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RESUMEN 
Se aislaron 80 cepas  de Lactobacillus spp autóctonas del tracto urogenital de 
23 mujeres clínicamente sanas, en edad fértil, que asistieron a consulta para 
diagnóstico de embarazo en el Hospital Gíneco-Obstétrico de Matanzas, Cuba. 
Cada paciente confirmó su consentimiento por escrito. Las muestras fueron 
tomadas y colocadas  en tubos de ensayo con caldo Mann Rogosa Sharper 
(MRS) estéril. Los aislamientos se realizaron en el Centro de Estudios 
Biotecnológicos de la Universidad de Matanzas. Para ello se hicieron diluciones 
seriadas y siembra en placas con medio Agar-MRS. La incubación se 
desarrolló en un tiempo de 48 horas a una temperatura de 37° C. Las cepas 
aisladas fueron colocadas en medio Agar-MRS semisólido y posteriormente 
purificadas por agotamiento, en el medio antes señalado. Para la selección del 
género se realizaron las siguientes pruebas: forma de la célula y de la colonia, 
tinción de Gram y ensayo de la enzima catalasa. Las cepas pertenecientes al 
género Lactobacillus fueron conservaron en medio Tioglicolato semisólido en 
una colección de cultivo perteneciente al Laboratorio de Biotecnología de la 
Universidad de Matanzas. 
 
Palabras claves: Lactobacillus spp, probiótico vaginal, aislamiento, mujeres 
sanas.  

 
Abstract 
80 strais of Lactobacillus spp autochthonous of the  urogenital tract from 23 
clinically healthy women in fertile age were isolated. They attended consultation 
for diagnose of pregnancy and they confirmed their consent in writing. The 
samples were taken in the Gíneco-obstetric Hospital of Matanzas, Cuba and 
placed in assays tubes with sterile Mann Rogosa Sharper (MRS) broth. The 
isolations were made in the Center of Biotechnical Studies of the University of 
Matanzas. After made seriate dilutions and the growth in placas with Agar MRS, 
the incubation was developed at 48 hours to 37° C. The isolated strains were 
placed between Agar MRS semisolid and purified by exhaustion, in the medium 
before signal.  For the selection of the genus were development the following 
tests:  forms of the cell,  forms of the colony,  Gram tincion and test of the 
catalas. The strains belonging to the Lactobacillus genus was  conserved in 
Tioglicolato semisolid in a cultivation collection in the Laboratory of 
Biotechnology of the University of Matanzas. 
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INTRODUCCION 
 
La vagina de mujeres saludables esta colonizada por especies de Lactobacillus 
como microorganismos predominantes, los que juegan un importante papel en 
la protección del medio vaginal contra infecciones por patógenos urogenitales 
(Boris et al. 1998, Martin et al. 1999, Malean and Rosenstein 2000; Reid et al. 
2003.; Wimpenny and Colasanti, 2004). Se reconoce que Lactobacillus controla 
bacterias uropatógenas, que frecuentemente provocan síndrome de vaginosis 
(Spiegel, 1991; Cauce et al. 2002). Así, el balance microbiano óptimo, en 
vagina de mujeres saludables, se define por su contenido en Lactobacillus spp 
(Vázquez et al. 2002; Castro y Rovetto, 2006). 
 
Lactobacillus acidophilus constituye la flora dominante en muchas mujeres 
sanas (Lachlak et al. 1996; Dicks et al.  2000; Reid et al. 2001). Sin embargo, 
otras especies han sido encontradas en ese balance, entre  ellas se citan 
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, 
Lactobacillus jensenii, Lactobacillus casei, Lactobacillus delbrueckii, 
Lactobacillus vaginalis, and Lactobacillus salivarius (Redondo-Lopez et al. 
1990, Song et al. 1999, Zhong et al. 1998). El complejo Lactobacillus 
acidopphylus ha mostrado ser altamente heterogéneo (Lauer et al. 1980), 
siendo actualmente, dividido en dos grupos (A y B) según el ADN homólogo 
(Jonson et al. 1980), para formar seis especies de L. acidophilus: L. acidophilus 
(A1), Lactobacillus crispatus (A2), Lactobacillus amylovorus (A3), Lactobacillus 
gallinarum (A4), Lactobacillus gasseri (B1) y Lactobacillus johnsonii (B2) 
(Fujisawa et al. 1992, Jonson et al. 1980). Estas especies son 
homofermentativas obligadas. Recientemente dos nuevas especies han sido 
incluidas: Lactobacillus amylolyticus y Lactobacillus iners (Falsen et al. 1999). 
 
El objetivo del presente trabajo es aislar cepas de Lactobacillus spp de vagina 
de mujeres sanas en la provincia de Matanzas, Cuba con la finalidad de 
elaborar un producto probiótico en investigaciones futuras. 
 
MATERIALES Y METODOS 
 
Toma de muestras 
 
Se tomaron muestras de 23 mujeres en estado clínicamente sano, corroborado 
por estudios bacteriológico. Cada paciente aceptó su consentimiento por 
escrito en el acta establecida para estos casos. 
 
Para la toma de las muestras fue aseptisada la vulva con hibitane acuoso al  1 
%. Se colocó espéculo bivalvo. Se tomaron las muestras del fondo de saco 
vaginal posterior por raspado con espátula de aire previa eliminación de la 
secreción normal, que existía en ese momento con hisopo estéril. Las muestras 
se colocaron en  tubos estériles  con  9 mL de medio caldo MRS (de Mann, 
Rogosa y Sharpe, 1960). Fueron  trasladadas hasta el Laboratorio de 
Biotecnología de la Universidad de Matanzas antes de las dos horas 
posteriores. Se incubaron durante 24 horas  a 370 C. Tres de las muestras de 
los exudados demostraron la presencia de Candida spp por lo que fueron 
desechadas, quedando 20 muestras para los aislamientos.  



Aislamiento 
 
A cada muestra se le realizó diluciones seriadas, en agua de peptona estéril, 
hasta 10-10. Se sembró 1 mL en medio Agar MRS,  vertido en placas de Petri, 
de las diluciones 10-8, 10-9 y  10-10  con 3 réplicas por dilución. Se cubrió cada 
placa con una capa fina de medio Agar MRS para mantener la anaerobiosis 
facultativa. Seguidamente se incubaron  a 37º C. Transcurridas 48 horas, de 
las placas sembradas se seleccionaron las colonias con características de 
género Lactobacillus, tales como: tamañó pequeñas, apariencia transparente, 
forma redonda y crecimiento en profundidad. Estas fueron transferidas a tubos 
con medio LAPTg e incubadas a 370 C por 48 horas. Se observaron las 
siguientes características: crecimiento en forma de velo blanco hasta el fondo y 
crecimiento microaerofilo cerca de la superficie. Posteriormente cada cepa fue 
purificada en placas con medio Agar MRS por agotamiento e incubadas a 37 
0C por 48 horas para obtener cepas puras. Las cepas puras se conservaron en 
el medio semisólido LAPTg. Incubadas a 37ºC con pases a medio fresco cada 
tres meses . Una replica de estas se mantienen  en tubos a 4º C.  
Adicionalmente, se conservaron replicas por el método de liofilización y en 
glicerol al 40% a –70º 
 
Tinción de Gram 
 
A las cepas puras se les realizó tinción de Gram, para seleccionar las  cepas 
Gram+ y las formas bacilares  (Tabla 1). 
 
 
Determinación de la producción de catalasa: Se sembraron placas (3 por 
cada cepa) por agotamiento en Agar-MRS que fueron incubadas durante 48 
horas a 37ºC, hasta la aparición de colonias. Para la detección de la 
producción de catalasa se colocó una gota del reactivo ID color catalasa, de la 
BioMérieux SA, sobre las colonias bien aisladas y se observó la presencia o no 
de desprendimiento de burbujas. 
Fermentación de la glucosa. 
Se adicionó caldo MRS en tubos de ensayo con campana de Dujam invertidos 
para determinar la producción de CO2 por las heterofermentativas y carencia 
de este gas en homofermentativas, bajo las mismas condiciones usadas para 
la producción de catalasa. 
Determinación de pH. 
Se realizó una cinética de determinación del pH  a cada cepa. 
 
RESULTADOS Y DISCUSION 
 
Mujeres muestreadas y aislamientos 
Del total de mujeres muestreadas, 13 tenían un pH vaginal de 4, de las que se 
aislaron 40 cepas; 3 un pH de  4,5 con 20 cepas aisladas; 5 con un pH de 5,0 
con 10 cepas aisladas y 2 con un pH de 5,5 con 10 cepas aisladas (tabla 1). 
El pH vaginal varia durante el ciclo mestrual desde 3,5  hasta 7,0, cuando 
existe un pH ácido predominan las poblaciones de Lactobacillus spp. Cuando el 



pH vaginal estuvo en 4,5 fueron aisladas un mayor número de cepas con 
características de Lactobacillus (Spiegel 1983). Según Spiegel et al (1983) 
cuando el pH está por encima de 5,0 pueden aparecer infecciones vaginales 
por la presencia de microorganismos uropatógenos. Alfonso y Fernández 
(2004) revisaron los valores del pH vaginal normal, en los distintos momentos y 
épocas de la vida de la mujer y en las vaginitis más frecuentes. También 
evaluaron el mecanismo de depuración biológica de la vagina y destacaron el 
beneficio que supone que el ginecólogo determine el valor del pH vaginal en 
sus exploraciones, para corregirlo, aumentando o disminuyendo la acidez, si 
fuese necesario, pues su alteración favorece las infecciones vaginales y sus 
recidivas. Según estos autores la corrección del pH vaginal resulta beneficiosa, 
tanto en la prevención como coadyuvante en el tratamiento de las vaginitis. 
 
El pH vaginal es distinto en cada momento y etapa de la vida de la mujer, si no 
se conocen la época de la vida, el momento del ciclo, de poco podrá valer la 
determinación del pH vaginal. Pero si, contrariamente, se une su valor al 
momento y circunstancia concretos, el interés clínico será muy importante. El 
pH vaginal alterado, por exceso o por defecto, puede favorecer la infestación y 
la colonización vaginal por uropatógenos (Alfonso y Fernández 2004). 
 
Tabla 1. pH vaginal de las mujeres muestreadas y número de cepas aisladas 
en cada uno de ellos.   
 

pH vaginal No. Mujeres No. Cepas aisladas 
4,0 13 40 
4,5 3 20 
5,0 5 10 
5,5 2 10 

total 20 80 
 
Tinción de Gram 
 
A las cepas aisladas se les desarrolló la tinción de Gram para determinar 
características celulares. Se observaron  30 cepas de forma bacilar y 20 en 
forma de cocos (tabla 2). Las restantes tenían características morfológicas y 
celulares similares a levaduras, por lo que fueron eliminadas.   
 
Producción de catalasa 
 
Las 50 cepas seleccionadas por sus características morfológicas y celulares 
fueron catalasa negativa (tabla 2). 
 
La catalasa es la responsable de la degradación del peróxido de hidrógeno 
(H2O2) en agua y oxígeno, la cual no es encontrada en microorganismos 
anaerobios e inclusive en los microaerófilos. Aparentemente la carencia de 
catalasa en microorganismos anaerobios, explica en parte la toxicidad del 
oxígeno para estos microorganismos. 
 
Lactobacillus spp, principalmente aquellas cepas que producen altas 
concentraciones de peróxido de hidrógeno pueden tener un efecto protector de 



la vagina por la inhibición de especies patógenas, que son la causa principal de 
vaginosis.  Wilks et al  (2004) identificaron cepas de Lactobacillus productoras 
de peróxido de hidrógeno de vagina de 20 mujeres gestantes y encontraron 
una correlación entre las cepas de Lactobacillus, la producción de peróxido y la 
protección a la vagina con una disminución en las vaginosis. 
 
Fermentación de la glucosa  
 
De las 20 cepas en forma de cocos, 18 fueron negativa en producción de gas, 
o sea son homofermentativas y 2 fueron positivas a esta prueba, siendo 
heterofermentativas. Las 30 cepas bacilares fueron negativas en relación con la 
producción de gas (homofermentativas) (tabla 2). 
 
Tabla 2. Características bioquímicas e identificación  de las cepas ácido 
lácticas. 
  

 
Cepa 

Número 
de 

cepas 

 
Catalasa

Producción 
de gas 

pH inicial 
Medio 
MRS 

pH final 
24 horas 

 
Cocos 

 
20 

 
- 

18 – 
2 + 

6,2 4,0-5,0 

 
Bacilos 

 
30 

 
- 

 
- 

 
6,2 

 
3,7-4,3 

 
      

Dimámica de pH y crecimiento de las 8 cepas de mejor comportamiento 
 

Cepa 
(código) 

 
pH inicial 

pH final 
(24 horas) 

Crecimiento 
inicial (UFC/ml)

Crecimiento 
final (UFC/ml) 

A20 6,20 3,85 1,0 x 102 2,70 x 1010 

A59 6,20 3,88 1,0 x 102 2,65 x 1010 

A63 6,20 4,01 1,0 x 102 2,71 x 109 

A42 6,20 4,02 1,0 x 102 2,56 x 109 

A7 6,20 4,16 1,0 x 102 2,45 x 109 

A51 6,20 4,20 1,0 x 102 2,50 x 108 

A35 6,20 4,48 1,0 x 102 2,00 x 108 

A8 6,20 3,73 1,0 x 102 2,93 x 1010 

 
  
 
 CONCLUSIONES 
 
Fueron aisladas 30 cepas con forma de bacilos y 20 de cocos de vagina de 
mujeres sanas en la provincia de Matanzas, Cuba con la finalidad de elaborar 
un producto probiótico en investigaciones futuras.  
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