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I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La microbiota vaginal humana puede cambiar en composicion rapidamente, entre mas de 50
especies, y se forma mayormente por el ascenso de microbios, a lo largo del periné, del recto a la
vagina. Las cantidades y tipos de microrganismos fluctian con los niveles hormonales, contacto
sexual, duchas vaginales y dieta; sin embargo, la composicién basica es relativamente simple,
con lactobacilos (LB) dominantes en mujeres saludables (Hurtado, 2011).

Entre las principales funciones que se le atribuyen a los lactobacilos estan: la produccién de acido
lactico que acidifica el mucus vaginal (favoreciendo su propio crecimiento) y la produccién de
bacteriocinas, peroxido de hidrégeno, bisurfactantes, acidos organicos y otros compuestos, que le
permiten competir exitosamente por espacio, nutrientes y receptores con otros microorganismos.
La pérdida de la capacidad de los lactobacilos de realizar eficientemente estas funciones,
principalmente la produccién de peréxido de hidrogeno y acidos organicos, esta estrechamente



relacionada con la proliferacién de bacterias encontradas en la vagina de pacientes con la
Vaginosis Bacteriana (VB) (Martinez, 2013).

La VB es considerada como la alteracion de la flora vaginal bacteriana normal donde hay una
reduccion de los lactobacilos productores de peroxido de hidrégeno y un incremento de
prevalencia y concentracion de Gardnerella vaginalis, Mycoplasma hominis y los anaerobios:
Mobiluncus sp, Prevotella sp, Bacteroides sp. y Pepto estreptococo (Aleman & cols., 2010). La VB
es la causa mas comun de infeccion vaginal en mujeres en edad reproductiva y hasta un 50% de
las pacientes pueden cursar asintomaticas (Medina, 1999).

El tratamiento antimicrobiano de estas infecciones no siempre es efectivo por tanto, los problemas
permanecen, debido a la resistencia de bacterias y levaduras, infecciones recurrentes, asi como a
efectos colaterales. Se asume que las recurrencias se deben a la falla de los antimicrobianos en
eliminar a los patdgenos, quiza por la resistencia, por biopeliculas, o porque los organismos
virulentos regresan desde sus fuentes (el intestino de la persona, o su pareja sexual) y atacan al
huésped cuyas defensas no son éptimas. Las mujeres jévenes que sufren de Infecciones del
Tracto Urinario (ITU) son mas proclives a tener episodios repetidos en la adultez y, en general
muchas pacientes tendran recurrencia con ITU, VB y vaginitis por levaduras (Aleman & cols.,
2010).

La ruta de inoculacion de los lactobacilos probiéticos ha sido intuitivamente la via de instalacién
directa en la vagina. Por ejemplo, la aplicacion semanal de L. rhamnosus GR-1 y L. fermentum B-
54 ha mostrado reducir las ITUs recurrentes en un rango de 6 a 1.6 por afio (Falagas, 2007). La
capacidad de una cepa de lactobacilos para adherirse a las células vaginales fue considerada una
ventaja en la poblacion temporal de la vagina que crea un ambiente propicio para la restauraciéon
de los lactobacilos nativos del huésped antes que el retorno de los patdégenos. La adhesion de los
lactobacilos al uroepitelio varia entre las especies y cepas, como lo demuestran los estudios in
vitro, y muchos pueden ser mediados por adhesinas glicoproteicas y glicidas que se unen a los
receptores glucolipidos (Martin,2008).

El concepto de suministrar los lactobacilos oralmente para repoblar la vagina fue por primera vez
reportado en el 2001, los organismos fueron suministrados en una base de leche y se demostro
Su recuperacion rectal: por lo tanto las cepas ingestadas podian pasar a través del intestino,
alcanzar el recto, y potencialmente ascender a la vagina. Esto fue confirmado por otros
investigadores de forma independiente.

Ante esto surge la siguiente interrogante: ¢, Cual es el cultivo de Lactobacillus spp. con potencial
probiotico, aislado de mujeres sanas y que favorezca la recolonizacion de microbiota vaginal de
mujeres con vaginosis bacteriana en los Distritos del Porvenir, la Esperanza, Florencia de Mora y
Moche durante los meses de Julio y Octubre del 20167



II. ANTECEDENTES DEL PROBLEMA

La vagina representa un ecosistema dinamico que permanece en equilibrio gracias a una fina
interaccion de factores tales como la flora normal bacteriana (Angeles, Lopez y cols., 2001). La
flora normal vaginal esta constituida en un 96 % por especies de Lactobacillus, micoplasmasy
unicamente el 4 % por bacterias aerdbicas potencialmente patdégenas (Staphylococcus aureus,
Streptococos del grupo B y Escherichia coli) (Eschenbach, 2001).

Estudios basados en cultivos de bacterias, seguidos de tipificacion molecular, han mostrado que
Lactobacillus crispatus y L. jensenni son los organismos predominantes en la mayoria de las
mujeres sanas premenopausicas (Antonio y col., 1999). Un analisis de la microflora vaginal en el
curso del ciclo menstrual han mostrado que el 22 % de las mujeres mantienen una flora
bacteriana estable en la que predominan los lactobacilos, en tanto que el 78 % sufren una
alteracion de la flora. La receptividad de las células epiteliales a la adherencia de los lactobacilos
aumenta en el pico de estrégenos a mitad del ciclo, aunque aln no se conoce con exactitud los
factores que causan tal alteracion (Schwebke y Weiss, 2001).

El estrogeno producido durante la menarquia causa adelgazamiento de la mucosa vaginal y un
aumento de la produccién de glucdgeno, lo que permite la proliferacion de lactobacilos, que
predominaran en la microbiota vaginal de la mujer fértil. EIl namero de bacterias aisladas de la
secrecion vaginal en mujeres fértiles oscila entre 107 y 108 unidades formadoras de colonias por
gramo de fluido (UFC/g).En la menopausia, la flora normal que hasta ese momento habia estado
dominada por lactobacilos, es reemplazada por una microbiota mixta, con concentraciones
moderadas de Mycoplasma, y pequeias cantidades de bacterias anaerobias, incluida
Gardnerella vaginalis (G. vaginalis).

Muchos de los estudios sobre la composicion de la flora normal de la vagina humana se basan en
meétodos fenotipicos, que muchas veces resulta en una clasificacién taxonémica incorrecta.
Ademas, muchos de los microorganismos de esta localizacion no son cultivables, por lo que solo
pueden ser identificados empleando métodos de biologia molecular. La mayoria de los
especialistas en taxonomia recomiendan el empleo conjunto de métodos fenotipicos y de biologia
molecular (como la identificacion del gen de ARN ribosomal de 16S) para estudios de
identificacion de microorganismos.

Después de la menopausia, el 25 - 30% de mujeres aun tiene lactobacilos vaginales, los que
pueden aumentar entre el 60 y 90% mediante una terapia de reemplazo con estrogenos por via
oral o vaginal. Por lo tanto, el riesgo de infecciones del tracto urogenital aumenta con la edad y
disminuye con la terapia antes mencionada (Reid y col., 2004).

Cuando se altera el balance de la flora vaginal, los microorganismos enddgenos potencialmente
patégenos que son parte de la flora normal (Candida albicans, Gardnerella vaginalis y bacterias



anaerobias) proliferan a una concentracién que produce sintomas. También pueden favorecer la
infeccion de los microorganismos patégenos transmitidos sexualmente tales como Trichomonas
vaginalis, N. gonorrhoeae y Chlamydia trachomatis (Eschenbach, 2001).

La interaccion in vitro de T. vaginalis con diferentes especies de lactobacilos es capaz de
modificar la virulencia del parasito (Gamifio Arroyo y cols., 2004). La infeccion por T. vaginalis
incrementa el riesgo de adquisicion o reactivacion del virus del papiloma humano (VPH) y es un
cofactor importante para amplificar la transmision del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH),
en donde un microambiente cervicovaginal alterado juega un papel importante en la
susceptibilidad a la infeccion (Sorvillo y col., 2002; Watts y col., 2005).

Diversos estudios han demostrado que la ausencia o disminucion de los lactobacilos, asociado
con un mayor crecimiento de patégenos anaerobios causantes de vaginitis bacteriana, resulta en
un incremento significativo en el riesgo de infeccidn por el, virus del herpes simple, N. gonorreae
o Chlamydia. Las bacterias patdgenas desplazan a los lactobacilos, elevando el pH y creando un
ambiente, en el cual, los patdogenos pueden sobrevivir e infectar al huésped (Reid y col., 2004).

Los niveles de estrogeno son importantes en la regulacién de la flora vaginal ya que estimula la
secreciéon de glucogeno (Larsen, 1993). Muchos estudios confirman que las células de la vagina
son ricas en glucogeno y algunas cepas de Lactobacillus son capaces de fermentar directamente
el glucégeno e incrementar la acidez de la vagina.

Los probidticos son “microorganismos vivos que cuando son administrados en las cantidades
adecuadas, confieren un beneficio saludable sobre la salud del huésped, o su fisiologia”.
Actualmente hay un creciente interés en la utilizacién de los Lactobacilos como probidticos
vaginales humanos. Estas bioterapias serian una alternativa eficaz al tratamiento convencional
con antibacterianos contra patdégenos que ya han desarrollado resistencia, con la ventaja de ser
administrado durante el embarazo sin ningun riesgo, pues se ha observado, al menos en ratones
hembras, que no produce efectos adversos, ni modificaciones estructurales o ultra estructurales
en la vagina.

El acido lactico producido por los Lactobacillus spp. ha sido ampliamente considerado como el
factor que predomina en el ecosistema vaginal; sin embargo, datos recientes sugieren que puede
ser la produccién de H202 y que mujeres que tienen en la flora vaginal, Lactobacillus
productores de HZOZ son mas propensas a mantener una microbiota vaginal normal que las
mujeres con Lactobacillus no productores de H202. Las especies de Lactobacillus facultativas,
producen grandes cantidades de perdxido de hidrégeno, mientras que las anaerobias no.

La produccion de H202 esta fuertemente ligada con las especies y es un predictor para la
colonizacion sostenida a largo plazo de la vagina. En mujeres monitoreadas durante 8 meses, el
96% de quienes mantuvieron colonizacién por Lactobacillus spp. fueron colonizadas por cepas
productoras de H202 de Lactobacillus crispatus o L. jensenii. En contraste, el 5% de mujeres



permanecio colonizada por cepas de lactobacilos no productoras de H2 o

Hurtado y Benites (2011) estudiaron el “Efecto de la recolonizacién vaginal por Lactobacillus sp.
probidtico potencial en mujeres con vaginosis bacteriana”; y encontraron que Lactobacillus
paracasei LCR 1289 es una cepa seleccionada de vagina humana por su potencial probiético
capaz de inhibir a Staphylococcus aureus in vitro debido al H202 producido, por su adherencia a
las células epiteliales vaginales y la competencia por receptores especificos de la exclusion.

Redondo et al. (1990) realizaron un estudio comparativo de la microflora urogenital de mujeres en
buenas condiciones de salud y de mujeres con infecciones urinarias o vaginales y demostraron
gue los episodios infecciosos se asocian a una disminucién importante, o hasta desaparicion, de
los lactobacilos enddgenos. Debido a esto, se evidencia que los lactobacilos endégenos
representan, en la prevencion de las infecciones urogenitales, un papel similar al que tienen en el
intestino.

lIl. JUSTIFICACION DEL PROYECTO (IMPORTANCIA, BENEFICIARIOS, RESULTADOS
ESPERADOQOS)

Uno de los desafios que presenta la Biotecnologia, es la busqueda de alternativas al uso de los
antibioticos mediante sustancias naturales que disminuyan las infecciones que se presentan en el
tracto urogenital provocados por bacterias patdégenas. Sin duda, la situacién que se ha creado
entre los antibioticos y las bacterias debido a los problemas de resistencia entre ellos constituye
una frontera a solucionar. Esto demuestra que la busqueda de compuestos a partir de
microorganismos continda siendo la principal fuente de nuevos antimicrobianos.

La flora microbiana normal de la vagina juega un papel importante en la prevencion de
infecciones en el tracto genital y urinario en mujeres. Las bacterias acido lacticas son dominantes
del tracto vaginal en mujeres saludables, especificamente los lactobacilos. Estos forman una
barrera que protege la colonizacion de patdgenos por distintos mecanismos y han sido enfocados
para tratar pacientes con infecciones del tracto urogenital, vaginosis bacteriana (VB) y otro grupo
de infecciones genitales, excluyendo candidiasis. Sistematicamente, los lactobacilos no han sido
asociados con dafios y por ende son considerados como miembros no patégenos de la flora
intestinal y urogenital. Mas recientemente, el uso de probioticos perse y lactobacilos reciben
mayor atencidn como una alternativa natural para restaurar y mantener la salud.

En mujeres sanas, la microflora vaginal estd dominada por especies de Lactobacilos, con un nivel
de 107 - 108 UFC/g de liquido, que ejercen una influencia significativa sobre la microbiologia del
ecosistema,; los LB autdctonos previenen el sobrecrecimiento e invasion de bacterias patdogenas
por una combinacién de mecanismos como: exclusion, competencia por nutrientes y liberacién de
sustancias antimicrobianas, tales como el perdéxido de hidrégeno, acidos orgénicos, bacteriocinas,
y biosurfactantes.



Una de las causas de la VB recurrente es la eliminacion de los organismos comensales en la
vagina por el antimicrobiano, de ese modo se incrementa la recolonizacion por patdogenos. Esta
es una de las principales razones para considerar el uso de probidticos para reponer a los
microbios comensales como una manera de disminuir el riesgo de reinfeccion. Existe una
tendencia mundial en el empleo de productos probiéticos con resultados altamente satisfactorios
para la salud humana.

Evidencias cientificas, demuestran la efectividad de la administracién de probi6ticos frente a
situaciones clinicas o infecciones en el tracto urogenital. Su aplicacién, particularmente como
bioterapéuticos, ha alcanzado gran interés para disefiar productos farmacéuticos a base de
microorganismos. Esto hace sumamente atractiva la basqueda de productos naturales viables
empleando la terapia con probidticos, definida como preparaciones con microorganismos Vivos
usadas intravaginalmente para prevenir infecciones y restaurar el balance ecol6gico microbiano
afectado o desequilibrado. Dicha terapia se considera natural y sin efectos colaterales en
contraste con los tratamientos farmacéuticos convencionales.

Para desarrollar una formulacion de probiéticos para el tratamiento y la prevencion no sélo de la
VB sino también de otras infecciones del tracto urogenital, la presente investigacién pretende
obtener y evaluar aislamientos vaginales de Lactobacillus sp. productores de H202 a los cuales
se caracterizara microbioldgica y molecularmente a fin de proponer terapias alternativas con
preparados de lactobacilos probiéticos aplicados en mujeres con infecciones vaginales en la
Regidn la Libertad.

La seleccion de cultivos de Lactobacilos con capacidad probidtica conllevara a contribuir en la
formacion de una coleccion de cepas en el laboratorio de Microbiologia Molecular y Biotecnologia,
y a partir de ahi utilizar estos cultivos para manipulacion genética y/o utilizar para futuras
investigaciones.

IV. OBJETIVOS

Objetivo general (Propdsito del
proyecto) Resultados finales Medios de verificacion

Obtencién de biomasa de Observacion microscopica de
cultivos de Lactobacillus con bacilos Gram positivos, apartir
Evaluar el efecto de cultivos de otencial probiotico y con la de cultivo de Lactobacillus.

Lactobacillus sp con potencial - capacidad de recolonizar la flora
probiotico en la recolonizacion vaginal de mujeres con Observacién macroscopica de



de la microbiota vaginal de vaginosis bacteriana.
mujeres con vaginosis
bacteriana.
Objetivos especificos Resultados intermedios:
(Componentes)
- Aislar cultivos de Obtencion de cultivos de

Lactobacillus spp. a partir de Lactobacillus a partir de flora
flora vaginal de mujeres sanas vaginal de mujeres sanas.
de la sierra libertefia.

- Identificar y caracterizar

colonias de Lactobacillus en
Agar Man Rogosa.

Pruebas bioquimicas y
moleculares

Reconocimiento mediante el
score de Nugent (score 0) de
recolonizaciéon de la flora
vaginal, luego del tratamiento
con los preparados de
Lactobacillus sp. en mujeres
que sufrieron de vaginosis
bacteriana.

Medios de verificacion

Observacion microscopica de
bacilos Gram positivos, apartir
de cultivo de Lactobacillus.

Observacion macroscoépica de
colonias de Lactobacillus en



cultivos de Lactobacillus a partir Agar Man Rogosa.
de flora vaginal de mujeres
sanas de la sierra liberteiia

Cultivos de Lactobacillus con  Pruebas bioquimicas y

actividad antagonica. moleculares para la
identificacion de cultivos de
Lactobacillus spp.

Prueba para medir la capacidad
antagonica.

V. MARCO TEORICO

La microbiota vaginal humana puede cambiar su composicion, por razones no totalmente claras,
en mas de 50 especies, y se forma mayormente por el ascenso de microbios, a lo largo del
pering, del recto a la vagina. Las cantidades y tipos de microbios fluctian con los niveles
hormonales, contacto sexual, duchas vaginales y dieta; sin embargo, la composicion basica es
relativamente simple, con LB dominantes en mujeres saludables.

Los lactobacilos vaginales fueron reportados por primera vez en 1892 por el ginec6logo aleméan
Albert Ddderlein, por lo que fueron conocidos por mucho tiempo como bacilos de Doderlein. Los
lactobacilos de la vagina utilizan el glucégeno producido por las células epiteliales vaginales como
sustrato para realizar su metabolismo.

El género Lactobacillus son bacilos grampositivos, no esporulados, catalasa y oxidasa negativo,
no reducen nitrato, no producen indol ni HZS’ no licuan la gelatina. La mayoria son
homofermentativas, es decir forman acido lactico a partir de glucosa como producto final de
fermentacion, estan ampliamente distribuidos en la naturaleza y en los humanos habitan como
componentes importantes de la flora autéctona: en la vagina, tracto gastrointestinal y orofaringe.
El término “Bacilo de Ddderlein” incluye a cepas vaginales humanas de L. acidophilus, L. casei, L.
fermenti, L. celobiosus y Leuconostoc mesenteroides.

Se ha observado que dos cepas de lactobacilos, GG (ATCC 53103) y GR-1 son efectivas para la
colonizacion y proteccion del tracto intestinal y urogenital contra infecciones microbiales. Las
infecciones del tracto urogenital de origen bacteriano tienen una alta incidencia entre la poblacion
femenina mundial en edad reproductiva. Un sin nUmero de estas enfermedades, como la VB son
causados a menudo por multiples agentes patégenos, tales como Gardnerella vaginalis,
Mobiluncus y Bacteroides spp., Peptococcus, Peptoestreptococcus, Prevotella, Mycoplasma
hominis etc.



Las vias de administracion de los probidticos vaginales son la oral y la vaginal. En el primer caso,
suelen usarse capsulas y en el segundo 6vulos, aunque recientemente se han comercializado
tampones en cuyo interior se encuentran los lactobacilos. Independientemente del tipo de
presentacion, las bacterias se suministran como cultivos refrigerados o liofilizados. Los primeros
aseguran un inicio de actividad casi inmediato, pero su viabilidad depende de un mantenimiento
adecuado de la cadena de frio hasta su utilizacién por la paciente; los liofilizados requieren de
unas horas para rehidratarse e iniciar la colonizacion. Sin embargo, no son dependientes de
condiciones de conservacion especiales por cuanto pueden permanecer a temperatura ambiente
durante periodos limitados de tiempo, sin pérdida de viabilidad.

Habitualmente, por via vaginal se instalan 108 bacterias viables/dia durante 5 %u2010 10 dias. La

via oral requiere dosis de 109 bacterias/dia durante 15 — 30 dias, debido a que tendran que
soportar el efecto antimicrobiano de la acidez estomacal y de la bilis y a que la colonizacion de la
mucosa vaginal es indirecta. Como ya se indic0, en el caso de una infeccion activa, la
administracion se iniciaria después del tratamiento antibiotico.

Los lactobacilos tienen un poder patogénico nulo, de hecho y como se indicé anteriormente, se
les considera organismos GRAS por la FDA y QPS por la EFSA. En pacientes terminales o con
enfermedades muy graves existe el riesgo de que puedan penetrar en el medio interno y producir
bacteriemia e incluso endocarditis. Estos cuadros se han asociado principalmente con L.
rhamnosus, posiblemente porque es uno de los mas utilizados como probidtico digestivo y tiene
asi la probabilidad de invadir el medio interno. De todas maneras, no existen descripciones de
infeccion oportunista causada por lactobacilos durante su utilizacibn como probidticos vaginales.

VI. HIPOTESIS

Implicita

VIl. METODOLOGIA

Universo muestral

Estard conformado por todas las mujeres en edad reproductiva (15 a 35 afios) atendidas por
consulta externa en el servicio de Ginecologia y Obstetricia de hospitales y centros de salud de
los distritos del Porvenir, la Esperanza, Florencia de Mora y Moche en Trujillo-Peru entre Julio y
octubre del 2016. (Ver anexo N°1)

Criterio de inclusién



| ETAPA

Mujeres atendidas en el servicio de Ginecologia, y sin tratamiento antifingico y antibacteriano
contra vaginosis. Edad entre 15 — 35 afios y segun criterios de Nugent.

I ETAPA

Mujeres con manifestaciones clinicas de vaginosis bacteriana y sin tratamiento antifangico y
antibacteriano

Criterio de exclusion

Mujeres atendidas en el servicio de Ginecologia con tratamiento antibacteriano y antifingico.
| ETAPA: Mujeres mayores de 35 afos de edad.

Il ETAPA: Mujeres que no tienen manifestaciones clinicas de vaginosis bacteriana

Tamafio de la muestra

Para dar mayor adecuacién y precision a los resultados tomar en cuenta el total de las muestras
recolectadas.

| ETAPA: menor o igual a 10 muestras
Il ETAPA: igual o mayor a 10 muestras
Toma de muestra

Las muestras de mujeres que cumplieron con el criterio de inclusion se recogieron teniendo en
cuenta los criterios segun Nugent. Una vez recogida la muestra, setransportaran en medio de
cultivo Cary Blair, al Laboratorio de Microbiologia Molecular y Biotecnologia de la Universidad
Privada Antenor Orrego dentro de 8 a 24 horas posterior a la toma de muestra.

| ETAPA: OBTENCION DE Lactobacillus probidtico

1. Recoleccion de muestras

Se realizaran hisopados vaginales de mujeres atendidas por consulta externa en el servicio de
Ginecologia y Obstetricia de hospitales y centros de salud de los distritos del Porvenir, Florencia
de Mora y Moche en Trujillo-Peru entre Julio y octubre del 2016. Las muestras seran
transportadas al laboratorio en medio de cultivo Cary Blair.



1. Enriguecimiento de la muestra: Las muestras colectadas seran sembradas en medio de
enriguecimiento, caldo Man Rogosa Sharpe (MRS), e incubar a 37°C por 24 horas en
condiciones de microaerofilia por el método de la vela.

2. Aislamiento y obtencion de cultivos puros de Lactobacillus de secrecion vaginal

Subcultivar 0.1mL de la suspensiéon en Agar Man Rogosa Sharpe (MRS) apH 5,5+ 0,2, e
incubar a 37° C por 24-48 horas en atmdésfera de microaerobiosis, entre 5 - 8% de dioxido de
carbono (COZ) por el método de la vela.

1. Seleccion e identificacion preliminar de Lactobacillus sp.

Teniendo como base las caracteristicas morfologicas de las colonias, caracteristicas tintoreales
de las bacterias, sembrar los cultivos puros en agar MRS. Luego, de cada cultivo puro realizar las
tinciones Gram, prueba de la catalasa con peréxido de hidrogeno al 3%, y el uso del sistema API
50.

Identificacién molecular
Extraccion de ADN gendmico bacteriano (método rapido-INCABIOTEC)

1. Tomar 1,2ml de caldo pre-enriquecido MRS en un tubo de 1.5ml y micro centrifugar a
10000rpm por 2 min.

2. Posteriormente eliminar el sobrenadante y re suspender el sedimento en 500ul de la solucién
PBS 1X estéril.

3. Se lleva a centrifugar a 10000rpm por 2 min, se elimina el sobrenadante afiadiendo luego 200ul
de la solucién TE (Tris 1M/0.1M EDTA).

4. Luego llevar a ebullicion por 10 min e inmediatamente colocar sobre hielo por 5 min centrifugar
a 10000rpm por 1 min.

5. Transferir el sobrenadante a otro micro tubo y se agregar 1ul de ARNasay llevar a 65°C por
15 minutos y almacenar.

PCR amplificacion del gen 16S rRNA

1. La amplificacion del gen 16SRNA, se realizara mediante la técnica de PCR convencional. Para
cada reaccion se tomara 2.5ul de buffer 10X,

2. 1ul de cloruro de magnesio 50Mm, 0.1 unidad de taq polimerasa (invitrogen),

3. 0.5 ul de DNTps a 10mM, 0.6 ul de cada primer a 15 pmol, 17.6 ul de agua libre de nucleasas y
2ul de ADN extraido en una reaccion final de 25ul.

4. La programacion para termociclador, temperatura 94°C por 6 minutos, 94°C por 30 segundos,
58°C por 45 segundos, 72°C por 1 minuto,72°C por 4 minutos,4°C por 10 horas , el juego de
primer que ser&: 16S rRNA F518 (CCAGCAGCCGCGGTAATACG), 16S rRNA R800



(TACCAGGGTATCTAATCC).

5. La migracion del amplicon de ADN, se realizara en gel agarosa 1.5%

6. Actividad antagodnica de cultivos de Lactobacillus contra Staphylococcus aureus 'y Gardnerella.
Método de agar por doble capa: Estandarizar individualmente en medio liquido las cepas
patdgenas, a Standard de Mc Farland 0,5 equivalente a 1x108 UFC/mL, luego inocular en TSA
(semi solido a una temperatura de 55°C) 30 uL (cepa testigo), homogenizar y rapidamente
verter en una placa con Agar MRS que contiene las bacterias de Lactobacillus sembradas por
puntura, homogenizar para que el agar quede parejo. Incubar a 37°C por 24 horas. Realizar
por segunda vez el proceso de la bicapa para corroborar la formacion de halos.

Il ETAPA: Evaluacién de cultivo de Lactobacillus como probiotivo vaginal

Segun los criterios de inclusion para la Il etapa, se realizara el tratamiento vaginal con cultivo de
Lactobacillus con potencial probiotico en mujeres con vaginosis bacteriana de los servicios de
Ginecologia y Obstetricia de los hospitales y centros de salud de los distritos del Porvenir, La
esperanza, Florencia de Mora y Moche.

- Obtencién de biomasa: La biomasa de Lactobacillus se obtendra a partir de subcultivos en
caldo MRS, incubar a 35 - 37°C. por 18 — 24 horas y 5 - 7% de CO2 Suspender el cultivo puro de
Lactobacillus en SSF estéril hasta la densidad éptica (DO) deseada.

- Presentacion del inéculo para tratamiento: Entregar a las pacientes un tubo pyrex tapa rosca
de 5 mL de capacidad, dentro de un sobre de papel aluminio, conteniendo 3 mL de una
suspension de Lactobacillus, con DO 1,70 en el Fotometro semiautomatizado Herba® equivalente
a 10° UFC/mL.(Hurtado, 2001)

- Medicion del efecto de recolonizacion vaginal por Lactobacillus: Realizar controles los dias 1,
7, 15 y 30avo dia post tratamiento, recolectar muestras de hisopado vaginal y sembrar en caldo
MRS, asi como en agar MRS a 37°C, e incubar por 24 horas en microaerobiosis y determinar
segun caracteristicas macroscopicas Y tintoreales la presencia de Lactobacillus con potencial
probiotico.
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31/ 12/ 2016

Informe Parcial del Proyecto

21/11/ 2016

28/ 11/ 2016
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01/12/ 2016

31/ 01/ 2017

Redacci on de I nfornme

01/ 02/ 2017

30/ 03/ 2017

Informe Final del Proyecto

23/ 03/ 2017

30/ 03/ 2017




PRESUPUESTO

DESCRIPCION CANTIDAD PRECIO_UNITARIO PRECIO_PARCIAL
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 20 20
REACTI VOS E | NSUMOS 2 UNI 15 30
REACTI VOS E | NSUMOS 2 UNI 200 400
REACTI VOS E | NSUMOS 3 UNI 3.50 10. 50
REACTI VOS E | NSUMOS 4 UNI 15 60
MATERI AL DE VI DRI O 1 UNI 50 50
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 450 450
REACTI VOS E | NSUMOS 3 UNI 12 36
Cool ers Col enan 5QrT 2 UNI 40 80
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 4745. 50 4745. 50
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 250 250
REACTI VOS E | NSUMOS 100 UNI 25 2500
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 340 340
REACTI VOS E | NSUMOS 2 UNI 7 14
REACTI VOS E | NSUMOS 2 UNI 15 30
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 12 12
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 170 170
REACTI VOS E | NSUMOS 4 UNI 5 20
TRANSPORTE LOCAL 40 UNI 10 400
REACTI VOS E | NSUMOS 60 UNI 1.20 72
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 8891. 90 8891. 90

Total 18581.90



