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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue determinar y comparar el efecto in vitro del extracto de Solanum sessiliflorum “co-
cona” sobre Helicobacter pylori frente a los antibioticos: amoxicilina, tetraciclina, claritromicina y amikacina. La suscepti-
bilidad para estos antibioticos fue determinada por el método de difusion de discos y el efecto del extracto de cocona sobre
Helicobacter pylori por el método de placa vertida. Las cepas de Helicobacter pylori fueron obtenidas de biopsias gastricasy
los medios utilizados fueron Columbia blood agar base y Mueller Hinton suplementado con 5% de sangre de carnero y, para
la reactivacion de las cepas de Helicobacter pylori, un suplemento especifico Dent (Vancomicina 5 mg, trimetropina 2,5 mg,
cefsulodina 2,5 mg y anfotericina B 2,5 mg); el ambiente microaerofilico se consiguié empleando OXOID Campy Gen. Los
resultados confirman el efecto inhibitorio /n vitro del extracto de cocona sobre Helicobacter pylori, siendo superior al de los
antibioticos usados.
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SUMMARY

Was determinated that effect of cocona extract against Helicobacter pylori in culture media, as well as, the effects of
the following antibiotics: Amoxicyline, Tetracycline, Claritromycine and Amikacine. The susceptibility for these antybiotics
was determined by the method of disk diffusion and the effect of cocona extract against Helicobacter pylori by the method
of pouring plate. The Helicobacter pylori strains were obtained of gastric biopsies, the media that were used, were Columbia
blood base agar and Mueller Hinton supplemented with 5% sheep blood agar and for reactivating the Helicobacter pylori
strains, a specific supplement DENT (Vancomycin 5 mg, trimethropine 2,5 mg, cefsulodin 2,5 mg, amphoterecin B 2,5 mg),
the microaerofilic environment was obtained by employing OXOID Campy Gen. The results showed that the cocona extract
inhibits the growth of Helicobacter pylori and this effect is superior to the ones obtained by the antibiotics that were used .
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INTRODUCCION ra amonio que neutraliza el entorno acido del estoma-
go, protegiéndose ain mas del medio externo. Sachsy
col. ® describieron una proteina que la denominaron
Urei, encargada de regular la transferencia de urea del
medio externo del estdbmago hacia el citoplasma del A.
pylori mediante canales que atraviesan la membrana

celular; cuando se incrementa el dcido del estomago,

gelada y microaerofilica descubierta por
Marshall en 1982; es el agente etioldgico de
varios trastornos gastrointestinales en el hombre tales
como gastritis cronica, ulcera gastrica W, tilcera duode-

I I elicobacter pylori es una bacteria multifla-

nal, adenocarcinoma de la parte distal del estomago y
linfoma de tejido linfoide asociado a mucosa gastrica.
La gastritis puede progresar hacia una gastritis atrofica
cronica, que es una lesion posiblemente precursora del
cancer gastrico. El riesgo de desarrollar cancer se incre-
menta cuando el intervalo de tiempo de infeccién es
mayor de diez afios . La Organizacion Mundial de la
Salud lo ha clasificado como carcindgeno tipo 1.

Helicobacter pylori vive en la capa de mucus del
estomago, donde se encuentra parcialmente protegido
del acido clorhidrico debido a la produccion de grandes
cantidades de ureasa, la cual al hidrolizar la urea gene-

los canales elevan considerablemente la cantidad de
area que entra al citoplasma del A. pylori, con la con-
siguiente super producciéon de amonio para neutrali-
zar el periplasma (4rea entre las membranas externa
e interna). En ausencia de la urei, la cantidad de tirea
es insuficiente, generandose menos amonio; en conse-
cuencia, al no poder neutralizar su propio periplasma
el A. pylori se hace vulnerable al pH del estomago.

Es importante destacar que la infeccion por A.
pylori ha sido asociada con riesgo dos veces mayor de
padecer enfermedades cardiovasculares independien-
tes de otros factores como hiperlipidemias; no obstan-
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te, existen informes contradictorios, la infeccion por
H. pylori se ha relacionado en estudios prospectivos
con el infarto del miocardio y con la enfermedad co-
ronaria. Hernandez ¥, considera hipotéticamente que
la modificacion del metabolismo lipidico puede con-
tribuir a agravar la situacion. Niémela, en Finlandia
detectd una asociacién entre la presencia de H. pylori,
una concentracion elevada de triglicéridos en suero y
una menor concentracion de HDL-colesterol.

Conrespectoalaterapiaaseguir para la erradicacion
del H. pylori, existen diversos esquemas terapéuticos ba-
sados en la erradicacidn de la bacteria a través de la com-
binacion de drogas bacteriostaticas o bactericidas, con los
consiguientes efectos adversos, que en la mayoria de los
casos no permiten continuar el tratamiento, ocasionando
la no erradicacion del A. pylori; por tanto es considerable
la importancia de utilizar nuevas alternativas terapéuti-
cas de erradicacion de la bacteria basadas en el empleo de
productos naturales, de bajo costo y de mayor grado de
satisfaccion y conformidad para los pacientes.

El objetivo de esta investigacion fue determinar el
efecto del extracto de cocona sobre Helicobacter Pylori
y compararlo con agentes bacteriostaticos y bacterici-
das in vitro.

MATERIALY METODOS

Material biolégico

Se emplearon dos cepas de Helicobacter pylori
obtenidas de biopsias.

Extracto de cocona

El extracto puro de cocona fue obtenido del fruto
de Solanum sessiliflorum Dunal procedente de Tingo
Maria, Regién Hudnuco, empleando un licuo-extrac-
tor, protegiéndose de la luz durante su manipulacion.

Materiales y Reactivos

Jarra de anaerobiosis, autoclave, medio Mueller
Hinton, generadores OXOID Campy Gen, Suplemento
Dent, Suplemento sangre de carnero, Blood Agar Base,
discos de sensibilidad de amoxicilina, tetraciclina, cla-
ritromicina y amikacina.

Procedimiento

1. Control de calidad de la sangre y el extracto de
cocona.

Se realizo en: a) Placas Petri que contenian me-
dio Mueller Hinton suplementado con 5% de san-
gre de carnero y, b) Placas Petri con medio Mueller

Efecto in vitro de extracto de Solanum sessiliflorum sobre Helicobacter Pylori

Hinton suplementado con 5% de sangre de carnero y
1 mL de extracto de cocona, esparcido con un hisopo
en tres direcciones. Las placas se colocaron en la jarra
de anaerobiosis, y se incubaron a 37 °C en atmosfera
microareofilica con 85% N,, 10% de CO, y 5% de O,
durante cinco dias.

27

2. Reactivacion de las cepas de Helicobacter
pylori

Las cepas se sembraron en Blood Agar Base
Columbia (OXOID), que contenia 5% de sangre de
carnero y suplemento selectivo Dent (Vancomicina 5,0
mg, cefsulodina 2,5 mg, trimetropina 2,5 mg y anfote-
ricina B 2,5 mg ). Las placas se colocaron en la jarra de
anaerobiosis GasPack 2,5 L y luego se incubaron a 37
°C, en atmésfera microaerofilica por cinco dias. El cul-
tivo de H. pylori fue identificado macro y microscopi-
camente, y mediante pruebas bioquimicas de oxidasa,
catalasa y ureasa.

2.1. Subcultivos del Helicobacter pylori. Los sub-
cultivos de la biomasa del cultivo puro fueron sembra-
dos en un medio no selectivo, en toda la superficie de
la placa. Las placas se incubaron a 37 °C en ambiente
microaerofilico durante cinco dias; con esto se evitaron
posibles contaminaciones.

2.2.1. Determinacion de la sensibilidad a los an-
tibioticos ™. El indculo se preparo en caldo trip-
ticasa de soya (CTS) con el subcultivo de H. pylori
ajustando la turbidez con el tubo o,5 de la escala
de Mc Farland. (1,5 x 10® UFC/mL). La suspension
de bacterias resultante se hisopd sobre la superficie
del agar Mueller Hinton suplementado con 5% de
sangre de carnero y suplemento selectivo Dent por
la técnica del tapete, se dejé secar unos minutos y
luego se procedid a colocar los discos de antibioticos
amoxicilina, tetraciclina, claritromicina y amikaci-
na. Las placas petri fueron llevadas a incubacién en
ambiente microaerofilico por cinco dias.

2.2.2. Determinacion de la actividad antimicro-
biana del extracto de cocona. Se utilizaron cin-
co placas con medio Mueller Hinton suplementado
con 5% de sangre de carnero y suplemento selectivo
Dent en las que primero se depositaron, con hisopos
estériles, por la técnica del tapete, los indculos de
Helicobacter pylori suspendidos en cantidad sufi-
ciente de suero fisioldgico para obtener una turbidez
equivalente al 0,5 en la escala de Mc Farland. Luego
se esparcieron en tres direcciones en la superficie de
la placa, se dejd secar y seguidamente se deposita-
ron discos de papel de filtro de 6 mm de didametro
conteniendo 0,1; 0,2; 0,3; 0,4y 0,5 mL de extracto de
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cocona. Las placas se incubaron a 37 °C en atmosfera
microareofilica por cinco dias.

RESULTADOS

En las placas donde se realizé el control de cali-
dad de los medios de cultivo y del extracto de cocona
no se registro crecimiento de microorganismos, lo que
nos confirmé que tanto la sangre de carnero como el
extracto de cocona no estaban contaminados.

La reactivacion de las cepas de Helicobacter pylori
fue positiva, sdlo en una de las cepas fue imposible la
reactivacion. Las colonias de Helicobacter pylori obte-
nidas fueron identificadas mediante coloracién Gram,
prueba oxidasa, catalasa y ureasa, siendo positivas a
todas ellas.

La determinacién de la sensibilidad del /. pylori
a los antibiéticos amoxicilina, tetraciclina, claritromi-
cina, y amikacina realizada por la técnica del tapete, se
muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Sensibilidad de los antibidticos

Antibiético Sensible
Amoxicilina > 30 mm
Tetraciclina > 30 mm
Claritromicina > 25 mm
Amikacina > 25 mm

Con respecto a los resultados obtenidos acerca
de la actividad antimicrobiana del extracto de cocona,
encontramos 100% de inhibicién del A. pylori, siendo
importante destacar que la prueba se corrié simulta-
neamente en cinco placasy por quintuplicado.

DISCUSION

La infeccion por H. pylori es dificil de erradicar
debido al pH acido del estémago y a la localizacion ex-
tracelular de la bacteria; no obstante, en algunos pa-
cientes se localiza profundamente insertandose en la
matriz del mucus que reviste el epitelio gastrico &9,
donde los antibiéticos no se distribuyen adecuada-
mente o el pH 4cido los inactiva . Para erradicarlo, se
han aplicado diferentes esquemas de tratamiento, en
unos casos asociaciones de medicamentos, que inclu-
yen farmacos bloqueadores H, tales como cimetidina
o inhibidores de la bomba de protones como el ome-
prazol ®, conjuntamente con antibidticos, con el fin de
conseguir una mayor efectividad . Para este propdsi-
to, los antibidticos mas usados son: claritromicina, que
en algunos casos presenta resistencia microbiana 4%;
amoxicilina a dosis baja, que muestra mayor efectivi-
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dad, y tetraciclina ®V a mayores dosis.

Desde el afio 1983 en que Warren y Marshall (12
descubrieran al Helicobacter pylori, como responsable
de la inflamacién géstrica y de la dlcera, se han rea-
lizado numerosas investigaciones empleando plantas
medicinales, en unos casos extracto de canela, en otros
el ajo bajo la forma de extracto, aceite 6 polvo. Los in-
vestigadores Jones y Tamariz (*¥ emplearon sangre de
grado obtenida del Croton lechleri, logrando un efecto
inhibidor sobre H. pylori. Lengsfeld (¥, utiliz el ex-
tracto seco del zumo del Ribes nigrum, con lo que se
consiguié bloquear los receptores de la mucosa gas-
trica impidiendo con ello la adhesion del Helicobacter
pylori ala mucosa.

El incremento de cepas de A. pylori resistentes a
los antibidticos empleados en su tratamiento, el ele-
vado costo de estos tratamientos y los excelentes re-
sultados obtenidos por Zhang L. y Shmuely H. (516
al utilizar el extracto del Vaccinium erythrocarpum
“arandano”, nos motivaron al empleo de extractos de
plantas medicinales volcando nuestra atencion espe-
cificamente al extracto puro de cocona para erradicar
H. pylori, bacteria que muestra una gran variabilidad
fenotipicay genética.

En el presente estudio utilizamos cuatro antibio-
ticos de comparacion: amoxicilina, tetraciclina, clari-
tromicina y amikacina. En la bibliografia consultada
no se ha encontrado referencia de este ultimo; sin em-
bargo, consideramos conveniente utilizarlo como posi-
ble alternativa antibacteriana. Los cuatro antibioticos
mostraron buena actividad sobre H. pylori, obtenien-
do un halo de inhibicién promedio de 27 mm, superior
al hallado por otros investigadores.

El extracto de cocona puro, utilizado a diversas
concentraciones desde 0,1 a 0,5 mL, mostré una gran
actividad inhibiendo el crecimiento de 4. pylori en un
100%, lo que consideramos como un hallazgo valioso,
que amerita la realizacién de una posterior investiga-
cion in vivo; a fin de determinar la efectividad del ex-
tracto de cocona en el tratamiento de las infecciones
humanas por H. pylori.

CONCLUSIONES

El extracto de cocona inhibe el crecimiento in vi-
tro de Helicobacter pylori en un 100%.

El efecto inhibitorio del extracto de cocona es su-
perior al de los antibidticos amoxicilina, tetraciclina,
claritromicina, y amikacina.
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