha incrementado la disponibilidad en el mercado alimenticio
de una muy extensa gama y variedad de productos probidticos y alimentos
funcionales elaborados por empresas mundiales o regionales, que proclaman una
serie de efectos benéficos sobre el huésped, algunas veces no demostrados en
ensayos clinicos.

Si bien el concepto de reconstitucion de la microbiota indigena se ha estudiado
profundamente, demostrandose su efectividad en el tracto gastrointestinal, (6,7,8)
este concepto se traslada al reestablecimiento del equilibrio ecoldgico del tracto
urogenital para participar asi en la prevencion de infecciones. Las infecciones que
afectan a este tracto incluyen aquellas de transmision sexual (por ej sifilis,
gonorrea, HIV, etc) como las que se producen como consecuencia del ascenso
de la microflora perineal, influidas tanto por factores exdgenos (tratamientos
hormonales, antibioticoterapias, inmunosupresores) como enddgenos (embarazo,
menarca, inmunodeficiencias primarias). La incidencia de cada una de ellos es
significativa porque producen desde esterilidad hasta distintos efectos sobre la
salud de la mujer embarazada como del feto. Asimismo, es cada vez mayor el
namero de mujeres que sufren de Infecciones del Tracto Urinario (UTI) a lo largo
de su vida, o bien en la etapa prepuberal o post-menopausica.



En base a los antecedentes descriptos, nuestro grupo comenzoé a investigar sobre
la posibilidad de emplear la bacterioterapia con BAL para la prevencion y
tratamiento de Infecciones Urogenitales. Debido a que existe una especificidad de
huésped en muchos de los componentes de la microbiota indigena, (9) nos
dedicamos a aislar y seleccionar lactobacilos vaginales de origen humano que
pudieran ser empleados para la prevencion de infecciones urogenitales, como una
alternativa valida para el empleo de antibiéticos, antimicéticos y/o antiparasitarios,
que producen efectos adversos y deplecién de la microbiota indigena con las
consecuencias concomitantes. Una vez aislados los lactobacilos de vagina de
mujeres de nuestro medio realizamos el relevamiento de sus propiedades
benéficas o probidticas que permitieran su empleo como reconstituyentes de la
microbiota indigena y prevencion de infecciones (10) Se seleccionaron aquellos
microorganismos con una superficie hidrofébica, que les permitiera una mejor
adhesion a la membrana de las células epiteliales, o bien a la capa de
glicoproteinas mucosas que las recubre, que varia segun el estadio del ciclo
hormonal. Luego, se seleccionaron los lactobacilos que pudieran producir grandes
cantidades de sustancias antagonicas frente a patdgenos urogenitales: acidos
organicos (por ej. acido lactico), peroxido de hidrégeno, o bacteriocinas
(11,12,13,14). La capacidad de producir peréxido de hidrogeno se emple6 como
caracteristica determinante de seleccion, en base a algunos trabajos publicados
en los que se demuestra que pacientes normales tienen prevalencia de
lactobacilos H,0," en vagina, mientras que esta poblacion esta depletada o
disminuida en pacientes con sindromes infecciosos (15,16,17). La propiedad de
producir bacteriocinas en lactobacilos vaginales no fue publicada previamente, por
lo que la descripcion de Lactobacillus salivarius, productor de una bacteriocina
termoestable que inhibe a varios patdogenos genitales (13) fue uno de los hallazgos
mas interesantes de nuestro grupo. Ello nos permitiria combinar bacterias vivas
con sustancias inhibitorias para su aplicacion en el disefio de un producto
farmacéutico.

Debido a que todo producto a ser aplicado en seres humanos debe ser probado
en animales de experimentacion, se trabajé en la implementacion de un modelo
experimental murino para estudiar la capacidad de colonizacion de lactobacilos al
ser inoculados intrauretralmente. Asi determinamos que en ratones hembra
adultas (cepa BALB/c) de dos meses de edad, la dosis éptima debia ser de
alrededor de 10’ células viables durante tres dias para colonizar el tracto urinario,
los que permanecian en el tracto hasta el dia 7 post inoculacion (18,19,20).
Debian ser reinoculados para lograr un tiempo mas largo de colonizacion.
Demostramos que no producen efectos adversos o colaterales en ninguno de los
organos del tracto urinario, mi modificaciones estructurales o ultraestructurales
(21). Son capaces de prevenir la infeccion por Escherichia coli uropatégeno, en
mayor grado al ser aplicados preventivamente que terapéuticamente (22). Y si se
administran conjuntamente con antibioticos (22) o con hormonas (23) la respuesta
frente al patdgeno es mas intensa, ya que E. coli desaparece del tracto mas
rapidamente y sin producir un efecto tan agresivo en el huésped. Por otra parte, la



administracion intravaginal de lactobacilos no produce modificaciones histolégicas
al ser administrados en el modelo experimental murino (24)

El disponer de una serie de lactobacilos probidticos o benéficos implica ademas el
estudio de sus propiedades tecnoldgicas para su inclusion en un producto de
aplicacion vaginal. Un producto efectivo para recolonizar el tracto vaginal, de
aplicacion local, debe contener microorganismos vivos en nimero no inferior a 10’
bacterias, o que implica obtener una gran cantidad de biomasa microbiana. Para
ello se evaluaron los medios de cultivo y condiciones fisico quimicas 6ptimas que
permitieran un mayor rendimiento microbiano, (25) tales como la liofilizacion en
presencia de diferentes componentes y excipientes de productos farmacéuticos
(26,27,28), para lograr una vida de estante extendida del producto. Por otra parte,
se evaluaron las condiciones Optimas de produccién de sustancias antagonicas
para disefar productos combinados conteniendo al mismo tiempo bacterias vivas
y sustancias inhibitorias de patdégenos (29,30,31,32). Asi, se determiné que las
condiciones Optimas de produccion de bacteriocina de L. salivarius es similar a las
condiciones de crecimiento (30). Mientras que las condiciones Optimas de
produccion de peroxido de hidrogeno y de autoagregacion son diferentes a las de
crecimiento, ya que el metabolito oxidante se produce en mayores
concentraciones en agitacion, situaciones en las que inhibe mas efectivamente a
S. aureus, microorganismo responsable del sindrome del shock toxico en usuarias
de tampones (31,32). Las concentraciones e isomeros de acido lactico producido
por los lactobacilos son diferentes segun las condiciones de crecimiento, como la
capacidad de autoaglutinar (32).

Los resultados de nuestro grupo han permitido la seleccion de lactobacilos
probidticos (resumidos en la Tabla 1) con caracteristicas benéficas que incluyen:
capacidad de adhesion a epitelios y mucosas, produccion de acido lactico,
peroxido de hidrogeno, bacteriocinas, autoagregacion, y sin producir efectos
adversos en el modelo animal murino. Estos microorganismos podran ser incluidos
en un producto farmacéutico de aplicacion local para la prevencion de infecciones
urogenitales.

Tabla 1. Lactobacilos vaginales seleccionados por sus caracteristicas probioticas.

Microorganismo CRL Caracteristica Probiética
L. acidophilus 1266 Productor de H,0,

L. paracasei ss. paracasei 1289 Productor de H,0,

L. johnsonii 1294 Auto y co-agregante

L. salivarius ss salivarius 1328 Productor de Bacteriocina
L. gasseri 1259 Productor de Acido Lactico

La aplicacidn clinica de estos productos y su efectividad recién se encuentra en su
etapa inicial, con escasas publicaciones en el tema. Si bien este tipo de productos
estan disponibles en el mercado farmacéutico mundial, no se han publicado las



caracteristicas de los microorganismos, ni los efectos beneficiosos o detrimentales
en el huésped, con algunas escasas excepciones. El grupo de Reid y cols en
Canadd ha demostrado la efectividad y propiedades de L. fermentum y L
rhamnosus en la prevencion de las infecciones urinarias y en vaginosis
bacterianas (33, 34,35,36). Otros investigadores estan estudiando y realizando
ensayos clinicos para evaluar la efectividad de diferentes microorganismos frente
a Vaginosis Bacteriana (37,38,39,40,41,42,43,44,45,46,47)

Los pocos ensayos clinicos publicados dan idea de la promisoria efectividad de la
prevencién y tratamiento de algunos sindromes especificos por cepas especificas
de lactobacilos, lo que seria 6ptimo para evitar las terapias antimicrobianas con
sus concomitantes efectos adversos sobre la salud del huésped.

Las posibilidades de investigacion en este area puntual son amplisimas,
basicamente por la caracteristica GRAS de los lactobacilos, o que permite en
teoria su administracion sin que sean sujeto de control de determinadas agencias.
Pero es necesario profundizar en el conocimiento de los efectos de la
administracion prolongada de lactobacilos en el tracto urogenital, si es que
producen algun tipo de efecto adverso, si tienen algun efecto sobre los parametros
de alta calidad de vida que se emplean como marcadores poblacionales, cual es el
efecto que producen en la mujer embarazada, en qué momento hay que
administrarlos, cudl es la dosis y tiempo 6ptimos de administracion, etc, etc.
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