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a amibiasis, enfermedad parasitaria
infecciosa del tracto gastrointestinal,
ocasionada por el protozoario
parasito Entamoeba histolytica,
representa un problema de salud mundial. Afecta,
principalmente, a los paises en vias de desarrollo,
con mayor frecuencia en las regiones tropicales,
sobre todo en las dreas pobres y mal saneadas
donde predominan la desnutricién, el
hacinamiento y un manejo inadecuado de las aguas
en general y de las excretas, que provocan la
infeccion y la enfermedad. Existe, por lo tanto,
una fuerte correlacion entre estas condiciones y la
frecuencia de la enfermedad. Se estima que 10%
de la poblacién mundial padece de amibiasis, la
cual ocupa el tercer lugar como causa de muerte
provocada por protozoarios, lo que resulta en
aproximadamente 50 millones de casos de
amibiasis invasora y hasta 100,000 muertes por
afo, la prevalencia de infeccién amibiana puede
ser tan alta como 50% en ciertas areas de los paises
en desarrollo.! Tasas elevadas de infeccion amibiana
se reportan principalmente en la India, Africa y
Centroamérica; en México constituye un
problema muy importante de salud publica por
su frecuencia y mortalidad.?
Para el tratamiento de la amibiasis y sus multi-
ples manifestaciones clinicas, la droga de eleccion
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es el metronidazol. Sin embargo, se ha demostra-
do en estudios efectuados en ratones que el
metronidazol es tanto mutagénico como carcino-
génico.” Ademss, se ha reportado resistencia de
E. histolytica a esta droga en concentracion de 1.7
mg/L.*4

Por otra parte, numerosos trabajos demuestran
los efectos benéficos de las bacterias dcido-lacticas
(BAL), consideradas como probioticos en el tra-
tamiento y prevencién de trastornos digestivos en
el hombre.”” En primer lugar, puede evitarse la
intolerancia aguda a la lactosa por causas patolé-
gicas o congénitas mediante ingestion de yogurt
no pasteurizado; el estrefiimiento y meteorismo
se pueden atenuar por ingestion de bacterias aci-
do-acticas, ya que se favorece el equilibrio de bac-
terias acido-lacticas/microbiota de putrefaccion,
posiblemente por la reduccion del pH.®

Se ha reportado que factores extracelulares li-
berados por parte de Lactobacillus acidophilus y
Lactobacillus johnsonii Lal inhiben el crecimiento
in vitro de Giardia lamblia en la fase G1, lo que
impide que se forme el quiste, que es la forma
infectiva.” Asimismo, se ha reportado que al
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coadministrar 250 mg de liofilizados de Saccha-
romyces boulardii con 750 mg de metronidazol (tra-
tamiento convencional para la amibiasis) y admi-
nistrada tres veces al dia durante 10 dias, dismi-
nuy6 considerablemente la duracion de los sinto-
mas en 25% de la diarrea, 50% del dolor abdo-
minal y fiebre; se demostré que a cuatro semanas
del tratamiento desaparecieron los quistes en las
heces.®

Se han realizado pocos estudios sobre los efec-
tos de los probioticos en contra de protozoarios
causantes de enfermedades gastrointestinales. En
este trabajo se evaluo el efecto de liofilizados de
medios condicionados (LMC) con bacterias éci-
do-lacticas (BAL) Lactococcus lactis, Lactobacillus casei
y Lactobacillus acidophilus sobre el cultivo axénico
in vitro de Entamoeba histolytica.

Hipotesis. Existen metabolitos secundarios pro-
ducidos por probioticos (Lactococcus lactis,
Lactobacillus casei y Lactobacillus acidophilus) capa-
ces de inhibir el crecimiento axénico in vitro de
Entamoeba histolytica HM 1-IMSS.

Objetivo general. Evaluar el efecto de
liofilizados de medios condicionados con probio-
ticos (Lactococcus lactis, Lactobacillus casei y
Lactobacillus acidophilus) sobre el crecimiento
axénico in vitro de Entamoeba histolytica.

Metodologia

Material biolodgico. Se utilizo la cepa HM1-IMSS
de Entamoeba histolytica, los probioticos
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei y
Lactococcus lactis, y suero bovino.

Medio de cultivo. Para el cultivo de E. histolytica
se prepar6 el medio MPT, como se describe a
continuacion: se pesd peptona de caseina 5.0g,
extracto de levadura 2.5g, NaCl 0.50g, L-cisteina
0.50g, acido ascorbico 0.50g, K,HPO, 0.25g,
KH, PO4 0.15g, citrato férrico de amonio
0.000142g y D-glucosa anhidra 5.0g, se mezclaron
todos los componentes y se aford a 250 mL con
agua desionizada, el pH se ajusté a 7.0 con NaOH
12N. El medio se coloco en alicuotas de 10 mL

[0 286

en tubos para cultivo de 16x 150 mm con tapon
de rosca y se esterilizo en autoclave por 15 min a
121°C. Posteriormente, se almacenaron en
oscuridad a 4°C hasta su empleo. Para preparar
medio MPT para el cultivo de bacterias, se pesaron
los componentes descritos anteriormente, se agrego
0.25 mL de PACSR (Protozoa Axenic Culture
Serum Repleacement)!! para 250 mL de agua
bidestilada, se ajusto el pH a 7.0 con NaOH 12N,
se colocod en alicuotas de 5 mL en tubos para
cultivo de 13 x 100 mm con tapén de rosca, el
medio se esterilizd en autoclave por 15 min a
121°C, se dejaron temperar y luego se almacenaron
a 4°C hasta que se emplearon.

A) Entamoeba histolytica HM1-IMSS

Mantenimiento. Se realizaron resiembras sucesi-
vas de E. histolytica HM 1-IMSS en el medio MPT,
el cual se encontraba en un volumen de 5 mL en
tubos de 13x100 mm con tapén de rosca. Cada
tubo se adiciond con 0.5 mL de suero bovino,
0.05 mL de solucion de penicilina-estreptomici-
na y fueron inoculados con 1x10*células/mL, se
incubaron a 37°C por 72 h; posteriormente, se
colocaron en agua-hielo por 10 min para despegar
las células adheridas al tubo; cada tubo se agito
diez veces por inversion y se procedio a determi-
nar el numero de células/mL con una camara de
Neubauer. Las resiembras y bioensayos se realiza-
ron cuando las células se encontraban a la mitad
de la fase log de crecimiento.

Cinética de crecimiento. Se dispuso de 24 tu-
bos, cuyo contenido fue de 5 mL del medio de
cultivo MPT, 0.05 mL de solucion de penicilina-
estreptomicina y 0.5 mL de suero bovino, cada
tubo se inoculé con 1x10* células/ML. Posterior-
mente, se incubaron a 37°C, y cada 24 h se deter-
mino el crecimiento celular de tres tubos de culti-
vo hasta el dia 6 de incubacién.
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B)Bacterias acido-lacticas (BAL)

Mantenimiento. De las cepas de Lactococcus lactis,
Lactobacillus casei y Lactobacillus acidophilus que se
encontraban en el medio MPT, se tomd una asa-
da y se resuspendio en 5 mL de medio MPT, se
incubaron a 37°C por 24 h, transcurrido este tiem-
po se tomd un indculo del caldo y se resembro en
medio MPT-agar inclinado y se incubé a 37°C por
24 a 48 h; posteriormente, se guardaron bajo re-
frigeracion a 4°C, por un tiempo maximo de tres
semanas.

Obtencion de medios condicionados con BAL.
Tanto L. acidophilus, L. lactis, y L. casei fueron
reactivadas tres veces antes de cada experimento,
el cultivo se coloco en un tubo cénico de 50 mL
el cual se centrifugs a 1,500 rpm por 10 min, el
sobrenadante se separo y se centrifugd nuevamen-
te (este paso se repitio hasta observar la ausencia
de precipitado). Enseguida, el sobrenadante se
esterilizo tres veces con un filtro millipore de 0.22
im; al sobrenadante estéril obtenido se denomi-
n6 medio condicionado con bacterias dcido-
lacticas (BAL).

Liofilizacién de medios condicionados con bac-
terias acido-lacticas(BAL). Las muestras de medio
condicionado con cada una de las bacterias acido-
lacticas (BAL) se congelaron durante 24 h a -20°C,
y la muestra congelada se llevé a un liofilizador.
El liofilizado que se obtuvo se coloco en frascos
de vidrio estériles y éstos se colocaron en un dese-
cador hasta su empleo. Los liofilizados de los me-
dios condicionados con Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus caseiy Lactococcus lactis se denomina-

ron LMC.
C)Bioensayos

Para evaluar el efecto de 1, 10, 20 y 100 mg/mL
de LMC con L. lactis sobre el crecimiento de E.
histolytica, se dispuso de una serie de 27 tubos de
13 x 100mm con tapon de rosca para cada con-
centracion a evaluar, cada tubo contenia 5 mL del
medio de cultivo adicionado con 0.5 mL de sue-
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ro bovino y 0.05 mL de solucion de penicilina-
estreptomicina, cada tubo se inoculd con 1x10*
células/mL de la cepa de Entamoeba histolytica;
posteriormente, se incubaron a 37°C por cuatro
dias, finalmente se determiné por triplicado el
numero de células/mL a cada tubo. Este mismo
procedimiento se aplicé para evaluar los liofilizados
de los medios condicionados de L. casei y L.
acidophilus. Nuestro control consistié de nueve
tubos de 13 x 100 mm con tapon de rosca, cada
tubo contenia 5 mL del medio de cultivo adicio-
nado con 0.5 mL de suero bovino y 0.05 mL de
solucién de penicilina-estreptomicina, cada tubo
se inoculd con 1x10* células/mL de la cepa de
Entamoeba histolytica HM1-IMSS e incubados a
37°C por cuatro dias.

D) Analisis estadistico

Para determinar el efecto de los liofilizados de los
medios condicionados con los probioticos pro-
bados en el crecimiento axénico in vitro de E. histo-
lytica, se realizaron experimentos por triplicado.
Se promediaron los rendimientos obtenidos en
los diferentes experimentos y se compararon con-
tra el cultivo control mediante andlisis de varian-
za con una P<0.05, empleando la prueba de
Dunnet-t (2-side) con el paquete estadistico SPSS.

Resultados

Cinética de crecimiento de E. histolytica HM1-
IMSS. En la cinética de crecimiento de E.
histolytica (figura 1) se observa una ligera fase de
adaptacion durante las primeras 24 h de
crecimiento, seguido de la fase logaritmica y
presentando el maximo rendimiento celular al dia
4 de incubacion a 37°C, con aproximadamente
280,000 cel/mL. Posteriormente, la cinética
presenta una paulatina disminucion celular.
Efecto de liofilizados de medios condiciona-
dos (LMC) por BAL sobre el crecimiento de E.
histolytica HM 1-IMSS. En la figura 2 se muestran
los rendimientos celulares obtenidos a los cuatro
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- dias de incubacion en el medio MPT adicionado
E 200000 con 1, 10, 20 y 100 mg/mL de liofilizados de
T 2000 medios condicionados con BAL (L. lactis, L. casei
- y L. acidophilus).
i s El analisis estadistico (ANOVA P<0.05) indi-
E' £0.000 ca que de los doce tratamientos evaluados, once
o] presentaron diferencia significativa con respecto
s " al control. El tnico tratamiento que no presentod
S s diferencia significativa con respecto al control fue
E . el LMC con L. casei a 10 mg/mL; por otra parte,
g o 1 2 3 4 &5 & 71 los tratamientos de 20 y 100 mg/mL de LMC
7] con L. lactis, L. casei y L. acidophilus resultaron ser
o Tiempo (dias) altamente eficientes para inhibir el crecimiento de
Fig.1. Cinética de crecimiento de E. histolytica HM1-IMSS. E. histolytica bajo condiciones axénicas in witro
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Control

L. lactis 20 mg/m L b—
L. casei 20 mg/mLp——

L. lactis 1 mg/mL
L. lactis 10 mg/mL
L. casei 1 mg/mL

L. casei 10 mg/mL

L. lactis 100 mg/m L r—
L. casei 100 mg/m L —

L. acidophilus 1 mg/mL

L. acidophilus 20 mg/mL ey
L. acidophilus 100mg/mL (S

L. acidophilus 10 mg/mL

Fig. 2. Comparacion del rendimiento celular de Entamoeba histolytica al emplear concentraciones de 1, 10, 20 y 100 mg/mL de
liofilizados de medios condicionados con L. lactis, L. casei y L. acidophilus. La inhibicion del crecimiento de E. histolytica se
observo a partir de la concentracion de 20 mg/mL al emplear LMC de L. lactis, L. casei y L. acidophilus, seguido de la concentra-
cion de 100 mg/mL de cada LMC; al emplear la concentracion de 1y 10 mg/mL de cada LMC el de L. lactis, L. casei y L.
acidophilus el rendimiento es muy semejante. En todos los tratamientos se observa diferencia significativa con respecto al control
a excepcion del tratamiento con LMC de L. casei a 10 mg/mL.
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Discusion

Para llevar a efecto el objetivo planteado en este
trabajo, se compararon los rendimientos celulares
obtenidos en el cultivo de Entamoeba histolytica
bajo condiciones axénicas in vitro contra los
rendimientos celulares obtenidos al cultivar E.
histolytica en presencia de liofilizados de medios
condicionados de las bacterias acido-lacticas L.
lactis, L. casei y L. acidophilus. Las cuatro
concentraciones evaluadas (1, 10, 20 y 100 mg/
mL) de los tres probidticos probados presentaron
diferencia significativa con respecto al control,
excepto la concentracion de 10 mg/mL de L.
casei, la cual no presento diferencia significativa
con respecto al control. Cabe sefialar que no hubo
diferencia significativa entre los tres diferentes
tratamientos. De acuerdo a los resultados
obtenidos, la inhibicion del crecimiento de E.
histolytica se presentd a partir de la concentracion
de 20 mg/mL de los LMC de L. lactis, L. casei y L.
acidophilus.

Los resultados obtenidos en este trabajo se
asemejan a los obtenidos en la inhibicion de
Giardia intestinalis in vitro, atribuida a factores
extracelulares de Lactobacillus johnsonii Lal y
Lactobacillus acidophilus.” El efecto inhibitorio
puede atribuirse también a la presencia en el medio
de cultivo de algiin o algunos de los metabolitos
secundarios producidos por las bacterias acido-
lacticas o debido a la sinergia de algunos de estos
metabolitos. Entre los metabolitos secundarios
mas frecuentes producidos por las bacterias acido-
lacticas se encuentran: las biocinas o bacteriocinas,
dcidos grasos de cadena corta, 4cido lactico y
diacetilo, entre otros.'>™*

La ausencia de antecedentes acerca del efecto
de los tres probioticos aqui ensayados, sobre el
crecimiento de E. histolytica, destaca la importancia
de este trabajo, ya que los efectos colaterales
indeseables de las drogas antiamibianas podrian
evitarse a través del consumo de los productos
activos de las BAL aqui probadas. Ademas,
recientes investigaciones reportan la resistencia in
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vitro de E. histolytica a la droga antiamibiana de
eleccion, el metronidazol,” por lo cual es muy
conveniente contar con alternativas para el
tratamiento o prevencion de la amibiasis que no
produzcan en el hombre efectos secundarios
indeseables. Los presentes resultados abren la
posibilidad de contar con una alternativa
nutricional al alcance de la mayoria de la
poblacién, para la prevencion y el tratamiento de
la amibiasis, sin que se presenten efectos
secundarios indeseables.

Conclusiones

El crecimiento axénico in vitro de Entamoeba
histolytica cepa HM1-IMSS es inhibido por los
liofilizados de los medios condicionados con los
probidticos Lactococcus lactis, Lactobacillus casei y

Lactobacillus acidophilus.

Resumen

Para el control de la amibiasis y sus multiples
manifestaciones clinicas, la droga de eleccion es el
metronidazol; sin embargo, esta droga ocasiona
diversos efectos secundarios indeseables en los
pacientes, y recientemente se ha reportado
resistencia de algunas cepas de E. histolytica al
metronidazol. En este trabajo se reporta la
inhibicion del crecimiento de trofozoitos de E.
histolytica por accion de los liofilizados de medios
condicionados con Lactococcus lactis, Lactobacillus
casei y Lactobacillus acidophilus, probidticos que
pueden considerase como alternativa de prevencion
o tratamiento contra la amibiasis.

Palabras clave:Entamoeba histolytica, Probidticos,
Lactobacillus acidophilus, Lactococcus lactis y
Lactobacillus casei.

Abstract

Metronidazole is currently the best drug used in
the control of the clinical manifestations of
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amebiasis. This drug however comes with
secondary effects. There have been recent reports
of E. histolytica resistance to metronidazole. In
this work we report the growth inhibition of E.
histolytica trophozoites through the lyophilized
conditioned with Lactobacillus acidophilus,
Lactococcus lactis, and Lactobacillus casei media, which
can be considered as an alternative of treatment
or prevention of amebiasis.

Keywords: Entamoeba histolytica, Lactobacillus aci-
dophilus, Lactococcus lactis, Probiotics and Lactoba-
cillus casei.
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