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RESUMEN

Objetivos. Describir la actividad antimicrobiana in vitro del extracto metandlico de las hojas de Bixa
orellana L. contra las bacterias anaerobias asociadas a la vaginosis bacteriana y Lactobacillus spp. Ma-
teriales y métodos. Se incluyeron en el estudio ocho cepas de referencia ATCC; Gardnerella vaginalis,
Prevotella bivia, Peptococcus niger, Peptostreptococcus anaerobius, Mobiluncus curtisii, Atopobium vagi-
nae, Veillonella parvula 'y Lactobacillus crispatus, y 22 aislamientos clinicos; once aislados de Gardnerella
vaginalis y once aislados de Lactobacillus. La susceptibilidad antimicrobiana se determin6 mediante el
método de difusion en agar. La concentracién minima inhibitoria (CMI) y la concentracién bactericida
minima (CBM) fueron determinadas utilizando el método de dilucién en agar y un método de dilucién
modificado, respectivamente. Resultados. Todas las cepas de referencia ATCC tuvieron un alto nivel de
susceptibilidad al extracto, con excepcion de P. vibia, V. parvulay L. crispatus. Interesantemente, los ais-
lamientos clinicos de G. vaginalis y la cepa ATCC de G. vaginalis fueron los mas susceptibles al extracto
dados los bajos valores de CMI (1,0 - 2,0 mg/mL) y CBM (1,0 - 4,0 mg/mL), mientras que, los aislamien-
tos clinicos de Lactobacillus spp. y la cepa ATCC de L. crispatus fueron los menos susceptibles debido
a los altos valores de CMI (32,0 mg/mL) y CBM (= 32,0 mg/mL). Conclusiones. Los experimentos in
vitro sugieren que el extracto posee propiedades antibacterianas selectivas dada su alta actividad contra
bacterias anaerobias asociadas a vaginosis bacteriana y baja actividad contra especies de Lactobacillus.

Palabras clave: Bixa orellana; vaginosis bacteriana; Técnicas in vitro; Gardnerella vaginalis; Lactobacillus
(Fuente: DeCS)

Invitro ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF Bixa orellana L.
LEAVES EXTRACT AGAINST ANAEROBIC BACTERIA
ASSOCIATED TO BACTERIAL VAGINOSIS AND
Lactobacillus spp.

ABSTRACT

Objective. To describe the in vitro antimicrobial activity of the methanolic extract of Bixa orellana L. leaves
against anaerobic bacteria associated to bacterial vaginosis and Lactobacillus spp. Materials and methods.
Eight ATCC reference strains; Gardnerella vaginalis, Prevotella bivia, Peptococcus niger, Peptostreptococcus
anaerobius, Mobiluncus curtisii, Atopobium vaginae, Veillonella parvula, and Lactobacillus crispatus, and
twenty-two clinical isolates; eleven Gardnerella vaginalis and eleven Lactobacillus strains, were included in
the study. The antimicrobial susceptibility was determined by the agar diffusion method. The minimum in-
hibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) were determined by using
agar dilution and a modified dilution plating method, respectively. Results. All ATCC reference strains
showed high levels of susceptibility to the extract, except P. vibia, V. parvula and L. crispatus. Interestingly,
all G. vaginalis clinical isolates and the G. vaginalis ATTC strain were the most susceptible to the extract,
given their low MIC (1.0 - 2.0 mg/mL) and MBC (1.0 - 4.0 mg/mL) values, whereas, the Lactobacillus spp.
clinical isolates and the L. crispatus ATCC strain were the least susceptible bacteria given their high MIC
(32.0 mg/mL) and MBC (> 32.0 mg/mL) values. Conclusions. In vitro experiments suggest that the extract
possesses selective antimicrobial properties given its high activity against bacterial vaginosis-associated
anaerobic bacteria and low activity against Lactobacillus species.

Keywords: Bixa orellana; Vaginosis, bacterial; Plant Extracts; in vitro Techniques; Gardnerella vaginalis;
Lactobacillus (Source: MeSH).
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INTRODUCCION

Las infecciones vaginales ocasionan mas de 10 millones de
visitas a los servicios de salud al afo, principalmente debido
a vaginosis bacteriana, candidiasis y tricomoniasis ?. La va-
ginosis bacteriana (VB) es la infeccion vaginal mas frecuente
entre las mujeres en edad reproductiva, y se caracteriza por
la reduccién o sustitucion de lactobacilos y el aumento de
bacterias anaerobias oportunistas ®*. Los miembros del gé-
nero Lactobacillus, como L. crispatus, L. jensenii y L. iners,
son marcadores distintivos de un microbioma vaginal sano,
mientras que Gardnerella vaginalis, Prevotella, Atopobium,
Mobiluncus y Peptostreptococcus son bacterias anaerobias
frecuentes asociadas a la VB 49,

El metronidazol oral o la clindamicina vaginal se utilizan
habitualmente como opciones de tratamiento de primera li-
nea para la VB; sin embargo, diversas bacterias patdgenas,
como las especies Mobiluncus y Atopobium, suelen ser resis-
tentes a esos antimicrobianos 719, El uso intermitente y a
largo plazo de metronidazol o clindamicina, y las infeccio-
nes por bacterias resistentes, suelen dar lugar a altas tasas de
recurrencia de la VB en los primeros 12 meses de tratamien-
to 1912, Ademds, también se ha notificado el aumento de
la resistencia a los antimicrobianos en bacterias anaerobias
después del tratamiento @713,

A pesar del aumento de la resistencia a los antimicrobia-
nos y de las elevadas tasas de recaida, el desarrollo de nuevos
farmacos ha sido escaso, por lo que sigue siendo necesario
recurrir a los tratamientos disponibles "'¥. Los compuestos
derivados de plantas representan una fuente de potenciales
opciones terapéuticas para una variedad de infecciones bac-
terianas debido a su menor costo, toxicidad reducida, y a su
menor riesgo de efectos secundarios *'°. Bixa orellana L.
es conocida en la medicina tradicional por sus propiedades
farmacoldgicas, su actividad antimicrobiana y su reducida
toxicidad 171, Por lo tanto, B. orellana se constituye como
una fuente de fitoquimicos con prometedor potencial tera-
péutico que podria sustituir a los fairmacos sintéticos utiliza-
dos para tratar la VB dada su eficacia antimicrobiana . El
objetivo del estudio fue evaluar la actividad antimicrobiana
in vitro de B. orellana contra bacterias anaerobias asociadas
ala VB y cepas de Lactobacillus spp.

MATERIALES Y METODOS

Diseiio del estudio y material vegetal

Estudio experimental que evalud preliminarmente la acti-
vidad antimicrobiana in vitro del extracto metandlico de B.
orellana. Las hojas de B. orellana fueron recolectadas en la
provincia de Chanchamayo (11,1215° S, 75,3587° O) de la
region Junin, Perd, entre diciembre de 2018 y enero de 2019.
Durante el periodo de colecta, la temperatura media diaria
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Motivacion para realizar el estudio: la vaginosis bacteriana
es una infeccion bacteriana que afecta de forma frecuente a
las mujeres en edad reproductiva. El tratamiento se basa en
antimicrobianos sintéticos. Bixa orellana L. posee propiedades
antimicrobianas y podria representar una potencial alternativa
terapéutica no sintética.

Principales hallazgos: los resultados in vitro sugieren que
el extracto metandlico de las hojas de Bixa orellana L. posee
potenciales propiedades antimicrobianas contra las bacterias
asociadas a vaginosis bacteriana.

Implicancias: identificar nuevas fuentes con potencial
terapéutico, y promover la investigacion, descubrimiento y
caracterizacion de antimicrobianos no sintéticos.

en Junin fue de 10,0°C (rango: 4,0°C - 15,0°C), y la precipita-
cién media diaria fue de 23,7 mm, con hasta 100,0% de hu-
medad relativa. La recoleccion fue realizada por personal de
campo entrenado entre las 10:00 y las 14:00 horas. La iden-
tificacion de B. orellana se basé en sus caracteristicas bota-
nicas 7 y en un anélisis fitoquimico simplificado realizado
por expertos botanicos del Museo de Historia Natural de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos y de la Univer-
sidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH), respectivamente.
Se depositd un espécimen en la UPCH (CDCJ2018).

Preparacion del extracto

Se limpiaron las hojas de B. orellana, se secaron en un horno du-
rante cuatro dias a 40°Cy se molieron. Se afiadi6 un litro de meta-
nol (Alemania, Darmstadt, Merck; niimero de catalogo: 106009)
2200 g del producto molido, y la mezcla se macer6 durante siete
dias a temperatura ambiente en un recipiente de vidrio ambar.
Diariamente, el recipiente se agité manualmente una vez duran-
te cinco minutos. A continuacion, la mezcla se filtro con papel
Whatman N°2 y se sec6 en un horno a 40°C hasta que el metanol
se evapord, obteniéndose un extracto pastoso. Por dltimo, el ex-
tracto se diluyo en dimetilsulféxido (DMSO) al 40% (Alemania,
Darmstadt, Merck; nimero de catdlogo: D9170) para obtener
una concentracion final de 0,5 mg/pL. El extracto utilizado en los
experimentos era liquido y tenfa un color verde oscuro-marrén.

Recoleccion, cultivo e identificacion de
microorganismos
La actividad antimicrobiana del extracto se evalu6 frente a
dos grupos de bacterias: cepas de referencia de la American
Type Culture Collection (ATCC) y aislamientos provenien-
tes de muestras clinicas.

El primer grupo estuvo conformado por ocho cepas ATCC.
Prevotella bivia (ATCC 29303), Peptococcus niger (ATCC 27731),
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Peptostreptococcus anaerobius (ATCC 27337), Mobiluncus curtisii
(ATCC 43063), Atopobium vaginae (ATCC BAA-55) y Veillone-
lla parvula (ATCC 10790) se recuperaron anaerobicamente uti-
lizando frascos GasPak (EE.UU., Maryland, Becton Dickinson;
numero de catdlogo: 260626), mientras que Lactobacillus crispa-
tus (ATCC 33197) y Gardnerella vaginalis (ATCC 14018) se re-
cuperaron en un medio microaeréfilo (EE.UU., Massachusetts,
Thermo Fisher; nimero de catdlogo: AN0025A). Los cultivos
bacterianos se realizaron en agar sangre Columbia (Alemania,
Darmstadt, Merck; nimero de catédlogo: 27688), agar sangre hu-
mana tween (HBT) y agar Man-Rogosa-Sharpe (MRS) (Alema-
nia, Darmstadt, Merck; nimero de catdlogo: 1106600500) a 37°C
como se describe en otros estudios @22, Se incluy6 L. crispatus
(ATCC 33197) como referencia del complejo Lactobacillus pre-
sente en la vagina humana sana, con el proposito de evaluar la
actividad del extracto frente a un marcador bacteriano distintivo
de un microbioma vaginal sano; mientras que las demas cepas
ATCC se utilizaron como referencias de patdgenos anaerobios
asociados ala VB 9,

El segundo grupo estuvo conformado por veintidos
aislamientos clinicos; once de G. vaginalis y once de Lacto-
bacillus spp. Estas bacterias se aislaron entre septiembre y
diciembre de 2019 de muestras obtenidas de mujeres adul-
tas informadas por escrito en el marco de un proyecto de
investigacion aprobado por la el Comité Institucional de
Etica (codigo: 104179) de la UPCH y el Hospital Municipal
de Surco en Lima, Perd. Las muestras de secrecién vaginal
fueron recolectadas y transportadas a 4°C desde el Hospital
ala UPCH, y procesadas dentro de las dos horas siguientes a
la recoleccion. El diagndstico de VB se realizo utilizando los
criterios de Amsel ¥, y las muestras positivas a Lactobacillus
se cultivaron en agar MRS para el crecimiento selectivo de
lactobacilos @V. Las muestras positivas a VB también se cul-
tivaron en agar HBT para el aislamiento de G. vaginalis . A
continuacion, las placas se incubaron en frascos anaerdbicos
GasPak utilizando generadores anaerébicos o microaeréfilos
(EE.UU., Massachusetts, Thermo Fisher; numero de catédlo-
go: AN0025A) durante 72 horas. G. vaginalis y Lactobacillus
spp. se identificaron utilizando las tarjetas de identificacion
Neisseria Haemophilus (EE.UU., Carolina del Norte, Biomé-
rieux; numero de catdlogo: 21346), y Anaerobes y Coryne-
bacteria (EE.UU., Carolina del Norte, Biomérieux; nimero
de catdlogo: 21347) en el sistema Vitek2, respectivamente.

Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

Método de difusion en disco de agar

Las bacterias se suspendieron en solucion salina al 0,85%
(8,5 g/L NaCl) y la turbidez se ajust6 al estandar McFarland
N° 0,5. Utilizando un hisopo estéril, se extendié el indculo
de Lactobacillus en agar MRS, y el de otras especies bacteria-
nas en agar sangre Columbia. Posteriormente, con el dorso
de una punta de pipeta estéril de 1 mL, se hicieron cuatro
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pocillos en el agar. Ademds, se colocaron sobre el agar cuatro
discos estériles de papel de 6 mm (UK, Hampshire, Oxoid;
nimero de catalogo: CT0998B) (Figura 1). Se utilizaron dos
pocillos y dos discos de papel para evaluar el efecto inhi-
bidor del crecimiento bacteriano del DMSO al 40%, y los
otros pocillos y discos se utilizaron para evaluar la actividad
antimicrobiana del extracto.

La actividad del DMSO al 40% (Figura 1, en el lado
izquierdo de las placas) se evalué a diferentes volumenes
utilizando dilucién 1:1 con solucién salina; los discos se
embebieron con 10 y 20 pl, y los pocillos se llenaron con
50 y 100 pul. Del mismo modo, se evalu6 la actividad anti-
microbiana del extracto utilizando los mismos volimenes
y procedimientos (Figura 1, a la derecha de las placas). Las
placas se incubaron a 37°C, y al cabo de tres dias se regis-
traron las zonas de inhibicion y se interpretaron segin la
escala de Duraffourd @¥.

LY

Extract 50 pL

M0 pL

Figura 1. Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana utilizando
DMSO al 40% y extracto de B. orellana contra bacterias anaerobias;
a) Prevotella bivia ATCC 29303, b) Veillonella parvula ATCC 10790,
c) Atopobium vaginae ATCC BAA-55, d) Mobiluncus curtisii ATCC
43063, e) Peptoestreptococcus anaerobius ATCC 27337, y f) Peptococcus
niger ATCC 27731. Los discos de papel estériles y pocillos en el lado
izquierdo de cada placa se usaron para evaluar la actividad del DMSO
al 40%, y aquellos en el lado derecho se usaron para evaluar el extracto.
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Concentracion minima inhibitoria (CMI)
El extracto en concentraciones de 1, 2, 4, 8, 16 y 32 mg/mL
se anadio al agar Columbia suplementado con 5% de sangre

de oveja, como se describié previamente %

. En cada placa
se inocularon diez microlitros de una suspension bacteria-
na con turbidez equivalente al estandar McFarland N.° 0,5.
Las placas se incubaron en un ambiente anaerébico o mi-
croaerdfilo a 37°C, dependiendo de los requerimientos de
crecimiento de cada especie bacteriana. La CMI se definié
como la concentracién mads baja del extracto en la que no se
observo crecimiento bacteriano . Se realizaron tres répli-
cas técnicas para cada evaluacion. Como controles positivos
se inocularon las cepas bacterianas en agar Columbia suple-
mentado con 5% de sangre de oveja.

Concentracion bactericida minima (CBM)

Se utilizé como referencia un método descrito previamente
con algunas modificaciones debido a que, dado el color oscu-
ro del extracto, no fue posible determinar la CBM mediante
un método convencional ®®. A partir de las placas usadas para
determinar la CM], las regiones inoculadas sin crecimiento
bacteriano evidente fueron raspadas con un asa de siembra
estéril y luego se sembré en una placa con agar sin presencia
de inhibidores. En funcién de los requerimientos bacterianos
para el crecimiento, las placas se incubaron en condiciones
anaerébicas o microaerdfilas a 37 °C durante 72 horas. La
CBM se definié como la concentracion de extracto mas baja
en la que no se observo crecimiento bacteriano. Se realizaron
tres réplicas técnicas para cada determinacion de la CBM.

Analisis estadistico

Los triplicados técnicos no presentaron variaciones signifi-
cativas; por lo tanto, los datos se reportaron utilizando me-
dias + desviaciones estindar (DE). Se estimaron las CMI_,
CMI,,, CBM, y CBM,, para el grupo de aislados clinicos.

Por ultimo, las diferencias de CMI y CBM entre los aislados
clinicos de G. vaginalis y Lactobacillus se evaluaron median-

te la prueba U de Mann-Whitney. El analisis de los datos
se realizd en Stata v15 (StataCorp., College Station, TX,
EE.UU.) considerando significativo un valor de p<0,050.

RESULTADOS

El DMSO al 40%, independientemente del volumen utiliza-
do, no tuvo efecto bactericida ni bacteriostatico frente a las
cepas ATCC. En la Figura 1 (parte izquierda de las placas)
se muestran los resultados de algunas cepas de referencia
ATCC.

Actividad antimicrobiana frente a cepas de
referencia ATCC

La zona de inhibicién estuvo directamente relacionada con
el volumen de extracto utilizado (Tabla 1). El extracto mos-
tré una elevada actividad antimicrobiana contra todas las ce-
pas de referencia ATCC, excepto L. crispatus ATCC 33197,
P. bivia ATCC 29303 y V. parvula ATCC 10790 (Tabla 1).
Curiosamente, el crecimiento de L. crispatus ATCC 33197
no se inhibié independientemente del volumen utilizado, y
el crecimiento de V. parvula ATCC 10790 sdlo se inhibi6 con
100 pl del extracto.

En la tabla 1 se indican la CMI y la CBM para las ce-
pas ATCC. G. vaginalis ATCC 14018 fue la bacteria mas
susceptible, con CMI y CBM de 1,0 mg/mL y 4,0 mg/mL,
respectivamente. P. bivia ATCC 29303, V. parvula ATCC
10790 y L. crispatus ATCC 33197 fueron las bacterias mas
resistentes, mostrando valores de CMI y CBM mas altos en
comparacion con otras cepas ATCC.

Actividad antimicrobiana frente a aislados
clinicos

Entre los aislados clinicos de G. vaginalis, el mas suscepti-
ble fue la cepa M10 (CMI y CBM: 1,0 mg/mL), seguida de
las cepas MD (CMI: 1,0 mg/mL; CBM: 4,0 mg/mL) y M23
(CMI y CBM: 2,0 mg/mL), mientras que los otros ocho ais-

Tabla 1. Actividad in vitro del extracto de B. orellana L. frente a cepas de referencia ATCC.

Zona de inhibicién (mm) CMI CBM

Bacterias ATCC
10 ul® 20ul® 50 l* 100pl ® (mg/mL)  (mg/mlL)

G. vaginalis (ATCC 14018) 14,0 £ 1,0 20,3+ 1,5 24,7 £ 0,6 30,3+ 0,6 1,0 4,0
L. crispatus (ATCC 33197) 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0£0,0 32,0 32,0
A. vaginae (ATCC BAA-55) 0,0 £0,0 12,0+ 1,0 14,0 £ 1,0 18,3+ 0,6 4,0 4,0
M. curtisii (ATCC 43063) 0,0 £0,0 123+1,2 18,3+ 0,6 20,0 £ 1,0 4,0 8,0
P. niger (ATCC 27731) 13,3+ 0,6 15,0 £ 1,0 22,3+0,6 25,0 £ 0,0 8,0 8,0
P, anaerobius (ATCC 27337) 13,7+ 1,5 18,7 £ 0,6 257+ 1,2 28.3+0,6 4,0 8,0
P, bivia (ATCC 29303) 0,0£0,0 10,3 £ 0,6 12,0+ 1,0 18,7+ 1,2 32,0 32,0
V. parvula (ATCC 10790) 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 123+ 1,5 32,0 >32,0
* Media + desviacion estandar
https://doi.org/10.17843/rpmesp.2022.394.11978 1411
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lados mostraron valores de CMI y CBM de 2,0 mg/mL y 4,0
mg/mL, respectivamente (Tabla 2). En general, la CMIL, yla
CMI,, fueron de 2 mg/mL, y la CBM, y la CBM, fueron de
4,0 mg/mL.

Los aislados de Lactobacillus spp. crecieron abundan-
temente en el intervalo de 1,0 a 16,0 mg/mL del extracto.
Sin embargo, no hubo evidencia de crecimiento bacteriano
a 32,0 mg/mL. En consecuencia, el valor CMI para todos los
aislados clinicos de Lactobacillus spp. fue de 32,0 mg/mL (Ta-
bla 2), y el CML, y CMI, fueron de 32,0 mg/mL. En cuanto
a la CBM, el 54,5% (6/11) de los aislados de Lactobacillus
spp. (M7, M24, M25, M33, MA y MB; Tabla 2) mostraron
un valor de 32,0 mg/mL, mientras que otros aislados clinicos
mostraron valores superiores a 32,0 mg/mL. La CBM, v la
CBM,, para Lactobacillus spp. fueron 32,0 mg/mL y >32,0
mg/mL, respectivamente.

El extracto mostrd una actividad antimicrobiana signi-
ficativa y diferencial entre las cepas de G. vaginalis y Lacto-
bacillus spp. (p<0,001). Especificamente, los aislados de G.
vaginalis se inhibieron a concentraciones bajas del extracto
(CML: 2,0 mg/mL, CBM: 4,0 mg/mL), mientras que los ais-
lados de Lactobacillus spp. se inhibieron a concentraciones
mas altas (CMI: 32,0 mg/mL, CBM: 32,0 mg/mL).

DISCUSION

En los ultimos aios, el uso de plantas o hierbas medicinales ha
sido objeto de investigacion cientifica debido a su actividad far-
macolégica, baja toxicidad y accesibilidad econdmica (5161929,
Las plantas poseen y producen una amplia variedad de meta-
bolitos secundarios como taninos, terpenoides, flavonoides,
glucdsidos, saponinas, antranoides, quinonas y cumarinas, a los
que se han atribuido propiedades antimicrobianas 7. Varios
estudios sugieren que B. orellana posee diversas propiedades,
como actividad antimicrobiana, antiftingica, antioxidante, anti-

Tabla 2. Concentraciéon minima inhibitoria (CMI) y concentracién
bactericida minima (CBM) en cepas de referencia ATCC y aislados clinicos
de G. vaginalis y Lactobacillus spp.

Bacteria® CMI MBC

G. vaginalis
M10 (n=1) 1,0 mg/mL 1,0 mg/mL
ATCC 14018 y MD (n=2) 1,0 mg/mL 4,0 mg/mL
M23 (n=1) 2,0 mg/mL 2,0 mg/mL

MG, M5, M8, M9, M26, M29,

M30 y M31 (n=8) 2,0 mg/mL 4,0 mg/mL
Lactobacillus spp.
ATCC 33197, M7, M24, M25, 32,0 mg/mL 32,0 mg/mL

M33, MA y MB (n=7)

M1, M3, M4, M6 y M27 (n=5) 32,0 mg/mL  >32,0 mg/mL

“Los aislados clinicos fueron codificados de la siguiente forma: M#, MD, MG, MA, y MB

4121

inflamatoria y analgésica “**. La actividad antimicrobiana de
B. orellana contra varios microorganismos ha sido descrita pre-
viamente (*?9, sin embargo, su actividad antimicrobiana sobre
bacterias microaerdfilas o anaerdbicas responsables de la VB ha
sido escasamente descrita.

Nuestros resultados sugieren que, en ausencia de activi-
dad bacteriostatica o bactericida del DMSO al 40%, la acti-
vidad antimicrobiana observada puede atribuirse al extracto.
Este hallazgo concuerda con otros informes que sugieren que
los extractos de hojas de B. orellana, obtenidos por técnicas
basadas en metanol o etanol, poseen actividad antimicrobia-
na contra cepas de referencia ATCC y aislados clinicos %220,
Por lo tanto, sobre la base de nuestros resultados y los resulta-
dos reportados en otros estudios %%, es razonable conside-
rar que el extracto evaluado posee actividad antimicrobiana.

La VB es una disbiosis caracterizada por cambios drasti-
cos en la biota del tracto vaginal que dan lugar a una sustitu-
cion de la flora vaginal (predominantemente compuesta de
lactobacilos) por bacterias anaerobias ®®. G. vaginalis es una
de las bacterias anaerobias mas frecuentes causantes de VB,
la cual puede formar, simbi6ticamente, una biopelicula po-
limicrobiana con bacterias anaerobias asociadas a VB, como
A. vaginae y Prevotella spp ***V. Otras bacterias anaerobias
detectadas habitualmente en mujeres con VB son Peptoes-
treptococcus y Mobiluncus 3**. Con respecto a los bajos
valores observados de CMI y CBM, puede deducirse que el
extracto evaluado en este estudio tiene una elevada actividad
antimicrobiana frente a la mayoria de las cepas de referencia
ATCC utilizadas y también frente a aislados clinicos de G.
vaginalis. Sin embargo, es importante seialar que P. bivia y
V. parvula, ambas cepas ATCC, mostraron baja susceptibi-
lidad al extracto. Hasta donde sabemos, la actividad in vitro
del extracto de B. orellana contra G. vaginalis y otros patd-
genos anaerobios apenas se ha descrito. Por lo tanto, se ne-
cesitan mas estudios para validar nuestros hallazgos en una
amplia variedad de aislados clinicos.

Los lactobacilos vaginales regulan el pH y protegen la
mucosa frente al establecimiento de microorganismos patd-
genos ®**). En este estudio, se utilizaron L. crispatus ATCC
33197 y aislados clinicos de Lactobacillus spp. como refe-
rencias del complejo de Lactobacillus que se encuentra en
la vagina humana sana ©*?. Curiosamente, el extracto inhi-
bi6 el crecimiento de los lactobacilos a concentraciones de
32,0 mg/mL. Sin embargo, nuestros resultados difieren de
los descritos en otros estudios. Galindo-Cuspinera et al. 9
sugirieron que el extracto obtenido de frutos y semillas de
B. orellana presentaba una actividad antimicrobiana limita-
da frente a L. lactis ATCC 11454 y L. casei ATCC 39539, y
ninguna actividad frente a L. plantarum ATCC 700210. Del
mismo modo, Ogunshe et al. 9 sugirieron que B. orellana
tenia una actividad in vitro limitada contra varias cepas
vaginales de Lactobacillus spp. En general, estos resultados
discrepantes podrian explicarse por: i) el uso de diferentes
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métodos de extraccion (es decir, tipo de extracto y disolven-
te utilizado) que dan lugar a una concentracion variable de
fitoquimicos, ii) el uso de diferentes partes de B. orellana (es
decir, hojas, semillas, vainas o frutos) para la preparacion del
extracto, iii) la ubicacién geografica y la exposicion a facto-
res climdticos y medioambientales que afectan a B. orellana,
y iv) por diferencias intrinsecas entre las cepas de Lactobaci-
llus spp. utilizadas en otros estudios .

En general, nuestros hallazgos concuerdan con los de
otros estudios que sugieren que el extracto de B. orellana
posee actividad antimicrobiana 17-'*%3%, Un punto fuerte
importante de este estudio in vitro es la evaluacion de la ac-
tividad antimicrobiana del extracto frente a bacterias anae-
robias representativas causantes de la VB y frente a bacterias
representativas de la biota vaginal sana. Nuestros hallazgos
pueden apoyar la ampliacion y la innovacion de la investiga-
cion para el desarrollo de posibles opciones terapéuticas. Sin
embargo, también es importante tener en cuenta las limita-
ciones de este estudio in vitro. Hay multiples fitoquimicos
presentes en B. orellana, incluyendo flavonoides, polifeno-
les, taninos, quinonas, terpenoides y alcaloides que a través
de procesos complejos ejercen actividad antimicrobiana 9.
En este estudio preliminar no hemos caracterizado los com-
puestos fitoquimicos ni sus concentraciones; por lo tanto, no
hemos podido establecer ni aislar la actividad antimicrobia-
na individual de cada componente del extracto frente a los
aislados bacterianos estudiados. Ademds, es razonable supo-
ner que la actividad antimicrobiana descrita no pueda extra-
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