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Introduccién

De cada diez personas infectadas por la bacteria Helicobacter pylori, solo una desarrolla enfermedad vy
nueve nunca la desarrollan. La infeccion se asocia etiolégicamente con la presencia de Ulceras pépticas, ya
sea gastrica o duodenal, y con el desarrollo de un tipo especial de linfoma gastrico denominado MALToma;
de igual manera, participa en la cadena multicausal etiolégica del desarrollo de cancer gastrico. En 1994 la
Organizacién Mundial de la Salud (especificamente, la IARC-/nternational Agency for Research on Cancer)
ha clasificado a dicho patégeno como agente bioldgico carcinégeno para el hombre categoria 1, donde la
incidencia mas alta de infeccion tiene lugar durante la infancia en paises en vias de desarrollo y parece estar
relacionada con condiciones econdmicas e higiénico-sanitarias desfavorables. Los principales problemas
en la terapia de erradicacién de H. pylori son la tasa de fracaso de mas del 20% y el alto porcentaje de
efectos secundarios de la terapia con antibidticos. Ademas, debido a los eventos adversos, hay como
resultado una mayor resistencia de cepas bacterianas a los antibiéticos. De acuerdo con la publicacion de
Goderska et al., en 2018, la terapia triple estandar ya no puede recomendarse para su uso empirico, debido
al alto nivel de resistencia a los dos antibiéticos clave; claritromicina y metronidazol [1]. Por ello se estan
implementando estrategias alternativas en la practica clinica para tratar cepas resistentes de H. pylori, como
el uso de probidticos. Los estudios publicados hasta la fecha sugieren que los probiéticos pueden tener un
doble papel en la lucha contra la infeccion por H. pylori; disminuyen la frecuencia de eventos adversos
gastrointestinales causados por la terapia con antibioticos y aumenta la tasa de erradicacion [2]. Se ha
observado que, al administrar probidticos junto con el tratamiento correspondiente para tratar la infeccion
con H. pylori, aumenta su eficacia y/o reducen efectos secundarios que este provoca, ademas de prevenir
infecciones y ser usados como posible profilaxis. El objetivo de este trabajo es comprobar el efecto de los
sobrenadantes de cepas probidticas con y sin células viables, sobre cepas de H. pylori en un modelo in vitro.

Metodologia

Se emplearon cuatro cepas probidticas comerciales: Lactobacillus plantarum 299v, Lb. plantarum DGIA1,
Lb. casei Shirotay Saccharomyces boulardii. Se utilizaron cuatro cepas de H. pylori de aislamientos clinicos,
dos cepas de cancer gastrico y dos de gastritis no atrofica y cepa de referencia H. pylori 26695. Las cepas
de Lactobacillus se incubaron en caldo MRS a 37 °C durante 24 h y la levadura en caldo YPD a 37 °C por
48 h. Después del tiempo de incubacion, se procedid a separar los tipos de sobrenadantes: a)
sobrenadantes con células viables. Se tomé una alicuota de 1 mL de cada cepa después del tiempo de
incubacion. Estos sobrenadantes se utilizaron el mismo dia en que se obtuvieron. b) Sobrenadantes sin
células viables. Los sobrenadantes se centrifugaron a 6000 rpm, durante 20 min a 20 °C y se esterilizaron
por filtracién utilizando una membrana con poro de 0.45 ym de didmetro. c) Sobrenadantes sin células
viables neutralizados. De los sobrenadantes esterilizados por filtracion, se tomaron alicuotas independientes
y se ajustaron a pH 6.5 con NaOH 5 N para neutralizar el efecto inhibitorio de acido lactico y se le adiciono
catalasa (1 mg/mL). Para demostrar la naturaleza proteica de los posibles agentes antimicrobianos
producidos por las cepas probadas en esta investigacion, se tratd por separado los sobrenadantes (pH 6.5)
con tres enzimas proteoliticas: proteasa tipo VIl de Bacillus licheniformis (1uL/mL), tripsina tipo lll de
pancreas bovino (1 mg/mL) y pronasa de Streptomyces griseous (1 mg/mL). La actividad de los
sobrenadantes se evalué mediante un ensayo de difusion en agar. Las cepas de H. pylori se cultivaron en
agar base sangre. Posteriormente se obtuvo una turbidez igual a la del tubo 0.5 de la escala de McFarland
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en solucién salina de estas cepas y se sembraron por estria masiva. Sobre el agar se hicieron pozos de
0.85 cm de diametro, se agregaron 80 pL de cada uno de los distintos sobrenadantes en cada pocillo y se
incubaron a 37 °C en microaerofilia (con 10% de CO2) durante 72 h. La actividad antimicrobiana se evalu6
midiendo la formacion de zonas de inhibicién alrededor de los pozos. Para cada una de las réplicas de los
experimentos, se realizd desviacion estandar utilizando la herramienta de Excel. Se realizaron pruebas de
esterilidad a todos los sobrenadantes.

Resultados y discusion

En la Figura 1, se observa el diametro del tamafo de la formacién de halos obtenidos a partir de
sobrenadantes que contenian células viables. En la Figura 2, se observa la formacion de halos sobre el agar
donde se sembré H. pyilori.
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Figura 1. Tamano de los halos de inhibicion de H. pylori con sobrenadantes de probidticos con células
viables. Halos de H. pylori, con sobrenadantes probioticos que contenian células viables. Se utilizé medio
MRS y YPD, como controles. No se observo algun tipo de inhibicién por parte de S. boulardii, ni de los
medios. Para cada experimento se realizé 3 réplicas.
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Figura 2. Halos de inhibicién de H. pylori con sobrenadantes de probidticos con células viables. Imagenes
obtenidas de la formacion de halos sobre cepas de H. pylori con sobrenadantes que contenian células
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viables de cepas probidticas. En cada uno de los pozos; a) Lb. plantarum DGIA, b) Lb. plantarum 299v, c)
Lb. casei Shirota'y d) MRS.

En la Figura 3 se registro el tamafo del diametro de los halos que se formaron a partir de los sobrenadantes
que se esterilizaron por filtracion. En la Figura 4 las imagenes de las placas de agar. En cuanto a los
resultados obtenidos a partir de los sobrenadantes a los cuales se les realizd un tratamiento con NaOH y
catalasa, y con las enzimas proteoliticas proteasa tipo VIl de B. licheniformis, tripsina tipo Ill de pancreas
bovino y pronasa de S. griseous, para ver si la actividad anti-H. pylori, en caso de existir, era de naturaleza
proteica, se observé que no hubo inhibicion del crecimiento de las cepas de H. pylori.

18.00
16.00
14.00
12.00
10.00
8.00
6.00
4.00
2.00
0.00

Diametro de halo (mm)

H. pylori 26695 H. pylori 2010-8  H. pylori 2008-31  H. pylori 2006-46 H. pylori 2003-250
Cepa
uLb. plantarum 299v mLb. plantarum DGIA wLb. casei Shirota mMRS s/t mS. boulardii ® YPD

Figura 3. Tamano de los halos de inhibicion de H. pylori con sobrenadantes de probidticos sin células
viables. Tamafio de los halos obtenidos sobre las cepas de H. pylori, con sobrenadantes probioticos que
fueron esterilizadas por filtracion. Se utilizé medio MRS y YPD, como controles. No se observo algun tipo

de inhibicion por parte de S. boulardii, ni de los medios. Para cada experimento se realizé 3 réplicas.
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Figura 4. Halos de inhibicién de H. pylori con sobrenadantes de probidticos sin células viables.
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En la figura se observan las imagenes obtenidas de la formacion de halos sobre cepas de H. pylori con
sobrenadantes esterilizados por filtracién de a) sobrenadante de Lb. plantarum DGIA, b) sobrenadante de
Lb. plantarum 299v, c) sobrenadante de Lb. casei Shirota y d) MRS.

Podemos ver una mayor actividad de inhibicion en los sobrenadantes que tienen células viables, comparada
a la de los sobrenadantes esterilizados por filtracién. Este es un fendmeno que ha llamado mucho la atencion
y que se ha observado mucho en bacterias lacticas y que se ha denominado sintesis de bacteriocinas
controlada por quorum sensing, en el cual la bacteriocina soélo se produce cuando se detecta la presencia
de un microorganismo potencialmente competitivo. Este mecanismo se ha observado en Streptococcus
thermophilus [3] y en diferentes especies de los géneros Lactococcus y Lactobacillus. Se ha demostrado
que este mecanismo tiene una relacién costo-beneficio mayor que la sintesis constitutiva de bacteriocinas
[4] por lo que es muy probable que este sea el escenario que se presenta en este estudio y que los
probioticos estén produciendo bacteriocinas reguladas por quorum sensing. Se realizé una prueba con acido
lactico comercial al 0.7% a un pH de 3.7, para ver si este era uno de los componentes que provocaban la
inhibicion, se eligido ese pH ya que es el obtenido posterior a la incubacion (fermentacién) de las cepas
probioticas en su medio de crecimiento. Sin embargo, no se observo inhibicién de H. pylori, ya que se sabe,
resiste pH gastrico. Se ha visto que una posible causa de la inhibicion del crecimiento de H. pylori por
probioticos (especificamente Lb. casei Shirota), se debe a la inhibicion de la actividad de la ureasa
provocada, por el acido lactico producido por el probidtico y la posterior incapacidad de H. pylori de crecer
a pH bajo en ausencia de ureasa [5]. Es posible que haya una diferencia en el tipo de acido lactico comercial
y el producido por las cepas probidticas. Se sabe que todos las BAL, por definicion, producen lactato a partir
de la fermentacion de carbohidratos. El lactato existe en dos formas enantioméricas, un enantiomero
dextrorotario (D-lactato) y un enantiémero levorotario (L lactato). En el caso de Lb. plantarum 299v produce
una mezcla de lactato L y D, y este ultimo representa aproximadamente el 61.9% de la produccion total de
lactato. Todas las BAL producen una cierta cantidad de D-lactato, que varia del 1 al 97% de todo el lactato
producido, dependiendo de la cepa, siendo el 40% una cantidad tipica [6]. A pesar de que no se tiene
evidencia del tipo de acido lactico que produce la cepa Lb. plantarum DGIA, por el simple hecho de
pertenecer a esta especie, se sabe que produce una mezcla de lactato L y D como se mencioné
anteriormente. Se ha demostrado que el acido lactico participa en la actividad antibacteriana de las cepas
probidticas de Lactobacillus. Cabe destacar que el acido lactico L muestra una mayor actividad
antibacteriana que el acido lactico D o una combinacién de acido lactico L y D. Es por ello, que la mayor
actividad antibacteriana de las cepas probioticas de Lactobacillus que producen acido lactico L, se cree que
podria estar relacionada en parte con la mayor proporcion de lactato L en los sobrenadantes libres de células
que en las cepas que producen acido lactico D y L [7]. También, pueden estar produciéndose otras
sustancias que provocan la inhibicion de H. pylori. Respecto a los sobrenadantes obtenidos a partir del
crecimiento de los probidticos, al ser tratados para inhibir actividad del peréxido de hidrégeno y neutralizar
el acido lactico, asi como su actividad proteica, no se observo algun efecto de inhibicion. El hecho de que
no haya inhibicion de las cepas de H. pylori utilizadas en este proyecto, puede deberse a la neutralizacion
del acido lactico y probablemente del peréxido de hidrogeno. En cuanto a los sobrenadantes a los cuales
se les agregd enzimas proteoliticas, se observd que tampoco hubo inhibicion del crecimiento de las cepas
de H. pylori. Lo cual nos indica que es muy probable que la actividad inhibitoria se deba a moléculas de
naturaleza proteica como bacteriocinas o substancias inhibidoras parecidas a bacteriocinas (BLIS por sus
siglas en inglés). A diferencia de las bacteriocinas, las BLIS son compuestos antimicrobianos que pueden
inhibir tanto a bacterias Gram positivas como negativas. Se ha observado su presencia en diferentes
microorganismos probidticos. Dado todo lo anterior, es muy probable que en el caso de los probidticos
utilizados en este estudio se tenga la produccién de BLIS sintetizados via regulacién por quorum sensing y
activos contra H. pylori. Respecto a la levadura S. boulardii, como podemos ver en los resultados, no inhibiod
el crecimiento de ninguna de las cepas de H. pylori. El hecho de que no se haya observado inhibicion de las
cepas de H. pylori por parte de S. boluardii, puede deberse a que ademas de que los productos secretados
no tengan ningun efecto sobre la cepa patégena, el tipo de modelo usado en este trabajo no haya sido el
mas adecuado, ya que se ha visto que la levadura es capaz de reducir la colonizacion de H. pylori en el
sistema humano gastrointestinal, donde se usé un estudio in vivo con nifios de Iran [8].
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Conclusion

Tanto los sobrenadantes con y sin células viables de las cepas de lactobacilos inhibieron el crecimiento de
H. pylori, produciéndose una mayor inhibicion en los sobrenadantes que contienen células viables en el
modelo ya mencionado. Utilizando el mismo modelo, los sobrenadantes con y sin células viables del
probiodtico S. boulardii, no inhibieron el crecimiento de las cepas de H. pylori. Los sobrenadantes de las
cepas probidticas neutralizadas y tratadas con enzimas, no inhibieron el crecimiento de las cepas de H.
pylori. Por lo tanto, la naturaleza de los componentes inhibitorios se puede inferir que es de tipo proteico.
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