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RESUMEN 

 

Helicobacter pylori es una bacteria que presenta tropismo por las células del epitelio gástrico, se 

estima que el 60% de la población mundial está infectada por este microorganismo y en Colombia 

se presenta una prevalencia entre 70-78%. En el 100% de los infectados produce gastritis crónica 

y solo el 20% de estos progresará a patologías como úlceras gástricas, linfoma de tejido linfoide 

asociado a mucosa gástrica (MALT) y adenocarcinoma gástrico. Cerca de un 95% de los casos de 

cáncer gástrico se han asociado a la infección por H. pylori; motivo por el cual fue clasificado 

como un carcinógeno tipo 1 y se declaró que la erradicación de esta bacteria es la mejor estrategia 

en la prevención del cáncer gástrico. Sin embargo, la resistencia a los antibióticos se ha 

convertido en la principal causa del fracaso en el tratamiento y en el 2017 la Organización 

mundial de la salud declaró a H. pylori como una bacteria de alta prioridad para el desarrollo de 

nuevos tratamientos. El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad antimicrobiana de 

extractos hidroetanólicos y acuosos, obtenidos de tres especies del género Passiflora (P. edulis 

var. edulis,  P. tarminiana y P. tripartita var. mollissima) frente a H. pylori, adicional a esto se 

realizó la búsqueda de bacteriófagos con actividad lítica en muestras ambientales (agua residual) y 

biológicas (heces y biopsias gástricas). 

 

En este estudio se determinó una concentración mínima inhibitoria (CMI) de 1000 µg/ml para los 

extractos hidroetanólicos de P. tripartita var mollisima y P. tarminiana. En cuanto a la evaluación 

de bacteriófagos, se identificaron placas de lisis en los cultivos de las cepas control de H. pylori 

que fueron enfrentados a los filtrados obtenidos a partir de una muestra del río Bogotá y dos del 

río Arzobispo; sin embargo, no se logró el aislamiento de ningún fago.  

 

Los resultados de este estudio aportan al conocimiento de la actividad antimicrobiana de extractos 

de plantas y búsqueda de bacteriófagos frente a H. pylori. Este estudio abre el camino para futuras 

investigaciones relacionadas con la evaluación de diferentes extractos de especies del género 

Passiflora y evidencia la necesidad de realizar el análisis químico y el fraccionamiento de los 

extractos activos. Por otro lado, los resultados de este estudio evidencian la dificultad que existe 

en el aislamiento de bacteriófagos líticos de H. pylori; aunque la fagoterapia es una alternativa 

terapéutica que ha sido exitosa en diferentes modelos bacterianos, para H. pylori se requiere una 

evaluación más amplia de las condiciones requeridas para el aislamiento de bacteriófagos. 

 

1. INTRODUCCIÓN  

 

Helicobacter pylori (H. pylori) es un bacilo Gramnegativo, microaerofílico, con tropismo por las 

células del epitelio gástrico, se ha descrito que más del 60% de la población mundial está 

infectada por esta bacteria [1]. La alta prevalencia de esta infección a nivel global ha generado un 

gran impacto en la presentación de cáncer gástrico, ya que más del 95% de los casos se han 

relacionado con la presencia de H. pylori [2, 3]. En todos los infectados se produce gastritis 

crónica; la progresión a ulcera péptica, adenocarcinoma gástrico y linfoma de tejido linfoide 

asociado a mucosa (MALT)  se da en el 10-20% , 1-3% y < 0.1%  de los pacientes 

respectivamente [4, 5, 6, 7]. Debido a esta problemática, la Organización mundial de la salud 

(OMS) ha clasificado a H. pylori como un carcinógeno tipo 1 y se ha declarado la importancia de 



la erradicación de esta bacteria como la mejor estrategia en la prevención del cáncer gástrico [8]. 

 

El tratamiento de primera línea para tratar la infección por H. pylori se basa principalmente en el 

uso de antibióticos como amoxicilina, claritromicina, levofloxacina y metronidazol en 

combinación con un inhibidor de la bomba de protones (IBP); actualmente, estos esquemas de 

tratamiento presentan una eficacia entre el 60-70% [4], una cifra muy baja teniendo en cuenta que 

una terapia empírica aceptable debería presentar cifras superiores al 90%  [4, 7]. La resistencia 

primaria y secundaria a claritromicina, levofloxacina, metronidazol y la aparición de cepas 

multiresistentes a estos tres antibióticos [7],  ha llevado a la optimización de los esquemas de 

tratamiento mediante la adición de subsalicilato de bismuto a la terapia cuádruple, logrando 

aumentar la eficacia un 30-40% cuando se administra por 14 días [4]. Adicionalmente, en el 

informe del consenso Maastricht V/Florence (Maastricht V/Florence Consensus Report), no se 

recomienda el uso de metronidazol, claritromicina y levofloxacina cuando los índices de 

resistencia superan el 40%, 15% y 20% respectivamente [2, 4]; lo cual, tiene repercusión en 

muchas áreas geográficas al reducir significativamente las opciones terapéuticas para el 

tratamiento de la infección. Debido a esta problemática la OMS en el 2017, declaró a H. pylori 

como una de las bacterias que representan mayor amenaza para la salud humana, debido a la 

resistencia bacteriana que expresa. Así mismo, H. pylori fue clasificado como una bacteria de alta 

prioridad para el desarrollo de nuevos tratamientos [9, 10]. 

 

Diversos estudios se han enfocado en la búsqueda de nuevas alternativas para prevenir o erradicar 

la infección por H. pylori; dentro de estas opciones, se ha contemplado el desarrollo de vacunas, 

el uso de probióticos, extractos de plantas y la búsqueda de bacteriófagos con actividad lítica [11, 

12, 13, 14]. La amplia diversidad de plantas y bacteriófagos en la tierra, aproximadamente 

500.000 especies y 4.8x10
31

 partículas virales respectivamente [15, 16], hace de estos recursos 

una alternativa prometedora para la búsqueda de nuevas opciones en la erradicación de 

infecciones bacterianas multiresistentes [15, 16]. En el caso de H. pylori se han evaluado 

múltiples extractos derivados de plantas usadas tradicionalmente en el tratamiento de síntomas y 

patologías asociadas al sistema gastrointestinal [17, 18], dentro de estos se destaca Passiflora 

incarnata con una concentración mínima inhibitoria de 50 µg/mL [18]. Se estima que existen 

alrededor de 500 especies del género Passiflora y en Colombia se han identificado cerca de 137 

especies; las cuales, se encuentran distribuidas en la región andina, destacándose P. tripartita var. 

mollissima (curuba), P. tarminiana (curuba-de-indio), P. edulis var. edulis (gulupa), P. edulis var. 

flavicarpa (maracuyá); para las cuales los estudios en su actividad antimicrobiana son limitados 

[19].  

 

Por otro lado; la fagoterapia, que se basa en la administración de bacteriófagos (fagos) virulentos 

que generan la lisis de su hospedero bacteriano; ha existido durante casi un siglo y desde entonces 

ha sido una práctica común en Europa del Este para el tratamiento de infecciones bacterianas [16, 

20, 21]. En la actualidad, el uso de fagos también ha sido aplicado en bioingeniería, procesos 

biotecnológicos en alimentos, agricultura, control biológico en aguas y su aplicación clínica es 

considerada una alternativa a los antibióticos en bacterias multiresistentes [21, 22, 23]. La 

fagoterapia se ha administrado como tratamiento experimental en infecciones bacterianas por 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus spp., Pseudomonas aeruginosa, Proteus  

spp., Salmonella spp., Enterococcus  spp., entre otros; obteniendo buenos resultados [20]. Sin 

embargo, la fagoterapia aún no se ha considerado para el tratamiento de la infección por H. pylori, 

esto debido principalmente a que el conocimiento de bacteriófagos líticos específicos para esta 

bacteria es aún muy limitado [22, 23]. 

 

Teniendo en cuenta los antecedentes, este estudio evaluó dos posibles alternativas con capacidad 

de inhibir H. pylori. En primer lugar, se determinó la actividad antimicrobiana de extractos de tres 



especies del género Passiflora y se buscaron fagos con actividad lítica frente a esta bacteria en 

muestras de agua residual, heces y biopsias gástricas.  

 

Palabras clave: Helicobacter pylori, resistencia antibiótica, alternativas terapéuticas, 

bacteriófagos, extractos vegetales. 

 

2. MATERIALES Y MÉTODOS  

2.1 Cepas bacterianas 

 

Para evaluar la actividad antimicrobiana de extractos vegetales y la presencia de bacteriófagos en 

muestras ambientales (agua residual) y biológicas (heces y biopsias), en este estudio se emplearon 

un total de ocho (8) cepas (Tabla 1); cinco (5) cepas de Helicobacter pylori, de las cuales dos (2) 

son cepas de referencia de la colección NCTC (The National Collection of Type Cultures) y tres 

(3) son cepas clínicas previamente aisladas y caracterizadas en el Grupo de Enfermedades 

Infecciosas en la línea de investigación: Caracterización molecular de Helicobacter pylori de la 

Pontificia Universidad Javeriana; adicionalmente, se usaron como controles una (1) cepa de 

Campylobacter coli y dos (2) de Escherichia coli; las cuales fueron obtenidas de la Colección de 

Microorganismos de la Pontificia Universidad Javeriana (CMPUJ) y del Laboratorio de 

Indicadores de Calidad de Aguas y Lodos de la Universidad Javeriana. Los controles de 

Campylobacter coli y Escherichia coli fueron empleados con base en reportes que involucran 

estas dos bacterias en brotes asociados con agua contaminada [24]. 

Tabla 1. Cepas empleadas en el estudio. 

 

ESPECIE CEPA DE REFERENCIA CARACTERISTICAS 

Helicobacter   

pylori 

NCTC 11637 cag A+/vac A s1m1 

Helicobacter 

pylori 

NCTC 11638 cag A+/vac A s1m1 

Helicobacter 

pylori 

321A (Cepa de biopsia 

gástrica/CMPUJ) 

cag A+/vac A + 

Sin profagos 

Helicobacter 

pylori 

372C (Cepa de biopsia 

gástrica/CMPUJ) 

cag A+/vac A + 

 

Profago incompleto 

(Integrasa + / Holin -) 

Helicobacter 

pylori 

        CYP288C (Cepa de    

biopsia gástrica/CMPUJ) 

cag A+/vac A + 

 

Sin profagos 

Campylobacter 

coli 

CMPUJ264  

Escherichia coli ATCC 25922  



Escherichia coli WG5 

 

Cepa aportada por el 

Laboratorio de Indicadores de 

Calidad de Aguas y Lodos de la 

Universidad Javeriana [210]. 

(Método estándar ISO 10705-2)  

para la detección de colifagos como 

indicadores de contaminación fecal 

en agua). 

CMPUJ: Colección de Microorganismos Pontificia Universidad Javeriana; ATCC: American Type 

Culture Collection; NCTC: National Colletion of Type Cultures 

 

2.2 Evaluación de la actividad antimicrobiana de extractos del género Passiflora frente  

a H. pylori. 

 

La colecta del material vegetal (hojas) de las especies Passiflora edulis var. edulis, P. tarminiana 

y P. tripartita var. mollissima, fue realizada por el Grupo de Investigación Fitoquímica 

Universidad Javeriana (GIFUJ), en los municipios de Nariño, Pasca y Subachoque Cundinamarca 

(25); la colecta del material vegetal se dio bajo el permiso Marco de Colecta de la Pontificia 

Universidad Javeriana. Posterior a esto, se realizó un proceso de secado en estufa de aire 

circulante (35°C/72 horas), molienda  y obtención de extractos. Brevemente, se realizó maceración 

hidroalcohólica con etanol al 50% a una proporción 1:15 (m/v) por un periodo de 48 horas para la 

obtención de extractos hidroetanólicos, para los cuales se eliminó el etanol mediante el uso de 

rotaevaporador. Adicionalmente, se realizó infusión acuosa a una proporción 1:10 (m/v) por     un 

periodo de 10 minutos, para la obtención de extractos acuosos. Para ambos extractos el agua se 

eliminó por liofilización [25]. 

 

La evaluación de los extractos hidroetanólicos y acuosos de Passiflora edulis var. edulis, P. 

tarminiana y P. tripartita var. mollissima, se realizó siguiendo las recomendaciones del Comité 

Nacional de Estándares de Laboratorio Clínico (CLSI, 2010). Para esto, 0.5 ml de cada extracto a 

concentraciones de 1000, 500, 250, 125 y 62.5 µg/ml (obtenidas mediante diluciones seriadas 1/2 

en DMSO 20%) se mezclaron con 9.5 ml de agar Mueller Hinton II suplementado y la mezcla fue 

vertida en caja de Petri, dejando solidificar. Las concentraciones de los extractos empleadas en 

este estudio fueron adaptadas a partir de un estudio previo realizado con un extracto metanólico 

de Passiflora incarnata frente a H. pylori [18]. La inoculación se realizó por triplicado empleando 

1 µl de las cepas NCTC11637 y  NCTC11638 de H. pylori a escala 2 de McFarland y la 

incubación se realizó por 72 horas a 37°C y 11% CO2 con posterior evaluación de la 

Concentración mínima inhibitoria (MIC) [25]. Como controles se empleó: la esterilidad del 

medio, el crecimiento de las cepas en medio sin extracto, el control del vehículo (DMSO 1%) y el 

control de inhibición con amoxicilina a concentraciones de 64 y 128 µg/ml. Las concentraciones 

del control del vehículo y de inhibición fueron adaptadas a partir de estudios previos donde se 

empleó como control del vehículo DMSO al 2.5% y Amoxicilina a 64 y 128 µg/ml como control 

de inhibición (Figura 1) [18, 25]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figura 1. Dilución en agar para evaluación de actividad antimicrobiana. A. Metodología del 

ensayo. B. Controles del ensayo. 
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Dil: Dilución 



2.3 Búsqueda de bacteriófagos líticos frente a H. pylori en muestras ambientales y 

biológicas 

 

Las muestras fueron recolectadas en el periodo comprendido entre junio 2019 a noviembre de 

2020 en la ciudad de Bogotá D.C. Las muestras ambientales (agua residual) fueron recolectadas 

en frascos estériles de 125 ml, en el río Bogotá: sector puente de guadua con ubicación 

4°43'43.8"N 74°07'36.5"W, río Arzobispo: sector Parque Nacional 4°37'30.1"N 74°03'45.1"W, 

caño Pontevedra con ubicación 4°41'29.7"N 74°04'51.4"W y caño avenida Boyacá con Calle 66; 

ubicación 4°40'52.0"N 74°05'57.7"W. En cuanto a las muestras biológicas (heces y biopsias 

gástricas), estas fueron obtenidas de pacientes de gastroenterología del Centro Médico El Virrey; 

todos los pacientes que participaron en el estudio debían cumplir con criterios de inclusión y 

exclusión, entre ellos no haber consumido antibióticos 4 meses antes de la toma de las muestras; 

todos los pacientes fueron invitados a participar previa firma del consentimiento informado. 

Todas las muestras fueron transportadas en refrigeración (4°C) para su procesamiento; las 

muestras ambientales (agua residual) fueron clarificadas por centrifugación a 6000 g/20 min, 

según lo propuesto por Didamony GE. et al., 2015 [26], seguido de la filtración del sobrenadante 

con dos tipos de membrana: PVDF (Polifluoruro de vinilideno) de 0.22, 0.45 µm y PES 

(Polietersulfona) de 0.22 µm, con el fin de evaluar la capacidad esterilizante de cada membrana, 

al reducir la mayor cantidad de carga bacteriana de la muestra; las muestras claras fueron filtradas 

directamente. En cuanto a las muestras de heces se siguieron las recomendaciones de Chibani-

Chennoufi S. et al., 2004  [27] y Born Y. et al., 2019 [28]; en las cuales, aproximadamente 10 gr 

de cada muestra fueron homogenizados con 20 ml de un compuesto de 10 ml de solución TS 

(8.5g NaCl, 1g triptona/Litro) y 10 ml de Buffer SM (5.8g NaCl, 2g MgSO4.7H2O, 7.9g Tris-HCl 

pH 7.5/Litro); posterior a la homogenización, se realizó centrifugación a 14500 g/15 min/4°C y el 

sobrenadante fue filtrado con membrana PES 0.22 µm. En el caso de las biopsias gástricas (Antro, 

cuerpo e incisura /paciente) estas fueron incubadas en 1 ml de caldo Brucella suplementado con 

suero fetal bovino e isovitalex a 37°C y 11% CO2 por 48 horas, según recomendaciones de 

Abdel-Haliem ME. et al., 2013 [29] y Cuomo P. et al., 2020 [30]. Posteriormente se realizó 

maceración de cada muestra siguiendo el protocolo establecido en el Laboratorio de Bacteriología 

especial de la Universidad Javeriana (PUJ-FC-001); los macerados de cada muestra fueron 

centrifugados a 7000 g/5 min y el sobrenadante obtenido fue filtrado con membrana PES 0.22 µm, 

con el fin de remover la carga bacteriana. 

Los filtrados obtenidos a partir de las muestras ambientales y biológicas, fueron empleados en la 

evaluación de la presencia de bacteriófagos líticos frente a las cepas bacterianas ya mencionadas. 

Dichos filtrados fueron conservados a -80°C con adición de 10% de glicerol (v/v). Adicional a la 

obtención de filtrados, se realizó la identificación de H. pylori en muestras biológicas (heces y 

biopsias gástricas), con el fin de determinar la presencia o ausencia de la bacteria y de esta manera 

poder predecir en cierta forma la presencia o ausencia de bacteriófagos. Para esto, el DNA 

genómico bacteriano fue extraído mediante la utilización del Kit de extracción “DNeasy Blood & 

Tissue” (Qiagen, EE.UU.); siguiendo las instrucciones del fabricante. Los eluidos obtenidos 

fueron analizados por PCR, mediante la amplificación de un fragmento del gen vacA (formas 

alélicas s1/s2). 

Se realizó cultivo líquido para el crecimiento bacteriano, siguiendo las recomendaciones descritas 

por Kitsos CM. et al.,1998, Duque-Jamaica R. et al., 2010, Douraghi M. et al., 2010, Joo J. et al., 

2010 y Matsuzaki S. et al., 2018. Brevemente, se empleó caldo Brucella suplementado con 10% 

(v/v) de suero fetal bovino, 0,11% (v/v) de suplemento DENT (Oxoid™) y 0,52% (v/v) de 

Isovitalex (Becton Dickinson); a este medio se agregó 5.6% (v/v) de inóculo con una DO600nm: 

0,05 a 0,1, se realizó incubación a 37°C y 11% CO2 por 72-120 horas. La evaluación del 

crecimiento de H. pylori se realizó mediante curvas de crecimiento con medición de absorbancia 



(600nm), siembra en medio sólido Brucella, coloración de Gram y pruebas bioquímicas (Ureasa, 

catalasa y oxidasa), determinando de esta manera la fase exponencial del cultivo, requerida para 

los ensayos de aislamiento de bacteriófagos [32–35]. 

 

Para el aislamiento de bacteriófagos se emplearon las cepas NCTC 11637, NCTC 11638, 321A, 

372C y CYP288C de H. pylori, cepa CMPUJ264 de C. coli y ATCC 25922 de E. coli todas con 

una DO600nm: 0,2 a 0,5. Así mismo, se emplearon controles de esterilidad del medio y de los 

filtrados, control de crecimiento bacteriano y un control de calidad de los procedimientos, para el 

cual se realizó un ensayo de inhibición con la cepa WG5 de E. coli y un colifago especifico de esta 

cepa; los cuales fueron aportados por el Laboratorio de Indicadores de Calidad de Aguas y Lodos 

de la Universidad Javeriana [31]. Los métodos empleados para el aislamiento fueron basados en 

lo descrito por Twest R. et al., 2009, Abdel-Haliem ME. et al., 2013, Matsuzaki S. et al.,2018  y 

Zhang K. et al., 2020 [29, 32, 33, 34]. Brevemente; para el método de capa simple, la suspensión 

bacteriana de cada una de las cepas fue extendida en medio sólido Brucella, mediante siembra 

masiva con asa plástica, se dejó secar y posteriormente se agregaron por goteo (5 µl) los filtrados 

obtenidos, posterior a esto se realizó incubación por 72 horas a 37°C en condiciones de 

microaerofilia. Para el método de spot en doble capa se evaluaron tres condiciones; en la primera, 

se emplearon 400 µl de cada cepa y 3,6 ml de medio soft con  0,5% de agar. En la segunda 

condición evaluada, se empleó 1 ml de cada cepa y 3,5 ml de medio soft con 0.7% de agar y en la 

tercera se utilizó 1 ml de cada cepa y 3,5 ml de medio soft con 0.7% de agar y 5 mM de cloruro de 

calcio CaCl2. La mezcla obtenida de las tres condiciones evaluadas fue vertida sobre medio sólido 

Brucella, se mantuvo a temperatura ambiente por 30 minutos hasta solidificación de la capa 

superior y posteriormente se adicionaron por goteo 25 µl de los filtrados, los medios de cultivo se 

dejaron a temperatura ambiente hasta el secado completo de los spot (goteo) y se incubaron por 72 

horas a 37°C en condiciones de microaerofilia. Finalmente para el método directo en doble capa 

se evaluaron dos condiciones, en la primera, se emplearon 400 µl de cada cepa, 100 µl de cada 

filtrado y 3,5 ml de medio soft con 0,5% de agar. En la segunda condición evaluada, se empleó 1 

ml de cada cepa, 1 ml de cada filtrado y 3,5 ml de medio soft con 0.7% de agar. La mezcla 

obtenida de las dos condiciones evaluadas fue vertida sobre medio sólido Brucella, se mantuvo a 

temperatura ambiente por 30 minutos hasta solidificación de la capa superior y posteriormente se 

incubaron por 72 horas a 37°C en condiciones de microaerofilia (Figura 2). 

La extracción de las placas de lisis fue basada en lo descrito por Matsuzaki S. et al.,2018. Para 

esto se empleó asa estéril y las placas fueron disueltas en buffer SM con ayuda de vortex; 

posteriormente, se centrifugó a 14.000 rpm/10 min y el sobrenadante fue filtrado con membrana 

PES 0.22 µm. Los filtrados obtenidos fueron evaluados mediante cultivo líquido de 

enriquecimiento, en el cual se expone la cepa bacteriana al filtrado, se incuba a 37°C en 

microaerofilia y se realizan mediciones de absorbancia 600nm, siembra en agar Brucella 

suplementado y pruebas bioquímicas (Ureasa, catalasa), con el fin de observar el comportamiento 

bacteriano. Adicionalmente, los filtrados fueron evaluados por el método directo en doble capa 

con diferentes diluciones: 10
-1

, 10
-2

, 10
-3

 y 10
-4

 (Figura 2). 

 

 

 

 

 



Figura 2. Métodos para el aislamiento de bacteriófagos  

 
 

3. RESULTADOS 

 

3.1 Evaluación de la actividad antimicrobiana de extractos del género Passiflora frente a H. pylori. 

 

En los controles de crecimiento y del vehículo (DMSO), se evidenció la presencia de H. pylori, por 

pruebas bioquímicas (ureasa, oxidasa, catalasa); determinando de esta manera, la ausencia de 

inhibición del crecimiento en el medio de cultivo y del diluyente empleado en los extractos. En 

cuanto al control de inhibición, se evidenció ausencia en el crecimiento de H. pylori para  las dos 

concentraciones de amoxicilina evaluadas (64 y 128 µg/ml), las cuales fueron basadas en el estudio 

de Mahady GB. et al., 2005.  

 

Se obtuvieron tres extractos hidroetanólicos y tres acuosos para las tres especies de Passiflora. La 

evaluación de la actividad antimicrobiana de estos extractos mostró actividad anti-H. pylori en los 

extractos hidroetanólicos de P. tripartita var. mollissima y P. tarminiana con una Concentración 

Inhibitoria Mínima (CIM) de 1000 ug/ml (Tabla 2) (25). Los demás extractos mostraron actividad 

antimicrobiana débil con CMI >1000 ug/ml, por lo cual no se consideran promisorios en su efecto 

antimicrobiano (Tabla 2). 

 

Tabla 2. Actividad antimicrobiana de extractos del género Passiflora. 

 

Cepa Extractos acuosos (µg/ml) Extractos hidroetanólicos (µg/ml) 

 1000 500 250 125 62.5 1000 500 250 125 62.5 

 

NCTC 

11637 

- - - - - + - - - - 

- - - - - + - - - - 



- - - - - - - - - - 

 

NCTC 

11638 

- - - - - + - - - - 

- - - - - + - - - - 

- - - - - - - - - - 

 

P. tripartita var. mollissima 

P. tarminiana 

P. edulis var. edulis 

Tabla modificada de: Reyes JJ & Saenz AF. Tesis pregrado. Pontificia Universidad Javeriana.2019. 

 

 

3.2 Búsqueda de bacteriófagos líticos frente a H. pylori en muestras ambientales y 

biológicas 

 

Se recolectaron un total de 36 muestras de agua residual que corresponden al rio Bogotá (n=30), 

rio Arzobispo (n=2), caño Pontevedra (n=1) y caño avenida Boyacá con Calle 66 (n=3); 

adicionalmente, se recolectaron muestras de heces de 31 pacientes y biopsias gástricas de 31 

pacientes con muestras de cuerpo, antro e incisura de cada uno, obteniendo 36 filtrados de agua 

residual, 31 filtrados de heces y 93 filtrados de biopsias gástricas. Durante el procesamiento de las 

primeras muestras ambientales, se realizó la evaluación de dos membranas de filtración: PVDF 

(Polifluoruro de vinilideno) de 0.22, 0.45 µm y PES (Polietersulfona) de 0.22 µm, encontrándose 

una mayor capacidad de filtración en la membrana PES (Figura 3).  

 

Figura 3. Evaluación de membranas de filtración. A. Filtración directa con membrana PVDF de 

0.22 µm B. Clarificación con centrifugación y filtración con membrana PVDF de 0.22 µm C.  

Filtración directa con membrana PES de 0.22 µm. 

A      B  C  

 

La evaluación de la presencia de bacteriófagos en muestras de agua residual, heces y biopsias 

gástricas, solo permitió la obtención de zonas de inhibición del crecimiento (placas de lisis) en 

una muestra del río Bogotá y dos del río Arzobispo (Figura 4). Las zonas de inhibición fueron 

extraídas y evaluadas mediante cultivo líquido de enriquecimiento, a partir de este cultivo se 

evaluó la D.O para la obtención de una curva de crecimiento bacteriano (Figura 5). El análisis de 

estas curvas permitió evidenciar restricción de crecimiento solamente en la cepa NCTC 11638 

enfrentada con la placa de lisis obtenida por el método de capa simple (Figura 4A y Figura 5A) y 

el filtrado inicial. Los cultivos en los cuales se encontró actividad lítica, fueron filtrados y fueron 

enfrentados nuevamente con todas las cepas de H. pylori seleccionadas, empleando el método 

- : No presenta actividad antimicrobiana 

+ : Presenta actividad antimicrobiana 
 



directo en doble capa con diluciones seriadas 10
-1

, 10
-2

, 10
-3

 y 10
-4

; sin embargo, en estos ensayos, 

no se obtuvo inhibición del crecimiento ni se evidenció actividad lítica. Razón por la cual, en este 

estudio no se lograron aislar bacteriófagos. En el control de calidad de los procedimientos, 

realizado con la cepa WG5 de E. coli y un colifago específico de esta cepa se evidenció la 

presencia de placas de lisis indicando la viabilidad de los medios de cultivo para el aislamiento de 

bacteriófagos. 

 

Figura 4. Zonas de inhibición del crecimiento de H. pylori. A. Río Bogotá por método de spot en 

capa simple B. Controles de crecimiento y esterilidad del medio C. Control de crecimiento NCTC 

11638 D. Río Bogotá por método directo en doble capa E. Río Arzobispo por método directo en 

doble capa F. Evaluación de placa del río Bogotá (Figura 9A) por el método directo en doble 

capa. 
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Figura 5. Cultivo de enriquecimiento. A. Curva de reducción bacteriana NCTC 11638 con filtrado 

y UFP. B. Identificación H. pylori. 

                                                     

E F 

A B 



                              

4. DISCUSIÓN 

 

En los controles empleados para la evaluación de los extractos vegetales, el control de crecimiento y del 

vehículo permitieron determinar que el diluyente no presentó toxicidad en la concentración evaluada 

(1%), lo cual es concordante con estudios que han asociado características bacteriostáticas a 

concentraciones entre el 5-10% o >20% [35, 36, 37]. Adicionalmente, el DMSO presenta propiedades 

solventes de compuestos orgánicos e inorgánicos, permitiendo de esta manera una adecuada 

reconstitución del extracto liofilizado y gracias a su polaridad permite mantener los compuestos 

extraídos frecuentemente mediante solventes como el agua, etanol y metanol entre otros [38]. En cuanto 

al control de inhibición, se evidenció ausencia en el crecimiento de H. pylori para las dos 

concentraciones de amoxicilina evaluadas (64 y 128 µg/ml), las cuales fueron basadas en el estudio de 

Mahady GB. et al., 2005. Teniendo en cuenta que el punto de corte para este antibiótico según el CLSI, 

2010 es < 1 µg/ml (empleando como control de calidad cepas NCTC de H. pylori) [7, 39, 40]; las 

concentraciones evaluadas en este estudio fueron lo suficientemente altas para inhibir el crecimiento de 

las dos cepas NCTC empleadas. 

 

De los 6 extractos evaluados se evidenció actividad antimicrobiana en los extractos hidroetanólicos de P. 

tarminiana y P. tripartita var. mollissima con una concentración mínima inhibitoria (CMI) de 1000 

µg/ml, esta es considerada una eficiencia moderada débil en cuanto a su actividad antimicrobiana [41]; 

lo cual contrasta con lo encontrado por Mahady GB y colaboradores para Passiflora incarnata (CMI 50 

µg/mL) por el método de dilución en agar [18]. Estas diferencias en la CMI pueden estar relacionadas 

con la especie de Passiflora, ya que se ha descrito que la composición química puede variar entre 

especies [42]; otro factor involucrado es el método de extracción, que para P. incarnata fue maceración 

con metanol al 95%, lo cual puede favorecer la extracción de compuestos diferentes; ya que el metanol 

facilita la obtención de una mayor cantidad de compuestos polifenólicos y de menor polaridad [43]. 

Adicionalmente, se ha reportado que los extractos metanólicos presentan una alta citotoxicidad, seguido 

por los extractos de cloroformo, hexano, acetato etílico, agua y butanol [38]; esto es de trascendencia 

teniendo en cuenta que la extracción y reconstitución de los liofilizados en el estudio de Mahady GB y 

colaboradores, fue realizada con metanol [18]. Por último se encontraron diferencias en la concentración 

del inóculo; que para el estudio de Mahady GB., et al. fue de 8 µl que equivalía aprox. 1x10
6 

UFC/ml y 

en el presente estudio se realizó el spot (goteo) de 1 µl del inóculo a escala 2 de McFarland que equivale 

aprox. 1 x 10
7
 - 1 x 10

8 
UFC/ml, siguiendo las recomendaciones del CLSI, 2010 para la realización de 

pruebas de susceptibilidad antimicrobiana a bacterias fastidiosas o de aislamiento infrecuente [40]. En 

cuanto a la evaluación de actividad antimicrobiana de especies del género Passiflora frente a H. pylori, 

en la actualidad solo se reporta el estudio realizado por Mahady GB. et al., 2005 y otro realizado por 

Masadeh MM. et al., 2014 [44]; sin embargo, en este último se realizó la evaluación por difusión en 

disco impregnado con concentraciones entre 100000 µg/mL y 1582.5 µg/mL de un extracto de P. 

incarnata, obtenido por percolación en etanol al 95%; estos resultados no son comparables a los 

obtenidos en el presente estudio, ya que el estándar de oro para la evaluación de actividad 

antimicrobiana en H. pylori es la dilución en agar [40] y las concentraciones empleadas por Masadeh 

MM y colaboradores son consideradas con actividad débil (MIC:> 1000 μg / mL) [41, 45].  

 

El análisis químico de los compuestos presentes en las tres especies del género Passiflora evaluadas en 

este estudio, ha sido reportado por Reyes JJ & Saenz AF. 2019; quienes identificaron la presencia de 

saponinas y flavonoides, mediante Cromatografía en Capa Delgada de Alta Eficiencia (HPTLC) y 

Cromatografía Líquida de Ultra Alta Eficiencia (UHPLC) (25). La presencia de estos compuestos fue 

diferente entre especies, encontrándose una mayor cantidad de saponinas en los extractos de  P. edulis 

var edulis y P. tripartita var mollissima y de flavonoides en P. tarminiana y P. tripartita var 

mollissima; adicionalmente en este estudio se determinó que la extracción hidroetanólica es más 

eficiente en la obtención de estos dos compuestos [25], lo cual puede estar relacionado con la actividad 

antimicrobiana de los extractos hidroetanólicos de P. tarminiana y P. tripartita var. mollissima (CMI 

1000 µg/ml) y teniendo en cuenta que se ha reportado previamente que estos compuestos presentan 



actividad antimicrobiana [46].  

 

La evaluación de la actividad antimicrobiana de extractos del género Passiflora es un poco más amplia 

en otros modelos bacterianos como Bacillus subtilis, B. cereus, Listeria monocytogenes, Streptococcus 

gallolyticus, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella oxytoca, Proteus vulgaris, 

Salmonella enteritidis y Escherichia coli; para los cueles se han analizado extractos de éter de petróleo, 

metanol y acetona de P. quadrangularis, P. maliformis y P. edulis [47]. En el estudio de Ramaiya., et 

al., se determinó una actividad antimicrobiana disminuida de los extractos de Passiflora frente a 

bacterias Gramnegativas, excepto K. oxytoca que fue sensible al extracto de acetona obtenido de P. 

maliformis (hojas); adicionalmente, presento una sensibilidad intermedia frente a este mismo extracto 

obtenido de P. edulis (hojas) y frente a los extractos de éter de petróleo y metanol de  P. maliformis 

(hojas); en el caso de P. vulgaris, este solo presento una sensibilidad intermedia a los extractos de 

metanol de P. maliformis y P. quadrangularis (hojas) [47]. La disminuida actividad antimicrobiana 

frente a bacterias Gramnegativas, encontrada por Ramaiya., et al., se puede asociar a la bicapa lipídica 

que conforma a estos microorganismos, ya que esta es una barrera eficaz para moléculas polares [48]; 

las cuales son principalmente extraídas con solventes como el agua, metanol y etanol [38]. Se ha 

descrito que las variaciones en la actividad de extractos vegetales, puede estar relacionada con la 

presencia de compuestos antimicrobianos en diferentes partes y especies de plantas, adicionalmente se 

ha sugerido que los extractos de metanol presentan una mayor actividad antimicrobiana gracias a su alto 

contenido de compuestos fenólicos [47]; sin embargo a estos extractos también se les ha atribuido 

actividad citotóxica [38], la cual podría interferir en la interpretación de resultados; por lo tanto es 

importante evaluar la  citotoxicidad de los solventes empleados. 

 

Al analizar estos resultados y según lo propuesto por Scorciapino MA., et al. 2017 [48], se puede inferir 

que el uso de solventes con menor polaridad favorece la obtención de extractos con mayor actividad 

antimicrobiana frente a bacterias Gramnegativas. Por tal motivo, se requiere de análisis posteriores de 

los extractos que presentaron actividad en este estudio, con el fin de determinar que metabolitos pueden 

estar generando la actividad antimicrobiana; adicionalmente, se requiere evaluar extractos obtenidos con 

solventes de menor polaridad para determinar si este factor tiene efecto en la actividad antimicrobiana; 

esta información ampliaría el conocimiento frente al posible uso de especies del género Passiflora como 

agentes antimicrobianos frente a H. pylori, aprovechando la gran diversidad de estas plantas en el 

territorio Colombiano. 

 

Por otro lado, en la búsqueda de bacteriófagos líticos específicos de H. pylori, se determinó una mayor 

capacidad de filtración en la membrana PES, lo cual se ajusta a las recomendaciones de diversos autores 

que sugieren que la  filtración debe excluir la mayoría de partículas no virales, por lo que se ha 

propuesto el uso de un poro de 0,22 µm  [50]. Según el estudio de Mocé-Llivina, L. et al. 2003; en el 

que se compararon las membranas de polifluoruro de vinilideno y poliétersulfona en suspensiones 

virales y agua residual; la membrana PES es recomendada debido a la baja adsorción de partículas 

virales y la capacidad de filtración de grandes volúmenes, lo que permite una buena recuperación de 

virus en muestras ambientales [50]. 

 

En este estudio no se logró el aislamiento de ningún bacteriófago en las muestras analizadas, lo cual 

puede estar relacionado con múltiples factores descritos, que intervienen en una infección  viral 

productiva y el consecuente aislamiento exitoso de bacteriófagos; dentro de estos, se destacan las 

condiciones del cultivo, basadas en el pH (7.2) y la biodisponibilidad de iones calcio y magnesio, 

necesarios para la adsorción viral, al favorecer interacciones electrostáticas que son importantes en la 

unión del fago al receptor bacteriano [51, 52]. En el presente estudio se empleó como control de 

infección, la cepa WG5 de E. coli y un colifago especifico de esta; con el fin de garantizar que el medio 

de cultivo y las condiciones de incubación permitían la infección; la obtención de placas de lisis 

permitió establecer que las condiciones de cultivo eran adecuadas para el aislamiento de bacteriófagos 

tanto en ausencia o presencia de cloruro de calcio CaCl2. En cuanto a las cepas de H. pylori, las placas 

de lisis fueron obtenidas a partir de medios de cultivo sin adición de CaCl2, lo cual concuerda con la 

metodología reportada para el aislamiento de fagos en esta bacteria [29, 32].  Es importante tener en 



cuenta que H. pylori es una bacteria de difícil crecimiento, nutricionalmente exigente y microaerofilica, 

lo cual conlleva a la utilización de medios altamente enriquecidos, a tiempos y atmosferas de incubación 

diferentes, que pueden modificar considerablemente la concentración de iones, así como el pH final de 

los medios de cultivo. H. pylori tiene características especiales de crecimiento y probablemente los 

bacteriófagos capaces de infectar esta bacteria también los tengan; sin embargo, son necesarios más 

ensayos para lograr definir unas condiciones más estables y óptimas para lograr el aislamiento de estos 

bacteriófagos.  

 

Dentro de las condiciones a evaluar, seria relevante incluir diferentes concentraciones de sales como lo 

realizó Zhang K. et al., 2020, encontrando porcentajes de adsorción del fago P1 en E. coli cercanos a 

100, en la concentración de 5 mM de CaCl2 [33]; o como lo realizado por Moldovan R. et al.,2007, 

donde encontraron un mayor porcentaje de adsorción del fago λ en E. coli a concentraciones de 10
-2 

M 

de sulfato de magnesio MgSO4 [52]; o en el caso de Chen X. et al., 2016, quienes encontraron que la 

lisis de Lactobacillus plantarum por el fago P1 ocurrió sin presencia de cationes divalentes [53]. Sin 

embargo, ellos encontraron que la lisis con formación de placas claras fue más rápida en presencia de 

Ca
2+

; contrario a la presencia de Mg
2+

 o ausencia de cationes, donde las placas se difundieron o no se 

aclararon [53]. Adicionalmente, se requeriría evaluar diferentes condiciones de pH y temperatura 

basados en lo encontrado Chen X. et al., 2016 para el fago P1 en Lactobacillus plantarum, donde el 

porcentaje de adsorción fue mayor al 90% en un rango de pH 4-8 siendo más alto a pH 7 y cercano al 

100% en un rango de temperatura 30-42°C, lo cual concuerda con el rango óptimo de crecimiento de 

esta bacteria [53]. Para evaluar estas condiciones, es importante tener en cuenta que H. pylori crece entre 

30 a 37° C con tiempos de generación de 4.6 h a 30°C, 3.2 h a 34°C y 2.0 h a 37 °C, según lo descrito 

por Jiang X & Doyle MP., 1998; quienes igualmente reportaron el crecimiento de esta bacteria a pH de 

7.3, 5.5 y 4.5 con tiempos de generación de 4.7 h, 3.6 h y 2.3 h respectivamente [54]. La concentración y 

viabilidad bacteriana, es otro factor involucrado en una infección productiva [51]; para la cual se 

requiere que el hospedero se encuentre en fase exponencial. En este estudio se evaluaron dos 

condiciones de incubación para el crecimiento de H. pylori en cultivo líquido y en las curvas de 

crecimiento obtenidas se determinó la fase exponencial entre 0,2 a 0,5 a una DO600nm, la cual fue 

alcanzada entre las 48-72 horas de incubación con agitación y entre las 120-168 horas sin agitación. 

Estos datos concuerdan con lo expuesto por Kitsos, C. M., et al. 1998, donde la incubación con agitación 

aumentó significativamente el crecimiento pero la muerte fue más rápida, contrario a los cultivos sin 

agitación donde el crecimiento se mantiene por largos periodos de tiempo [55], haciendo de este un 

método costo-efectivo para el crecimiento de H. pylori. Teniendo en cuenta que la concentración y 

viabilidad bacteriana son necesarias para el aislamiento de bacteriófagos, se puede inferir que la 

presencia o ausencia de agitación en el cultivo de H. pylori, no influye en el aislamiento de estos virus; 

ya que bajo las dos condiciones se llega a una fase de crecimiento exponencial de la bacteria, necesaria 

para la evaluación de filtrados por el método de spot o directo [32, 51]. 

 

La evaluación microbiológica durante las curvas de crecimiento permitió evidenciar el cambio 

progresivo de la morfología de H. pylori de forma bacilar a cocoide, lo cual ocurrió posterior a las 72 

horas en los cultivos con agitación y 168 horas en los cultivos sin agitación; esto se relaciona 

principalmente con el agotamiento de nutrientes como la glucosa y aminoácidos, necesarios para el 

metabolismo de la bacteria [56, 57]. Debido a los largos periodos de incubación, la transición a forma 

cocoide es frecuente; según Douraghi M., et al. 2009, la presencia de formas cocoides en medios 

líquidos con agitación se evidencia a partir de las 24 horas de incubación (17-21% cocos) y aumenta a 

las 72 horas (38-48 %) [58], en cultivos sin agitación aún no se ha determinado. Se ha descrito que las 

formas cocoides son viables pero no cultivables [59, 60, 61, 62, 63]; lo cual puede interferir en la 

infección por fagos y posterior lisis bacteriana; teniendo en cuenta esto, es importante un adecuado 

aporte nutricional, el cual se basa en la utilización de medios como Brucella, Mueller-Hinton e infusión 

cerebro corazón (BHI) con adición de sangre de caballo, suero fetal bovino (FBS) o equino y 

suplementos que aporten aminoácidos y vitaminas (B-ciclodextrina, Vitox e Isovitalex) [55, 58,  64, 65, 

66]; así mismo se ha recomendado la adición de suplementos antibióticos que proporcionen selectividad 

en el cultivo (Vancomicina, Cefsulodin, Polimixina B, Trimetoprin y Anfotericina B) [67]. Estas 

condiciones de cultivo garantizan el crecimiento de H. pylori y prolongan la transformación a formas 



cocoides pero no la evitan [55, 58,  64, 65, 66]; por lo tanto, se recomienda realizar centrifugación del 

cultivo y resuspensión celular en medio de cultivo fresco, ya que los cultivos prolongados favorecen la 

formación de cocos [56, 57]. 

 

Otro factor que frecuentemente se ha relacionado con una obtención exitosa de bacteriófagos es la 

concentración de estos virus, ya que la interacción fago-hospedero es un proceso aleatorio, dado por la 

presencia del fago y su hospedero en un mismo nicho [51]. Tratando de garantizar una buena 

concentración de bacteriófagos en las muestras analizadas, en el presente estudio se realizó la 

identificación molecular de H. pylori en 31 muestras de heces y 93 muestras de biopsias gástricas; 

empleando la técnica de PCR con la identificación del gen vacA, que es constitutivo de esta bacteria; lo 

cual, permitió confirmar su presencia en dichas muestras. El gen vacA fue positivo en el 32.2% de las 

muestras de heces (10/31) y el 64.5% de las muestras de biopsia gástrica (60/93); antro 58% (18/31), 

incisura 67.7% (21/31) y cuerpo 67.7%  (21/31). A pesar de que estos resultados sugieren que la bacteria 

estaba presente en la mayoría de la muestras, los ensayos realizados para el aislamiento de bacteriófagos 

no lograron su objetivo, esto puede estar relacionado la presencia y concentración de estos virus en las 

muestras analizadas, por lo cual se recomienda ampliar el número de muestras en diferentes fuentes, así 

como la utilización de métodos de concentración como los reportados por Sanchez AC., et al. 2020 o 

Vale FF et al., 2008 [68, 69].  

 

Hasta la fecha, los reportes de Cuomo P. et al. 2020, Vale FF et al. 2008 y Mahmoud EF Abdel-Haliem 

& Ahmed Askora. 2013; son los únicos para el aislamiento de bacteriófagos con actividad lítica frente a 

H. pylori en muestras de biopsias gástricas, heces, y agua residual [29, 30, 69]. Al analizar los aspectos 

que pudieron haber influenciado en los resultados obtenidos en este estudio, se identificó que Cuomo y 

Vale emplearon el medio BHI (Brain Heart Infusion) y Abdel-Haliem empleó el medio LB (Luria 

Bertani) para el cultivo bacteriano; sin embargo, esto no debería tener ninguna influencia ya que se ha 

descrito que medios como el BHI, Mueller Hinton (MH), Tripticasa soya (TS), Ham´s F-12 (F-12),  

Brucella (empleado en el presente estudio) entre otros medios nutritivos, permiten un crecimiento 

óptimo de la bacteria [67]. En cuanto a las condiciones de cultivo, solo el estudio de Cuomo y 

colaboradores especifica la adición de 10% de suero equino como suplemento del medio; en este 

aspecto, diversos estudios han recomendado la suplementación con suero fetal bovino o equino y la 

adición de productos que aporten vitaminas y aminoácidos [55, 58, 64, 65]; así como antibióticos que 

proporcionen selectividad en el cultivo [67]. Con el fin de garantizar un adecuado crecimiento de H. 

pylori y la disminución en la transformación a formas cocoides, se recomienda el uso de β-Ciclodextrina 

como suplemento del medio de cultivo, ya que según lo encontrado por Douraghi M., et al. 2009, este 

suplemento tiene la capacidad de neutralizar compuestos tóxicos favoreciendo el crecimiento y 

viabilidad de esta bacteria [58]. 

 

El estudio de Cuomo y colaboradores determinó la fase exponencial de crecimiento entre 0.6-0.8 

(OD600) y en el presente estudio se definió entre 0.2-0.5 (OD600), en absorbancias superiores se 

evidenciaron formas cocoides indicando el comienzo de la fase estacionaria, lo cual concuerda con lo 

descrito por Kitsos CM. et al., 1998 y Benaissa M. et al., 1996. Las diferencias encontradas en los 

rangos de absorbancia de los dos estudios puede estar relacionada con la cantidad del inóculo, según 

Shahamat M., et al. 1991, el tamaño del inóculo genera diferencias significativas en el crecimiento entre 

las 0-24 h, siendo más abundante en la concentración de 1 x 10
5 

comparado con 1 x 10
4
 y 5 x 10

4
 UFC 

que fueron las concentraciones evaluadas [70]. Por lo tanto, se recomienda la evaluación de diferentes 

concentraciones de inóculo, con el fin de determinar la variación en la concentración bacteriana de la 

fase exponencial y si esto tiene influencia en el aislamiento de bacteriófagos. 

 

Otra diferencia importante, está dada por el tamaño de la membrana de filtración empleada por Cuomo y 

Abdel-Haliem (0.45 µm) y la empleada en el presente estudio (0.22 µm), este tamaño fue seleccionado 

con el fin de excluir la mayoría de partículas no virales mediante la filtración y teniendo en cuenta que el 

diámetro de los fagos líticos reportados para H. pylori esta entre 62 – 92.5 nm para la cabeza y 12-180 

nm para la cola [29, 69], el filtro de 0.22 µm no debería restringir su obtención; sin embargo, se 

recomendaría que en futuros estudios se analice la posibilidad de incluir ensayos con filtros de mayor 



tamaño de poro. 

 

Se ha descrito que las muestras de agua residual, son una fuente potencial para el aislamiento de 

bacteriófagos y como se mencionó previamente, la presencia del hospedero en la muestra aumenta la 

posibilidad del aislamiento [71, 72]. Es por ello, que en los ensayos del presente estudio se empleó agua 

residual del río Arzobispo y Bogotá, teniendo en cuenta que en estudios previos se ha reportado la 

presencia de H. pylori en estas fuentes [63, 73]. A partir de algunas de estas muestras se lograron 

obtener placas de lisis; sin embargo, no se lograron replicar y no se obtuvo el aislamiento de ningún 

fago. Es importante tener en cuenta que las formas cocoides de H. pylori son generalmente encontradas 

en el ambiente [74], lo cual puede dificultar la infección por parte de bacteriófagos y llevar a una 

disminución en la cantidad de fagos disponibles en estas fuentes ambientales. A pesar de esto, el 

presente estudio brinda información acerca de las fuentes potenciales para el aislamiento de 

bacteriófagos específicos de H. pylori y de los factores a tener en cuenta para el aislamiento efectivo de 

estos fagos en estudios posteriores. 

 

Adicional a los múltiples factores que se analizaron en este documento, es importante mencionar que los 

estudios de Cuomo P. et al. 2020, Vale FF et al. 2008 y Mahmoud EF Abdel-Haliem & Ahmed Askora. 

2013, fueron realizados en Naples, Italia; Lisboa, Portugal y Zagazig, Egipto, empleando un número 

indeterminado de muestras de biopsias gástricas, heces y agua residual provenientes de estas áreas 

geográficas [29, 30, 69]. Teniendo en cuenta que son áreas geográficas diferentes, las condiciones 

ambientales, sanitarias y prevalencia de la infección por H. pylori pueden varian; lo cual también podría 

influir en el aislamiento de bateriófagos. Así mismo, estudios reportados en Europa, Asia y Africa, 

relacionados con la presencia de bacteriófagos insertados en el genoma de H. pylori han reportado la 

presencia de estos elementos en aproximadamente el 20% de las cepas, sin embargo, un estudio reciente  

publicado por Muñoz AB., et al. 2021,  reporta por primera vez  la presencia de bacteriófagos en el 

genoma en cepas del continente americano y las frecuencia reportada de estos elementos fue de tan solo  

el 12.6% (75)]. Estos resultados sugieren una menor prevalencia de profagos en aislamientos americanos 

de H. pylori comparado con lo reportado en aislamientos de otras localizaciones geográficas (75), 

posiblemente, este hallazgo pueda estar relacionado con la baja frecuencia de bacteriófagos disponibles 

en fuentes ambientales o clínicas en nuestro país e indicaría que probablemente las cepas colombianas 

tienen menor susceptibilidad a la infección por bacteriófagos. 

 

A pesar de que en este estudio no se logró el aislamiento de bacteriófagos líticos de H. pylori, es 

importante tener en cuenta que este es un tema aún en construcción y aunque para muchas otras 

bacterias se han logrado aislar diferentes bacteriófagos y se han logrado implementar como alternativas 

terapéuticas [23], para H. pylori, las publicaciones relacionadas son escasas [29, 30 76, 77, 78], y la 

caracterización que se ha logrado hacer hasta el momento aún no ha descrito la totalidad de factores 

necesarios para poder considerar la fagoterapia como una alternativa terapéutica viable para el 

tratamiento de erradicación para H. pylori.  En los estudios realizados hasta el momento, se ha analizado 

la estabilidad a condiciones físico-químicas como la temperatura y pH; datos importantes, teniendo en 

cuenta las difíciles condiciones de la mucosa gástrica, sitio en el cual los bacteriófagos deberían infectar 

y lisar la bacteria; adicionalmente, la estructura biológica de los bacteriófagos está dada por la presencia 

de ácidos nucleicos (DNA o RNA) y cápsides proteicas [79, 80, 81, 82]; las cuales, pueden verse 

afectadas en los procesos de producción a nivel industrial, si se escala en un futuro el uso de fagos de 

esta bacteria como terapia alternativa para la infección [81]. En la actualidad, ningún ensayo de 

bacteriófagos con actividad lítica frente a H. pylori ha llegado a la experimentación en un modelo in vivo 

que permita verificar si efectivamente los fagos pueden ser considerados como una opción terapéutica.  

 

En los estudios de fagos líticos de H. pylori tambien se ha reportado la especificidad de hospedero con 

cepas clínicas de esta bacteria y cepas de Campylobacter coli, lo cual descartaría posibles repercusiones 

en la microbiota [81]; sin embargo, en ningún estudio ha analizado la afectación real que podría tener el 

uso de alguno de estos bacteriófagos en la microbiota gástrica. Por último, recientemente se determinó la 

tasa de adsorción (1.89x 10
9
 mL/min), periodo de latencia (45 min) y tamaño de explosión (80 UFP) del 

fago Hpϕ aislado a partir de biopsias gástricas; para el cual, se evaluó la actividad in-vitro en 



combinación con lactoferrina y nanopartículas de hidroxiapatita para el tratamiento de células gástricas 

infectadas, obteniendo reducción bacteriana de una concentración inicial de 10
4
 a aprox. 10

1 
UFC

 
y 

actividad anti-inflamatoria con una expresión relativa de los genes TNF-α e IFN-β disminuida [30], a 

pesar de que esta descripción es un poco más completa que los reportes previos, aún existen aspectos 

desconocidos, el genoma de los fagos reportados no se conoce y este es un aspecto importante para 

determinar si existen genes involucrados en lisogénia, producción de toxinas o resistencia 

antimicrobiana [83]. De igual manera no existe información sobre los mecanismos de resistencia que 

pueda tener H. pylori frente a la infección por bacteriófagos y aún no se conocen los receptores 

involucrados en la interacción fago-hospedero. Lo que se conoce hasta ahora ha brindado una 

expectativa positiva frente a la utilización de estas partículas virales como alternativa terapéutica frente a 

la infección por H. pylori; sin embargo, muchos más estudios son necesarios para tratar de abarcar los 

vacíos de conocimiento que aún existen y superar los retos metodológicos que fueron evidentes en el 

desarrollo de este estudio y que sin lugar a duda plantean un desafío importante para el planteamiento de 

futuros estudios relacionados. 

 

 

5. CONCLUSIONES 

 

En este estudio se encontró actividad antimicrobiana frente a H. pylori con una CMI de 1000 µg/ml para 

los extractos hidroetanólicos de P. tripartita var mollisima y P. tarminiana, por el método de dilución en 

agar; avalado por las normas del Comité Nacional de Estándares de Laboratorio Clínico (CLSI). Este es 

el primer estudio que brinda información acerca de la actividad biológica de estas especies de Passiflora 

frente a H. pylori; sin embargo, se  recomienda realizar ensayos con cepas clínicas de H. pylori con el fin 

de determinar la actividad antimicrobiana de los extractos teniendo en cuenta la variabilidad biológica y 

de susceptibilidad de las diferentes cepas, adicional e esto se recomienda la evaluación de más especies 

de Passiflora, aprovechando la amplia diversidad de este género en el territorio Colombiano y de más 

extractos obtenidos a partir de solventes de menor polaridad, con el fin de determinar si presentan mayor 

actividad antimicrobiana. El fraccionamiento de los extractos activos es otro punto clave en la 

ampliación es estos resultados en futuros estudios, con el fin de purificar los compuestos con mayor 

actividad inhibitoria, esto adicional a la evaluación de la citotoxicidad de los extractos o fracciones 

activas, con el fin de evaluar su uso en ensayos posteriores. 

 

En este estudio no se logró el aislamiento de bacteriófagos con actividad frente a H. pylori a partir de 

muestras ambientales y biológicas por los métodos de doble capa y capa simple reportados en la 

literatura. Sin embargo,  se brinda información acerca de las fuentes potenciales para el aislamiento de 

bacteriófagos y los aspectos o condiciones a tener en cuenta para un aislamiento exitoso de estos virus. 

Para futuros estudios se recomienda realizar el aislamiento de cepas de H. pylori a partir de las muestras 

en las que se va a evaluar la presencia de fagos; potenciando de esta manera, el aislamiento de 

bacteriófagos al enfrentarlos con la bacteria presente en el mismo nicho y se sugiere la utilización de 

métodos de concentración de bacteriófagos como los basados en gradientes de densidad o precipitación y  

el análisis de diferentes concentraciones de iones, diferentes pH y temperatura, así como la evaluación de 

diferentes concentraciones de inóculo para la obtención de fase exponencial, con el fin de identificar las 

condiciones requeridas para un aislamiento exitoso de bacteriófagos. 

 

Adicional a esto, Se sugiere ampliar los estudios de bacteriófagos, encaminados a la comprensión de las 

interacciones entre fagos y H. pylori, incluyendo caracterización de receptores asociados a la adsorción y 

el ciclo de infección y la caracterización genotípica de bacteriófagos líticos con el fin de evaluar la 

ausencia de genes de lisogénia, producción de toxinas y resistencia  antimicrobiana.
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