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Il CONGRESO INTERNACIONAL SOBRE CAMBIO CLIMATICO Y DESARROLLO SUSTENTABLE
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La giardiasis es una enfermedad causada por el parasito Giardia lamblia, el cual causa problemas graves de
salud que van desde una diarrea, hasta mala absorcion de nutrientes y ocasionalmente causa la muerte;
afecta principalmente a nifios y adultos mayores. En México y paises subdesarrollados representa un pro-
blema de salud importante llegando a ocasionar la muerte. El tratamiento de eleccién para la gardiasis es el
metronidazol y sus derivados imidazdlicos, sin embargo estos presentan efectos secundarios adversos en
los pacientes. Entre los mecanismos de defensa del huésped se encuentra la flora natural del intestino, en-
tre los cuales se encuentran las bacterias consideradas como probiéticos.

Objetivo: Determinar el potencial de interferencia microbiana de probidticos sobre Giardia lamblia.

Metodologia: Se evaluaron liofilizados del medio condicionado de Bifidobacterium longum sobre cultivos de
G. lamblia. Resultados: Los liofilizados del medio condicionado con B. longum inhiben el crecimiento de
Giardia lamblia.

Discusiones: Estos resultados dan evidencia de la capacidad de interferencia microbiana que presenta el
liofilizado del medio condicionado con B. longum sobre Giardia lamblia, pudiendo representar en un futuro
una alternativa al tratamiento contra la giardiasis.

1. INTRODUCCION

La giardiasis es considerada como la enfermedad intestinal producida por protozoos mas frecuente en pai-
ses desarrollados y afecta un estimado de alrededor de 280 millones de personas a nivel mundial (Lane y
Lloyd, 2002; Ali y Hill, 2003). En México las principales infestaciones intestinales por protozoarios parasitos
son causadas por G. lamblia, éste parasito puede transmitirse a través del contacto oral-fecal y del agua
contaminada con quistes, por lo que en instituciones cerradas como los circulos infantiles se puede presen-
tar un riesgo mayor de transmision. La tasas de reinfeccién por G. lamblia son altas en zonas endémicas,
por lo que la infeccién por este protozoo, a diferencia de otras parasitosis intestinales, resulta muy dificil de
controlar (Dorea et al., 1996).

Desde el punto de vista clinico, la mayoria de los individuos infectados con  G. lamblia son asintomaticos,
sin embargo, otros pueden desarrollar manifestaciones clinicas, las que van desde trastornos digestivos
ligeros hasta diarrea crénica y malabsorcion intestinal (WHO, 1992; Hill, 1993; Marshall, et al., 1997). La
infeccion con este protozoo, esta emergiendo como una de las principales causas de diarrea infecciosa no
viral, en nifios que asisten a circulos infantiles, lo que ha llevado a considerarlo como una enfermedad in-
fecciosa reemergente (Thompson, 2000). El tratamiento de los nifios asintomaticos es controversial. Aunque
generalmente se recomienda no tratar estos casos, en ciertas ocasiones se recomienda basado en conside-
raciones de salud publica, como pudiera ser el control de brotes de giardiasis en guarderias infantiles,
cuando otras medidas preventivas no son efectivas, o para prevenir la infeccion en los convivientes con un
alto riesgo de enfermedad severa.

La droga de eleccion para el tratamiento de giardiasis es el metronidazol, sin embargo recientemente se ha
reportado la resistencia de protozoarios parasitos patdégenos al metronidazol considerado como droga sis-
témica de eleccién para el tratamiento de infecciones de parasitos. Por lo cual es necesario desarrollar tra-
tamientos alternativos para el control de la giardiasis ya que en México representan un problema importante
de salud. Por otra parte, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda realizar mas investigacio-
nes encaminadas a la busqueda de terapias de interferencia microbiana (Terapias MIT) empleando para ello
microorganismos probioticos y sus factores difusibles al medio, y asi en un futuro poder controlar las infec-
ciones de enfermedades parasitarias intestinales.

La mayoria de las cepas bacterianas consideradas como porbidticos pertenecen al grupo de bacterias pro-
ductoras de acido lactico”, que comporten la propiedad de generar esta molécula como principal producto
de su metabolismo fermentativo. Miembros de este grupo son bacterias de los géneros lactobacillus, Lacto-
cooccus, Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissella, Carnobacterium, Tretageno-
coccus, y Bifidocaterium (Klein et al.,1998).
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Actualmente las bacterias empleadas como probiéticos pertenecen al género Lactobacillus y Bifidobacte-
rium. Una de las razones es que estos dos géneros han sido aislados del intestino del ser humano, pudien-
do sobrevivir y funcionar en el mismo. Otra de las razones es que estas bacterias no presentan efectos da-
Ainos en el hospedero, en contraste con otras bacterias intestinales.

Se ha demostrado que las bifidobacterias constituyen el 95% de la poblacion total bacteriana del intestino
en recién nacidos alimentados con leche materna (Harmsen, ef al., 2000). La poblacién de Bifidobacterium
decrece en el intestino de humanos adultos, ademas permanece relativamente estable, representando del 3
al 6 % de la flora fecal. Bifidobacteria, asi como otros organismos productores de acido lactico exhiben un
efecto protector contra los efectos devastadores de las enfermedades diarreicas agudas. Bifidobacteria, en
particular Bifidobacterium longum en distintos estudios, ha mostrado que puede reducir la incidencia y dura-
cion de la diarrea asociada a antibidticos, otra propiedad encontrada a Bifidobacterium es que en combina-
cion con otras cepas probidticas muestra una reduccion frecuente de diarrea del viajero (Black, et al., 2000).

Estudios realizados a bifidobacterias han arrojado datos que muestran sus efectos antagénicos contra otros
microbios patdgenos, estos incluyen produccion de varios acidos, bacteriocinas o peroxido de hidrogeno, la
competencia por nutrientes o receptores de adhesion, accidn anti-toxinas y estimulacion del sistema inmune
(Fooks y Gibson, 2002; Rakoff-Nahoum, et al., 2004).

Las bifidobacterias representan un papel importante en la limpieza del ambiente intestinal, por lo cual es
necesario que sea el grupo dominante en la microflora. Esto se demostré en un estudio de dos grupos de
ninos, unos alimentados con leche adicionada con bifidobacterias y factores promotores, y un segundo gru-
po con leche de vaca, presentando los nifios del segundo grupo una tendencia ocho veces mayor a infec-
ciones intestinales (Kaloud y Stégmann, 1968). Con la presencia continua de antigenos (constituida o por la
flora patdgena) y su paso por la mucosa, el sistema inmune se ve constantemente estimulado. Sin embar-
go, hay otros factores que inciden en la resistencia del individuo a infecciones intestinales: La competencia
de nutrientes esenciales (Savage, 1977).

Pocos estudios han sido publicados apoyando la hipotesis de que la terapia del tipo prebiotico o probidtico,
pudieran ser efectiva en el tratamiento de etas condiciones: Bifidbacterium longm empleando como probidti-
co, han logrado prevenir una translocacion de bacterias (Ontiveros, L.H. et al., 2008).

Hoy en dia, los cultivos probidticos poseen gran relevancia a nivel mundial, debido a que mediante numero-
sos estudios se ha logrado demostrar diversos efectos benéficos para el ser humano, tales como el favore-
cer el equilibrio de la microflora intestinal, estimular el sistema inmune, competencia contra patégenos, entre
otros (Saavedra J.M., 1994).

2. OBJETIVO

En este trabajo el objetivo principal fue evaluar la actividad giardicida del liofilizado del medio condicionado
con Bifidobacterium longum sobre cultivos de G. lamblia bajo condiciones axénicas in vitro.

3. METODOLOGIA
Se utilizé Giardia lamblia cepa IMSS:0889 y Bifidobacterium longum.
3.1 Obtencién de medio condicionado de B. longum

La cepa se reactivo antes de iniciar cada bioensayo. A un litro de medio-caldo se le inoculd 1% del cul-
tivo del probidtico (incubado previamente por 24 h a 37°C) se incubd a 37°C por 48 horas. El cultivo se
coloco en frascos contenedores y se centrifugé a 2,500 rpm por 10 minutos, se separé el sobrenadante
y se centrifugé nuevamente; este paso se repitié hasta que se observé la ausencia del precipitado; el
sobrenadante fue esterilizado por filtracion cuatro veces con filtros Millipore de 0.22um. Se realiz6 la
prueba de esterilidad, tomando una alicuota y colocandolo en medio-caldo para probioticos, se incubd
a 37°C por 48 horas y una vez aprobada dicha prueba de esterilidad, el sobrenadante estéril fue el me-
dio condicionado con probidticos (FDP).

3.2 Bioensayo

Evaluacion de la actividad bioldgica de factores difusibles al medio de B. longum o L. casei (FD) sobre
crecimiento axénico in vitro de G. lamblia. Se dispuso de 54 tubos de borosilicato para cultivo de 13 x
100 mm con tapdn de rosca, a cada tubo se afiadid 0.05MlI de solucién penicilina-estreptomicina, 0.5
MI de suero bovino y dosis 1, 10, 25, 50 y 70% de FD de B. longum. Posteriormente se inoculd 1x10*
trofozoitos/MI de trofozoitos de G. lamblia, se incub6 a 37° C por 120 horas. Al quinto dia, se coloco
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en agua-hielo por 20 minutos los tubos, se agité 10 veces por inversién suave, y el numero de tro-
fozoitos se determind tomando una alicuota del cultivo, se colocd en una camara de Neubauer y se de-
terminé el niumero de trofozoitos/mL, se graficaron los datos. Los bioensayos se realizaron cuando las
células se encontraban en buen estado y en la mitad de su fase logaritmica de crecimiento.

3.3 Analisis Estadistico

Se realizaron bioensayos independientes por triplicado. Se promediaron los rendimientos maximos que
se obtuvieron durante los bioensayos y se compararon contra el cultivo control mediante el analisis de
varianza con una P<0.05 empleando la prueba de Dunnet t (2-way) con el paquete estadistico SPSS
para Windows® version 2000.

4. RESULTADOS

4.1 Cinética de crecimiento de Giardia lamblia

La cinética de crecimiento de G. lamblia se llevd a cabo en el medio MPT bajo condiciones axénicas, en la
cual se observo una ligera fase de adaptacion celular durante las primeras 24 h. Se observé una fase de
crecimiento logaritmico a partir del dia dos, alcanzando un rendimiento celular maximo de 1,074,375 tro-
fozoitos/mL en el dia cuatro. Posteriormente se observé un notable descenso en el rendimiento celular (Fig.
1). Observandose marcada diferencia significativa entre cada punto de la grafica.
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Figura 1. Cinética de crecimiento de G. lamblia en el medio MPT

4.2 Actividad biolégica de FD de B. longum sobre G. lamblia.
En este ensayo se determind el porcentaje de inhibicién del LMCBI sobre el cultivo de Giardia lamblia.

En la figura 2 se aprecia una inhibicion del 100% a las concentraciones de 70 y 50mg/mL y un descenso
significativo a las concentraciones de 10, 1 y .1 mg/mL. La inhibiciéon observada a las dosis de 70, 50 y 1
mg/mL no presentan diferencia significativa entre ellas, la dosis de 10 mg/mL inhibi6é en un 90%, este resul-
tado si presenta diferencia significativa con respecto a las dosis de 0.1 mg/mL presenta diferencia significa-
tiva con respecto a las demas concentraciones evaluadas. Siendo las dosis mas eficientes como inhibidoras
del crecimiento axénico in vitro de G. lamblia la dosis de 1 mg/mL. En estos resultados se observa marcada
diferencia significativa entre el control (cultivo normal de G. lamblia) y las 5 dosis del LMCB/ (0.1, 1, 10,50 y
70 mg/mL) sobre el crecimiento axénico in vitro de Giardia lamblia.
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Figura 2. 100%
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DISCUSIONES

La inhibicion del crecimiento axénico in vitro de Giardia lamblia por acciéon de factores difusibles al medio de
Bifidobacterium longum, de momento pueden ser adjudicado a algun o algunos de los metabolitos
producidos por B. longum y liberados al medio de cultivo, entre los cuales se encuentran acidos grasos de
cadena, produccién de peroxido de hidrégeno, posible produccion de acido lactico, estos resultados son
consistentes con lo reportado por (Fooks y Gibson, 2002; Rakoff-Nahoum, et al., 2004), sin embargo
deberan de realizarse una serie de investigaciones encaminadas a la elucidacion del o los metabolitos
relacionados con la accion giardicida de los factores difusibles de B. longum.

Debido a que las enfermedades parasitarias afectan principalmente a los habitantes de los paises en vias
de desarrollo entre los cuales se encuentra México, ya que la mayoria de la poblacion esta expuesta a una
gran diversidad de parasitos protozoarios patégenos, debido a las condiciones de sanidad deficientes e
inadecuadas; siendo afectados principalmente los sectores de poblaciéon vulnerables, como son los nifios,
personas de la tercera edad, asi como pacientes con inmunidad comprometida, siendo la amibiasis la prin-
cipal parasitosis en el centro y sur de México, en la regién norte la principal parasitosis endémica es la giar-
diasis ocasionada por Giardia lamblia.

Al evaluar la capacidad de interferencia microbiana del liofilizado del medio condicionado con B. longum
(LMCBI) sobre el crecimiento axénico in vitro de Giardia lamblia, se observé inhibicién total del crecimiento
de G. lamblia al emplear las concentraciones de 70 y 50mg/mL de LMCBI, a la dosis de 10 mg/mL se obtuvo
90% de inhibicion y al emplear 1.0 mg/mL del LMCBI se obtuvo un 98% de inhibicién del crecimiento de G.
lamblia, no observandose diferencia significativa entre estos resultados, lo cual sugiere que a concentracio-
nes entre 1.0 y 10 mg/mL de LMCBI podria encontrarse la concentracion mas eficiente, considerando la
relacion dosis-respuesta, esto se podra corroborar haciendo mas bioensayos utilizando concentraciones
entre este rango sefialado.

Este efecto inhibitorio del LMCBI/ se puede atribuir a la producciéon de &cidos organicos, compuestos carba-
nilicos o bacteriocinas de Bifidobacterium longum (Marteau, et al., 2001). El efecto inhibitorio de LMCBI
podria ser atribuido a la formacién de poros en la membrana celular del parésito, ya que en las observacio-
nes efectuadas en el desarrollo de este bioensayo, las dosis evaluadas con mayor concentraciéon de LMC B/
lisaron las células del Giardia lamblia, y las dosis mas pequefas se observé una disminucién de células de
éste parasito.

De acuerdo a estos trabajos es evidente la actividad de interferencia microbiana que exhibe Bifidobacterium
longum por lo cual consideramos que es necesario realizar mayor cantidad de estudios empleando otros
organismos asi como identificar que compuestos organicos estan participando en esta interferencia micro-
biana, asi como el o los mecanismo de accién relacionados con esta interferencia microbiana.

5. CONCLUSIONES

El liofilizado del medio condicionado con Bifidobacterium longum inhiben el crecimiento axénico in vitro de
Giardia lamblia.
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