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Introduccion:
En la actualidad Helicobacter pylori es responsable de hasta el 70% de las infecciones intestinales a nivel
mundial ademas ha sido clasificado, por la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), como carcinégeno
clase I. La preocupacion creciente por erradicar este microrganismo patégeno es prevalente ya que
puede colonizar hasta del 90% en la poblacion adulta. Existen diferentes terapias para el tratamiento de
H. pylori entre las que destacan la terapia triple estandar, en la que se utiliza un inhibidor de la bomba
de protones junto a 2 antibiéticos [1]. Sin embargo, derivado del uso constante de antibiéticos en la
terapia contra H. pylori, este microrganismo ha comenzado a desarrollar resistencia a diferentes
antibidticos. Recientemente, se ha propuesto el uso de probidticos para prevenir y tratar diversas
afecciones gastrointestinales causadas por H. pylori, incluidos los efectos secundarios inducidos por
antibioticos. Ademas de que los probidticos podrian actuar como coadyuvantes en los tratamientos
terapéuticos, podrian contribuir a la disminucion de los efectos de los medicamentos en los pacientes.
Gong et al. [2], encontraron una probabilidad mas baja de erradicacion de H. pylori solo con la terapia
triple, en comparacioén con la terapia triple con suplementos de probiéticos; ademas, observaron una
reduccion significativa en los efectos secundarios, como nauseas, vomitos, distension abdominal, dolor
epigastrico, diarrea, estrefiimiento, distorsion del gusto y erupcion cutanea. Hong et al. [3], evidenciaron
que Lactobacilllus paracasei HP7, tenia efectos inhibidores contra H. pylori tanto en ensayos in vitro
Ccomo en ensayos in vivo.
Campylobacter jejuni es otro de los patdgenos trasmitido por los alimentos que esta considerada dentro
de las cuatro principales causas a nivel mundial de gastroenteritis, ademas de tener una tasa de
mortalidad elevada en nifos, personas de la tercera edad e inmunodeprimidos [4]. Tradicionalmente, los
casos graves o prolongados de campilobacteriosis se han tratado con antibiéticos, sin embargo, el uso
excesivo de antibidticos ha provocado la aparicion de cepas resistentes a los antibiéticos. C. jejuni puede
adquirir resistencia a los antibiéticos por mutaciones espontaneas y transferencia horizontal de genes a
través de la transformacion, transduccion y conjugacion naturales [4]. Bratz et al. [5], demostraron que
multiples cepas de Lactobacillus inhibieron el crecimiento de C. jejuni in vitro debido a la produccion de
acido organico. Es importante sefalar que se ha reportado que mediante el uso de prebidticos (como la
inulina) se puede incrementar el efecto antimicrobiano o benéfico de los probidticos.

Recientemente, en nuestro laboratorio se aislaron 3 cepas de Lactobacillus sp las que se denominaron
como UAEH17, UAEH19 y UAEH25 y que mostraron efecto antimicrobiano contra Salmonella
Typhimurium y Escherichia coli productora de toxina Shiga tanto en medio de cultivo como en ratones
CD-1 [6]. Es importante sefalar que, de acuerdo con los criterios internacionales, estas 3 cepas de
Lactobacillus son consideradas como bacterias probidticas.

El objetivo fue evaluar in vitro el efecto antimicrobiano de cultivos de las cepas probidticas de

Lactobacillus sp UAEH17 (L17), Lactobacillus sp UAEH19 (L19) y Lactobacillus sp UAEH25 (L25) con y
sin inulina, contra H. pylori y C. jejuni.
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Metodologia:

Materiales biolégicos y reactivos: Se utilizaron las cepas probidticas L17, L19 y L25 resistentes a
rifampicina que fueron proporcionadas por el laboratorio de Microbiolégica de Alimentos del Area
Académica de Quimica de la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo. Las cepas de H. pylori (ATCC
43504) y C. jejuni (ATCC 33560) fueron adquiridas en ATCC Product Sheet. La inulina se obtuvo de
Sigma Aldrich.

Suplementacion de medio de cultivo con inulina: Se utilizé caldo Man-Rogosa-Sharp (MRS) como medio
de cultivo que se utilizé con y sin inulina en una concentracion de 0.6, 0.8, 1.0y 1.2% (p / v).
Inoculacién: Tubo de caldo MRS (10 mL) con vy sin inulina, fueron inoculados con 1x10® UFC/mL de
probioticos (L17, L19 y L25), e incubados a 37 °C durante 48 h en condiciones anaerdébicas utilizando el
sistema GasPak (Mitsubishi Gas Chemical Company Inc., Australia) y sobres generadores de gas
GasPak EZ Campy.

Efecto inhibitorio de las cepas probiéticas de Lactobacillus spp. contra H. pylori y C. jejuni: Se realiz6 de
empleando las técnicas de difusién en pozo y la técnica de “Técnica del boton: spot on the lawn” descritas
por Sgouras et al. [7] y Sierra et al. [8], respectivamente. Las diferencias estadisticamente significativas
(p <0.05) entre los tratamientos se calcularon con un analisis de varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey
utilizando el software Statgraphics Centurion XVI StatPoint Technologies USA, 2009 (StatPoint
Techologies, Inc. EUA, 2009).

Resultados y discusién:
Las tres bacterias probidticas L17, L19 y L25 presentaron efecto inhibitorio contra H. pyloriy C. jejuni en
medio de cultivo con ambas técnicas de estudios tal y como se aprecia en las Figuras 1y 2.

Figura 2. Prueba de efecto inhibitorio de L17 con 0.6% de
inulina frente a H. pylori
(Difusion en pozo)

Figura 1. Prueba de efecto inhibitorio de L17
frente a H. pylori (Técnica del boton: spot on
the lawn)

Ademas, cuando se incorpord inulina al caldo MRS en el que se crecieron los 3 probidticos, en general,
se observé un incremento (p < 0.05) en el efecto inhibitorio en el medio de cultivos de los tres probidticos
sobre H. pylori (Figuras 3).
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Figura 3. Efecto inhibitorio (mm) de cultivos de las 3 cepas probidticas desarrolladas en caldo MRS sin y con inulina sobre H.
pylori mediante la técnica de pozos.

Hong et al. [3] hallaron que Lactobacilllus paracasei HP7 era capaz de inhibir a H. pylori obteniendo halos
de 12.7 a 15.7 mm, sin embargo, dichos autores no emplearon algun prebidtico, por lo que se podria
decir que la presencia de inulina potencializa el efecto inhibidor contra H. pylori

Sin embargo, para el caso de C. jejuni, la adicién de inulina al medio MRS en donde crecieron los
probiéticos previo a los estudios de inhibicion por la técnica de pozos, en la mayoria de los casos, no
provoco incrementos estadisticamente significativos en el efecto antibacteriano (p < 0.05) (Figura 4). Mas
especificamente, el mejor efecto inhibitorio de los 3 probidticos contra C. jejuni lo presentd la cepa L19
con una zona de inhibicion de 13.0 mm y que crecié en MRS sin inulina. Para el caso del probioticos L25,
éste también incremento significativamente su efecto antibacteriano contra C. jejuni en presencia de
inulina
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Figura 4. Efecto inhibitorio (mm) de cultivos de las 3 cepas probidticas desarrollados caldo MRS sin y con inulina sobre C.
Jejuni mediante la técnica de pozos

En este estudio, se observé un efecto antibacteriano diferente de las 3 bacterias probidticas contra H.
pyloriy C. jejuni. Se observd mayor efecto inhibitorio contra H pylori que contra C. jejuni. También, en
general, la inulina incrementd el efecto de los 3 probidticos sobre H pylori que contra C. jejuni. A pesar
de esto, los resultados sugieren que el potencial de las 3 cepas probiéticas analizadas (L17, L19 y L25)
en mezcla con la inulina como coadyuvante en el tratamiento de las enfermedades provocadas por H
pyloriy C. jejuni. No obstante, es necesario realizar estudios al menos en modelos animales para tener
mayor conocimiento del potencial real de estas cepas probidticas en la prevencién y control de H pylori
y C. jejuni.

Finalmente, se determind el efecto de la inulina en la concentracion (UFC/mL) de las 3 cepas probidticas
en caldo MRS sin y con inulina (Figura 5). Como se observa, la inulina no provoca un incremento
significativo (p < 0.05) en la concentracién de los 3 probidticos en caldo MRS. No obstante, como se
mencion a arriba, es recomendable el uso de inulina como prebidtico ya que, aunque ésta no estimulé el
crecimiento de H pyloriy C. jejuni, si provocé un incremento en el efecto antimicrobiano contra H. pylori
y en algunos casos contra C. jejuni. No obstante, es necesario realizar estudios al menos en modelos
animales para conocer el efecto probidtico de las 3 cepas analizadas contra H pyloriy C. jejuni.
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Figura 5. Concentracion (UFC/mL) de las 3 cepas de Lactobacillus sp en caldo MRS sin inulina y con las distintas
concentraciones de inulina

- ol
e

Bacterias viables (Log UFC/mL)
[ I 4% F =N % L = ] = 8 L O

-

Conclusiones

Las tres cepas probiodticas (L19, L17 y L25) presentaron efecto inhibitorio contra H. pyloriy C. jejuni. En
general, la inulina incremento el efecto antibacteriano in vitro de las 3 cepas de estudio. Las 3 cepas
probidtica de Lactobacillus sp UAEH17, Lactobacillus sp UAEH19 y Lactobacillus sp UAEH25 tiene
potencial uso como coadyuvantes en el tratamiento de enfermedades causadas por H. pyloriy C. jejuni.
No obstante, es necesario realizar estudios al menos en modelos animales para conocer el efecto
probidtico de las 3 cepas analizadas contra H pyloriy C. jejuni.
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