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1. FLORA MICROBIANA VAGINAL HUMANA

El cos huma és portador d’'un grandissim nombre de microorganismes que
colonitzen superficies i cavitats exposades o connectades al medi extern. Cada
area del cos esta habitada per diferents tipus de microorganismes, que
pertanyen a uns géneres i espécies determinats. Nomeés els microorganismes
que presentin unes capacitats genétiques i metabdliques ventatjoses, podran
colonitzar, sobreviure i replicar-se en aquella zona. Aquests géneres i espécies
formaran part de la flora o microflora normal, i constituiran un veritable

ecosistema.

El concepte de microecologia (113) porposa que el teixit colonitzat proporciona
un habitat a la flora microbiana colonitzadora. Aixi, la composicié de les
especies i la densitat de poblacié microbiana és un reflexe de les propietats
quimiques i fisiques del teixit colonitzat. Per tant, qualsevol canvi en les
condicions del teixit comporten una alteracié de la flora, en la qualitat i/o
quantitat. Larsen et al (113) posen de manifiest I'importancia de mantenir un

equilibri intern, entre I'hoste i microflora.

En la vagina, aquesta microflora ha d’estar en equilibri, per a protegir-la de la
colonitzacié per patogens i evitar les infeccions (7, 79, 141, 166, 167). Els
canvis hormonals i en concret els estrogens, tenen una gran importancia en la
composicié de la flora vaginal (82, 181). Hi ha altres situacions externes i

internes que poden influir en aquesta composicid, com sén els tractaments amb
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antimicrobians (82, 181), I'is de I'espermicida nonoxinol-9 (87, 119, 125, 178) i

les alteracions en el pH vaginal (157), etc.

La flora vaginal humana esta formada per una complexa varietat de géneres i
d’espécies, on hi predominen els bacteris Gram positiu. EI microorganismes
anaerobics son els més nombrosos, alguns autors parlen de 10 vegades més

anaerobis que aerobis (112)

Dins I'ecosistema vaginal el génere Lactobacillus és el predominant (7, 11, 23,
46, 79, 106, 126, 151, 119, 167, 179, 182), i a més a més, te un paper
important en la regulacié i equilibri de la flora vaginal humana i en la proteccio
contra la colonitzacié de patogens externs (7, 23, 30, 80, 105, 125, 141, 142,

167, 174).

La flora vaginal humana presenta variacions a llarg de la vida.

1.1. Composicio de la flora vaginal des de la menarquia a la

menopausa

Durant aquest periode de la vida, la microflora de la vagina normal té una
concentracié de 102 a 10° UFC per gram de secrecié. (179). Lactobacillus és el
génere dominant d’aquesta flora, encara que hi ha altres microorganismes

pertanyents a unes 50 espécies que hi son presents (173). A més, en una
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mateixa dona es troba més d'una espécie de Lactobacillus i també hi ha

variacions d’especies en el temps (11, 113, 157, 219)

1.1.1. Bacteris anaerobis

Durant aquest periode, la flora bacteriana anaerdobia més frequent esta
constituida per Lactobacillus anaerobis. També s’hi troben cocs Gram positiu
dels géneres Peptococcus i Peptostreptococcus, aixi com bacils Gram negatiu

dels géneres Bacteroides i Fusobacterium.

1.1.2. Bacteris aerobis

Durant aquest periode, la flora bacteriana aerdobia més freqlent esta
constituida per Lactobacillus aerobis. També hi ha estafilococs, en especial
Staphylococcus epidermidis (S. aureus és molt menys nombrés), estreptococs
del grup viridans, estreptococs del grup D, enterococs, Streptococcus
agalactiae, etc. Els bacils Gram negatiu hi sén presents, perd en molta menys
concentracio. S’hi poden trobar enterobacteris com Escherichia coli, Proteus
spp., Klebsiella spp., Enterobacter spp., entre altres. També s’hi poden aillar

Acinetobacter spp. i Pseudomonas spp.

Altres bacteris aerobis com neisseries saprofites, corinebacteris, Gardnerella
vaginalis, es troben amb relativa frequéncia i poden formar part de la flora

vaginal normal.
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1.1.3. Altres microorganismes

A la flora vaginal normal de la menarquia a la menopausa, s’hi poden aillar
Candida albicans i altres llevats, quasi sempre del génere Candida o afins (134,
201). Segons alguns autors, un 15-25% de les dones adultes tenen colonitzacio

assimptomatica per llevats (28, 207).

1.2. Flora vaginal humana prepuberal i postmenopausica

La flora vaginal humana premenarquica i postmenopausica esta basicament
composada per la mateixa flora que colonitza I'epidermis de la zona genital i
perineal, junt amb els microorganismes anaerobis, que segueixen essent els

predominants en aquestes fases de la vida (82, 92, 206).

Durant les sis primeres setmanes de vida, els estrogens de la mare son
presents a I'epiteli vaginal, aportant-li una fisiologia i microbiologia similar a la
de l'epiteli vaginal de la dona adulta, on hi predomina Lactobacillus. Quan
aquests estrogens son metabolitzats, es produeixen canvis en la flora vaginal,

constituint la tipica flora prepuberal (206).

La flora vaginal prepuberal és dominada pels microorganismes anaerobis, tant
pels bacils Gram negatiu, en especial Fusobacterium spp., com pels cocs Gram
positiu del genere Peptostreptococcus (82). També s’hi troben estafilococs
coagulasa negatius i altres bacteris d’origen fecal, especialment enterobacteris,
com E. coli, i enterococs (206). Lactobacillus és menys frequent, el seu

percentatge d’aillament oscil.la entre el 11 i el 20% comparat amb el 70 i el
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92% de la flora vaginal de la dona en edat fertil (82, 112, 157). El pH vaginal és

alt en aquesta fase de la vida (102).

En les dones postmenopausiques, els microorganismes més frequents son
també els bacteries anaerobis, entre ells bacils Gram negatiu dels géneres
Prevotella, Porphyromonas, Bacteroides i els cocs Gram positiu del genere
Peptostreptococcus (82). Respecte a la flora vaginal en edat feértil, durant la
menopausa hi ha una reduccio en el percentage d’aillaments de Lactobacillus i
Staphylococcus, un manteniment dels enterococs i un increment dels
estreptococs del grup viridans (82). Els Lactobacillus es redueixen de manera

notable, tot i aixi, encara superen el 49% dels aillaments (82).

2. CARACTERITZACIO DEL GENERE LACTOBACILLUS

2.1. Caracteritzaci6 i  caracteristiques  mataboliques.

Classificacio

Lactobacillus. Lac.to.ba.cil'lus. Lacto, Lactis: llet. Bacillus: barra, vareta petita.

Lactobacillus: barra petita de la llet

Albert Doderlein, al 1892, va publicar els seus estudis sobre la bacteriologia de
la vagina durant 'embaras. Va cultivar i estudiar microorganismes que ja havien

estat descrits per altres investigadors deu anys abans. Va demostrar que
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aquests microorganismes eren els predominants, i a la vegada els productors
de I'acid lactic vaginal i que podien inhibir el desenvolupament dels patogens,
tant en medi de cultiu com en la vagina humana. S’els va anomenar bacils de
Doéderlein (197). No va ser fins décades més tard, quan Stanley Thomas va
postular que el bacil de Doderlein era Lactobacillus, concretament I'especie L.
acidophilus (197). A Tl'inici de la década dels seixanta, investigadors com
Rogosa varen demostrar que el bacil de Ddderlein, en realitat representava a

diverses especies de Lactobacillus (112).

Les primeres espécies de Lactobacillus que es varen identificar i classificar van
ser L. delbrueckii, presentada per Leichman al 1896 i nomenada aixi en honor
al bacterioleg alemany Delbrlck, L. acidophilus identificada per Moro al 1900, i
L. casei identificada per Orla-Jansen al 1916 (101). Altres espécies s’han
classificat més recentment, com L. alimentarius identificada per Reuter al 1983
(101) o la nova espécie Lactobacillus 1086V citada per Antonio et al en una

publicacié de 1999 (11).

La taxonomia del génere Lactobacillus ha sofert modificacions al llarg del
temps; ha estat i és una taxonomia dificil i cambiant (11, 110, 219) on algunes
especies han passat a ser subespécies, i viceversa. Per exemple, en 'actualitat
L. bulgaricus i L. lactis es consideren subespéecies de L. delbrueckii (18),
mentre que L. casei subesp. rhamnosus ha estat elevat a espécie i anomenat

L. rhamnosus sp. nov. (47).
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Les caracteristiques taxondmiques del génere Lactobacillus, segons diversos
autors (2, 18, 31, 34, 79, 83, 101, 108, 110, 135, 148, 157, 214), podrien
resumir-se en: el génere Lactobacillus, pertany a la familia Lactobacillaceae i
compta amb una cinquantena d’espécies diferents. Son Eubacteris, que en
general tenen forma bacilar, encara que alguns poden presentar forma de coc,
0 més allargats, o ser veritablement pleomorfics. Sén no esporulats. Poden ser
anaerobis estrictes o anaerobis facultatius. Tenen necessitats complexes pel
seu creixement, es poden aillar en medis no selectius perd es desenvolupen
millor en medis selectius. Amb la cromatografia de gasos es detecta un gran pic
corresponent a l'acid lactic, el seu metabolit final més important. Lactobacillus
en la tincié de Gram, és Gram positiu i en la tincid de Zhiel-Neelsen, no és acid-
alcohol resistent. La seva pared és la tipica dels Gram positiu, contenint acid
teicoic i peptidoglicans (acid N-acetilmuramic, N-acetilglucosamina) enllacats
entre si amb ponts de pentaglicina. Algunes espécies formen un biofilm al

voltant de la pared. (57)

El seu contingut de guanina + citosina (G+C) és inferior al 50%. La majoria de
Lactobacillus sén inmobils, i catalasa negatius. També sén esculina, nitrats,
gelatina, indol i sulfhidric negatius. Contenen els enzims peroxidassa i
superoxid dismutassa, essent per tant, capacos de trencar les molécul.les de

H,0, i Oy, respectivament.

Respecte als seus metabolits finals de la fermentacid dels sucres, els

Lactobacillus es divideixen en homofermentatius (quasi només produeixen un
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producte matabodlic final) i en heterofermentatius (diversos productes
matabolics finals). Els homofermentatius aprofiten les hexoses, fermentant-les
per la via Embden-Meyerhoff, i produeixen &acid lactic. En canvi els
heterofermentatius, fermenten les hexoses per la via Embden-Meyerhoff, i
produeixen acid lactic, perd a més poden fermentar les pentoses, gracies a una
fosoril.lasa induible, i obtenir acid lactic, acid acétic i acid formic, entre altres.

Aquests ultims Lactobacillus també produeixen CO; i etanol.

Dins del génere Lactobacillus, s’hi troben espécies homofermentatives
obligatories i heterofermentatives facultatives com: L. plantarum, L. casei
subesp. pseudoplantarum, L. sake, L. curvatus, L. casei, L. salivarius, L.
helveticus, L. acidophilus, L. amylovorus, L. crispatus, L. gasseri; L. delbrueckii,
L. jensenii. També hi ha especies heterofermentatives obligatdories com: L.
bifermentans, L. sanfranciscensis, L. fermentum, L. reuteri; L. brevis, L. kefir; L.

hilgardii.

S’ha postulat que L. acidophilus més que una unica espeécie, és un complexe o
grup d’especies, format per: L. acidophilus, L. crispatus, L. amylovorus, L.
gallinarum, L. gasseri i L. johnsonii entre d’altres (110). Felten et al (47)
divideixen aquest grup en dos subgrups: el subgrup L. acidophilus i el subgrup

L. gasseri.

La produccié d’acid lactic és una caracteristica de Lactobacillus i la seva

excrecid juga un paper fonamental dins I'equilibri de la flora vaginal humana.

10
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Un altre metabolit que pot excretar Lactobacillus, i que també té la seva
importancia en la regulacié de la flora vaginal, és el peroxid d’hidrogen, HO..

(50, 84, 71, 105, 173, 219)

Hi ha controvérsia a I'hora de senyalar l'espécie de Lactobacillus més
frequentment aillada en la vagina humana en I'edat fértil. Diversos autors (22,
114, 116) postulen que és L. acidophilus. En canvi, en treballs més actuals i
utilitzant una técnica d’homologia del DNA, Antonio et al (11) demostren que en
215 dones on es va aillar Lactobacillus, I'espécie més frequent va ser L.
crispatus i després L. jensenii. Aquests mateixos autors, en un treball posterior
(219), d’'una poblaci6 de 101 dones no embarassades i utilitzant la mateixa
técnica, troben que I'espécie més frequent és L. jensenii seguida molt d’aprop
de L. crispatus. De tota manera, I'ecosistema vaginal és complexe (58, 157,
173, 219), la frequencia de les especies que el composen, incluint
Lactobacillus, varia amplament, i a més a més, fins dues terceres parts de les
dones d’un estudi adquireixen o perden la colonitzacioé per Lactobacillus (219).
Aquest canvi o variacié en les especies colonitzadores de la flora vaginal pot
ser degut a factors com: els canvis hormonals al llarg d’'un cicle menstrual, la
dieta i factors geografics, la conducta sexual, els tractaments amb antibiotics i
espermicides, l'excreci6 de certes substancies (H,O,, bacteriocines) que
garanteixen la supervivéncia als bacteris que les produeixen, la diversitat en la
metodologia dels treballs i les dificultats en les identificacions microbianes, en

especial de Lactobacillus.

11
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2.2. Infeccions per Lactobacillus i susceptibilitat als

antimicrobians

Les especies de Lactobacillus sempre han estat considerades com a no
patdgenes per a I'ésser huma. Rarament s’associen a infeccions, excepte quan
hi ha factors predisponents en I'hoste, com una intervencié dental per caries,
antibioticoterapia d’ampli espectre, i en general, malalties on hi hagi una
devallada del sistema immunitari. Llavors Lactobacillus pot arribar a causar una
infecci6. Per tant, es pot considerar a Lactobacillus com un microorganisme

oportunista (2, 32, 54, 79, 107, 177, 189).

S’han descrit infeccions per Lactobacillus en la majoria de teixits. Una de les
més freqlients és la infeccid dental, amb o sense intervencié prévia, també
s’han descrit endocarditis, bacteriemies, meningitis, peritonitis, abscessos
intraabdominals (intestinals, genitals,...), i pneumonies, entre d’altres (2, 15, 19,
32, 54, 68, 79, 107, 177, 189). Aixi mateix, s’han detectat infeccions

nossocomials per Lactobacillus (150).

L’espécie més freqientment implicada en la infecci6 humana és L. acidophilus.
Perd com ja s’ha assenyalat la taxonomia del génere és cambiant i pot induir a
errors. També s’ha de remarcar que L. acidophilus és el més conegut, i se i
poden atribuir infeccions, quan és realment una altra espécie la que provoca la

infeccié (107). En un treball recent, Felten et al (47), van aillar Lactobacillus de
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20 malalts immunodeprimits i van trobar que el 90% dels aillaments pertanyien

a I'espécie L. rhamnosus.

Bayer et al (19) descriuen que les endocarditis per Lactobacillus sén dificils de
tractar, i que hi ha discordancies entre els resultats in vitro i in vivo, en el sentit
que sbén microorganismes bastants susceptibles als antibidtics in vitro, perd

molt costosos d’erradicar in vivo.

La susceptibilitat del génere Lactobacillus als antibidtics no depen de 'espécie
(74), és a dir no hi ha un patrd clar de resistencies, que es pugui assignar com
a caracteristic i especific duna o una altra espécie. A I'hora d’instaurar un
tractament en una infeccié per Lactobacillus, en general, s’ha de tenir en
compte que son resistents a la vancomicina, i que les espécies anaerobies

obligades son sensibles a la gentamicina i resistents al metronidazol (19, 229).

A la literatura cientifica es troben diverses publicacions on es documenta la
manca de susceptibilitat de Lactobacillus a vancominica, en especial de soques
aillades en infeccions humanes (15, 68, 107, 118). S’ha assenyalat una relacié
entre espécie, produccido de H,O, i susceptibilitat a la vancomicina, aixi les
soques de L. rhamnosus, no produeixen H,O, i sén resistents a vancomicina
(CMI = 256 ug/mL), en canvi les soques de L. crispatus i la majoria de les del
grup L. acidophilus, produeixen H,O; i sén susceptibles a vancomicina ( CMI <

4 pyg/mL) (47).
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La susceptibilitat a la vancomicina pot ser utilitzada com una eina més
d’identificacié. Aixi Hamilton-Miller et al (74), en una coleccié de 40 soques de
Lactobacillus de suplements alimentaris, van observar que les 16 soques de L.
acidophilus i les dues de L delbrueckii eren susceptibles a la vancomicina,

mentres que les 15 soques de L. rhamnosus hi eren resistents

Herra et al (79) van estudiar la susceptibilitat de 59 soques de Lactobacillus,
aillades de la vagina de dones sanes, a cefaclor, amoxicil.lina-acid clavulanic,
ciprofloxacina i claritromicina, pels métodes de dil.lucié en agar i E-test. Van
constatar que el 100% de les soques eren susceptibles a claritromicina i
amoxicil.lina-acid clavulanic, i que en canvi, només un 20% eren sensibles a

cefaclor i un 4% a ciprofloxacina.

La terapéutica antimicrobiana d’eleccié en les infeccions produides per
Lactobacillus esta constituida per la penicil.lina G o ampicil.lina amb o sense un
aminoglicosid. Com a alternativa s’utilitzen els macrolids. En les infeccions
greus o quan el pacient té una malaltia de base, s’aconsella donar una pauta

amb dos antibiotics. (62, 68).

Pel tractament de les infeccions del tracte urinari, especialment les produides
per enterobacteris, s’aconsella triar entre els diversos antibiotics d’eleccié els
que afectin menys a Lactobacillus, per tal de preservar al maxim la flora vaginal
(73, 79). Ciprofloxacina, nitrofurantoina i cefaclor sén els que alteren menys a

Lactobacillus, i per tant, constitueixen els antimicrobians de primera elecci6 pel
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tractament de la infeccio del tracte urinari, ja que com a consequéncia de la no

alteracié de la flora vaginal, s’evitaran recurréncies.

3. INFECCIONS DEL TRACTE URINARI

La infeccio del tracte urinari (ITU) es defineix com la preséncia i multiplicacio de
microorganismes en el tracte urinari, amb el subsequent dany dels teixits
adjacents (37). Els simptomes i signes d’ITU, en especial de la infeccio del
tracte inferior, en dones adultes son la classica disuria, urgencia, frequéncia,
tenesme vesical, amb dolor suprapubic i generalment I'orina és térbola. Si és
una ITU del tracte superior acostuma a anar acompanyada de febre, calfreds,
malestar general, nausees, vomits i dolor lumbar. (37, 200). La ITU recurrent es

defineix com la successio de tres o més episodis d’'ITU en un any (210).

Les ITU s6n un problema sanitari de primera magnitud. En la part mitja de la
vida, I'lTU afecta molt més a les dones que als homes. Es calcula que el 50%
de les dones hauran tingut un episodi d'ITU durant els seus primers 30 anys, i
d’aquestes un 20%-30% patiran recurréncies (183, 196, 211). Cada any, entre
sis i set milions de dones nordamericanes entre 20 i 30 anys, visitaran el seu
metge per una ITU (53, 86). Foxman et al van calcular que les ITU provocaven
de mitjana uns 6,1 dies de simptomes, 1,2 dies de restricié d’activitat i 0,4 dies

d’enllitament. Les ITU constitueixen la primera causa de bacteriemia per bacils
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Gram negatiu en malalts hospitalitzats i el 40% de totes les infeccions

nossocomials (37).

En les dones immunocompetents i sense anormalitats del tracte urinari, s’han
descrit diversos factors de risc per patir una ITU, com son les relacions sexuals
recents, la menopausa, la vaginosis bacteriana, els antibidtics d’ampli espectre,
el diafragma amb espermicida (nonoxinol-9), el fenotip no secretor dels grups
sanguinis ABH (86, 212), la micci6 post coital retardada i altres descrits
recentment, com patir la primera ITU abans dels 15 anys i tenir una mare amb

historia d’ITU recurrent (21).

Els bacteris que provoquen la majoria d'ITU tenen el seu origen en la flora fecal
(7, 10, 109, 159, 183, 190). Els uropatdogens, en especial els enterobacteris,
tenen avantatges de creixement respecte als Lactobacillus, com sén un temps
de generacié més curt i menys exigencies nutricionals (172), que constitueixen

capacitats que els uropatdgens compten a favor seu.

La teoria més acceptada per explicar la seqlencia fisiopatoldgica de I'I'TU és:
primer l'arribada de l'uropatogen, quasi sempre d'origen fecal, a la vagina;
seguida de l'adhesié del microorganisme al seu epiteli i per tant, de la
colonitzacié de la mateixa, fet que trenca I'equilibri de la microflora vaginal i fa
desapareixer el seu paper protector. En tercer lloc, es produira la colonitzacio
de la periuretra, I'ascensié per l'uretra, I'arribada a la bufeta i la multiplicacio del

microorganisme, fet que comporta la bacteriuria i pot avocar o no ala ITU.
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Com en moltes infeccions, I'establiment de signes i simptomes i el grau de
severitat dependra de la viruléncia del microorganisme i de I'estat de I'hoste.
Aixi, durant totes aquestes etapes hi ha factors de I'hoste que impedeixen la
colonitzacié de 'uropatogen, com sén I'osmolaritat i el mateix fluxe de 'orina, la
secrecid d’analegs dels receptors (glicoproteines, oligosacarids) que atrauen
als bacteris posseedors de fimbries tipus 1 i S i I'excercié de mol.lécules

bactericides.

En resposta a l'interaccio de 'uroepiteli amb les adhesines, el lipopolisacarid i
'hemolisina, entre altres, la mucosa del tracte urinari secreta substancies
quemotactiques, com la interleuquina 8 (IL-8) que atrauen i provoquen la
migracio dels leucocits neutrofils des dels vasos sanguinis fins a I'epiteli urinari,
també secreta substancies activadores de la resposta de fase aguda i de la
febre, com la interleuquina 6 (IL-6). A més, els neutrofils arribats secreten més
IL-8 i IL-6, augmentant I'efecte d’aquestes interleuquines, i altres interleuquinies
inflamatories, com la intreleuquina 1 (IL-1) i el factor de necrosi tumoral (TNF).
Aquestes utimes interactuen sobre I'epiteli urinari induint-li la secrecido de més

IL-8 i IL-6.

També es desencadena una resposta immunitaria cel.lular (linfocits T, cél.lules
Natural Killer) i una resposta especifica (anticossos IgA i IgG, d’excrecio local o
sistémica). Aquesta resposta immunitaria sera més intensa com més greu sigui

la ITU (1, 190).
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Quan la infecci6 afecta a la part alta del tracte urinari, la inflamacié es
desencadena a ronyo i pelvis renal, i és seguida d’'una resposta sistémica amb
febre, increment de la proteina C reactiva, leucositosi i simptomes més
generalitzats. A la cistitis la reaccio inflamatoria és restringeix al tracte urinari
inferior, amb simptomes més locals. A la bacteriuria asimptomatica hi ha signes
inflamatoris locals perd de poca magnitud i no arriben a fer simptomatologia (1,

190).

Un factor clau en la patogénesi de la ITU és I'habilitat dels microorganismes
uropatdgens d’adherir-se a les cél.lules de l'epiteli vaginal i aixi iniciar la
colonitzacié d’un nou espai. (159, 166, 171). Diversos estudis, en dones amb
ITU recurrents, han demostrat que la majoria d’episodis son precedits per una
colonitzacié de la vagina per part de l'uropatogen (115, 209, 227), i a més,
aquesta colonitzacié és produida per un nombre elevat de microorganismes i

és persistent en el temps (209).

Fowler et al (62) constaten que les dones amb ITU recurrents posseeixen un
grau de colonitzacié vaginal per enterobacteris i enterococs significativament
més alt que les dones control. En canvi, no constaten diferéncies significatives

en el grau de colonitzaci6 vaginal per d’altres microorganismes.

S’ha comprobat que en ITU recurrents, hi ha una prolongada colonitzacié del

periné amb enterobacteris que son les mateixes soques que després
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provoquen la infeccié (115, 166, 183, 210). Comparant soques d’E. coli
causants d’ITU recurrents amb soques causants d’'un unic episodi, Russo et al
(183) van demostrar, amb técniques cromossoOmiques, que les soques
causants del primer episodi d'ITU eren diferents entre si, perd que quasi el 70%
de les que provocaven recurréncies, eren les mateixes que havien ocasionat
'episodi anterior. A més, en la majoria de malaltes varen trobar aquestes
soques en la flora fecal. Es a dir, varen demostrar que aquestes recurréncies
eren produides per reinfeccions enddgenes, ja que entre episodis 'urocultiu era

negatiu.

El microorganisme més freqientment aillat en les ITU, en especial en les |U
sense factors predisponents, és E. coli (37, 53, 98, 151, 160). Amb molta
menys frequéncia, s’hi aillen bacils dels géneres Klebsiella i Proteus. Un
percentarge més petit dels aillaments perd no despreciable, correspon a cocs
Gram positiu com S. saprophyticus, S. aureus i S. epidermidis. (37, 200).
Proteus s’ailla en les IU de portadors de sondes permanents o en malalts amb
litiasi renal. Certs microorganismes sén més sovint aillats en ITU complicades,

com Pseudomonas, Serratia, Enterococcus i Candida (37).

4. VULVOVAGINITIS PER CANDIDA

La vulvovaginitis (VV) es caracteritza per prurit, irritacio, eritema, edema fins a

pustules i fisures a la vulva i la vagina, juntament amb disuria, dispareunia,
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canvis en les secrecions vaginals i alteracié del pH vaginal. La VV pot tenir
diverses etiologies, sent la infecciosa la més important. De les VV infeccioses la
més frequent és la vaginosi bacteriana (40-50% de tots els casos de VV),
seguida de la VV per candida (fins un 20-25% del total), i de la VV per
Trichomonas (15-20%). Hi ha altres causes de VV, com les no infeccioses:

quimica, al.lérgica, atrofica, traumatica, etc... (175, 180, 202, 203).

La VV per candides (VVC) es diagnostica pels seus simptomes i signes
caracteristics, un pH vaginal normal, un examen microscopic i cultius positius a

levats (202, 203).

Alguns autors postulen que per passar de I'estatus de soca colonitzadora al de
soca virulenta, es a dir, capa¢ de provocar una VVC, el llevat ha d’estar en la
forma de pseudohifa que és la forma més invasiva i virulenta, i s’ha de trobar
en una concentracid >10° UFC per mililitre de fluxe vaginal. La forma
pseudohifa segrega més enzims proteolitics, els quals trenquen enllagos

cel.lulars i afavoreixen la invasio de I'epiteli. (28, 134, 213).

Encara que en la majoria de vegades la causa de la VVC és desconeguda; la
VVC, i en especial la recurrent, pot esta associada a tractaments amb
antibidtics d’ampli espectre, a I'embaras, a I'is de contraceptius amb alt
contingut d’estrogens, a la terapia estrogénica, a la diabetis mal controlada, a
tractaments esteroidals, a la inmunodepressio i a factors genétics (28, 49, 76,

89, 152, 201, 202, 203, 207). Otero et al (144) no van trobar relacié entre el
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contraceptius orals i la VVC. Altres grups (64) troben que el consum
d’antibidtics durant I'embaras no s’associa amb un risc significatiu de

desenvolupar VVC.

El 75% de les dones pateixen un episodi, com a minim, de vulvovaginitis per
candida durant la seva vida, un 45% tindran un segon episodi, i fins un cinc per
cent passaran a ser VVC recurrents (28, 61, 175, 176, 180). La recurréncia és

defineix com quatre o més episodis de VVC en un any (202).

A principis dels anys 70, 'equip de Peeters et al (147) va estudiar les
poblacions microbianes en dones amb VVC i en dones sense vaginitis. Van
trobar que les dones del grup de VVC tenien menys colonitzacié per
Lactobacillus i més per C. albicans que les dones control. No van apreciar cap
diferéncia entre els grups respecte a altres espécies de llevats, estreptococs,

estafilococs i enterobacteris.

En canvi, altres equips investigadors (76, 81, 115, 134, 142, 198, 201) han
observat que les VVC es poden associar a patrons de flora vaginal normal o
intermitjos i sense que s’hi demostri una devallada del numero de Lactobacillus.
Es a dir, que en la VVC s’aillen Lactobacillus, del que es pot deduir que
Lactobacillus no protegeix suficientment, donat que els llevats han colonitzat,
els Lactobacillus no han competit i els llevats han experimentat un
sobrecreixement i han provocat la infeccid. Per tant, la conclusié d’aquests

autors és que Lactobacillus no protegeix contra I'adquisicio de la VVC.
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Hi ha controvérsia en demostrar la conexié entre el reservori intestinal de
Candida i la colonitzacié, la infecci6 o la reinfecci6 vaginal per aquest
microorganisme (84). Grups de recerca, com el de Shalev et al (198) troben
una forta correlacido entre el cultiu rectal positiu a Candida i la colonitzacié
vaginal per aquest llevat. Altres com el de Ross et al (180) postulen que la
colonitzacié vaginal juga un paper menys important en la patogénesi de la
infeccio, i que el que sembla més determinant és la susceptibilitat de l'individu

al microorganisme.

L’espécie més frequentment aillada en la VVC és Candida albicans (28, 42, 84,
144, 175, 176, 202). C. glabrata i C. tropocalis s’aillen cada vegada amb més
frequéncia, son més resistents als antifungics i tenen més tendéncia a recidivar

(176).

5. LACTOBACILLUS, UN AGENT PROBIOTIC

Al segle XIX, Metchnikoff va observar la longevitat de molts dels habitants de la
regid dels Balcans, i ho va atribuir a la seva dieta rica en iogurt, posant’li
I'etiqueta de aliment saludable (197). El iogurt és el resultat d’'una interaccio
entre els bacteris de I'acid lactic i els productes de la llet. El iogurt pot contenir
bacteris vius o estar pasteuritzat. Només els iogurts que tenen

microorganismes vius, poden ser utilitzats com a “probiotic” (42, 48).
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En referéncia a I'aparell genito-urinari, un probidtic es defineix com una
preparacid6 de microorganismes vius usats intravaginalment per restituir
I'equilibri ecologic de la flora i previndre infeccions. (127). Hi ha altres
definicions més genériques i pensades per l'aparell gastro-intestinal, que
consideren un probidtic com un suplement alimentici fet de microorganismes
vius que afecten beneficiosament I'hoste, millorant-li el balang microbia (56,

70). Les dues sén definicions que fan enfasi en la vessant profilactica.

També es ressenya la definicié d’agent bioterapeutic com microorganismes
vius utilitzats tant per tractar com per previndre malalties, interaccionant amb la
microecologia natural de l'hoste (40, 124). Aquesta definicid incorpora el

concepte terapeutic.

En l'actualitat sembla que alguns autors donen suport a aquesta definicié més
terapéutica i postulen que per definir les caracteritiques referents al tractament,

€s més adient el terme bioterapéutic que no pas el terme probiodtic (45).

S’enten per interferéncia bacteriana les interaccions entre dos o més bacteris
que porten a establir una relacié no infectant amb I'hoste. Aquest terme només
cobreix les reaccions positives, que faciliten la prevencié d’infeccions. La
interferéncia bacteriana en I'aparell genito-urinari i amb Lactobacillus com a

protagonista ha estat defensada per Reid et al (163).
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Lactobacillus és una espécie bacteriana que a la literatura biomédica es
considera GRAS (de lI'anglés “Generally Recognized As Safe”) (2, 3, 33, 184)

pel seu escas poder patologic.

Lactobacillus té una llarga historia d’utilitzacié com a profilactic o guaridor en
malalties gastrointestinals i urinaries. Metchnikoff es considerat com el primer
que va proposar utilitzar soques de Lactobacillus per restaurar la flora
gastrointestinal alterada, a I'any 1890 (127). Cinc anys abans Cantani havia
instil.lat Bacterium termo als pulmons de malalts, per tractar la tuberculosi
(124). L’any 1915, Newman va publicar els seus treballs basats en ['utilitzacio
de cultius de Lactobacillus per tractar infeccions de la bufeta (127). Al 1928,
Thomas va demostrar que els Lactobacillus vaginals provenen del tracte
gastrointestinal i que aquesta colonitzacié era induible administrant el
microorganisme per via oral. A més va observar la desaparicié de Lactobacillus
de la vagina de dones amb gonorrea, i va eliminar el gonococ instilant a la

vagina cultius de Lactobacillus en dues malaltes (197).

Malgrat aquesta antiga i llarga fama de Lactobacillus com agent bioterapéutic, a
la literatura hi ha escassos treballs contrastats que avalin aquest fet en l'aparell
genito-urinari (162, 165). Aixd podria ser degut a que no tots els Lactobacillus
expresen les mateixes propietats (166) i per tant, és important la correcta
caracteritzacié de les soques i la posterior seleccido d’aquelles que compleixen
les capacitats i propietats que faran d’elles un agent probiodtic eficag. No totes

les soques dels productes comercials que s’oferixen com a probiotic, han estat
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correctament caracteritzades i selecionades, i en molts casos hi manquen les
concentracions i les espécies bacterianes anunciades pel laboratori fabricant

(72, 90, 162)

El que queda palés en la literatura biomédica és que per que un producte
bioterapéutic sigui realment efectiu, s’han de caracteritzar correctament les
soques bacterianes (3, 31, 65, 162, 173, 184) i s’ha d’estudiar la seva
farmacocinética i les propietats i caracteristiques que donen avantatge a unes
soques enfront d’altres de la mateixa espécie o d’espécies diferents. En
definitiva, s’han d’establir uns criteris de seleccio (3, 56, 65, 124, 127, 141, 142)
per garantir que el probidtic sigui la millor soca possible per un sistema
microecologic determinat; és a dir, la que posseeixi el maxim de caracteritiques

favorables per desenvolupar-se en una flora i en un contexte fisioldgic concret.

Un resum de les caracteristiques (3, 56, 65, 124, 162, 173, 184) que ha de tenir
un bacteri probiotic, i concretament Lactobacillus, es detalla seguidament:
Facilitat de creixement in vitro.
Facilitat de conservacio i estabilitat en la formulacié quimica.
Tolerancia a les substancies que trobara en el lloc de colonitzacié.
Capacitat d’adhesido i competicid pels receptors d’adheréncia dels
patogens (secrecio de biosurfactants).
Capacitat de supervivéncia, colonitzacié i simbiosi en el biofilm de la flora
local.

Capacitat d’estabilitzar i equilibrar la flora local.
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Produccio de substancies antimicrobianes i de substancies toxiques per
a altres organismes (H»O,, bacteriocines).

Temps de generacié relativament curt.

Competicié pels nutrients.

Estimulacié de la immunitat.

Seguretat per I'hoste. Escassa o nul.la patogenicitat.

S’ha d’afegir un altre criteri, que és el de compatibilitat i d’especificitat entre
probiotic i hoste. Per actuar com a probidtic de la flora vaginal humana,
s’hauran de caracteritzar i seleccionar soques de Lactobacillus d’origen vaginal
i huma, i rebutjar les soques d’altres origens, com I'animal o el lactic industrial.

(23, 142, 163, 166).

Un dels principals camps de la medicina on Lactobacillus s’ha assajat amb
relatiu éxit com agent probidtic és el tracte gastrointestinal, tant en la vessant
profilactica com en la terapéutica. En especial, en les gastroenteritis de
diversos origens (69, 93, 222) com la gastroenteritis del viatger (155), i després
d’infeccions per Clostridium difficile (66, 136). També s’ha documentat el
benefici experimental i clinic de I'utilitzacié de Lactobacillus en la intolerancia a
la lactosa (63, 185), o en el tracte gastrointestinal superior (32, 40). En
prematurs s’ha assajat amb éxit moderat (130). Reid et al han establert la dosi
minima i la via d’administracié del probiodtic: 10® UFC de Lactobacillus per dia i

per via oral (158).
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Un altre camp prometedor és el de la utilitzaci6 de Lactobacillus com a
potenciador de la immunitat o com immunomodul.lador sistémic o i/o local (88,
106, 120, 121, 149, 192), estimulant entre altres, la secrecié d’anticossos, y-
interferon, TNF-a i IL-1, i inclus com a vector d’antigens per a immunitzar (33,

154), i en concret com a vector d'immunitzacions en la mucosa vaginal (182).

També s’ha estudiat la possibilitat de fer servir altres microorganismes diferents
a Lactobacillus, i altres bacteris d’acid lactic, com a probidtics. Aixi, McFarland
et al (123) i Buts et al (26) varen treballar amb Saccharomyces, Henriksson et

al (77) amb bifidobacteris i Sprunt et al (208) amb estreptococs.

6. ESTUDIS IN VIVO AMB LACTOBACILLUS COM A

PROBIOTIC DE L’APARELL GENITOURINARI

Aixi com hi ha molta experiéncia en l'utilitzacié de Lactobacillus com a probiotic
del tracte gastro-intestinal, tant d’adults com d’infants, on diferents estudis
clinics han evidenciat els avantatges, l'eficacia i la seguretat d’aquest genere
bacteria com a probiotic (32, 40, 63, 66, 69, 93, 136, 155, 222); 'experieéncia és

menor en I'aparell genito-urinari, concretament en ITU i VVC.
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6.1. Lactobacillus com a probiotic en ITU

La majoria d’estudis publicats en Il'actualitat utilitzant Lactobacillus com a
probiotic en les ITU, han estat realitzats per un equip canadenc (25), amb la
soca de Lactobacillus casei var rhamnosus GR-1, posteriorment reclassificada i
anomenada Lactobacillus rhamnosus GR-1. En el primer estudi, realitzat amb
poques malaltes, es va utilitzar L. rhamnosus GR-1 en capsules, colocant-ne
dues per setmana intravaginalment. Aquesta pauta no va evitar la colonitzacié
per enterococs, perd el més encoratjador €s que va evitar la colonitzacié per
enterobactéries i no hi van haver reaccions indesitjables. En estudis posteriors
(164, 170) van trobar que L. rhamnosus GR-1 havia reduit les recurréncies de
les pacients amb ITU, i més recentment (173) han demostrat que amb
supositoris vaginals de L. rhamnosus GR-1 o be amb supositoris amb
estimuladors del creixement de Lactobacillus, s’aconsegueix reduir la taxa

d’ITU durant un any.

Aixi doncs, aquest equip investigador dedueix que Lactobacillus provoca una
millora en la clinica de les ITU i no presenta reaccions indesitjables. Pensen
que tant L. rhamnosus GR-1 com L. fermentum RC-14 o la combinacio

d’ambdds pot tenir un paper molt important en la proteccié contra les ITU (173).

En canvi, Baerheim et al (14) van publicar un estudi doble ceg i randomitzat, de

malaltes amb ITU recurrent, a les quals es va implantar un supositori vaginal

comercial amb la soca de L. casei var rhamnosus, dos cops a la setmana. Van
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concloure que no hi havia diferéncia significativa en la taxa d'ITU o en
I'incidéncia d’ITU mensual, entre el grup tractat amb Lactobacillus respecte el
grup tractat amb placebo. En conclusi6, no es va poder provar que

Lactobacillus es comportés com a probiotic.

En un estudi recent, Kontiokari et al (109) van demostrar que la soca de
Lactobacillus GG no va ser efectiva per prevenir recurréncies en dones amb
ITU, ja que aquestes van presentar percentatges de recurréncia similars al grup
control. En aquest estudi, els probidtics van adminitrar-se via oral, podent ser la

rad per la qual no es va induir la colonitzacié de les arees vaginal i periuretral.

Aquestes diferéncies entre els estudis poden ser degudes a que tant les

soques de Lactobacillus emprades com la metodologia eren diferents.

6.2. Lactobacillus com a probiotic en VVC

Pel que fa a I'utilitzacié de Lactobacillus com a probidtic en les VVC, els estudis
clinics han estat més nombrosos, amb més malaltes i més equips. Malgrat aixo,
en la majoria no s’ha pogut demostrar que Lactobacillus provoqués una millora
en la clinica de la VVC. S’han utilitzat diverses vies d’administracio del
Lactobacillus, des de supositoris vaginals, fins a iogurt administrat via oral o

inoculat directament a la vagina.
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Hilton et al en el seu primer treball (84), un estudi creuat on les malaltes
ingerien iogurt durant sis mesos, van observar una reduccié en la taxa
d’infeccions per Candida en el grup que va consumir iogurt i un augment en la
colonitzacié6 per Candida en en grup que no va consumir-lo. La soca de
Lactobacillus del iogurt no estava caracteritzada i el numero de pacients va ser
baix. En el seguent estudi (85m), van aplicar supositoris vaginals de
Lactobacillus rhamnosus GG (dos al dia durant una setmana) i van trobar que
gracies al probiodtic es va restaurar la flora vaginal normal, i va millorar la clinica

de les pacients.

L’equip de Shalev (198) va publicar un estudi, de disseny creuat, amb iogurts
ingerits per via oral, on no es van demostrar diferéncies sigificatives entre el
grup tractat i el placebo, respecte a la VVC o la colonitzacidé per C. albicans,
perd si un increment de la taxa d’aillament de Lactobacillus a vagina i recte, i
una reduccié del numero d’episodis de vaginosis bacteriana. Van trobar una
forta correlacié entre cultiu rectal positiu a C. albicans i la colonitzacié vaginal

per aquest llevat.

L’equip canadenc de Reid (27), recentment ha publicat un estudi realitzat amb
29 dones sanes, de les quals a 15 es van inocular capsules intravaginals amb
la combinacié de L. rhamnosus GR-1 i L. fermentum RC-14, i a 14 es van
inocular capsules intravaginals amb la soca comercial L. rhamnosus GG. Van
comprovar la major persisténcia a la vagina de les soques L. rhamnosus GR-1 i

L. fermentum RC-14. No es van descriure efectes indesitjables.
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L’equip de Hillier esta treballant amb la soca de L. crispatus CTV-005, la qual
esta essent estudiada en un ampli nombre d’adolescents per prevenir les
recurrencies de la vaginosi bacteriana. Els resultats d’aquets estudis es
preveuen per I'any 2003. El mateix equip havia demostrat previament que L.
crispatus CTV-005 es capag d’establir una colonitzacié permanent de la vagina

(12).

7. LACTOBACILLUS: CAPACITAT D'ADHERENCIA A
L’EPITELI VAGINAL | BLOQUEIG DE L’ADHERENCIA

DELS UROPATOGENS

Encara que algun investigador (178) argumentava que no s’havia demostrat la
relacié causa-efecte entre I'adhesi6 bacteriana i I'inici d’una infeccid, la majoria
del pensament cientific va a favor de que tant per als patdogens com per
Lactobacillus, el primer pas per la colonitzacié de I'ecosistema vaginal és
'adheréncia del microorganisme al seu epiteli (7, 30, 51, 78, 117, 141, 1509.

163, 166, 205, 216, 228).

S’ha observat que no tots els Lactobacillus s’adhereixen amb la mateixa

intensitat (59, 166), i com ja s’ha dit, 'adheréncia a les cél.lules de I'epiteli
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vaginal és una de les propietats basiques que ha de presentar Lactobacillus,

per a ser considerat un agent bioterapeéutic.

També s’ha demostrat que la capacitat d’adheréncia de Lactobacillus als
epitelis, t&é molta relaci6 amb I'espécie de I'hoste, aixi un Lactobacillus d’origen
porci, s’adhereix millor, i amb més quantitat, als epitelis porcins que als epitelis
d’altres espécies animals (23, 141, 163, 166). A més, hi ha especificitat
d’epitelis dins d’'una mateixa espécie, aixi els Lactobacillus d’origen vaginal
s’adhereixen més a l'epiteli vaginal huma que els Lactobacillus d’altres origens

(23, 86, 141, 163, 228).

Ja a l'any 1976 Svanborg Edén et al (216) varen demostrar que les soques d’E.
coli aillades de l'orina de malalts amb pielonefritis simptomatica s’adhereixen
amb més intensitat a les cél.lules de I'epiteli vaginal que les soques d’E. coli
aillades de persones amb bacteriuria assimptomatica. Des d’aleshores, es

considera a 'adheréncia com un factor de viruléncia.

Reid et al (166), opinen que per la realitzacié d’estudis d’adheréncia amb
Lactobacillus, és millor utilitzar cél.lules de I'epiteli vaginal que cel.lules de
I'epiteli uretral, ja que és a la mucosa vaginal on colonitzara I'uropatogen, i és

alla on s’haura de bloquejar la seva adheréncia.
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7.1. Assaigs d’adherencia i de bloqueig de I'adherencia

La capacitat de Lactobacillus per adherir-se i bloquejar I'adheréncia de soques
de patdgens urinaris, genitals i enterals, s’ha demostrat efectiva en diversos
epitelis, des del vaginal huma (23, 29, 141) fins a l'uretral (166), passant per
epitelis de rosegadors (153), de micos (80, 227), d’aus (55, 97), de porcs (21,
78, 145, 205) i en algunes linies cel.lulars (51, 67, 188, 218), i inclus en
diverses superficies i dispositius, en especial els materials plastics (131, 167,

168, 224, 225)

En 'ambit urogenital, les espécies d’'uropatdgens amb les quals s’ha probat la
capacitat de bloqueig de I'adheréncia exercida per Lactobacillus, sén en
general els enterobacteris, en especial E. coli, perd també Proteus mirabilis i
Klebsiella pneumoniae. També s’ha assajat amb Pseudomonas aeruginosa, S.
aureus, S. saprophyticus, Enterococcus spp. i menys vegades amb Candida

spp., Gardnerella vaginalis i Mobiluncus curtisii (23, 29, 80, 141, 142, 227).

Els resultats han estat diferents, segons els métodes emprats en els assaigs i
segons l'origen dels Lactobacillus i de les cél.lules utilitzades. S’ha demostrat
que hi ha soques de Lactobacillus capaces de bloquejar I'adheréncia a les
cél.lules vaginals d’alguns, o molts, uropatdgens; en canvi, altres soques sén
incapaces d’exercir aquest bloqueig. Aquest fet confirma la necessitat de
caracterizar correctament les capacitats de les soques de Lactobacillus

candidates a probiotic.

33



Introducci6

7.2. Tipus de bloqueig de I'adherencia

Segons la majoria d’autors (23, 30, 97, 141, 142, 166, 205), hi ha tres maneres
mitjantcant les quals Lactobacillus pot bloquejar I'adheréncia dels
microorganismes a |'epiteli vaginal, i son:

Bloqueig per Exclusid; Primer s’inocula la soca de Lactobacillus, la qual

s’adhereix a una superficie, i després s’inocula la soca d’'uropatogen. El
que ja esta establert proba d’excloure al segon en arribar. Ha estat el
metode més utilitzat en aquest treball, ja que simula la situacié normal de
la vagina quan arriba un uropatogen disposat a establir una I[U.
Lactobacillus bloqueja l'adheréncia del mircroorganisme nouvingut,
Lactobacillus exclou a l'uropatogen.

Bloqueig per Desplacament; primer s’inocula la soca d’uropatogen dins

'assaig, es permet la seva adhesio, i després s’inocula la soca de
Lactobacillus. EI que arriba en segon lloc proba de desplacar al que ha
arribat primer.

Bloqueig per Competencia; el Lactobacillus i 'uropatogen sén inoculats

al mateix temps dins I'assaig. Hi ha una competéncia entre els dos
microorganismes per poder bloquejar I'adheréncia de l'altre, les dues

soques han arribat a I'hora.
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7.3. Relacions: hemaglutinacié, adherencia i bloqueig de

'adherencia

En un treball anterior Andreu et al (7) van dividir en tres grups, una coleccié de
56 Lactobacillus aillats de vagina humana, segons la seva capacitat
d’hemaglutinacié. Els Lactobacillus del Grup | van aglutinar els hematies
d'ovella, conill i humans a pH 6,2 i perdien aquesta capacitat després de
diversos rentats. S’adherien poc a les CEV. Els Lactobacillus del Grup Il ho van
fer amb els hematies d’ovella i humans, perd no amb els de conill a pH 5,9, 6,2
i 7 i conservaven aquesta capacitat despres de diversos rentats. S’adherien en
gran nombre a les CEV i varen ser identificats, utilitzant una técnica d’hibridacié
de DNA-DNA, com L. jensenii. Els Lactobacillus del Grup lll van aglutinar els
hematies d’ovella, conill i humans a pH 6,2 i 5,9 i conservaven aquesta
capacitat després de diversos rentats. S’adherien en gran nombre a les CEV i

varen ser identificats com L. crispatus.

L’hemaglutinacio és una propietat expresada per algunes soques de
Lactobacillus que es relaciona amb la capacitat d’adhesié (7). Aixi els
Lactobacillus amb més capacitat d’hemaglutinacié acostumen a adherir-se amb

mes intensitat a les cél.lules de I'epiteli vaginal.

S’ha demostrat que hi ha relacié entre la capacitat d’adheréncia i la capacitat

de bloqueig de I'adherencia de patogens (141, 142, 166). Aixi, els Lactobacillus
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amb més capacitat d’adheréncia acostumen a tenir uns resultats millors en els

assaigs de bloqueig de 'adhesid en front de la majoria de patdgens.

S6n multiples els components de la superficie bacteriana que participen en
'adheréncia dels bacteris a les superficies de contacte. Alguns d’aquests
components han estat molt ben caracteritzats i altres molt poc. Respecte a
Lactobacillus, els coneixements que es tenen sobre el mecanismes
d’adheréncia son escassos. Alguns autors han postulat que la mol.lécula
principal responsable de I'adhesioé és 'acid lipoteicoic (30), altres han demostrat
que és un glucid (23, 56) i molts més han trobat que és una proteina (78, 226).
Inclus en un mateix bacteri, L. jensenii s’ha trobat que un carbohidrat és la
principal mol.lécula de I'adheréncia, perd que una lipoproteina explicaria la

seva capacitat d’auto-agregacio (23).

8. LACTOBACILLUS COM A INHIBIDOR DEL

CREIXEMENT MICROBIA

Es abastament conegut que hi ha microorganismes que poden inhibir el
creixement d’altres microorganismes, tant del mateix genere o espécie, com
d’'altres més allunyats filogenéticament (16, 59, 95, 103, 204, 221). S’ha
demostrat que Lactobacillus és capag¢ d’inhibir el creixement de diverses
soques d’uropatdogens i altres microorganismes (16, 59, 100, 128, 138, 139,

140, 141, 142, 143, 166, 169, 195, 199, 204).
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Com en els assaigs de bloqueig de lI'adhesid, en els assaigs d’inhibicié del
creixement, els Lactobacillus mostren diferents intensitats d’inhibicié d’'un
uropatogen (59, 128, 166, 204). Aixi, un Lactobacillus pot inhibir el creixement
d’una soca d’E. coli i no afectar el creixement d’'un P. mirabilis; o bé, un mateix
microorganisme patogen pot ser inhibit per una soca de Lactobacillus i no ser-
ho per una altra. Aquesta variacié pot ser deguda a la heterogenicitat de les

substancies que intervenen en l'inhibicié del creixement (59, 204).

Entre els treballs realitzats per diversos autors hi ha diferéncies importants,
encara que aixd0 podria ser explicat pels diferents métodes utilitzats i per les
variants en les soques estudiades (128). Per aix0, a I'hora de comparar treballs
d’inhibicié de creixement bactaria s’han d’estudiar els materials i métodes amb

profunditat.

8.1. Metodologia dels assaigs d’'inhibicio del creixement

La capacitat d’inhibicio del creixement de Lactobacillus en front diversos
patdogens s’ha assajat segons diferents métodes, tant en medi solid com en
medi liquid. Es tracta d’enfrontar els Lactobacillus contra els patdgens, incubar-
ho i comparar els resultats amb els controls. Aquesta activitat inhibidora es pot
medir qualitativament (inhibeix molt, inhibeix poc o no inhibeix) i

quantitativament. Per quantificar s’han de fer dil.lucions seriades del
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Lactobacillus i comprobar fins a quina dil.lucié hi ha inhibicié del creixement.

Aquest metode és anomenat de la “dil.lucié critica”.

En medi solid existeixen diverses varietats metodologiques, que s’agrupen en
meétodes directes i diferits (16). En el directe s’enfronten al mateix temps els
Lactobacillus (cél.lules viables o filtrats, la majoria de vegades) contra els
uropatdgens, s’incuben i s’observen els resultats. En el meétode diferit
s’enfronten el Lactobacillus (cél.lules viables) contra els uropatdgens, perd
separats per una incubacio; per exemple, en I'assaig en bicapa d’agar (17, 100,
141, 142, 195) els Lactobacillus s’'inoculen en l'agar, es deixa solidificar, es
deposita una segona capa d’agar, s’incuba, i es sembra el patogen sobre la
superficie de la segona capa. També en medi solid, s’han descrit variants dels
meétodes abans explicats, com son: la difusié en agar des d’un disc impregnat
amb el sobrenadant de Lactobacillus (128); la difusi6 des de pous carregats
amb el sobrenadant de Lactobacillus (35, 59, 96, 100, 146, 195, 199, 217, 223),
la difusié en agar des d’'una taca carregada de Lactobacillus (35, 38. 195) i

I'assaig amb més de dues capes d’agar (43, 60).

En medi liquid existeixen menys varietats metodologiques. Basicament
consisteixen en enfrontar dins un brou de cultiu els Lactobacillus contra els
uropatdogens. Els Lactobacillus s'utilitzen en forma de ceél.lules bacterianes
viables o la majoria de vegades, s'utilitzen filtrats d’'un sobrenadant on han
crescut i multiplicat Lactobacillus i on han excretat certes substancies. Es

compara la terbolesa dels assaigs amb la dels controls i els resultats es
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mesuren qualitativament (gens, poc o molt térbol) o quantitativament
(espectofotometres o colorimetres) (36, 141, 142, 146, 194, 195, 199). La
majoria de vegades el medi liquid utilitzat és un brou de cultiu, perd també s’ha

utilitzat orina (128).

8.2. Revisio dels assaigs d’'inhibicio del creixement

En la literatura cientifica hi ha molts treballs que demostren la capacitat de

Lactobacillus d’inhibir el creixement d’altres microorganismes.

Estudiant Lactobacillus d’origen intestinal huma, I'equip de Silva (199) va
observar que Lactobacillus era capag d’inhibir el creixement tant de cocs Gram
positiu com de bacils Gram negatiu, entre ells E. coli, Salmonella spp i
Pseudomonas spp., tant en medi solid com en liquid. Van demostrar que
aquesta inhibicio del creixement no era deguda a I'accio de I'acid lactic o acétic.
Van postular que la substancia activa era una microcina, substancia similar a
les bacteriocines, perd d’'un pes mol.lecular molt inferior (menys de 1.000
Daltons), termoestable i resistent a les proteases. L'equip de Drago (41),
utilitzant Lactobacillus d’origen intestinal huma i assaigs de difusié en agar des
de pous, van comprovar que els Lactobacillus inhibien el creixement d’alguns

enteropatdogens com E. Coli, Salmonella spp i Vibrio cholerae.

Amb Lactobacillus d’origen genital huma, I'equip de Reid (172) va demostrar

amb assaigs de difusié en agar des de disc i de difusi6 en bicapa, que
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Lactobacillus era capag d’inhibir el creixement d’E. coli i que aquesta inhibicio
no era deguda al pH. També I'equip de McGroarty (128) va observar la inhibicio
del creixement d’E. coli per part de Lactobacillus en assaigs en medi solid
(difusi6 en agar des de disc i bicapa) i en liquid, i van detectar que la
substancia activa era termolabil. L'equip de McLean (129), mitjantgcant assaig
en bicapa d’agar i de difusi6 en agar des de pous van demostrar que
Lactobacillus era capag¢ d’inhibir el creixement de G. vaginalis. En els assaigs
en bicapa, la majoria de soques de Lactobacillus van poder inhibir el
creixement de totes les soques de Gardnerella, en canvi en els assaigs de
difusié en agar des de pous, menys soques de Lactobacillus van mostrar
activitat inhibidora del creixement. Al caracteritzar la substancia activa, van

catalogar-la de termoestable.

Altres equips han demostrat que soques de Lactobacillus d’origen alimentari no
lactic, poden inhibir el creixement de diferents patdgens. Lactobacillus carnics
mitjantcant el métode de la difusié en agar des de disc van inhibir soques de S.
aureus i Listeria monocytogenes. (204), o mitjantgant la difusié en agar des de
pous van inhibir soques de S. aureus, Enterococcus faecium i L.

monocytogenes (59).

8.3. Factors inhibidors del creixement

Des dels primers assaigs es va comprovar que els filtrats dels sobrenadants on

havien crescut els Lactobacillus, per tant sense cél.lules viables d’aquest
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bacteri, mantenien la seva activitat inhibidora del creixement (16). D'on es
conclou, que les substancies responsables de la inhibicid del creixement sén

excretades per Lactobacillus.

Diversos autors han observat que, el/s factor/s determinant/s de la inhibici6 del
creixement tenen poca relaci6 amb l'acid lactic, acid acetic i baix pH (41, 59,
128, 141, 142, 172, 195, 199, 204), encara que aquests tenen la seva
importancia in vivo i colaboren, junt amb els factors inhibidors, a que una soca

de Lactobacillus pugui inhibir el creixement d’altres microorganismes.

9. BACTERIOCINES EXCRETADES PER

LACTOBACILLUS

Les bacteriocines son peéptids o proteines amb activitat antimicrobiana
excretades per determinats microorganismes. L'espectre d’accidé antimicrobia
és ample i depen de cada bacteriocina (95). Les bacteriocines excretades per
Lactobacillus juguen un paper fonamental en el mecanisme d’inhibicié del

creixement exercit per aquest microorganisme.

9.1. Definicid i classificacio de les bacteriocines
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9.1.1 Deficinié

Encara que 'home, des de fa segles, d’'una manera casual o inconcient hagi
utilitzat substancies antimicrobianes excretades per microorganismes per
conservar els aliments, no va ser fins al 1988 que la FDA va donar la categoria
de GRAS a la nisina, una bacteriocina excretada per Streptococcus lactis. (60).
Hi ha moltes bacteriocines detectades, caracteritzades, “registrades i
patentades”, en especial les produides pels bacteris de [l'acid lactic
(Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus, Pediococcus, etc..).
Les bacteriocines soén d’utilitat comercial com a biopreservatius dels aliments
(60). Segons Klaenhammer et al. aquestes substancies sén una expressio de
'adaptacié i supervivéncia d’alguns bacteris a ecosistemes molt competitius

(103).

Les definicions de bacteriocina han anat variant al llarg dels anys. A l'inici eren
més estrictes, tancades respecte a les espécies de microorganismes inhibits,
perd a mesura que s’anava estudiant i aprofundint, es van obrir les definicions
al mateix temps que s’ampliava el ventall d’especies bacterianes que podien

ser inhibides.

Aixi Barefoot et al (17), van definir les bacteriocines excertades per un
microorganisme, com proteines o péptids que mostren una activitat bactericida
contra espécies microbianes properes. Onze anys més tard, es proposa la
definici6 de bacteriocina, com proteines bacterianes que inhibeixen

microorganismes pertanyents a espeécies relacionades i també a altres
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espécies no relacionades (146), o be com a compostos bactericides proteinacis

actius contra altres microorganismes, perd en especial contra el propers (94).

La clasificacio també ha anat cambiant, i ampliant-se, després de que cada
equip investigador proposés la seva visié per fer una ordenacié més racional i

adaptada als resultats dels seus experiments

9.1.2. Classificacio

Es presenta una classificacid, basada fonamentalment en dos treballs de
Klaenhammer i Jack, respectivament (95, 104), encara que s’hi afegeixen
conceptes exposats per altres autors que matisen als dos primers (6, 13, 35, ,
44, 96, 100, 193). Segons aquesta classificacié les bacteriocines es divideixen

en quatre classes:

Classe |I: Formada per compostos protéics de baix pes mol.lecular (< 5 kDa),
que contenen animoacids inusuals, modificables postranslacionalment, en
especial lantionina, metil-lantionina, dehidroalanina, D-alanina etc., per aixo
també sén anomenades lantibidtics. La nisina és la bacteriocina més coneguda
de la Classe |, altres son lacticina 481, subtilina, Pep5, epidermina,

gallidermina, etc,.

Classe II: Agrupa a les bacteriocines més comuns, com la pediocina, lactacina,

sakacina, lactococcina, etc... No sén modificables postranslacionalment. Sén

de baix pes mol.lecular (<10 kDa). Contenen d’'uns 30-60 aminoacids, i son els
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aminoacids habituals (no lantionina). Aquests péptids tenen diversos graus
d’hidrofobicitat i sén termoestables. Les bacteriocines de Classe Il es
divideixen en tres subclasses, lla, lIb i llc. En la subclasse lla, les bacteriocines
tenen una sequéncia N-terminal distintiva i s’assemblen a la pediocina
(sakacina A, leucocina A). En la subclasse llb, les bacteriocines tenen dos
components peptidics, la interaccid dels quals forma el complexe actiu
antimicrobia (lactococcina G, lactacina F). En la subclasse llc, les bacteriocines

tenen un grup sulfhidril funcional (lactococcina B).

Classe lll: Soén proteines grans, de pes mol.lecular > a 30 kDa. Sén
termoestables. Inclouen molts enzims extracel.lulars bacteriolitics, com les

hemolisines i les muramidases.

Classe 1V: Sén bacteriocines complexes, en les quals a la part protéica s’hi
afegeixen residus lipidics essencials o hidrats de carbd. Aquesta unié és

indispensable per desenvolupar la seva activitat

9.2. Mecanismes d’accio6 de les bacteriocines

Classe I: El mecanisme d’accid principal és la formacié de canals o poros a
través de la membrana citoplasmatica. Per aquests canals hi ha influxe i efluxe
de mol.lecules. La teoria de que el mecanisme d’accié és provocar grans

ruptures de la paret, similar a I'accié dels detergents, esta poc avalada. Altres
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mecanismes d’accid son la inhibicié de la biosintesi de la paret cel.lular i de

mol.lécules com el DNA, RNA, proteines i polissacarids (95)

Classe |I: Els mecanismes sén menys coneguts. EI mecanisme d’accio principal
és la desestabilitzacié6 de la membrana citoplasmatica, per increment de la
permeabilitat, provocant influxe i efluxe de mol.lecules, en diferents modalitats
segons cada bacteriocina. Per a la Subclasse lla, s’ha contemplat

adicionalment la formacié de canals a través de la membrana (13, 44, 95).

S’ha suggerit que el possible mecanisme de resisténcia a les bacteriocines per
part de bacils Gram nagatiu i cocs Gram positiu, pot estar associat a les

propietats de barrera de la membrana externa i de la paret cel.lular.

9.3. Bacteriocines-like

Les bacteriocines-like, sén substancies produides i excretades per determinats
bacteris de I'acid lactic. Aquestes substancies tenen caracter peptidic, d’'uns 30
a 60 residus amino acids, son catidniques, basiques i especifiques per a cada
especie de bacteri. Les bacteriocines-like mostren dues activitats: de feromona
i antimicrobiana. Actuen com a feromona respecte a les bacteriocines, es a dir,
que indueixen la produccié de la bacteriocina en una soca determinada, i sense
la participacié d’aquest péptid senyalitzador no es produeix la bacteriocina. De
vegades, a més a més, mostren una activitat antimicrobiana, com una

bacteriocina, inhibint el creixement d’espécies bacterianes properes i també
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d’espécies allunyades filogenéticament. Per aquesta rad també s’anomenen

bacteriocina-like (6, 24, 75).

La colicina és la bacteriocina-like més coneguda. Els mecanismes d’acci6 per
aconseguir l'inhibicié del creixement bacteria sén similars als de les
bacteriocines. Els principals mecanismes d’accioé sén: d’'una banda obrir canals
ionics a la membrana citoplasmatica, provocant influxes i efluxes de mol.lécules
i d’altra banda expressar una activitat de nucleasa, un cop ha entrat dins la

cél.lula diana, trencant enllagos entre nucleotids (95).

S’ha publicat que el peéptid plantaricina A, classificat actualment com a
bacteriocina-like, actua com a feremona induint la sintesi de bacteriocines en
una soca de L. plantarum (39, 75), encara que plantaricina A per si mateixa, ja

te activitat inhibidora (6).

10. QUANTIFICACIO | CARACTERITZACIO DE
L'’ACTIVITAT INHIBIDORA DE LES BACTERIOCINES

EXCRETADES PER LACTOBACILLUS
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10.1. Quantificacio

La quantificacid de I'activitat inhibidora del creixement, s’estudia basicament
mitjantcant els assaigs de difusié en agar des de pous, en els quals a la
primera capa d’agar s’inocula una soca indicadora, es sella o0 no amb una
segona capa més prima d’agar estéril i en els pous s'inoculen diferentes
concentracions de substancies inhibidores (35, 59, 96, 100, 146, 195, 199, 217,
223). S’ha demostrat que la variacié en la densitat de la soca indicadora pot
afectar l'activitat de les substancies inhibidores (20). També pot estudiar-se
mitjancant assaigs en bicapa d’agar (17, 100, 141, 142, 195) i en medi liquid
(36, 141, 142, 146, 194, 195, 199), utilitzant plaques de microtitulacio

(microtiter) (43, 44, 75, 96) o tubs (199).

Per facil.litar i millorar la quantificacié d’aquesta substancia inhibidora, els
assaigs es realitzen amb un concentrat de la mateixa. Per obtenir-lo, el
sobrenadant on ha crescut una determinada soca de Lactobacillus, és filtrat per
eliminar els Lactobacillus viables. Aquest filtrat, que contindra el/s factor/s
inhibidor/s (143), es concentra i/o purifica per diferents métodes:

sultrafiltracid: per purificar la substancia i estimar el seu pes mol.lecular,

segons el tall de kDa de la membrana del dispositiu d’ultrafiltracié (17,

53, 143)

«i/o liofilitzacié (132, 143, 220)

si/0 precipitacié6 amb productes quimics (per exemple: sulfat d’amoni) i

dialisi (16, 96, 122, 132, 195, 223, 230)
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si/lo cromatografia, també per separar i purificar segons el seu pes
mol.lecular (filtracié sobre gel) i segons el caracter hidrofilic (fase

inversa) (96, 100, 132, 217)

La finalitat d’questa concentracié és la de treballar amb menys quantitats i
carregar amb facilitat els pous de I'assaig de difusié. Amb aquests concentrats
es fan dil.lucions seriades. Es deixa difondre uns minuts a +4°C i després
s’incuba durant 24 hores, a 37°C, en una atmosfera aerodbica amb un 5% de

CO.. Passat aquest periode, es mesura I'halo d’inhibicio al voltant dels pous.

L’activitat inhibidora es quantifica definint el titol com el corresponent a la
dil.luci6 més alta que mostra una inhibicié completa del creixement de la soca
indicadora. En general, aquesta capacitat inhibidora s’expresa en unitats

dactivitat per mililitre (UA / mL) (16, 35, 38, 59, 91, 94, 100, 223).

10.2. Tractament amb enzims litics

Una variant dels assaigs de deteccié de l'activitat inhibidora, és el tractament
previ del concentrat amb enzims litics, per comprobar si es manté aquesta
activitat o es perd després dels tractaments. Aquests enzims son quasi sempre
proteases, lipases i glicossilases o amilases. Si amb el tractament previ amb
enzims es manté l'activitat inhibidora, es que el factor inhibidor no es una
substancia susceptible de ser trencada per I'enzim en questié. Aixi, es pot

descartar el caracter de la mol.lecula segons I'enzim emprat. Els enzims
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utilitzats, amb més frequiéncia son: tripsina, proteinasa K, pepsina, pronasa,
lipasa, catalasa, glicossilasa, amilasa i lisozima (16, 36, 43, 59, 96, 132, 143,

195, 199, 220, 223, 230).

A més a més, es poden tractar amb els diversos enzims les diferents fraccions
d’ultrafiltracié, amb la finalitat de coneixer quina és la fraccié activa i quina perd

la seva activitat després del tractament enzimatic.

10.3. Caracteritzacio de les bacteriocines mitjantcant SDS-

PAGE

L’electroforesi en gel de poliacrilamida, amb diferents gradients de sodi-dodecil-
sulfat ha estat utilitzada, amb tres objectius principals:
*Comprovar el caracter protéic de les substancies presents en el
sobrenadant esteril d’'un cultiu de Lactobacillus
*Comprovar el resultat del tractament amb enzims litics, és a dir, si
conserva o no el patr6 de bandes electroforétiques després del
tractament enzimatic.
*Observar si hi ha diferencies entre els resultats dels diferents
tractaments enzimatics, és a dir, si hi ha pérdua de bandes
electroforetiques en les mostres de Lactobacillus després del tractament

enzimatic.
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Els metodes utilitzats per realitzar el SDS-PAGE, han estat desenvolupats en
base a diversos articles publicats (99, 111). S’han provat diverses variants
teécniques, com augmentar o disminuir el % d’acrilamida/bisacrilamida dels gels
preparador i separador, i realitzar PAGE sense SDS (ni tan sols el 10%

habitual).

Per validar la técnica de SDS-PAGE com a métode de tractament amb enzims
litics s'utilitza l'albumina com a control intern. Si les condicions sén les
correctes, en els carrils amb albumina apareix una banda, la qual desapareix

en els carrils amb albunima tractada.
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L’objectiu, en sentit ampli, d’aquest treball és el de seleccionar les soques de
Lactobacillus més ben dotades per ser utilitzades com agents bioterapeéutics.
Els objectius inmediats seran els d’estudiar, en una col.leccié de soques de
Lactobacillus, aquelles caracteristiques que es requereixen per ser agents

bioterapéutics, és a dir:

1. Averiguar de la col.lecci6 estudiada, quines soques de Lactobacillus sén

les més capaces d’adherir-se a les cél.lules de I'epiteli vaginal.

2. Determinar de la col.leccié estudiada, quines soques de Lactobacillus

sén les més capaces de bloquejar 'adheréncia d’altres microorganismes

a les cél.lules de I'epiteli vaginal.

3. Comprovar si la capacitat de bloqueig de I'adheréncia, es correlaciona

amb altres capacitats.

4, Averiguar de la col.lecci6 estudiada, quines soques de Lactobacillus sén

les més capaces d’inhibir el creixement d’altres microorganismes.

5. Comprovar si els factors responsables de la inhibicié del creixement son

excretats per Lactobacillus.

6. Comprovar si és factible la concentracié del/s factor/s inhibidor/s del

creixement
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7. Estudiar les caracteristiques del/s factor/s inhibidor/s del creixement.

8. Comprovar si la capacitat d’inhibir el creixement, es correlaciona amb

altres capacitats.

L’objectiu ultim i definitiu sera fabricar dvuls vaginals amb una combinacié de
les soques de Lactobacillus seleccionades que mostrin caraceristiques
complementaries. Estudiar la seva persisténcia in vivo a la vagina humana i
posteriorment, realitzar estudis clinics enfocats a la prevencioé de les infeccions
del tracte urinari i de determinades infeccions del tracte genital com és la

vulvovaginitis candidiasica.
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Resultats — Article 1 — J Infect Dis

ARTICLE 1

Osset J, Bartolomé RM, Garcia E, Andreu A. Assessment of the capacity of
Lactobacillus to inhibit the growth of uropathogens and block their adhesion to

vaginal epithelial cells. J Infect Dis 2001; 183: 485-91.
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Resultats — Article 2 — Med Clin (Barc)

ARTICLE 2

Osset J, Bartolomé RM, Garcia E, Andreu A. Papel de Lactobacillus como

factor protector de la candidiasis vaginal. Med Clin (Barc) 2001; 117: 285-8.
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POSTER 1

Osset J, Bartolomé RM, Andreu A. Inhibitory activity of Lactobacillus against
uropathogens. En: Abstracts of the 97th American Society for Microbiology

General Meeting. Miami Beach, 4-8 de maig, 1997; p. 83 (resum B-315).
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INHIBITORY ACTIVITY OF VAGINAL LACTOBACILLUS AGAINST
UROPATHOGENS.

J. Osset, R.M. Bartolomé, A. Andreu.*
Hospitals Vall d'Hebron. Barcelona. Spain.

Our goal is to determine whether lactobacilli (LB) possesses the ability to inhibit
the growth of uropathogens (UP), in order to study how they could prevent UTI.
We performed an assay measuring the inhibition of the growth, using 15
different human vaginal LB strains (4 strains from our former hemagglutination
Group [, 4 from Group Il and 7 from Ill) against 4 E coli strains, 3 P. aeruginosa,
3 P. mirabilis, 3 K. pneumoniae, 3 S. aureus, 3 S. saprophyticus, 3
Enterococcus spp. and 3 Candida spp.. All UP came from women with UTI and
under 45 years old.

In the solid assay, only one LB strain (AA 35 from Group llI) shown an inhibitory
activity able to inhibit the growth of all UP except 2 E. coli and 3 Candida. The
other Group lll strains showed different degrees of activities, but not as good as
AA 35. Some Group | LB showed moderately inhibition in front of some UP. LB
from Group Il has not shown any inhibitory power. In the liquid assay, a very
strong inhibitory activity was shown in all Group Ill LB in front of every UP,
except Enterococcus which was inhibited moderately, and Candida which was
not inhibited at all. Also with this assay the majority of LB Group Il and |
showed a good inhibitory power.

We concluded that: (1) LB from Group Il and | have more inhibitory activity in
front of UP than LB from Group Il. (2) The inhibitory activity is expressed better
in liquid assays than in solid assays. (3) For the moment, the best candidates to
be used as a probiotic are Group Il LB, since previously they have showed
good adherence to vaginal cells, and now show high inhibitory activity.
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Quasi tots els apartats que hi ha en aquest pdster, s’han publicat posteriorment
més ampliats en l'article que s’inclou, correponent al Journal of Infectious
Diseases de I'any 2001. Per aquesta rad i per no duplicar la informacio, només
es tractara l'apartat del SDS-PAGE que unicament es va presentar a la

comunitat cientifica en forma de pdster i no es va incloure a la publicacio.
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OBJECTIUS

Comprobar si les substancies inhibidores excretades per Lactobacillus sén de

caracter proteéic.

MATERIAL | METODES

Soques: S’han utilitzat sobrenadants filtrats de 15 soques de Lactobacillus,
quatre del Grup d’Hemaglutinacié | (LB5, LB21, LB30 i LB55), quatre del Grup Il
(LB25, LB56, LB59 i LB68) i set del Grup Il (LB11, LB28, LB35, LB38, LB39,

LB41 i LB65).

SDS-PAGE: S’ha realitzat amb el sistema d’electroforesi Protean Il (BioRad).
Com a controls de mostra s’ha utilitzat el brou MRS sense inocular. Com a
controls de pes mol.lecular, s’ha utilitzat un estandard comercial (SDS-PAGE
Molecular Weight Standards, Broad Range; BioRad), amb un rang de 6,5 a 200
kDa. Les concentracions d’acrilamida/bis-acrilamida en el gel separador i el
preparador han estat del 12% i 4%, respectivament. Les tincions s’han realitzat

amb blau de Coomasie.

RESULTATS

En els carrils amb mostra de filtrat de Lactobacillus s’han observat bandes

entre la franja de 30 i 60 kDa, que han estat més especialment intenses en les

81



Resultats — Poster 1 — ASM 1997

mostres corresponents als Lactobacillus: LB11, LB35, LB38, LB41 i LB65 del
Grup lll, i a la corresponent al Lactobacillus LBS del Grup I. A més, les mostres
dels Lactobacillus LB11, LB35, LB38 i LB41 presenten una banda intensa,
d'uns 45 kDa, que no s’observa en les altres soques. Les bandes dels
Lactobacillus del Grup Il han estat més ténues. LB55, del Grup I, ha presentat
una banda entre els 116 i 200 kDa. Els Lactobacillus LB30 i LB68 no han

presentat cap banda. En els carrils de control no s’ha detectat cap banda.

DISCUSSIO | CONCLUSIONS

Els Lactobacillus LB5, LB11, LB35, LB38, LB41 i LB65, que havien demostrat
un potent poder inhibidor en els assaigs d’inhibicié del creixement dels
uropatdogens, tant en medi solid com en liquid, han mostrat bandes entre 30 i
60kDa. Aquestes bandes han estat menys intenses en els Lactobacillus del
Grup Il, en general poc inhibidors del creixement, aixi com en la resta de
Lactobacillus dels Grups | i lll. Les soques amb menys poder inhibidor LB30 i
LB68, no han mostrat cap banda. Aquests fets suggereixen que la/les

substancia/es inhibidora/es son de caracter proteic.
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POSTER 2

Osset J, Bartolomé RM, Andreu A. Inhibitory activity and adherence blockage
of vaginal Lactobacilllus against C. albicans. En: Program and Abstracts of
International Congress of Sexually Transmitted Diseases and Research.

Sevilla, 19-22 d’octubre, 1997; p. 174 (resum P 671).
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INHIBITORY ACTIVITY AND ADHERENCE BLOCKAGE OF VAGINAL

LACTOBACILLUS AGAINST C. ALBICANS

J. Osset, RM Bartolome, A. Andreu
Microbiology Dept. Hospitals Vall d'Hebron. Barcelona. Spain.

Objective: Our goal is to determine whether lactobacilli (LB) possesses the
ability to inhibit the growth of C.albicans, as well as to block its adhesion to
vaginal epithelial cells (VEC), in order to prove that could prevent vaginal
candidiasis.

Methods: We devised 2 assays. The first one measure the inhibition growth of
C.albicans, using 15 different human vaginal LB strains (4 from our former
haemagglutination Group I, 4 from Group Il and 7 from lll) against 3 C. albicans
strains. A solid and liquid assay was performed. The second consisted of an
adherence blocking assay, using VEC collected from 2 volunteers, 15 LB
strains and 1 C.albicans. The blocking effect was determined by comparing the
mean of C.albicans attached to 50 VEC with and without the addition of LB.
Results: Growth inhibition assay: In liquid assay LB from Group Il showed a
low inhibition activity, mean 0.42 (range 0-2); whereas LB from Group Il and |
showed a better degree of activity, mean 0.75. In the solid assay none of LBs
from Group lll, 1l and | inhibited the growth of C.albicans, mean 0.

Adhesion blocking assay: 5 LB strains from Group Il showed a significant
blockage of the adherence of C.albicans to VEC, whereas this interference was
only produced by 2 LB strains from Group | and 1 strain from Group II.
Conclusions: (1) LB have a very low inhibitory activity in front of C.albicans. (2)
The majority of strains from Group Ill are able to block in some degree the
adherence of C.albicans to VEC. On the contrary, this blockage was only
observed in few strains from Groups | and Il. (3) Our results suggest that
vaginal LB do not seems to play a significant role in the prevention of vaginal
candidiasis.
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Tots els apartats que hi ha en aquest pdster, s’han publicat posteriorment i molt
més ampliats en l'article correponent a Medicina Clinica, de I'any 2001. Per
aquesta rad i per no duplicar la informacio, s’ha pensat adient no exposar

ampliament aquest poster.
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POSTER 3

Osset J, Bartolomé RM, Andreu A. Estudio del bloqueo que Lactobacillus
ejerce sobre la adhesion de los uropatogenos al epitelio vaginal. En: Programa
y Resumenes del VIll Congreso de la Sociedad Espafiola de Enfermedades
Infecciosas y Microbiologia Clinica. Palma de Mallorca, 24-27 de maig, 1998; p.

214 (resum 22-9).
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ESTUDIO DEL BLOQUEO QUE LACTOBACILLUS EJERCE SOBRE LA
ADHESION DE LOS UROPATOGENOS AL EPITELIO VAGINAL.

J. Osset*, RM Bartolomé, A. Andreu.

Servei de Microbiologia. Hospitals Vall d'Hebron. Universitat Autonoma de
Barcelona. Barcelona.

Objetivos: Estudiar la capacidad que poseen diferentes cepas de Lactobacillus
(LB) para bloquear la adhesion de distintos uropatégenos (UP) a las células del
epitelio vaginal (CEV).

Métodos: CEV, lavadas y congeladas, de 2 voluntarias. 15 cepas de LB
aisladas de vagina humana, agrupadas en anteriores ensayos segun su poder
hemaglutinante y adhesivo: 4 LB del Grupo I, 4 del Grupo Il y 7 del Grupo Ill. 7
UP aislados en mujeres con infeccion urinaria: 1 E. coli, 1 P. mirabilis, 1 K.
pneumoniae y 1 P. aeruginosa, 1 S. aureus, 1 S. saprophyticus y 1 Enterococo.
El efecto bloqueante se determind por comparacion de las medias de los UP
adheridos a 50 CEV preincubadas o no con LB. A la comparacion de medias,
en cada ensayo, se le asignd un valor: 1 si la diferencia resulté
estadisticamente significativa (p<0,05) y 0 si resultd no significativa. Se calculo
una media de los valores para cada cepa y Grupo de LB.

Resultados: La capacidad de bloquear la adhesion de los BGN a las CEV fue:
para LB Grupo Il 0,82 y para LB Grupo Il y I 0,81. K. pneumoniae y P.
aeruginosa fueron bloqueados por las 15 cepas de LB, mientras que E. coli fue
bloqueado por 13 y P. mirabilis por 6. Si se analizan los LB del Grupo lll, su
actividad no fue uniforme ya que todos bloquearon a E. coli, K. pneumoniae y
P. aeruginosa, mientras que unicamente 2 bloquearon a P. mirabilis. La
capacidad de bloquear la adhesion de los CGP a las CEV fue: para LB Grupo
Il 1y paralB Grupo Il y | 0,83. S. saprophyticus fue bloqueada por los 15 LB
mientras que S. aureus y Enterococo fueron bloqueados por 13. Los LB del
Grupo Ill bloquearon la adhesion de todos los CGP. Las medias obtenidas al
analizar conjuntamente BGN y CGP fueron: Grupo Ill 0,91y Grupos Il y | 0,82.
Conclusiones: (1) LB Grupo lll presentaron la mayor capacidad bloqueadora,
seqguidos del Grupo | y Grupo Il. (2) El poder bloqueante de LB fue mayor frente
a CGP que a BGN (3) Al ser la actividad bloqueadora de la adhesion vaginal,
uno de los requisitos exigidos a un LB para ser utilizado como probidtico,
ciertos LB del Grupo lll parecen los candidatos mas idoneos para ello.
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Tots els apartats que hi ha en aquest pdster, s’han publicat posteriorment i molt
més ampliats en l'article correponent al Journal of Infectious Diseases, de I'any
2001. Per aquesta rad i per no duplicar la informacié, s’ha pensat adient no

exposar ampliament aquest poster.
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POSTER 4

Osset J, Garcia E, Bartolomé RM, Andreu D, Valero ML, Andreu A.
Caracterizacién de las sustancias antibidticas excretadas por Lactobacillus.

Enferm Infecc Microbiol Clin 2000; 18 (supl 1): 7 (resum 23).
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CARACTERIZACION DE SUSTANCIAS ANTIBIOTICAS EXCRETADAS POR
LACTOBACILLUS.

Osset J., E. Garcia, R.M. Bartolomé, 1D. Andreu, ML Valero, *A. Andreu.

Servei de Microbiologia. Hospitals Vall d'Hebron. Barcelona. 'Departament de
Quimica Organica. Universitat de Barcelona.

Objetivos: Determinar el perfil de ciertas sustancias con poder antimicrobiano,
excretadas por Lactobacillus (LB), mediante la caracterizacion de su peso
molecular, estabilidad frente a distintas temperaturas, periodos de tiempo y
diferentes enzimas liticas.

Métodos: Las cepas de LB (LB11 y LB35) se cultivaron en caldo MRS, este se
esterilizé por filtracion (0,22 um) y se fracciond por ultrafiltracion (membrana de
5 kDa). 1 mL de cada fraccién (total, inferior y superior a 5 kDa) se liofilizd y se
resuspendido con 100 uL de PBS o de tampones para lisis enzimatica. La
actividad de las diferentes fracciones fue determinada mediante la medicién del
halo de inhibicién del crecimiento de E. coli EC16, en un ensayo de difusién en
placa de agar columbia a partir de pocillos inoculados. Se realizaron ensayos
tras el tratamiento de las muestras a 100° C, 1 afio de conservacion y enzimas
como pronasa, pepsina, tripsina, proteinasa K, glicosilasa y lipasa. Se practicé
SDS-PAGE con albumina, con y sin tratar mediante distintas enzimas
proteoliticas, para comprobar las condiciones de lisis.

Resultados: Las sustancias excretadas por estos LB resultaron ser de un peso
molecular < 5 kDa. No hubo pérdida de actividad despues de tratarlas a
elevadas temperaturas, durante largos periodoas de tiempo, ni con enzimas
proteo, gluco vy lipoliticas. Las condiciones de reaccién fueron correctas, puesto
que la banda de 70 kDa, correspondiente a albumina, desaparecias de las
muestras tratadas con enzimas liticas.

Conclusiones: Estas dos cepas de LB han sido previamente caracterizadas
por nosotros y presentan propiedades requeridas para ser utilizadas como
probioticos. La(s) sustancia(s) que secretan presenta(n) un perfil que podria
corresponder a péptidos o sustancias relacionadas.
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Tots els apartats que conté aquest poster, no han estat publicats en forma
d’article a cap revista cientifica. Per aquesta rad, s’exposen detalladament a

continuacio.
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OBJECTIUS

L’'objectiu és el de determinar el perfil d’algunes substancies amb poder
antimicrobia, excretades per Lactobacillus, mitjantgant la caracteritzacio del seu
pes mol.lecular, la naturalesa quimica i [I'estabilitat enfront diverses

temperatures i diferents periodes de temps.

MATERIAL | METODES

Soques:

Per aquest estudi es varen seleccionar les soques de Lactobacillus LB11 i
LB35 que pertanyen al Grup d’Hemaglutinacié Ill, caracteritzat pel nostre equip
(7) i que posseeixen una gran activitat inhibidora del creixement microbia (138,
139, 140). Els assaigs d’inhibicié del creixement microbia s’havien fet en medi
solid i liquid. En medi solid, Lactobacillus LB11 havia inhibit el creixement de 3
dels 8 patogens: de forma completa a Pseudomonas aeruginosa PAO5, i de
forma parcial a Staphylococcus aureus SA11 i a Enterococcus spp. E15;
Lactobacillus LB35 havia inhibit de forma completa el creixement de tots els
patogens, excepte a Candida albicans Y17, essent aquest Lactobacillus LB35
I'dnic capacg d’inhibir el creixement de la soca d’Eschericia coli EC16. En medi
liquid, la soca LB11 havia obtingut percentatges de transmitancia superiors al
70% en front totes les soques, excepte Proteus mirabilis PM01, Enterococcus

E15 i C. albicans Y17; la soca LB35 va aconseguir uns percentatges de
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transmitancia superiors al 70% en front totes les soques, excepte Klebsiella

pneumoniae KP08, Enterococcus E15 i C. albicans Y17.

Abans de la seva Uutilitzaci6 en els diferents assaigs, les soques de
Lactobacillus va ser cultivades en brou MRS, incubant-se a 37° C, en un 5% de

COg9, durant 48 hores en un primer cultiu i durant 24 hores en un segon

subcultiu. La soca d’E. coli EC16, utilitzada com a control, va ser cultivada en

brou Cervell-Cor, incubant-se a 37° C, en atmosfera aerobica, durant 24 hores.

Fraccionament per ultrafiltracio:

El segon subcultiu de Lactobacillus va ser esterilitzat per filtracid (0,22 pm,
Millipore) i fraccionat per ultrafiltracié. Primer i només per estandaritzar la
técnica d'ultrafiltrat, es va utilitzar una membrana que deixava passar
substancies de pes mol.lecular inferior a 10 kDa (Ultrafree 0,5 - Biomax 10,
Millipore). Posteriorment es va utilitzar una membrana de 5 kDa (Ultrafree 15 -
Biomax 5, Millipore), amb la qual es van obtenir dues fraccions: la inferior a 5
kDa i la superior a 5 kDa de pes mol.lecular, a més de la Total sense
fraccionar. Posteriorment es van liofilitzar aliquotes d’'un mL de cada una de les
tres fraccions. El concentrat resultant de la liofilitzacid es va resuspendre en
100 uL de PBS o 100 uL dels tampons adients per a cada reaccié de lisi
enzimatica, obtenint-se dil.lucions 1:10. Aquestes dil.lucions es van conservar a
-24° C fins als assaigs de difusio en agar des de pous o de tractament

enzimatic.
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Assaig de difusio en agar des de pous:

La capacitat d’inhibicié del creixement microbia exercida per les dil.lucions dels
liofilitzats dels sobrenadants fraccionats i totals dels cultius de Lactobacillus, es
va determinar medint I'halo d’inhibici6é del creixement de la soca indicadora E.
coli EC16, mitjantgcant I'assaig de difusié en agar des de pous.

Medi: Columbia agar base (Difco) + 0,5% d’extracte de llevat (BBL).

1a Capa: Es fonen 20 mL del medi, s’atempera a 50° C. S’inoculen 1 x 104
UFC/mL d’E. coli EC 16. S’agita i es dispensa en una placa de Petri. Es deixa
solidificar.

2a Capa: Es fonen 7 mL del mateix medi, es dispensen sobre la 1a capa. Es
deixar solidificar.

Pous: Es practiquen de vuit a nou pous de 9 mm diametre. A cada pou es
dispensen 100 uL de la fracci6 tractada. Com a control, en un pou de cada
placa es dispensa la mateixa quantitat de fraccid, sense tractar.

Incubacid: Per afavorir la difusio de la substancia inhibidora dins I'agar, s’incuba
la placa a 4° C, durant 2 hores. Posteriorment s’'incuba a 37° C, en un 5% de
CO2, durant 24 hores.

Lectura: A les 24 hores es mesura el diametre de I'halo d'inhibicié del
creixement de la soca indicadora E. coli EC16, al voltant de cada pou on s’ha
inoculat la substancia inhibidora excretada pel Lactobacillus. Es considera que
hi ha inhibicié del creixement, quan el diametre d’halo inhibitori és superior a 11
mm o similar al diametre d’inhibicié al voltant del pou on hi ha la soca de

Lactobacillus sense tractar.
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Carga minima del pou:

Préviament a I'assaig anteriorment descrit, va ser necessari conéixer el nivell
minim de carga que s’ha d’inocular en un pou de 9 mm de diametre, per
observar-hi la inhibicié del creixement de la soca control. Per aixo es va utilitzar
l'assaig de difusi6 en agar des de pous, els quals es carregaven amb
concentracions diferents i descendents de les fraccions d'ultrafiltracid
liofilitzades, i es media 'halo d’inhibicié. Aquesta concentracié minima es va
expresar en ulL/pou. Aixi, en els futurs assaigs, cada pou havia de ser cargat
com a minim, amb aquesta quantitat per poder garantir la inhibicié del

creixement.

Determinaci6 de I'activitat inhibidora:

L’activitat inhibidora, es quantifica definint el titol com el corresponent a la
dil.lucié més alta que mostra una inhibicié completa del creixement de la soca
indicadora. En general, aquesta capacitat inhibidora s’expresa en unitats
d’activitat per mililitre (UA/mL), donat que va ser 1 mL la quantitat inicial que es

va fraccionar per ultrafiltracié (16, 35, 38, 59, 91, 94, 100, 223).

Amb l'assaig de difussié en agar des de pous es va realitzar la quantificacioé de
I'activitat de les fraccions liofilitzades, amb dil.lucions dobles seriades, utilitzant
PBS a pH 7,0. La dil.lucid inicial va ser 1:10, després 1:20, 1:40, 1:80 i aixi
successivament. Després de I'assaig es mesura I'halo d’inhibicio, i s’observa
fins a quina dil.lucié hi ha inhibicié del creixement de la soca control. Aixi es

determina I'activitat inhibidora de cada soca.

110



Resultats — Poster 4 — SEIMC 2000

Tractaments:

Es van realitzar per coneixer la sensibilitat o resisténcia de les fraccions
d’ultrafiltracié liofilitzades dels Lactobacillus LB11 i LB35 a les seguents
condicions:

Calor: 100° C durant 20 minuts.

Autoclavat: 121°C durant 15 minuts.

Temps de conservacio: —70° C durant 1 any.

Enzims litics: pronasa (2 mg/mL), pepsina (3,3-6,6 mg/mL), tripsina (2 mg/mL),
proteinasa K (1 mg/mL), lisozima (6,6 mg/mL), N-glicosilasa-F (38,5-99 U/mL),
a-amilasa (4-6,6 mg/mL) i lipasa (900-1900 U/mL) (Boehringer Manheim). Els
enzims es van afegir a les dilucions dels liofilitzats fins arribar a la concentracié
recomanada per cada enzim. En diversos enzims es van utilitzar dues
concentracions finals, la recomanada per la literatura i el doble d’aquesta. Les
dilucions es van incubar a 37° C durant 60', seguint meétodes ja ressenyats per

diversos autors. (16, 36, 43, 59, 96, 132, 195, 199, 220, 223, 230)

Després dels diferents tractaments fisics i quimics, es va comprobar si les
fraccions liofilitzades mantenien l'activitat antimicrobiana, mitjantcant assaigs
de difusié en agar des de pous. Com a control es va utilitzar una mostra amb

tampo de reaccidé sense enzim.

Una fraccié liofilitzada es va considerar resistent al tractament, quan

s’observava la presencia d’halo d’inhibicid, és a dir, si conservava la seva
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capacitat antimicrobiana. A la inversa, una fraccio liofilitzada es va considerar
sensible al tractament, quan I'halo era molt petit o no s’observava, és a dir,

quan havia perdut la seva activitat antimicrobiana.

SDS-PAGE:

L’electroforesi en gel de poliacrilamida ha estat utilitzada amb dos objectius: 1)
Validar la técnica de tractament amb enzims litics, és a dir, demostrar que les
condicions, amb les quals es portaven a terme els assaigs de tractament amb
enzims litics, eren les adients. Aixd es demostrava si la banda electroforética
corresponent a l'albumina desapareixia després del tractament litic. 2)
Comprovar el resultat del tractament amb enzims litics dels sobrenadants
filtrats de cultius de Lactobacillus, és a dir, comprovar si la mostra conserva o
no el patré de bandes electroforétiques caracteristic, després del tractament

enzimatic.

Els materials i métodes utilitzats per realitzar el SDS-PAGE, han estat
desenvolupats en base a diversos articles publicats (5, 99, 111, 186, 187, 191) i
amb el sistema d’electroforesi BioRad mini Protean II® (BioRad). Els gels
separador i preparador s’han preparat amb unes concentracions
d’acrilamida/bis-acrilamida del 12% i 4%, respectivament. Les tincions s’han
realitzat amb blau de Coomasie. A més dels controls de pes mol.lecular (Broad
Range Standards, 200 - 6,5 kDa, BioRad), s’han utilitzat diversos controls de
mostres, segons els SDS-PAGE, aixi en les electroforesis amb albumina, els

controls han estat 'enzim litic i la mateixa albumina sense tractar; en canvi, en
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les electroforesis amb soques de Lactobacillus, els controls han estat el medi

MRS sense inocular i el mateix filtrat sense tractar.

En els SDS-PAGE realitzats com a eina de validaci6 de la técnica de
tractament amb enzims litics, es va utilitzar albumina, fraccié V (Merck) a una

concentracio de 0,1 mg/mL i pepsina a una concentracié 6 mg/mL.

Pel que fa als SDS-PAGE amb filtrats dels cultius de Lactobacillus i enzims
litics, en una fase inicial es van fer electroforesi amb les 15 soques de la
col.leccio, pero en la fase estandaritzada es van utilitzar basicament els
Lactobacillus LB11 i LB35, en les diferents fraccions actives (< 5 kDa i Total).
Pel que fa als enzims litics, amb proteinasa K a una concentracié d’1 mg/mL es
van realitzar 16 gels, amb pepsina a una concentracié de 3,3 mg/mL es van
realitzar sis gels i amb tripsina a una concentracié de 2 mg/mL es van realitzar
cinc gels. Un problema va ser la dificultat de visualitzar les bandes
corresponents a les substancies de baix pes mol.lecular (<15kDa). Per
corretgir-ho es va realitzar la técnica de SDS-PAGE en un gel separador amb
més concentracié d’acrilamida/bisacrilamida (Anderson i cols. 83, Schagger i

cols. 87). No es va resoldre el problema.

Cromatografia:

Es va utilitzar la técnica de cromatografia en fase inversa (High Performance

Liquid Cromatography -HPLC- reverse phase), com diversos autors han realizat
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(96, 132, 217) per a purificar i separar les substancies inhibidores segons el

seu caracter hidrofdbic o hidrofilic.

Es practica cromatografia del sobrenadant esteril ultrafiltrat de la fraccié de pes
mol.lecular inferior a 5 kDa, dels Lactobacillus LB11 i LB35 cultivats en el medi
MRS. Donat que el medi MRS és ric en péptids i els pics cromatografics
d’aquests interferien en la identificacio els pics cromatografics de les probables
substancies actives, es va treballar amb fraccions, les quals agrupaven
diversos pics cromatografics que podrien correspondre tant a peptids del medi,

com a probables substancies actives.

Les fraccions obtingudes es varen numerar segons I'ordre d’aparicié en I'elucio,
donat que elueix més aviat una substancia hidrofilica que una d’hidrofobica,
llavors la fraccié 1 és la més hidrofilica. Amb les diverses fraccions resultants
es va realitzar 'assaig de difusié en agar des de pous, per determinar quina era
la fraccié cromatografica amb activitat inhibidora. Com a control es van utilitzar
pous carregats amb el medi de cultiu. A la fraccié activa se li van realitzar una
segona cromatografia. Les subfraccions obtingudes es varen numerar segons
I'ordre d’aparicio, aixi la subfraccié 1 és la més hidrofilica. Amb les subfraccions
cromatogafiques resultants es va practicar un segon assaig de difusié en agar
des de pous, per tal d’observar quina era la subfraccié cromatrografica amb

activitat inhibidora.
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RESULTATS

En les 14 ultrafiltracions amb la membrana de 5 kDa, es van obtenir dues
fraccions, la > a 5 kDa i la < a 5 kDa. Aquestes dues fraccions, juntament amb
la fraccid total, que va servir de control, constitueixen les tres fraccions amb les
que es va assajar la presencia d’activitat inhibidora del creixement. En els 9
assaigs de difusié en agar des de pous practicats es va comprobar que les
fraccions amb més capacitat d’inhibicié van ser les < a 5 kDa i les totals. Durant
la primera fase d’estandaritzacio, quan la membrana utilitzada era de 10 kDa,
en els 4 assaigs practicats les fraccions més actives van ser les < 10 kDa i les

totals.

En els 5 assaigs de difusié en agar des de pous practicats, es va establir que la
carga minima d’un pou, per detectar activitat inhibidora del creixement era de
45 uL pel Lactobacillus LB11 i de 40 uL pel Lactobacillus LB35. Per garantir la
inhibicié del creixement, cada pou ha de ser cargat com a minim, amb aquesta

quantitat.

En els 11 assaigs de difusié en agar des de pous realitzats, es va establir que
I'activitat inhibidora del Lactobacillus LB11 era de 20 UA/mL ja que es va
detectar inhibicid en el pou corresponent a la dil.lucié 1:20. Pel Lactobacillus

LB35 l'activitat inhibidora era de 40 UA/mL.
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En els assaigs de difusié en agar des de pous practicats, es va observar que
I'activitat de la substancia inhibidora excretada pels Lactobacillus LB11 i LB35,
es va mantenir després dels tractaments amb calor a la temperatura de 100°C
(4 assaigs), autoclavat a la temperatura de 121°C (2 assaigs) i després d’un
any de conservacié a —70°C (2 assaigs). També es va comprobar que l'activitat
inhibidora resistia el tractament amb tots els enzims litics estudiats: pepsina (13
assaigs), proteinasa K (7 assaigs), N-glicosilasa-F (6 assaigs), tripsina (4
assaigs), pronasa (4 assaigs), a-amilasa (4 assaigs), lisozima (2 assaigs) i

lipasa (2 assaigs).

En els 14 assaigs de SDS-PAGE practicats amb els filtrats dels cultius
Lactobacillus tractats o no amb enzims litics, les bandes entre 60 kDa i 30 kDa
van desapareixer en les mostres tractades amb proteinasa K i amb pepsina, en
canvi amb tripsina aquesta desaparici6 va ser menys clara o no van

desaparéixer.

Els quatre assaigs de SDS-PAGE practicats amb l'albumina tractada o no amb
pepsina, van permetre demostrar que les condicions dels assaigs de tractament
amb enzims litics eren correctes, ja que en els carrils amb albumina sense
tractar es va observar la banda corresponent a I'albumina (70 kDa), mentre que

en els carrils amb albumina tractada va desapareixer.

En la primera cromatografia es van obtenir 5 fraccions del Lactobacillus LB11 i

11 fraccions del Lactobacillus LB35. En els dos Lactobacillus, la fraccid 1 és la
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que va mostrar inhibicié de creixement en els assaigs de difusié en agar des de
pous. Aquesta fraccié de cromatografia correspon a mol.lecules amb caracter
més hidrofilic. La segona cromatografia es va practicar exclusivament a la
fraccié cromatografica activa del Lactobacillus LB11 (fraccié 1). De les 47
subfraccions cromatografiques resultants, es va detectar activitat inhibidora en
les subfraccions 5, 6, 7 i 8, resultat que indica que la part amb capacitat

d’inhibicio del creixement posseeix un marcat caracter hidrofilic.

Els resultats dels diversos assaigs, s’esquematitzen en la seglent taula.

Fraccié Activitat  Carga Fraccié Subfraccié

Lactobacillus Activa (pous) Inhibidora Minima Activa (HPLC) Activa (HPLC)

LB11 <5 kDa 20 UA/mL 45 L 1 5-8

LB35 <5 kDa 40 UA/mL 40 pL 1 ND

ND: No determinat.

DISCUSSIO | CONCLUSIONS

Les soques de Lactobacillus LB11 i LB35, previament caracteritzades per
aquest equip (138, 139, 140), mostren diverses propietats per ser utilitzades
com probiotics: gran capacitat d’adheréncia a les CEV i de bloqueig de
'adheréncia dels uropatdogens a aquest epiteli i alt poder d'inhibicié del

creixement microbia.
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Mitjantcant el fraccionament del concentrat liofilitzat del sobrenadant dels
Lactobacillus i posteriors assaigs de difusié en agar des de pous, s’ha estimat
que el pes mol.lecular de les substancies inhibidores produides pels
Lactobacillus LB11 i LB35 és < a 5 kDa. Posteriorment, per técnica de
cromatografia en fase inversa i comprovacid de l'activitat de cada fraccié
cromatrografica mitjantgcant I'assaig de difusi6 en agar des de pous, s’ha
demostrat que les fraccions actives son les més hidrofiliques, reforcant-se el
postulat de que podrien correspondre a péptids. A més, el fet que el liofilitzat
del Lactobacillus LB35 fos més actiu que el del LB11, amb una diferéncia de 40
UA/mL enfront 20 UA/mL, confirma resultats previs, ja que Lactobacillus LB35
en l'assaig de difusi6 en agar des de pous conseguia inhibir amb menys
carrega que el LB11 el creixement de la soca indicadora i en els assaigs
d’inhibicié del creixement, LB35 es va mostrar com el més inhibidor dels

diversos uropatdgens, tant en medi liquid com, principalment, en medi solid.

Les substancies inhibidores han resultat ser termoestables, cronoestables i
resistents a 'autoclau. A la literatura, hi ha una certa diversitat pel que fa a la
caracteritzacié de les bacteriocines. Alguns autors en descriuen de termolabils i
altres de termoestables; unes son resistents a l'autoclavat, mentre que altres
perden el 75% de la seva activitat despres d’autoclavar-les. Unes tenen pesos
mol.leculars estimats < a 5 kDa, i altres > a 10 kDa (17, 35, 59, 132, 220, 223,

230).
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En aquest treball les substancies inhibidores han resultat totalment resistents
als enzims litics (proteinases, amilases i lipases). En canvi, en la literatura hi ha
bastanta unanimitat en la sensibilitat a la majoria d’enzims proteolitics, amb o
sense sensibilitat afegida als enzims que trenquen glucids o lipids (17, 35, 59,

132, 220, 223, 230).

Per la téecnica de SDS-PAGE s’ha detectat la desaparicié de bandes en les
mostres de Lactobacillus tractades amb proteinasa K i pepsina, el que indica
que aquestes bandes son de caracter protéic. Aquesta desaparicio de bandes
ha estat menys evident en les mostres de Lactobacillus tractades amb tripsina,
enzim més especific que només hidrolitza enllagos peptidics on el primer

aminoacid és arginina o lisina (4).

El fet que la técnica de SDS-PAGE no donés prou poder de ressolucid per les
bandes amb pes mol.lecular inferior a 15 kDa, fa que no es pugui saber si les
fraccions amb més activitat inhibidora sén sensibles o no als tractaments amb

enzims litics.

El SDS-PAGE amb l'albumina tractada i no amb enzims proteolitics, ha permés
demostrar que les condicions de les reaccions enzimatiques proteolitiques eren
les correctes. Aquestes mateixes condicions s’han aplicat en el tractament dels

ultrafiltrats liofilitzats amb enzims litics.
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Analitzant conjuntament aquestes propietats, es pot postular que la/es
substancia/es que secreten els Lactobacillus LB 11 i LB 35 presenta/en un

perfil que podria correspondre a péptids molt petits o substancies relacionades.
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V. DISCUSSIO

121



Discussio

122



Discussio

Es ben coneguda la capacitat de Lactobacillus com agent probiotic de I'aparell
digestiu (155, 32, 40, 69, 63, 66, 93, 130, 136, 221), en canvi, esta menys
estudiat el seu potencial com a probiotic de I'aparell genito-urinari, on dues
malaties, com la infecci6 del tracte urinari i la vulvovaginitis candidiasica, tenen

una repercussio socio-laboral importantissima.

En I'aparell genito-urinari, un agent probiodtic es defineix com una preparacié de
microorganismes vius, que utilitzats intravaginalment restitueixen [I'equilibri

ecologic de la flora i prevenen infeccions. (127).

Per tal que un agent sigui eficag com a probidtic microbia en l'aparell genito-
urinari és indispensable que les soques bacterianes que el composen estiguin
correctament caracteritzades (3, 7, 31, 65, 184), d’acord amb uns criteris de
seleccid establerts préviament (3, 56, 65, 124, 127, 141, 142). Es a dir, com
agent bioterapéutic s’han d’escollir aquelles soques que acumulin el maxim de
caracteritiques favorables, per desenvolupar-se en una flora i en un contexte
fisiologic concret, i exercir les funcions probiotiques de la manera més

optimitzada.

Aquest treball ha pretés aprofondir en el coneixement dels mecanismes pels
quals Lactobacillus és el microorganisme essencial de I'ecosistema vaginal
huma, tant per la conservacio, proteccio i I'equilibri de la flora que li és propia,
com per la regeneracié de la mateixa. Es a dir, a pretés a partir d’'una col.leccié

de Lactobacillus, caracteritzar les seves propietats per tal de poder acabar
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seleccionant les soques amb més potencial per a ser utilitzades com agents

probiotics en I'aparell genito-urinari.

Com en treballs anteriors del mateix equip (7), s’han trobat grans diferéncies en
la capacitat d’adheréncia dels diferents Lactobacillus a les cél.lules de I'epiteli
vaginal. Els Lactobacillus dels Grups d’Hemaglutinacio Il i |l varen aconseguir
els valors més alts d’adhesié, amb una mitana de 1475 i 1423
microorganismes per CEV, respectivament, mentres que els Lactobacillus del
Grup | van mostrar una capacitat d’adheréncia menor, amb una mitjana
d’adhesio de 57,7. Globalment, la soca de Lactobacillus més adherent va ser
Lactobacillus LB35, del Grup Ill, amb una mitjana de 161,1; i la que menys va

ser Lactobacillus LB5, del Grup I, amb una mitjana de 20,4.

Altres investigadors han trobat mitjanes d’adheréncia de Lactobacillus a CEV
més baixes (23, 25, 30, 87, 166, 228) i més altes (188). Aquesta disparitat de
resultats pot ser explicada pels diferents materials i métodes utilitzats en els
respectius treballs. Una de les variables que pot influir en aquestes diferéncies
és la concentracié de Lactobacillus inoculats; aixi, Tuomola et al (218) i Greene
et al (67) demostraren que el grau d’adheréncia de Lactobacillus a les cél.lules
Caco-2, depen de la concentracid de I'inocul. Una altra variant és el tipus de
cél.lules emprades per realitzar els assaigs: cel.lules uretrals humanes (30),
linies cel.lulars establertes com HelLa i Caco-2 (51, 67, 125, 188, 218). Una
altra variant és el pH del medi on es practica I'assaig (67). Catalanotti et al (29),

van registrar que la maxima d’adhesié dels Lactobacillus a CEV s’estableix a
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pH 4,4; essent aquest el pH en el que s’han realitzat els assaigs d’adheréncia

en aquest treball.

Tot i que no era un objectiu d’aquest treball estudiar la capacitat d’adheréncia
dels uropatogens a les CEV, es va assajar aquesta capacitat per tal de poder
escollir la soca més adherent de cada espécie, per posteriorment, ser utilitzada
en els assaigs del bloqueig exercit per Lactobacillus sobre I'adheréncia dels
uropatdgens a les CEV. Es demostra que hi ha grans diferéncies entre els
generes i espécies d’'uropatogens i inclus entre soques d’'una mateixa espécie,
en la seva capacitat per adherir-se a l'epiteli. Aixi, d’entre els bacils Gram
negatiu la soca amb més capacitat adhesiva va resultar ser Escherichia coli
EC26, la qual expresa tres tipus d’adhesines: fimbries tipus 1, fimbries P i
adhesines X (8, 9); a diferéncia de la soca d’E. coli EC4, sense cap adhesina i
que va mostrar la mitjana d’adheréncia més baixa de l'espécie. De tots els
bacils Gram negatiu estudiats, el que va obtindre I'adheréncia més baixa va ser

Proteus mirabilis PM3.

Pel que fa als cocs Gram positiu, el més adherent va ser Staphylococcus
aureus SA11, i el menys S. saprophyticus SS9. Les mitjanes d’adheréncia dels
cocs Gram positiu son superiors a les dels bacils Gram negatiu, excloent a les
d’E. coli. Aixd és probablement degut a que la concentracié d’'inocul dels cocs
era 12 vegades superior a la dels bacils. Respecte als llevats, la soca més

adherent va ser Candida albicans Y18, i la menys C. albicans Y17.
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Aquest treball, com d’altres (23, 30, 97, 166, 205), investiga el bloqueig de
'adheréncia dels uropatdgens, analitzant-lo principalment des de la prespectiva
de bloqueig per exclusio, on els Lactobacillus adherits previament a I'epiteli
exclouran I'adheréncia dels uropatogens, que arribats posteriorment pretenen
colonitzar-lo. Aquesta seria la situacid que en realitat constitueix una etapa
important en la patogénesi de la ITU, es a dir, la de la colonitzacié vaginal per
'uropatogen. En el bloqueig per competicid, els Lactobacillus i els uropatdgens
arribats alhora competeixen pels receptors de les CEV. En el bloqueig per
desplagament, els uropatdogens adherits primer han d’eésser desplagats pel
Lactobacillus, que ha de repoblar la vagina. Aquesta seria la situacié que es

déna després d’un episodi d’'ITU.

Els resultats dels assaigs de bloqueig de 'adheréncia s’han expressat des de
dos punts de vista. L’'un, purament estadistic (t de Student-Fischer), reflecteix si
ha hagut una diferéncia estadisticament significativa entre I'adhesié del
patogen a 50 cél.lules de I'epiteli vaginal comptades consecutivament, quan
aquestes han estat preincubades o no amb Lactobacillus. L’altre, s’expressa en
percentatges de bloqueig. A I'hora de comparar entre soques de Lactobacillus,
el punt de vista percentual déna més matisos, sén xifres, s’hi poden veure
certes variacions en els numeros; en canvi, el punt de vista estadistic només

pot ser: si (equival a un 1) o no (equival a un 0) existeix diferéncia significativa.

Per exemple, quan s’analitza el bloqueig del Lactobacillus LB35 en front E. coli

EC26, la mitjana d’adherencia es de 187,5 E. coli per cél.lula de I'epiteli vaginal,

126



Discussio

xifra que decau fins a 37,9 E. coli per cél.lula vaginal quan préviament s’han
inoculat les cél.lules amb el Lactobacillus LB35. Des del punt de vista
estadistic, la comparacié és significativa (187,5 vs 37,9), o sigui equival a 1;
des del percentual Lactobacillus LB35 bloqueja I'adheréncia del 79,8% dels E.
coli EC26 (79,8% és el percentage de 149,6 respecte 187,5, d’'on 149,6 és

187,5 del control menys 37,9).

Dels assaigs de bloqueig per exclusio, es conclou que hi ha grans diferéncies
entre les soques de Lactobacillus, en la seva capacitat per bloquejar
'adheréncia dels uropatdgens a les CEV, per exemple I'adhesié de P. mirabilis
es bloquejada en un 79,6% per Lactobacillus LB35 i només en un 2,5% per
Lactobacillus LB28. També es conclou que hi ha importants diferéncies inclus
en la capacitat de bloqueig d’'una mateixa soca de Lactobacillus en front
diversos uropatdogens, és a dir Lactobacillus LB11 bloqueja I'adheréncia de
Pseudomonas aeruginosa PA0S en un 93,5% i de P. mirabilis només en un
26,8%. Els Lactobacillus del Grup d’Hemaglutinaciéo Ill sén els que han
presentat més activitat bloquejadora de I'adheréncia dels uropatdgens a les
CEV (61,9%), seguits dels del Grup | (52,6%) i per ultim, dels del Grup Il
(49,5%). A més, cinc Lactobacillus del Grup Il varen mostrar la major capacitat
bloquejadora en front de cinc dels set uropatdgens provats, entre ells E. coli el
microorganisme que amb més frequéncia provoca ITU (37, 98). Globalment, la
soca de Lactobacillus LB35 ha obtingut el percentatge més alt de bloqueig de
I'adheréncia, amb una mitjana de bloqueig dels bacils Gram negatiu del 78,8% i

dels cocs Gram positiu del 67,8%.
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P. aeruginosa PAO5, Klebsiella pneumoniae KPO7 i S. saprophyticcus SS25,
han estat bloquejades significativament pels 15 Lactobacillus estudiats. Al
contrari, P. mirabilis PM0O1 ha estat el menys bloquejat, ja que només només 6

dels 15 Lactobacillus, entre ells LB35, I'han bloquejat significativament.

Hi ha diferéncies importants en el potencial de bloqueig que Lactobacillus
exerceix enfront E. coli. Els Lactobacillus dels Grups | i Il varen mostrar un
potencial baix, bloquejant el 9,7% i 30,9%, respectivament; en canvi el Grup Il
va assolir una mitjana de bloqueig del 58,6%, destacant dins d’aquest Grup, la

soca LB35 amb el percentatge més elevat (79,8%).

Si com es dedueix, Lactobacillus no és del tot capag¢ de bloquejar I'adherencia
d’E. coli a I'epiteli vaginal, i si tenim en compte que E. coli és el microorganisme
dominant de la flora fecal i que per tant molt probablement existeix un fluxe
constant de soques fecals d’E. coli en direccié a vagina, aixd explicaria en part,

per que E. coli és I'agent causal més frequent d’ITU.

Els Lactobacillus del Grup Ill es van comportar com els més bloquejadors de
Candida albicans Y18, amb una mitjana de 62,9%, seguits dels Lactobacillus
del Grup Il (50,6%) i del Grup | (26,1%). Aquesta activitat de bloqueig
d’adherencia dels llevats és similar a I'exercida pels Lactobacillus dels Grups Il
i Il contra I'adheréncia dels bacteris uropatdogens, ja que es va assolir un

percentage del 61,9% i del 49,5%, respectivament; en canvi la mitjana de
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bloqueig del Grup | és menor en els assaigs de llevats (26,1% vs 52,6%). Es
conclou que la capacitat de Lactobacillus per a bloquejar 'adheréncia a CEV,

és lleugerament més elevada en front els bacteris que en front els llevats.

De les 15 soques de Lactobacillus estudiades, vuit, LB11, LB35, LB38, LB39,
LB41 i LB65 (Grup Ill), LB25 (Grup Il) i LB5 (Grup 1), han aconseguit bloquejar
significativament I'adheréncia de C. albicans Y18 a les cél.lules de I'epiteli
vaginal, essent el Lactobacillus LB65 el que ha obtingut el percentatge de

bloqueig més alt, un 88,2%.

Davant dels llevats, les diferents soques de Lactobacillus tampoc es van
comportar d’'una manera uniforme a I'hora d’expressar la seva capacitat de
bloqueig de I'adheréncia de C. albicans Y18 a les cél.lules de I'epiteli vaginal.
Ni tan sols s’hi van comportar els Lactobacillus pertanyents a un mateix Grup
d’hemaglutinacio, aixi, dins del Grup |, LB5 va bloquejar molt intensament

(69,3%), mentre que LB21 quasi no va bloquejar (0,6%).

Els assaigs de bloqueig de I'adheréncia per competicid i per desplagament, van
ser realitzats amb els dos Lactobacillus que millor bloquejaven per exclusié:
Lactobacillus LB11 i LB35 i els dos uropatdogens que més frequentment
produeixen ITU en dones joves: E. coli i S. saprophyticcus. En els assaigs de
bloqueig per competicid, Lactobacillus LB35 va mostrar més potencial per
bloquejar els uropatdgens, encara que els dos Lactobacillus van bloquejar-los

de manera significativa. En els assaigs de bloqueig per desplagament, les dues
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soques de Lactobacillus van desplagar E. coli i S. saprophyticcus de manera
similar, encara que Lactobacillus LB35 va mostrar un potencial lleugerament

superior que el va fer significatiu des del punt de vista estadistic.

En resum, Lactobacillus LB35 va bloquejar 'adherencia tant d’E. coli EC26 com
de S. saprophyticcus SS25 per tots els mecanismes, exclusid, competicid i
desplagament. Lactobacillus LB11 va bloquejar 'adheréncia de E. coli per tots
tres mecanismes, i 'adheréncia de S. saprophyticcus per exclusié i competicio,
perd no per desplagament. Boris et al (23) han publicat una soca de
Lactobacillus que va bloquejar l'adheréncia de C. albicans a CEV pel
mecanisme de competéncia, mentre que havia estat incapag¢ de fer-ho pels de
desplagament i d’exclusié. La mateixa soca va bloquejar I'adheréncia de

Gardnerella vaginalis per competicio i desplagament perd no per exclusio.

A la vagina sana o restablerta amb probiotics després d’'una ITU (i per tant,
sana), Lactobacillus probablement bloqueja als uropatdgens per exclusio. Perd
en certes situacions d’alt risc d’'ITU (71, 156) quan la poblacié de Lactobacillus
és molt reduida i la vagina és colonitzada per altres microorganismes, la
capacitat de Lactobacillus per a desplagar els patdgens adherits, esdevé una

propietat clau per a tenir éxit com a probiotic.

En conclusid, la soca de Lactobacillus LB35 ha estat la que ha mostrat una

capacitat més alta de bloqueig de I'adheréncia dels uropatdogens pels tres

mecanismes, essent a més a més, la més adherent a les cél.lules vaginals.
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Lactobacillus LB11 és també una soca avantatiada en les capacitats

d’adheréncia i bloqueig de I'adheréncia.

Es dificil d’explicar el perqué una mateixa soca de Lactobacillus mostra
activitats bloquejadores tan diferents en front diversos uropatdogens. Els
resultats d’aquest treball suggereixen que les bases de la capacitat
bloquejadora prodrien trobar-se en els receptors situats a la superficie de les
cél.lules de [lepiteli vaginal i al tipus denllag que s’estableix entre els
microorganismes i aquests receptors. Aixi, els Lactobacillus adherits d’una
manera especifica als seus receptors, per una simple ocupacio fisica d’espai
podrien bloquejar de manera inespecifica, perd amb resultats efectius als
receptors de P. aeruginosa o de K. pneumoniae i amb resultats menys efectius
als receptors de P. mirabilis. Una altra possibilitat seria que alguns
Lactobacillus i determinats uropatdogens compartissin el mateix receptor
especific a la cel.lules de I'epiteli vaginal, i que s'imposes el microorganisme
amb més afinitat pel receptor. S’ha demostrat que hi ha diferéncies entre els
receptors segons les espécies de Lactobacillus; Boris et al (23), van demostrar
que L. acidophilus i L. gasseri tenien afinitat per les glicoproteines, mentres que

L. jensenii pels carbohidrats.

També s’ha discutit la possibilitat que en el bloqueig de I'adherencia dels
uropatdgens per part de Lactobacillus, intervinguessin unes substancies
anomenades biosurfactants, que son produides per algunes soques de

Lactobacillus (137, 173, 224). Aquestes substancies contenen proteines i
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carbohidrats, i estan anclades a la pared cel.lular. Velraeds et al (224) varen
descriure la surlactina, biosurfactant produit per L. acidophilus RC-14, amb
capacitat d’interferir I'adheréncia inicial d’Enterococcus faecalis, E. coli, S.

epidermidis i C. albicans a la silicona.

En relaci6 a la inhibici6 del creixement, en medi solid la soca amb més
capacitat ha estat Lactobacillus LB35, del Grup lll, la qual ha inhibit el
creixement de les set soques d’uropatdogens assajades. Els Lactobacillus del
Grup Il no han inhibit cap dels patdgens en cap dels assaigs realitzats. Els
uropatdgens més inhibits han estat Enterococcus E15 inhibit per vuit soques de
Lactobacillus i S. aureus SA11 inhibit per quatre. L’'uropatogen menys inhibit ha
estat E. coli EC16, només inhibit per Lactobacillus LB-35. Els Lactobacillus han
mostrat major capacitat d’'inhibicié del creixement dels cocs Gram positiu que
dels bacils Gram negatiu. Cap soca de Lactobacillus ha inhibit el creixement en

medi solid de les tres soques de Candida.

En medi liquid, Lactobacillus ha exhibit una major capacitat d’inhibicié del
creixement dels patdgens uro-genitals. Les soques del Grup Il sén les que han
obtingut la mitjana de transmitancia més alta, és a dir les més inhibidores, i dins
d’aquest grup Lactobacillus LB25 s’ha comportat com el més inhibidor de tota la
col.lecci6 i Lactobacillus LB56 com el menys inhibidor. Al contrari que en medi
solid, en medi liquid els Lactobacillus han mostrat major capacitat d’inhibicio del
creixement dels bacils Gram negatiu que dels cocs Gram positiu. La soca

d’'uropatogen més inhibida ha estat P. aeruginosa PAQO5 i la que menys

132



Discussio

Enterococcus E15. En un mateix assaig la mateixa soca de Lactobacillus pot
mostrar diferents capacitats enfront els diversos uropatogens, aixi el
Lactobacillus LB35 inhibeix molt el creixement de S. saprophyticcus SS25 (85%
de transmitancia) i molt poc el de K. pneumoniae KP08 (32%). Aixi mateix, s’ha
detectat una inversié en els resultats inhibitoris entre el dos assaigs, ja que
Enterococcus E15 ha estat 'uropatogen més inhibit en medi solid i el menys
inhibit en medi liquid i P. aeruginosa PAO5 ha estat poc inhibida en medi solid i

en canvi la més inhibida de tots els uropatdgens en medi liquid.

El major poder d’inhibicié observat en el medi liquid, pot ser degut a que en
aquest medi, hi ha una millor difussié dels factors inhibidors. De tota manera,
aixo sol no explica la manca de correlacié entre els resultats dels assaigs en
medi solid i liquid, especialment si una soca d’uropatogen pot ser la més
inhibida en medi solid i la menys en liquid, quan el que caldria esperar és que
la capacitat inhibidora es mantingués o s’incrementés en el liquid degut a la
major facilitat de difusié dels factors d’inhibicié. Per explicar aquest fet s’ha
postulat (59, 128, 173, 195, 204) que els Lactobacillus produeixen diferents
substancies antimicrobianes, que aquestes substancies son heterogénees, i
que algunes d’elles actuen millor en medi solid i altres millor en liquid. Aquesta
heterogenicitat també podria explicar el fet de que en medi solid s’inhibeix millor
el creixement dels cocs Gram positiu, i en medi liquid el dels bacils Gram

negatiu.
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Cap soca de Lactobacillus ha aconseguit inhibir el creixement de C. albicans
Y17, en medi solid. En medi liquid els resultats varen millorar lleugerament, ja
que Lactobacillus LB68 del Grup Il va mostrar una transmitancia del 53% i
Lactobacillus LB39 del Grup Ill del 45% (140). Altres equips també han descrit
que Lactobacillus no és prou capac d’inhibir in vitro ni in vivo el creixement de
Candida spp. (76, 134, 198). En canvi, altres publicacions mostren a
Lactobacillus com un inhibidor del creixement dels llevats, tan in vitro (27, 50,

162), com in vivo (84, 85, 180).

En referéncia a la caracteritzacié de les substancies inhibidores produides per
Lactobacillus, el primer que es va comprovar va ser que les substancies
inhibidores eren excretades pel bacteri, ja que aquesta capacitat era
conservada pels sobrenadants filtrats dels medis de cultiu on havien crescut els
Lactobacillus. Posteriorment es va caracteritzar aquesta substancia i s’arriba a

la conviccid que era termoestable, cronoestable, resistent a 'autoclau.

Per ultrafiltraci6 amb una membrana de 5 kDa i posterior assaig de I'activitat
inhibidora per la técnica de difusié en agar des de pous, s’arriba a la conclusio
que la substancia inhibidora posseeix un pes mol.lecular < a 5 kDa.
Posteriorment, per cromatografia en fase inversa, a base de fraccionar la
fraccio d’ultrafiltracido < a 5 kDa i amb les fraccions resultants aplicar la técnica
de difusié en agar des de pous i realitzar una segona cromatografia de la

fraccio activa, s’arriba a la conclusié de que la fraccié amb capacitat d’inhibicio
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del creixement, és de caracter hidrofilic i que aquest perfil podria correspondre

a peptids o substancies relacionades.

En la literarura hi ha una certa diversitat en el resultat de la caracteritzacioé de
les substancies inhibidores del creixement microbia. Hi ha diferéncies en la
resisténcia al calor i a l'autoclavat, també hi ha disparitat en els pesos

mol.leculars (17, 35, 59, 132, 220, 223, 230).

S’ha demostrat que les sustancies inhibidores tenen diferent potencial
d’activitat, aixi Lactobacillus LB35 va resultar més actiu que LB11, ja que la
seva activitat inhibidora va ser superior (40 UA/mL vs 20 UA/mL) enfront la
soca d’E. coli EC16. Es tracta de soques de Lactobacillus diferents, encara que
ambdues de la espécie L. crispatus. Itoh et al (94) demostren que gassericina A
de L. gasseri LA39, necessita 250 UA/mL per inhibir Listeria monocytogenes,
500 UA/mL per inhibir S. aureus i 50 UA/mL per inhibir L. delbruecki subsp.

bulgaricus.

En una primera aproximacio, amb la técnica de SDS-PAGE a partir de gels
carregats amb filtrats estérils de cultius de Lactobacillus, es varen detectar
bandes protéiques entre 30-60 kDa, en les mostres corresponents a les soques
amb més poder inhibidor. Aquestes bandes no es varen veure en les mostres
corresponents als Lactobacillus amb menys poder inhibitori, ni en els controls.
Aquest fet, suggereix que els Lactobacillus excreten substancies protéiques, i

que les substancies inhibidores podrien ser proteines.
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El SDS-PAGE ha servit també per comprovar el resultat del tractament amb els
enzims litics. Aixi, les bandes, entre 30 i 60 kDa, que apareixen en els carrils
carregats amb sobrenadants esteérils de diverses soques de Lactobacillus, es
perden quan aquests sobrenadants soén tractats amb proteinasa K i pepsina i
es perden menys amb tripsina. Aquesta pérdua es més o menys intensa,
depenent de la soca. Per tant, es reforga la conclusié que en el sobrenadant
dels cultius de Lactobacillus hi ha susbtancies de caracter protéic. A la literatura
s’ha descrit (35) que la lactobina A, una bacteriocina excretada per L.
amylovorus LGM, és sensible al tractament amb proteinasa K i tripsina, pero
resistent a a-amilasa, lisozima i lipasa. A més a més la lactococcina R, de
Lactococcus lactis subsp. cremoris R, és sensible a alguns enzims proteolitics
com proteinasa K i pronasa, perd és resistent a altres com tripsina i lipasa

(230), perfil que coincideix amb els resultats d’aquest estudi.

Per tal de comprovar que les bandes observades corresponien realment a les
substancies inhibidores excretades pel Lactobacillus, es van concentrar les
substancies inhibidores per liofilitzacio, posteriorment es van tractar amb
enzims litics i es va comprovar l'activitat inhibidora mitjant¢cant els assaigs de
difusié en agar des de pous. En aquests assaigs, les substancies van resultar
resistents a tots els enzims litics provats (proteinases, amilases i lipases). A la
literatura, utilitzant metodologies similars, la majoria de substancies actives son

sensibles a quasi tots els enzims proteolitics assajats, amb o sense sensibilitat
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afegida als enzims que trenquen glucids o lipids (17, 35, 59, 132, 220, 223.

230),

Una limitacio de la técnica de SDS-PAGE va ser la dificultat de visualitzar les
bandes corresponents als factors inhibidors de baix pes mol.lecular (<15kDa),
ja que migraven i es perdien per la part inferior del gel. Al no objectivar
aquestes bandes, no és possible afirmar ni negar que s’hagessin alterat amb el
tractament enzimatic litic. En el suposit que amb SDS-PAGE s’hagués observat
una alteracido en les bandes < a 5 kDa després del tractament, es podria
postular que aquestes correspondrien a les substancies actives, ja que aquest
és el pes mol.lecular que s’els ha estimat en els assaigs de difusié en agar des
de pous. Aquesta aparent contradiccio entre, per una banda, els resultats dels
assaigs de tractament amb enzims litics i posterior difusié en agar des de pous,
els quals que han demostrat que les substancies actives son resistents a
aquests enzims i per una altra banda, els resultats globals del SDS-PAGE que
mostra que hi sén sensibles, podria ser deguda, entre altres causes, a que les
substancies inhibidores son peéptids petits que no poden ser trancats pels

enzims litics provats.

En aquest treball, com en un altre anterior (116), s’ha demostrat que els
Lactobacillus amb més poder adherent (els del Grup lll), varen ser també els
més capacgos de bloquejar 'adheréncia tant dels uropatdogens com dels llevats.
Els Lactobacillus del Grup | es varen comportar com poc adherents, encara que

posseien una mitjana de capacitat bloquejadora dels uropatogens lleugerament
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superior a la del Grup Il, essent el Grup || més adherent que el Grup |. Aquest
ultim fet suggereix que malgrat aquesta correlacié entre les dues propietats, els

mecanismes d’adheréencia i de bloqueig de I'adheréncia poden ser diferents.

Al comparar les dues propietats anteriors amb [l'activitat inhibidora del
creixement, es troba que pels Lactobacillus del Grup Ill existeix bona correlacio
entre les tres propietats, ja que és un Grup amb molta capacitat d’adheréncia,
molt poder bloquejador de I'adhesié i gran activitat inhibidora del creixement
tant dels uropatdognes com dels llevats. Aquesta concordancia, és
probablement deguda a una acumulacié de propietats que coincideixen en
determinades soques de Lactobacillus, ja que [I'adheréncia depen de
biosurfactants, interaccions entre adhesines i de mol.lécules de coagregacio,
mentre que la inhibicié del creixement es deguda a la producci6 de substancies
com bacteriocines i altres factors inhibidors, secrecioé d’acids, de H,0,, etc. (59,

137, 162, 173).

L’objectiu primari d’aquest treball és el de seleccionar les dues o tres soques de
Lactobacillus més ben dotades per utilitzar-les com agents bioterapéutics.
Totes les soques de Lactobacillus estudiades sén d’origen vaginal i huma,
excreten HyO, i han tolerat perfectament la manipulacié in vitro (congelacié,

subcultius, créixement en diferents medis).

A més, les soques que se seleccionin han de complir els criteris exigibles a un

agent bioterapéutic, és a dir, facilitat de creixement in vitro, temps de generacié
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relativament curt, capacitat d’adhesié i competicié pels receptors d’adheréncia
dels patdgens, capacitat de produccié de substancies antimicrobianes i

toxiques per altres organismes i de competicid pels nutrients.

Per tractare-se del génere Lactobacillus i de soques d’origen vaginal huma es
presuposen amb capacitat de supervivéncia en la flora local i de colonitzacio de
la vagina, tolerancia a les substancies que aquesta conté, capacitat
d’estabilitzar i equilibrar aquest ecosistema, potencial per estimular la immunitat
local i general i escassa o nul.la patogenicitat per I'hoste; propietats que en la
seva majoria s’hauran de comprovar en propers assaigs. També s’haura
d’estudiar la facilitat de conservacid i estabilitat en la formulacid quimica i

s’haura de conéixer la dosi Optima i la via d’administracié més adient.

De moment i en base a les propietats estudiades, a continuacié es presenten
les cinc soques de Lactobacillus que han mostrat els millors resultats en dos o
més dels assaigs realitzats. Per tant, aquestes sbén les cinc soques
seleccionades com les més aptes per ser utilitzades en productes

bioterapéutics.

Lactobacillus LB35: del Grup d’hemaglutinacid Il identificat com a L. crispatus.
Presenta la més alta adheréncia a les ceél.lules de l'epiteli vaginal (161,7
lactobacils/cél.lula). Globalment, és el més bloquejador de l'adheréncia dels
uropatdogens a les ceéllules de [I'epiteli vaginal, i en particular, el més

bloquejador de Il'adheréncia d’E. coli (79,8%), P. mirabilis (79,6%) i S.
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saprophyticus (74,5%). També és el més inhibidor del creixement d’E. coli, P.
aeruginosa, P. mirabilis, K. pneumoniae, S. aureus, S. saprophyticus i
Enterococcus en assaigs en medi solid i obté una elevada inhibicio del
creixement dels mateixos uropatdogens, excepte de K. pneumoniae i

Enterococcus, en assaigs en medi liquid.

Lactobacillus LB59: del Grup d’hemaglutinacié Il identificat com a L. jensenii.
Presenta una bona adheréncia a les cél.lules de l'epiteli vaginal (133,3%
lactobacils/cél.lula), és el més bloquejador de I'adheréncia de S. saprophyticus
(83,6%) a I'epiteli vaginal, el més inhibidor del creixement de P. mirabilis (85%)
i S. saprophyticus (92%) i el segon en inhibicié d’E. coli (82%) en assaigs en

medi liquid.

Lactobacillus LB39: del Grup d’hemaglutinacio Il identificat com a L. crispatus.
Presenta una molt bona adheréncia a les cel.lules de I'epiteli vaginal (149,0
lactobacils/cél.lula), és el més bloquejador de l'adhesié de P. aeruginosa
(98,2%) i S. aureus (69%) a les cél.lules de I'epiteli vaginal i el més inhibidor del

creixement de P. aeruginosa (94%) en assaigs en medi liquid.

Lactobacillus LB65: del Grup d’hemaglutinacio Il identificat com a L. crispatus.
Presenta una bona adheréncia a les cél.lules de l'epiteli vaginal (131,1%
lactobacils/cél.lula) i és el més bloquejador de I'adhesié de C. albicans (88,2%)

a les cél.lules de I'epiteli vaginal.
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Lactobacillus LB68: del Grup d’hemaglutinacié Il identificat com a L. jensenii.
Presenta una bona adheréncia a les cél.lules de l'epiteli vaginal (108,7%
lactobacils/cél.lula) i és el més inhibidor del creixement de C. albicans (53%) en

assaigs en medi liquid.

Alguns autors (58, 162) postulen que les combinacions de dues soques de
Lactobacillus amb propietats complementaries podrien ser més efectives que
una soca unica. Per aquest motiu, en una primera aproximacié es proposen
formulacions amb dues soques de les seleccionades, en funcidé de la
combinacié de les propietats que aporten cadascuna una delles i de la

patologia que es preten previndre.

Lactobacillus LB35 + Lactobacillus LB59. Es tracta d’un L. crispatus i un L.
jensenii, de Grups d’Hemaglutinacié diferents. Aquesta combinaci6 inhibiria i
bloquejaria a E. coli, P. mirabilis i S saprophyticus. Les seves majors
indicacions serien la prevencié de les infeccions del tracte urinari recurrents en
dones sanes premenopausiques i en dones sanes postmenopausiques i també
la nomalitzacié i reequilibri de la flora vaginal després d’un primer o segon

episodi d’infeccid.

Lactobacillus LB35 + Lactobacillus LB39. Es tracta d’'un L. crispatus i un L.
crispatus, del mateix Grup d’Hemaglutinacié. La incorporacié del Lactobacillus
LB39 aportaria prevencié contra P. aeruginosa i S. aureus, agents etiologics

d’infeccid urinaria en malalts amb factors predisponents. Podria estar indicat en
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la prevencié de les infeccions recurrents en pacients amb factors predisponents

d’infeccioé urinaria.

Lactobacillus LB65 + Lactobacillus LB68. Es tracta d’'un L. crispatus i un L.
jensenii, de Grups d’Hemaglutinacié diferents. Aquesta combinacié bloquejaria
'adhesié de C. albicans a l'epiteli vaginal i inhibiria el creixement d’aquest
llevat. Per tant, estaria indicat en la prevencio i el tractament de la vulvovaginitis

candidiasica.
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Les soques de Lactobacillus amb més capacitat d’adheréncia a les
cél.lules de l'epiteli vaginal sén el Lactobacillus LB35, seguit del LB25 i
del LB56. Per Grups d’Hemaglutinacio, el més adherent és el Grup llI,

seqguit del Grup Il i del Grup I.

Els Lactobacillus amb més capacitat de bloqueig per exclusié de
'adheréncia dels uropatdgens a les cél.lules de I'epiteli vaginal, sén
Lactobacillus LB35, seguit del LB30 i del LB39. Per grups, el més
bloquejador és el Grup lll seguit del Grup | i del Grup Il. Hi ha grans
diferéncies en la capacitat de les diferents soques de Lactobacillus
estudiades per bloquejar 'adheréncia d’'un determinat patogen. També hi
ha grans diferéncies en la capacitat de bloqueig que una mateixa soca

de Lactobacillus pot exerci enfront els diferents patogens.

El Lactobacillus LB35 ha mostrat ser capa¢ de bloquejar també per
competicio i per desplagament 'adheréncia de la soca d’Escherichia coli

EC26 a les cél.lules de I'epiteli vaginal.

L’activitat inhibidora del creixement exercida per Lactobacillus enfront els
patdgens, és més elevada en els assaigs practicats en medi liquid que
en solid, degut probablement a que el liquid permet una millor difussio
dels factors inhibidors. No hi ha correlacié6 exacta entre els resultats

obtinguts en aquests dos medis, ja que els bacils Gram negatiu sén els

145



Conclusions

més inhibits en medi liquid, mentre que els cocs Gram positiu ho sén en

medi solid.

Les soques de Lactobacillus més inhibidores del creixement dels
patdogens en medi soOlid son el Lactobacillus LB35 seguit del LB11 i del
LB65, tots pertanyents al Grup lll; i en medi liquid el Lactobacillus LB 25,
seqguit del LB5 i del LB 21. El Lactobacillus més inhibidor del creixement
d’E. coli en medi solid és el Lactobacillus LB35 i en medi liquid el

Lactobacillus LB38, essent LB35 la quarta millor soca.

Els factors inhibidors del creixement sén excretats per Lactobacillus, ja
que els sobrenadants de cultius de Lactobacillus esterilitzats per filtracio,
conserven l'activitat inhibidora. Activitat que és manté quan aquests

sobrenadants es concentren per ultrafiltracio, liofilitzacié i cromatografia.

La substancia inhibidora excretada per Lactobacillus, s’ha caracteritzat

com termoestable, baroestable, crioestable, cronoestable i hidrofilica. El

seu pes mol.lecular estimat per ultrafiltracio és < a 5 kDa.

L’activitat de la substancia inhibidora és diferent depenent de les soques

de Lactobacillus estudiades.

S’han obtingut resultats en part contradictoris a I'hora de determinar

'estructura quimica de la substancia inhibidora. En els assaigs amb
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10.

11.

mostres tractades amb enzims litics, i posteriorment SDS-PAGE, sembla
que podria correspondre a una proteina, encara que si es practica la
tecnica de difusi6 en agar des de pous es detecta resisténcia a les
proteinases, amilases i lipases, fet que suggereix que podria tractar-se

de péptids petits.

La capacitat d’adheréncia dels Lactobacillus a les cél.lules de I'epiteli
vaginal es correlaciona amb la capacitat de bloqueig de 'adheréncia dels
patdgens al mateix epiteli, i també amb la seva capacitat inhibidora del
creixement d’aquests microorganismes. La correlacid entre les dues
primeres propietats, és probablement deguda a que comparteixen de
manera especifica o inespecifica els receptors a les cél.lules epitelials.
L’ultima associacido sembla més aviat una coincidéncia que es dona en

algunes soques concretes de Lactobacillus.

Tenint en compte els resultats obtinguts, s’han seleccionat els
Lactobacillus LB35, LB39, LB59, LB65 i LB68 com candidats a producte
bioterapéutic ja que son els que millor compleixen els requisits exigits
com son, entre altres, una alta adheréncia a les cél.lules de I'epiteli
vaginal, un fort poder de bloqueig de I'adheréncia dels patdgens a les
cél.lules de I'epiteli vaginal i una bona activitat d’inhibicié del creixement

d’aquests patogens.
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12.

Aquests Lactobacillus sols o combinats entre si, podrien tenir un paper
important en la regulacié i equilibri de l'ecosistema vaginal huma, i
contrarrestar als patdogens uro-genitals que hi arribin. Les indicacions
preventives i/o terapeutiques més immediates podrien ser les infeccions

del tracte urinari i les vulvovaginitis candidiasiques.
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