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RESUMEN  
     
Justificación: La vaginosis bacteriana (VB) es la infección vaginal más frecuente en mujeres en edad reproductiva, y su 
tratamiento convencional presenta limitaciones. Las bacterias ácido lácticas autóctonas (BALA) representan una alter-
nativa probiótica para restablecer el equilibrio de la microbiota vaginal. Objetivo: Evaluar el efecto antagónico de BA-
LA frente a patógenos vaginales presentes en el flujo vaginal de mujeres de Medellín, Colombia. Metodología: Estudio 
experimental in vitro, realizado entre febrero y noviembre de 2024, con 96 muestras de flujo vaginal (FV) recolectadas 
en un centro médico. Se aislaron e identificaron patógenos y BALA. La actividad antagónica se evaluó mediante en-
frentamiento célula-célula y el uso de sobrenadantes libres de células (SLC) sometidos a distintos tiempos de incuba-
ción y tratamientos. Resultados: 37 muestras fueron positivas para VB y 18 contenían Lactobacillus spp. Se identifica-
ron siete cepas patógenas: Escherichia coli (71,4 %) y Escherichia fergusonii (28,6 %), y cuatro cepas de BALA: Lacti-
plantibacillus pentosus, Ligilactobacillus salivarius, Lactiplantibacillus plantarum y Enterococcus faecalis. Cinco de ocho 
cepas de BALA presentaron inhibición en el enfrentamiento célula-célula; en los ensayos con SLC, los sobrenadantes 
crudos de 24 h mostraron la mayor inhibición, destacándose E. faecalis (VM500). Conclusión: Las BALA evaluadas 
presentaron actividad antimicrobiana significativa, respaldando su potencial uso como probióticos en estrategias para 
prevenir la VB. 
 
Palabras clave: Microbiota vaginal, probióticos, bacterias antagonistas, ácido láctico, terapia preventiva. 
 
ABSTRACT 
 
Justification: Background: Bacterial vaginosis (BV) is the most common vaginal infection in women of reproductive 
age, and its conventional treatment presents limitations. Autochthonous lactic acid bacteria (ALAB) represent a probi-
otic alternative to restore vaginal microbiota balance. Objective: To evaluate the antagonistic effect of ALAB against 
vaginal pathogens in the vaginal fluid of women from Medellín, Colombia. Methods: An in vitro experimental study 
conducted between February and November 2024, using 96 vaginal fluid (VF) samples collected at a medical center. 
Pathogens and ALAB strains were isolated and identified. Antagonistic activity was determined through cell-to-cell con-
frontation and cell-free supernatants (CFS) subjected to different incubation times and treatments. Results: Thirty-seven 
samples were positive for BV and 18 contained Lactobacillus spp. Seven pathogenic strains were identified: Escherichia 
coli (71.4%) and Escherichia fergusonii (28.6%), along with four ALAB strains: Lactiplantibacillus pentosus, Ligilactoba-
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cillus salivarius, Lactiplantibacillus plantarum, and Enterococcus faecalis. Five of eight ALAB strains showed inhibition in 
cell-to-cell confrontation; in CFS assays,crude supernatants at 24 h showed the highest inhibitory activity, with E. faecal-
is (VM500) showing the strongest effect. Conclusion: The evaluated ALAB strains exhibited significant antimicrobial 
activity, supporting their potential use as probiotics in strategies aimed at preventing BV. 
 
Key words: Vaginal microbiota, probiotics, antagonistic bacteria, lactic acid, preventive therapy. 
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INTRODUCCIÓN 
 
La vaginosis bacteriana (VB) es la infección vaginal más 
frecuente en mujeres en edad reproductiva, con una 
prevalencia global entre el 23 % y el 29 %, según la 
OMS (Peebles et al., 2019). Se caracteriza por la reduc-
ción de Lactobacillus spp. y la proliferación de bacterias 
anaerobias como Mobiluncus spp., Prevotella spp., Bac-
teroides spp. y Gardnerella vaginalis, principal agente 
etiológico. Mientras G. vaginalis se asocia a la VB y sus 
complicaciones, los lactobacilos actúan como una barre-
ra protectora natural y tienen potencial probiótico en el 
equilibrio vaginal (Sánchez & Tromps, 2014). 
 
En América Latina, las prevalencias son elevadas; en 
Colombia se han reportado tasas entre 18,1 % y 29,9 %, 
con variaciones regionales (Arias et al., 2015; Chávez 
Vivas et al., 2020; Valencia-Arredondo & Yepes-López, 
2018). Aunque la clindamicina y el metronidazol alcan-
zan tasas de curación cercanas al 80 %, más del 50 % 
de los casos recurre en 6 a 12 meses, situación agravada 
por la resistencia antimicrobiana. Esto impulsa el desa-
rrollo de alternativas, como el uso de cepas de BALA 
para restablecer el equilibrio vaginal (Rivera et al., 2011; 
Bradshaw & Sobel, 2016). 
 
Diversos estudios han demostrado que ciertas BAL inhi-
ben patógenos vaginales, incluida G. vaginalis, mediante 
metabolitos antimicrobianos, aunque su eficacia varía 
según factores geográficos y étnicos (Chávez Vivas et 
al., 2020; Bradshaw & Sobel, 2016). Este trabajo da con-
tinuidad a investigaciones previas del Grupo de Biotrans-
formación de la Escuela de Microbiología (Universidad 
de Antioquia) (López et al., 2015), mediante la evalua-
ción del efecto antagónico de BALA frente a G. vaginalis 
y otros patógenos aislados de flujo vaginal, con el fin de 
aportar al conocimiento sobre la microbiota vaginal y 
sentar bases para el desarrollo de formulaciones probió-
ticas adaptadas a la población colombiana. 
 
Los objetivos específicos de este estudio son: 
 
- Aislar cepas de patógenos de vaginosis bacteriana y 

de Bacterias Ácido Lácticas de flujos vaginales de 
mujeres que asisten a consulta a una IPS de Medellín.  

- Evaluar el efecto antagónico in vitro de sobrenadan-
tes libres de células incubados durante diferentes 
tiempos y de células de  L. Rhamnosus, L. Acidop-
hilus, Lactoplantibacilus plantarum, y de nuevos aisla-
dos de Bacterias Ácido Lácticas autóctonos frente a 
patógenos de vaginosis bacteriana. 

- Definir si entre las cepas seleccionadas por el efecto 
antagónico de Bacterias Ácido Lácticas frente a los 
patógenos de vaginosis bacteriana es debido a la 
presencia de bacteriocinas. 

 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Diseño del estudio y muestreo 
Se realizó un estudio experimental in vitro, multifactorial y 
multivariado (febrero - noviembre 2024) con BALA como 
factor experimental y como variables de respuesta el diá-
metro de inhibición del crecimiento superficial del pató-
geno (mm) a 24 y 48 h y el porcentaje de inhibición de 
crecimiento en presencia de sobrenadantes libres de célu-
las (SLC), utilizando espectrofotometría. Se incluyeron 
mujeres de 18 a 49 años, no embarazadas ni tratadas 
previamente con antibiótico (15 días), que asistieron a un 
centro médico en Medellín y firmaron consentimiento 
informado. Se recolectaron 96 muestras de FV, tomadas 
por personal entrenado; 55 cumplieron los criterios de 
inclusión: diagnóstico de VB según los criterios de Amsel 
(Hernández Romero, 2017) o presencia de bacilos Gram 
positivos, característicos de BAL. Las muestras se procesa-
ron en solución salina al 0,85 % a 4 ± 2 °C. 
 
Aislamiento e identificación de cepas 
Las muestras con diagnóstico de VB se cultivaron en 
caldo BHI (Oxoid, Inglaterra) suplementado (35 °C, 24 
h, anaerobiosis) y se subcultivaron en agar sangre 
(Espinosa et al., 2005). Las muestras con bacilos Gram 
positivos se sembraron en agar MRS (Sigma Aldrich, US) 
con fluconazol al 0,01 % (La Santé) (35 °C, 48 h, anae-
robiosis) (Castro-Rodríguez et al., 2023). Las cepas se 
seleccionaron por características fenotípicas y se conser-
varon en caldo con glicerol (-20 °C y -80 °C). Se incluye-
ron la cepa de referencia G. vaginalis ATCC 4018 y BAL 
del cepario del Grupo de Biotransformación (López et 
al., 2015). La identificación molecular se realizó por se-
cuenciación del gen 16S rRNA (Sanger) y comparación 
con Genbank mediante BLASTN. 
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Ensayos de antagonismo 
Las cepas se activaron en caldo BHI y MRS (24 h, 35 °C) 
y se ajustaron a unas concentraciones celulares de 
DO₆₀₀ 0,4 ± 0,01 (patógenos) y 0,8 ± 0,01 (BALA). 
 
El antagonismo de las BALA frente a los patógenos 
(aislados clínicos y cepa ATCC 4018) se evaluó median-
te dos ensayos: 1) enfrentamiento célula-célula, median-
te técnica Spot en agar BHI suplementado, sembrado en 
césped con el patógeno; se inocularon 10 μL de cada 
BALA y se midió el halo de inhibición (considerando 
como inhibición a partir de 7 mm) a las 24 y 48 h 
(Zhang et al., 2021; Pérez Navarro et al., 2024). Como 
controles positivos se emplearon ácido láctico y antibió-
ticos. 2) Exposición de los patógenos a sobrenadantes 
libres de células (SLC), obtenidos tras cultivo de BALA 
(24, 48, 72 h), centrifugación (12.000 × g, 10 min, 15 °
C) y filtración (0,2 μm) (Saeed et al., 2023). Se prepara-
ron cinco tratamientos: sobrenadante crudo (SC), neu-
tralizado (SN, pH 6,8), y SN tratado con proteasa (SLB), 
catalasa (SLP) y tripsina (ST); además, se emplearon con-
troles positivos y un control de crecimiento (sin trata-

miento). El efecto se evaluó en microplacas de 96 pozos 
mediante espectrofotometría a 600 nm (Multiskan™ FC, 
Thermo Scientific) tras 48 h. Este ensayo se realizó por 
triplicado. El porcentaje de inhibición de crecimiento se 
calculó respecto al control de crecimiento, seleccionan-
do valores ≥80 %. 
 
Consideraciones éticas 
Esta investigación cumplió la Resolución 1461 de 2014 
del ANLA (Autoridad Nacional de Licencias Ambientales 
ANLA, 2014) y fue aprobada por el Comité de Bioética 
de la Sede de Investigación Universitaria (SIU) de la Uni-
versidad de Antioquia (Acta 260, 24/04/2024, CBE: 24-
158-1057). 
 
RESULTADOS 
 
De 37 muestras de FV con diagnóstico de VB se aisla-
ron siete cepas con características macro y microscó-
picas compatibles con el patógeno objetivo (G. vagina-
lis) y la cepa de referencia ATCC 4018 (Figura 1A y 
1B), todas catalasa y oxidasa negativas. El 59 % de los 
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casos de VB por G. vaginalis se presentó en mujeres 
de 20 a 29 años. Por su parte, de 18 muestras destina-
das al aislamiento de BAL, se recuperaron cuatro ce-
pas con características fenotípicas y bioquímicas com-
patibles con Lactobacillus spp. (Figura 1C y 1D), cata-
lasa negativa y bacilos Gram positivos. La identifica-
ción molecular se presenta en la Tabla 1. 
 
En el ensayo de enfrentamiento célula-célula (Tabla 2, 
Figura 2), la cepa VM500, aislada en este estudio, presen-
tó efecto antagónico frente a cuatro patógenos, incluida 
la ATCC 14018; este enfrentamiento se realizó por su 

actividad inhibitoria observada tras el aislamiento vaginal, 
antes de su identificación, la cual posteriormente corres-
pondió a Enterococcus spp. Las cepas VTR064, ITR004 y 
VTR067 lo hicieron contra todas las cepas patógenas y lo 
mantuvieron hasta las 48 h. En contraste, las cepas 
VM502, VM503 y Ref499 no mostraron efecto.  
 
En las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana, cinco 
cepas patógenas (62 %), incluida la ATCC 14018, fue-
ron sensibles a la penicilina a las 24 h; sin embargo, esta 
sensibilidad se mantuvo a las 48 h solo para la cepa de 
referencia. A la gentamicina, tres cepas (37%) mostraron 

μ μ μ
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sensibilidad sostenida hasta las 48 h y solo una cepa 
presentó sensibilidad a la clindamicina.  El metronidazol 
no hizo parte del panel de antibióticos seleccionado 
para la evaluación. 
 
En la Tabla 3 se presentan los resultados del efecto 
antagónico de los cinco tratamientos de SLC prove-
nientes de las cepas de BALA VM500, VTR064, 
ITR004 y VTR067, frente a las cepas patógenas. Para 
facilitar la interpretación visual de la eficacia de cada 
tratamiento, los porcentajes de inhibición se codifica-
ron cromáticamente: verde (80–89 %), amarillo (90–
94 %) y rojo (>95 %). 
 
Los resultados de pH y la concentración de ácido láctico 
se presentan en la Tabla 4, permitiendo analizar su rela-
ción con la actividad antagónica observada. 
 
DISCUSIÓN 
 

De 96 mujeres estudiadas, el 38,54 % presentó VB, una 
frecuencia superior a la reportada en otros estudios, lo 
que coincide con prevalencias elevadas en mujeres jóve-
nes y con inicio temprano de actividad sexual (Zapata 
Martínez et al., 2018, Abdullah et al., 2023). De 37 
muestras, en el 81,08 % no se obtuvo crecimiento de G. 
vaginalis, mientras que en el 18,92 % se identificaron 
enterobacterias (Tabla 1), lo que sugiere estados de dis-
biosis, posibles infecciones genitales o contaminación 
fecal del FV (González Reyes et al., 2024). El aislamiento 
in vitro de G. vaginalis fue limitado y constituye un reto 
técnico, atribuible a sus exigentes requerimientos nutri-
cionales y a su capacidad para formar biopelículas, lo 
que favorece su persistencia y dificulta su recuperación 
mediante cultivo directo. Esto destaca la necesidad de 
desarrollar e implementar métodos moleculares, como 
PCR, para su detección directamente en secreciones 
vaginales sin necesidad de cultivo (Abdullah et al., 2023; 
Mohammadi, Mohammadi-Sichani & Allahdadian, 2021). 
 
La identificación de BAL en mujeres asintomáticas con-
firmó las cepas: L. pentosus (VM501), L. salivarius 
(VM502) y L. plantarum (VM503), consideradas probióti-
cas por mantener la homeostasis vaginal mediante la 
producción de compuestos antimicrobianos y la modu-
lación del sistema inmune (Fernández et al., 2023).  
 
En el ensayo de enfrentamiento célula-célula (Figura 2 y 
Tabla 2), las cepas L. plantarum (VTR064) y L. rhamnosus 
(ITR004, VTR067) inhibieron sostenidamente hasta las 
48 h, concordando con reportes sobre la actividad pro-
biótica mediada por ácido láctico, H₂O₂, bacteriocinas y 
la reducción del pH vaginal (Toualbia et al., 2018). La 
cepa E. faecalis (VM500) fue incluida en el estudio tras 

evidenciar antagonismo frente a patógenos tras su 
aislamiento primario de la microbiota vaginal. Si bien 
inhibió eficazmente a las enterobacterias, su rol como 
biocontrolador es controversial debido a su potencial 
patógeno, subrayando la necesidad de una caracteri-
zación genómica para evaluar factores de virulencia y 
garantizar su seguridad en aplicaciones terapéuticas 
(Iglesias et al., 2019). En contraste, las cepas Ref499, 
VM501, VM502 y VM503, no presentaron efecto an-
tagónico, aunque estudios previos han reportado acti-
vidad antimicrobiana de estas especies frente a pató-
genos vaginales, lo que sugiere que la actividad inhibi-
toria puede ser cepa-dependiente y variar según las 
condiciones experimentales (Choi et al., 2022; Fernán-
dez et al., 2023; Kim et al., 2021). Estos hallazgos re-
saltan la importancia de una caracterización y selec-
ción rigurosa de cepas probióticas destinadas a la pre-
vención o tratamiento de infecciones vaginales 
(Santos et al., 2016). 
 
Ambos ensayos confirmaron baja sensibilidad de G. vagi-
nalis y E. coli a penicilina y gentamicina (Tabla 2, Tabla 
3), en concordancia con estudios previos (Safarpoor 
Dehkordi et al., 2020). Asimismo, se observó baja sensi-
bilidad a clindamicina en una cepa patógena (Tabla 2), 
hallazgo relevante dado que este fármaco es, junto al 
metronidazol, tratamiento de primera elección para la 
VB. Aunque el metronidazol no fue evaluado por limita-
ciones de disponibilidad, los resultados obtenidos con 
clindamicina concuerdan con estudios que indican que 
esta terapia convencional no erradica completamente la 
VB, favoreciendo recurrencias y aumento en la resisten-
cia antimicrobiana (Ma et al., 2022; Mauck et al., 2022). 
Esto refuerza la necesidad de explorar alternativas bioló-
gicas que complementen el tratamiento estándar. 
 
En contraste, la aplicación directa de ácido láctico al 30 
% mediante microgota mostró el mayor efecto inhibito-
rio frente a todas las cepas patógenas (Tabla 2, Figura 
2), en comparación a cuando es aplicado en los SLC 
(Tabla 3), evidenciando que el contacto localizado sin 
dilución maximiza su actividad antimicrobiana, atribuible 
a la acidificación inmediata y a la desestabilización y 
permeabilidad de la membrana bacteriana que compro-
meten la viabilidad celular (Llorca et al., 2019; Otero & 
Nader-Macías, 2020; Universidad Colegio Mayor de 
Cundinamarca, 2022). 
 
Como se observa en la Tabla 3, los SLC evidenciaron 
inhibición ≥90 % en más del 50 % de los tratamientos. 
El SC presentó la mayor actividad inhibitoria, lo que re-
salta una acción sinérgica entre ácido láctico, H₂O₂ y 
bacteriocinas, y no un efecto exclusivo de un solo meta-
bolito (Chambi Chiri et al., 2018; Qian et al., 2021). Por 
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su parte, la neutralización del pH (SN), redujo significati-
vamente la inhibición, confirmando el papel crucial de la 
acidez atribuida principalmente al ácido láctico (Tabla 
4); no obstante, la inhibición observada en estos trata-
mientos podría atribuirse, en parte, al H₂O₂, un subpro-
ducto de la fermentación láctica que genera estrés oxi-
dativo en la membrana bacteriana (Zhang et al., 2023). 
 
En los SLC tratados con enzimas, la inhibición parcial del 
SLP, SLB y ST sugiere la participación secundaria de 
H₂O₂ y bacteriocinas, algunas resistentes a la degrada-
ción enzimática (Elughi et al., 2024; Zhang et al., 2023). 
Sin embargo, al derivar de SN, se excluye el efecto de 
los ácidos orgánicos, y estos metabolitos restantes pue-
den no ser suficientes para una inhibición significativa. 
 
En conjunto, los resultados respaldan el potencial de 
BAL autóctonas como agentes terapéuticos o preven-
tivos frente a G. vaginalis, proponiéndolas como alter-
nativa en el manejo de la VB (Qian et al., 2020; Choi 
et al., 2018). 
 
CONCLUSIÓN 
 
Los resultados confirman que la vaginosis bacteriana por 
G. vaginalis persiste como un reto diagnóstico y terapéu-
tico, debido a la baja sensibilidad de los métodos con-
vencionales y la limitada eficacia de los antibióticos eva-
luados; en este contexto, habría sido relevante incluir el 
metronidazol, por ser el tratamiento de elección, para 
una mejor comparación clínica. Las cepas L. plantarum 
(VTR064) y L. rhamnosus (ITR004 y VTR067) demostra-
ron alto potencial probiótico, gracias a su efecto antagó-

nico sostenido, principalmente mediado por ácido lácti-
co y complementado por otros metabolitos. 
 
Estos hallazgos proponen la incorporación de BAL selec-
cionadas como estrategia complementaria para la res-
tauración del microbioma vaginal y la reducción de la 
recurrencia de la enfermedad, previa validación median-
te estudios clínicos controlados. 
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