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ABREVIATURAS 
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CAPÍTULO I: REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

 

Los polifenoles son metabolitos secundarios de origen vegetal, los cuales 

constituyen uno de los grupos más abundantes de compuestos naturales y forman 

una parte importante de la dieta de humanos y animales (Mann, 1978). Estos 

metabolitos fenólicos sirven para proteger a las plantas contra estrés biológico y 

medioambiental, y además son sintetizados en respuesta al ataque de patógenos, 

tanto infecciones fúngicas como bacterianas o a exposición a radiación de alta 

energía, tal como exposición prolongada a rayos UV (Shetty, 1997; Briskin, 2000). 

La familia de los compuestos fenólicos comprende a los flavonoides y no 

flavonoides (Harborne et al., 1999). Los flavonoides son un grupo de polifenoles 

bioactivos distribuidos ampliamente en el Reino Plantae, que están especialmente 

incorporados en ciertos frutos y vegetales (Ross y Kasum, 2002). Estos 

compuestos son potentes antioxidantes, capturan radicales libres y actúan como 

quelantes metálicos, inhiben la peroxidación lipídica y exhiben variadas 

actividades fisiológicas que incluye actividad anti-inflamatoria, antialérgica, 

anticarcinogénica, antihipertensiva, antiartritis y antimicrobiana (Rodríguez et al., 

2007). 

Los tres mayores subgrupos de flavonoides son flavonoles, flavanoles y 

antocianos (Tabla 1). Los flavonoles son pigmentos amarillos principalmente 

localizados en las vacuolas de los tejidos epidérmicos (Monagas et al., 2005), 

siendo el kaempferol, miricetina, isoramnetina y quercetina los principales 

flavonoles en la vid y el vino (Flanzy, 2000). Estos compuestos son altamente 

dependientes de la exposición a la luz de los tejidos, reportándose que racimos de 

uva expuestos al sol presentan mayores niveles de flavonoles que aquellos que 

permanece sombreados (Spayd et al., 2002). Sin embargo, el contenido de 

flavonoles en los vinos dependerá también del tipo de proceso de vinificación, 

pues por ejemplo, los vinos blancos (cuya fermentación se realiza en ausencia de 

los hollejos) contienen cantidades menores que los vinos tintos. Aunque los 

flavonoles no contribuyen en proporción elevada al contenido total de compuestos 

fenólicos del vino, pueden llegar a tener gran influencia sobre el color de los vinos 
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tintos, al ser capaces de actuar como copigmentos con las antocianinas (Hermosin 

et al., 2005). 

Los flavanoles como unidades monoméricas en Vitis vinifera L. son (−)-

epicatequina, (+)-catequina, (+)-galocatequina y (−)-epigalocatequina (Sun y 

Singleton, 1969; Czochanska et al., 1979). Se ubican en las capas hipodermales 

de los hollejos y en el parénquima de las semillas (Adams, 2006). De las partes 

constituyentes de las uvas, la semilla es la fuente más abundante de flavanoles 

(Roby et al., 2004). Además, sub-unidades de flavanoles pueden formar taninos 

condensados o proantocianidinas (PCs), que son los compuestos fenólicos más 

abundante en la uva, siendo extraídos de los hollejos, de las semillas y de los 

escobajos de los racimos (Kennedy et al., 2006). 

Los antocianos son los pigmentos tintos de la uva, localizados en el hollejo de la 

uva y en la pulpa de algunas variedades tintoreras. En la Vitis vinifera L. se 

distinguen cinco moléculas de antocianos monoglucósidos: cianidina, peonidina, 

petunidina, malvidina y delfinidina (Hidalgo, 2003). 

 

Según Ghiselli et al. (1998) en vinos tintos italianos cv. Sangiovese, el kaempferol 

se encontraría en concentraciones cercanas a 6 mg/L en estado puro y 12 mg/L 

como kaempferol-3-glucósido. Sin embargo, en otros estudios se encontraron 

concentraciones de hasta 1.643 mg/L de kaempferol-3-glucósido en muestras de 

vinos del cv. Merlot provenientes del valle del Maipo (Castro, 2005). Para bayas de 

la variedad Carménère del valle del Maipo se encontraron concentraciones de 

hasta 593,9 μg/g de hollejo de kaempferol en los días previos a la cosecha 

(Cuevas, 2004). Por otra parte, Häkkinen et al. (1999) indican que el contenido de 

flavonoles como kaempferol, es más alto en cranberries, grosellas negras, 

arándanos y otros berries silvestres, que en frutas y verduras comúnmente 

consumidas, a excepción de las cebollas y coles. Lo anterior concuerda con varios 

autores que encontraron concentraciones de kaempferol de hasta 13 mg/100g en 

fruta fresca de arándano, en cranberry 21 mg/100g, y hasta 89 mg/100g en 

chokeberry (Häkkinen et al., 1999; USDA, 2003), mientras que en jarabe de 

cranberry las concentraciones alcanzan 30,7 μg/L (Iswaldi et al., 2012). 
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Tabla 1. Clasificación y concentración de los compuestos fenólicos en vinos tintos 

y blancos. 

 

 

En cuanto a los flavanoles, dímeros y trímeros de proantocianidinas, el consumo 

diario ha sido estimado entre 18 y 50 mg/día, siendo las principales fuentes en los 

alimentos las uvas, el vino, el té, las manzanas y el chocolate (Arts et al., 2000) 

Para el caso de la (-)-epicatequina, en vinos italianos se encontraron 

concentraciones que  bordean los 128 mg/L (Ghiselli et al., 1998). Por su parte, 

Castro (2005) encontró concentraciones que alcanzaron los 45 mg/L para un vino 

del cv. Merlot del Valle del Maipo. En hollejos de bayas cultivadas en el valle del 

Maipo del cv. Carménère, Cuevas (2004) encontró concentraciones de (-)-

epicatequina de hasta 3,5 μg/g en el momento de cosecha. Mientras que en 

semillas de uva de cv. Merlot provenientes del valle del Maipo, Obreque-Slier 

(2010) encontró concentraciones de hasta 1.416,7 mg/Kg. 

Por otra parte, Neto et al. (2008) encontraron concentraciones de (-)-epicatequina 

de 4,3 mg/100g de cranberry, y en té verde chino se identificó una concentración 
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de hasta 35,5 μg/mL (Yee y Koo, 2000). Mientras que en la piel de manzana se 

encontraría hasta en concentraciones de 19 mg/100 g de piel (Lee et al., 2003). 

En el chocolate, la (-)-epicatequina es predominante respecto a otros compuestos 

fenólicos (Cooper et al., 2007). El cacao en polvo contiene de 2 a 15 mg/g de (-)-

epicatequina y 25-55 mg/g de procianidinas (Gu et al., 2006; Miller et al., 2006). 

Por su parte, el chocolate negro tiene altos niveles de flavanoles, con hasta 2 mg/g 

de (-)-epicatequina y 31 mg/g de procianidinas (Neilson y Ferruzzi, 2011).  

Estas concentraciones nos señalan que existe una amplia distribución de los 

compuestos kaempferol y (-)-epicatequina en distintos alimentos y a 

concentraciones diferentes según la fuente de donde provengan. 

 

En la actualidad, hay un creciente interés en la explotación de residuos generados 

por la industria alimenticia. En particular, en las zonas productoras de uva y vino, 

se genera una gran cantidad de residuos, ya que de los compuestos fenólicos que 

tienen su origen en la uva sólo una parte se transfiere al mosto durante la 

vinificación, lo que significa que una cantidad considerable permanece en el orujo 

(Alonso et al., 2002; Negro et al., 2003). El orujo de uva, obtenido durante la 

producción de vino, se compone de semillas y pieles prensadas, representando 

cerca de un 20% del peso original de las bayas (Mazza, 1995). Estos 

componentes tienen una riqueza cualitativa y cuantitativa en constituyentes 

fenólicos, que comprenden sobre todo los ácidos fenólicos, los antocianos 

(Ferreira et al., 2002), los flavonoles y los flavanoles (Flanzy, 2000). Lo anterior se 

traduce en problemas de almacenamiento, transformación o eliminación tanto en 

términos ecológicos como económicos. Por ésta razón, existe un particular interés 

en explotar este tipo de subproductos de la uva con el fin de obtener compuestos 

fenólicos potencialmente bioactivos y que a su vez podría ser un modo de 

aprovechar estos desechos vitivinícolas (Alonso et al., 2002; Negro et al., 2003). 

 

La ingesta de ciertos alimentos ricos en polifenoles está asociada a beneficios 

para la salud atribuidos a sus propiedades como agentes antioxidantes y 

antiinflamatorios (Bazzano et al., 2002; Hung et al., 2004). Éstos, como son 
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sintetizados por las plantas en respuesta a infecciones microbianas (Dixon et al., 

1983) no sólo podrían actuar de la manera convencional, sino además, ejercer 

interesantes acciones antimicrobianas en determinadas porciones del tubo 

digestivo (Morinaga et al., 2005; Choi et al., 2007). 

 

Interesantemente, la biodisponibilidad de los flavanoles galato (EGCG y ECG) 

parece ser marcadamente menor que las formas no galato (EGC y EC), haciendo 

a la (-)-epicatequina y la epigalocatequina los metabolitos más abundantes luego 

de una digestión en humanos de alimentos ricos en estos compuestos (Henning et 

al., 2004; Stalmach et al., 2010). Estudios realizados por Laurent et al. (2007) 

reafirman éste hecho donde, mediante una digestión gástrica simulada, 

recuperaron (-)-epicatequina y catequina en más de un 125% (ésto debido a que 

algunas PCs del estudio fueron hidrolizadas a C y EC, resultando en más de 100% 

de recuperación para esos compuestos). Adicional a ésto, los estudios de Baba et 

al. (2001) reportaron la baja biodisponibilidad de (+)-catequina comparada con (-)-

epicatequina. Por su parte, López de Lacey et al. (2012) en un estudio de 

digestión simulada, obtuvieron una recuperación de flavonoles que varió entre 30 y 

70%, donde glucósidos y rutinósidos de kaempferol llegaron hasta un 60%. 

Resultados similares obtuvieron Tavares et al. (2012) en digestiones simuladas 

para flavonoles de extracto de mora y de jugo de chokeberry. 

 

Los compuestos fenólicos pueden afectar el crecimiento y metabolismo 

bacteriano. Éstos pueden tener un efecto activador o inhibitorio en el crecimiento 

bacteriano de acuerdo a su constitución y concentración (Reguant et al., 2000; 

Alberto et al., 2002). Su actividad se debe probablemente a su capacidad para 

complejarse con proteínas extracelulares y solubles, y con componentes de las 

paredes celulares de las bacterias (Tsuchiya et al., 1996), también pueden 

modular la proliferación celular o poseer efectos tóxicos directo que conducen a la 

muerte celular en altas dosis (Saleem et al., 2002; Ramos et al., 2005). 
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Dos bacterias de alto impacto en el mundo debido a los problemas que produce en 

la salud de las personas y por el mismo hecho, muy estudiadas por científicos de 

distintas disciplinas son Escherichia coli y Helicobacter pylori. 

 

Escherichia coli es uno de los microorganismos más estudiados y habitante 

frecuente del intestino de los mamíferos (Yoon et al., 2009). Es una bacteria 

bacilar, Gram negativa, flagelada, anaeróbica facultativa capaz de fermentar o 

bien de suplir sus necesidades mediante un metabolismo aeróbico. Las 

infecciones más comunes por E. coli son en el tracto gastrointestinal, debido a la 

facilidad de acceso del patógeno mediante alimentos o bebidas. La incidencia de 

tales infecciones depende de la higiene personal y alimenticia, además de la 

temperatura del medio (Sussman, 1997).  

 

Por su parte, Helicobacter pylori es una bacteria bacilar espiralada, Gram 

negativa, neutrófila, ácido-tolerante, flagelada y microaerofílica, que hidroliza urea 

como parte de sus mecanismos de adaptación para sobrevivir en el estómago 

(Montecucco y Rappuoli, 2001; Blaser y Atherton, 2004). Las enfermedades 

relacionadas a H. pylori son gastritis, úlcera gástrica, cáncer gástrico (Graham, 

1994; Fox y Wang, 1997; Uemura et al., 2001). Últimamente se ha asociado a 

enfermedades cardiovasculares (Pellicano et al. 2003). Esta bacteria produce altos 

niveles de enzima ureasa, la cual convierte la urea en amonio y anhídrido 

carbónico, produciendo un medioambiente local alcalino que le permite al 

microorganismo sobrevivir en el ambiente ácido del estómago y facilitar la 

colonización inicial de la mucosa gástrica (Mobley et al., 1988).  

Estudios epidemiológicos indican que esta especie del género Helicobacter 

coloniza el estómago de más del 50% de la población mundial y supera el 80% en 

algunos países (Taylor y Blaser, 1991; Dunn et al., 1997; Mitchell, 1999). La 

mayoría de las infecciones crónicas de H. pylori son asintomáticas y los síntomas 

aparecen en un 15-20% de la población infectada (Parsonnet, 1998). La 

prevalencia de H. pylori en las personas de los países desarrollados es de 

alrededor del 30 al 50%, mientras que en los países en vías de desarrollo puede 
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exceder el 80% (Taylor y Parsonnet, 1995). Esta condición se atribuye a las 

pobres condiciones sanitarias existentes en estas sociedades, que determinan 

frecuentes exposiciones al patógeno (Vallejos et al., 2003). Cada año, 21.600 

nuevos casos de cáncer gástrico son diagnosticados en Estados Unidos 

(American Cancer Society, 2002). Es por ello, que H. pylori fue incorporada por la 

Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer (IARC), al Grupo 

carcinogénico 1, por su incidencia directa en el cáncer humano (IARC, 1994; 

Yamaoka, 2008). 

 

En nuestro país, la información recopilada, correspondiente entre los años 1985 – 

1995, señala que la infección por H. pylori es bastante frecuente en pacientes con 

una variedad de patologías gástricas. En Chile, se estima que al menos el 73% de 

la población es portadora del microorganismo, siendo la mayoría de los pacientes 

asintomáticos (Ruggiero et al., 2007). El 100% de los pacientes con úlcera 

duodenal y el 86% de los pacientes con gastritis presentaron niveles altos de H. 

pylori. Sin embargo, de acuerdo a la condición geográfica y socioeconómica, entre 

43% y 92% de los adultos, y entre 6% y 100% de los niños presentaron H. pylori 

(Figueroa et al., 1997). 

 

Los tratamientos exitosos de infecciones crónicas de H. pylori llevan a la mejoría 

de la gastritis y en una disminución de la recurrencia a úlcera. 

Desafortunadamente, la erradicación de H. pylori se ha probado que es difícil, y un 

óptimo régimen no ha sido definido aún (O'Connor et al., 2009). La triple terapia, 

utiliza al menos dos antibióticos y también bismuto o un inhibidor de la bomba de 

protones (Marshall, 1993; Correia et al., 2004), consigue una erradicación de 70 al 

90% de la infección (Wu et al., 2000). Entre los antibióticos más usados se 

encuentran amoxicilina, tetraciclina, metronidazol y claritromicina (Penston y 

McColl, 1997). 

Las actuales terapias basadas en antibióticos, si bien, son generalmente efectivas, 

pueden fallar debido a la resistencia al antibiótico o la falta de compromiso del 

paciente, debido a los efectos secundarios derivados de la terapia (Correia et al., 
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2004). Además, los organismos responden pobremente al tratamiento por la 

inactividad de la medicina en el medio ácido del estómago y la capacidad de la 

bacteria para meterse en el mucus de éste mismo (Nohynek, 2006). 

Otro argumento en contra del tratamiento de estos pacientes, es que el régimen 

con antibióticos puede tener como consecuencia tanto un aumento en la 

emergencia y persistencia de cepas resistentes, como el desarrollo de otros 

microorganismos resistentes en el tracto gastrointestinal (Adamsson et al., 1999). 

De hecho, Zafra-Stone et al. (2007) demostraron que se ha desarrollado 

lentamente resistencia al fármaco claritromicina, un probado agente antibiótico 

contra infección de H. pylori. 

Es por ello, que existe un continuo esfuerzo por desarrollar nuevas herramientas 

para luchar contra este patógeno (Ruggiero et al., 2002). Una serie de estudios 

epidemiológicos, demuestran el rol protector de flavonoides en la dieta contra 

enfermedades cardiovasculares y cáncer (Hertog et al., 1997; Knekt et al., 1996, 

Keli et al., 1996; Garcia-Closas et al., 1999; Correa et al., 2000; Yamada et al., 

1998). 

 

Una estrategia empleada para superar la resistencia al desarrollo del 

microorganismo es usar una combinación de drogas que sean sinérgicas. El 

sinergismo, es una interacción positiva creada cuando dos agentes combinados 

producen un efecto que es mayor que la suma de sus efectos individuales 

(Hemaiswarya et al., 2008). La terapia de combinación puede ser usada también 

para expandir el espectro antimicrobiano, para obtener actividad antimicrobiana 

sinérgica que permita menores dosis de drogas y minimizar la toxicidad. Ésto 

podría ser una alternativa a la monoterapia para pacientes difíciles de tratar por 

métodos tradicionales (Aiyegoro y Okoh, 2009). 

También se ha probado la efectividad de flavonoides ante las bacterias que 

causan tipos comunes de envenenamiento por alimentos, como el patógeno 

alimentario Escherichia coli (Weisse et al., 1995). Asimismo, se ha demostrado 

que el vino y algunos de sus componentes son efectivos contra E. coli y H. pylori 

(Daroch et al., 2001; Mahady et al., 2003; Papadopoulou et al., 2005; Martini et al., 
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2009). Ha sido propuesto que las cualidades digestivas del vino son una gran 

extensión de sus propiedades antibacterianas (Weisse et al., 1995). 

En particular, extractos de plantas o sustancias derivadas de plantas han sido 

investigados por actividad anti-H. pylori in vitro (Ruggiero et al., 2002; 

Bhamarapravati et al., 2003; Mahady et al., 2003; Martin y Ernst, 2003; Adeniyi y 

Anyiam, 2004; Krausse et al., 2004; Nariman et al., 2004;) e in vivo (Kataoka et al., 

2001; Matsubara et al., 2003; Takabayashi et al., 2004; Díaz, 2012); 

especialmente considerando que varios compuestos fenólicos se encuentran 

presentes naturalmente en la dieta humana, sin efectos dañinos incluso a altas 

dosis (Tombola et al., 2003). Además, los consumidores tienden a rechazar el uso 

de aditivos alimenticios con actividad antibacteriana obtenidos por síntesis 

química; mientras que los flavonoides, como aditivos derivados de productos 

naturales, pueden ser una alternativa válida y preferida (Cowan 1999). 

 

Diversos estudios han demostrado que los polifenoles obtenidos de extractos de 

cranberries tienen efecto sobre la viabilidad de E. coli (Eydelnant y Tufenkji, 2008). 

Otros estudios mencionan que los compuestos fenólicos no flavonoides tales 

como el ácido vainillínico, ácido protocatéquico, ácido gálico y ácido cafeico, y 

flavonoides como la catequina, quercetina y rutina, también tienen efecto 

antibacteriano sobre E. coli (Rodríguez et al., 2007; Díaz, 2012). 

En efecto, crecientes evidencias indican que el consumo de algunos alimentos 

particularmente ricos en compuestos fenólicos, contribuiría a la prevención, el 

manejo y/o la atenuación del daño a la mucosa gástrica asociado a la infección por 

H. pylori (Morinaga et al., 2005; Choi et al., 2007). Previas investigaciones han 

reportado varios extractos naturales de plantas con actividad anti-H. pylori, 

incluyendo ajo, brócoli, cranberries, té verde y vid (Mabe et al., 1999; O’Gara et al., 

2000; Fahey et al., 2002; Mahady et al., 2003; Vattem et al., 2005); así como el 

consumo moderado de vino y cerveza (Daroch et al., 2001; Murray et al., 2002). 

Brown et al. (2009) mostraron que la piel de la uva posee la mayor actividad anti-

Helicobacter pylori, seguido por la sinergia piel/semilla. En un orden creciente de 
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la actividad antimicrobiana de los polifenoles en baya de vid fue: pulpa, extracto de 

fruto entero, mosto fermentado, piel, hojas y semillas (Xia et al., 2010). 

Estudios epidemiológicos han indicado que la población que consume dietas ricas 

en frutas y verduras tiene menor incidencia de ciertos tipos de cáncer, incluyendo 

al cáncer gástrico (Yamada et al., 1998; Correa et al., 2000). Sin embargo, se cree 

que los alimentos son más efectivos cuando se comparan con compuestos 

individuales en el manejo de dietas para distintas enfermedades (Carbonneau et 

al., 1997; Elattar y Virji, 1999). De ahí, que variados componentes biológicamente 

activos que tienen actividad anti-H. pylori han sido aislados desde frutas, verduras 

y hierbas (Bae et al., 1998; Fukai et al., 2002). 

 

Pese a lo presentado previamente, el efecto de kaempferol y (-)-epicatequina 

como compuestos puros individuales no ha sido estudiado respecto a su acción 

antibacteriana sobre Helicobacter pylori y Escherichia coli. De la misma manera, 

no existe evidencia que señale estudios en que se evalúe el efecto sinérgico de 

estos compuestos sobre las bacterias antes mencionadas. Aunque se ha 

mostrado evidencia que el consumo de algunos alimentos podría ser benéfico 

para el control y tratamiento de H. pylori, el estudio de los compuestos que forman 

parte de estos productos, podría llevar a determinar con mayor especificidad 

cuáles de éstos serían efectivos contra la bacteria, cuáles no tendrían efecto, y 

cuáles actuarían como activador o promotor del crecimiento de estas bacterias.  

Por otra parte, en la elaboración de vinos, especialmente de tintos, la extracción 

de compuestos fenólicos desde la piel y semilla no es total, quedando en el 

residuo una cantidad importante de estos compuestos. Dichos residuos no se 

aprovechan siempre de la mejor manera, siendo incorporados en las hileras de los 

viñedos, para la alimentación animal o para la elaboración de compost.  

 

Con los datos aportados por esta tesis, se podría proyectar otro uso de estos 

desechos que pueda generar beneficios, tanto económicos como para la salud 

pública, con la elaboración de preparados de compuestos fenólicos, con actividad 

anti-H. pylori para un tratamiento más efectivo y sin efectos secundarios. 
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RESUMEN 

 

Los compuestos fenólicos provienen del metabolismo secundario de las plantas y 

se les ha asociado con propiedades antibacterianas. Entre las bacterias mas 

estudiadas por su alta prevalencia y efectos detrimentales sobre la salud humana 

se encuentran Escherichia coli y Helicobacter pylori, esta última asociada 

directamente con el cáncer gástrico. A pesar de lo anterior, existe limitada 

información acerca del efecto de la aplicación individual y en conjunto de 

polifenoles ampliamente distribuidos en los vegetales, sobre el crecimiento de E. 

coli y H. pylori. Así, la mayoría de los estudios han evaluado el efecto de los 

polifenoles contenidos en matrices de alta complejidad como bebidas y alimentos. 

Es por ello, que el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la aplicación 

individual y en conjunto de kaempferol y (-)-epicatequina sobre H. pylori y E. coli 

en cultivos líquidos, sólidos y co-cultivos con células AGS. Para ello, se utilizaron 

pruebas de viabilidad de las bacterias en medio líquido, con el posterior recuento 

de UFC/mL; se realizaron pruebas de viabilidad en medio sólido, con la medición 

del halo de inhibición formado; se hicieron curvas de cinética de la inhibición de 

crecimiento en presencia de los compuestos y una evaluación del efecto de la (-)-

epicatequina sobre la infección de H. pylori en células epiteliales (AGS). 

Los resultados demostraron que los compuestos (-)-epicatequina y kaempferol 

poseen actividad antibacteriana sobre las bacterias, siendo más efectiva, la (-)-

epicatequina que el kaempferol. Además, se demostró que la bacteria H. pylori fue 

más sensible a ambos compuestos que E. coli. En los estudios de aplicación 

conjunta de los compuestos fenólicos, se observó que hubo un efecto sinérgico de 

kaempferol con (-)-epicatequina a bajas dosis, efecto que no fue observado a las 

concentraciones mayores probadas en los demás estudios. Finalmente, se 

observó que (-)-epicatequina posee una propiedad protectora sobre células AGS 

infectada con H. pylori. 

 

Palabras claves: Antimicrobiana, Bactericida, Flavonoides, Gram-negativa, Polifenoles 
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ABSTRACT 

 

ANTIBACTERIAL EFFECT OF KAEMPFEROL AND (-)-EPICATECHIN ON 

Helicobacter pylori AND Escherichia coli 

Phenolic compounds are generated by the secondary metabolism of plants and 

have been associated antibacterial properties. Among bacteria affecting human 

health because of high prevalence and detrimental effects are Escherichia coli and 

Helicobacter pylori, directly associated with gastric cancer. Despite this, there is 

limited information about the effect of individual and grouped phenols application, 

which are widely spread on vegetables, on the growth of E. coli and H. pylori. 

Thus, most of studies had evaluated the phenols effect contained in high 

complexity matrix as beverages and foods. 

The aim of this work was evaluate the antibacterial effect of kaempferol and (-)-

epicatechin, both individually and grouped on H. pylori and E. coli in liquid and 

solid culture and co-cultured with AGS cells. For this, bacterial viability tests were 

performed in liquid culture  with the subsequent CFU/mL counting, solid culture 

viability tests measuring the inhibition halo formed, kinetic curves of growth 

inhibition in presence of the compounds, and measured the effect of (-)-epicatechin 

on H. pylori infection to epithelial cells (AGS). 

Results showed that the (-)-epicatechin and kaempferol have an antibacterial 

activity on bacteria, being (-)-epicatechin more effective than kaempferol. 

Furthermore, it was shown that H. pylori were more sensitive to both compounds 

than E. coli. In the studies of combined application of phenols, it was observed that 

there was a synergic effect of kaempferol with (-)-epicatechin in low doses, which 

was not observed at higher concentrations applied on other tests. Finally, the AGS 

cells protective property of (-)-epicatechin was observed against the infection of H. 

pylori. 

 

Keywords:  Antimicrobial, Bactericide, Flavonoids, Gram-negative, Phenols. 
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INTRODUCCIÓN 

 

La familia de los compuestos fenólicos comprende a los flavonoides y no 

flavonoides (Harborne et al., 1999). Dos subgrupos importantes de flavonoides son 

los flavonoles y flavanoles. Entre los flavonoles más importantes en la vid y el vino 

están el kaempferol y la quercetina (Flanzy, 2000). En particular, el kaempferol (K) 

se ha encontrado en alimentos como el vino, uvas, arándanos, cranberry y otros 

berries (Häkkinen et al., 1999; USDA, 2003; Castro, 2005) 

Los flavanoles como unidades monoméricas en Vitis vinifera L. son (−)-

epicatequina, (+)-catequina, (+)-galocatequina y (−)-epigalocatequina (Sun y 

Singleton, 1969; Czochanska et al., 1979). Para el caso de la (-)-epicatequina 

(EC), su presencia se ha descrito en alimentos como las uvas, vino, cranberry, té 

verde, manzanas y chocolates (Yee y Koo, 2000; Lee et al., 2003; Gu et al., 2006; 

Miller et al., 2006; Cooper et al., 2007; Neto et al., 2008; Neilson y Ferruzzi, 2011) 

La ingesta de ciertos alimentos ricos en polifenoles se ha asociado a beneficios 

para la salud, debido a sus propiedades como agentes antioxidantes y 

antiinflamatorios (Bazzano et al., 2002; Hung et al., 2004). Los compuestos 

fenólicos exhiben variadas actividades fisiológicas que incluye la actividad 

antimicrobiana (Rodríguez et al., 2007). 

 

Escherichia coli es un habitante frecuente del intestino de los mamíferos (Yoon et 

al., 2009). Es una bacteria bacilar, Gram negativa, flagelada, anaeróbica 

facultativa. Las infecciones más comunes por E. coli son en el tracto 

gastrointestinal (Sussman, 1997). Por otra parte, Helicobacter pylori es una 

bacteria bacilar espiralada, Gram negativa, neutrófila, ácido-tolerante, flagelada y 

microaerofílica (Montecucco y Rappuoli, 2001; Blaser y Atherton, 2004) y que está 

relacionada a enfermedades como gastritis, úlcera gástrica y cáncer gástrico 

(Graham, 1994; Fox y Wang, 1997; Uemura et al., 2001). Estudios 

epidemiológicos indican que H. pylori coloniza el estómago de más del 50% de la 

población mundial y supera el 80% en algunos países (Taylor y Blaser, 1991; 
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Dunn et al., 1997; Mitchell, 1999). En Chile se estima que al menos el 73% de la 

población es portadora del microorganismo (Ruggiero et al., 2007).  

Los tratamientos exitosos de infecciones crónicas de H. pylori llevan a la mejoría 

de la gastritis y una disminución de la recurrencia a úlcera (O'Connor et al., 2009), 

consisten en una triple terapia que consigue una erradicación del 70 al 90% (Wu et 

al., 2000).  

 

Esta terapia basada en antibióticos pueden fracasar debido a la resistencia al 

antibiótico o la falta de compromiso del paciente debido a los efectos secundarios 

que provocan (Correia et al., 2004). Es por ello, que existe un continuo esfuerzo 

por desarrollar nuevas herramientas para luchar contra este patógeno (Ruggiero et 

al., 2002). El efecto antibacteriano de los flavonoides y de productos que los 

contienen como el vino, frutos, hierbas y jugos ha sido probado ante bacterias 

como E. coli y H. pylori (Weisse et al., 1995; Bae et al., 1998; Daroch et al., 2001; 

Fukai et al., 2002; Mahady et al., 2003; Papadopoulou et al., 2005; Rodríguez et 

al., 2007; Martini et al., 2009; Díaz, 2012). En efecto, crecientes evidencias indican 

que el consumo de algunos alimentos, particularmente ricos en compuestos 

fenólicos, contribuiría a la prevención, el manejo y/o la atenuación del daño a la 

mucosa gástrica asociado a la infección por H. pylori (Morinaga et al., 2005; Choi 

et al., 2007).  

 

Sin embargo, los estudios previos no señalan el efecto que tiene el K y la EC 

como compuestos individuales puros sobre la viabilidad de H. pylori y E. coli. De la 

misma manera, el efecto de la aplicación conjunta de ambos polifenoles sobre 

dichas bacterias no ha sido aún reportado. 
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HIPÓTESIS DE TRABAJO 

 

La (-)-epicatequina y el kaempferol presentan un efecto antibacteriano sobre 

Helicobacter pylori y Escherichia coli en cultivo. 

 

 

OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar el efecto antibacteriano de kaempferol y (-)-epicatequina sobre 

Helicobacter pylori y Escherichia coli en cultivos líquidos, sólidos y co-cultivos con 

células AGS. 

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Evaluar el efecto antibacteriano individual de kaempferol y (-)-epicatequina sobre 

Helicobacter pylori y Escherichia coli. 

 

Evaluar el efecto de la aplicación en conjunto de kaempferol y (-)-epicatequina 

sobre Helicobacter pylori y Escherichia coli. 

 

Evaluar el efecto protector de los polifenoles en cultivos de células AGS infectadas 

con Helicobacter pylori. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Lugar de estudio 

Los ensayos y mediciones se realizaron en el laboratorio de Microbiología 

Molecular perteneciente al Programa de Biología Celular y Molecular, del Instituto 

de Ciencias Biomédicas (ICBM) pertenecientes a la Facultad de Medicina de la 

Universidad de Chile. 

Materiales y Reactivos 

Kaempferol, ≥90%(HPLC), CAS: 520-18-3. Sigma-Aldrich (Santiago, Chile); (-)-

Epicatequina, ≥90%(HPLC), CAS: 490-46-0. Sigma-Aldrich (Santiago, Chile); 

Filtros de acetato de celulosa 0,2 μm (Pall Life Sciences. Nueva York, EE.UU.); 

Dimetilsulfóxido (DMSO) (Winkler, Santiago, Chile); Bacto triptona, caldo de soya 

triptona y agar soya triptona (Becton and Dixon, Nueva Jersey, EE.UU.); DMEM, 

alto en glucosa (Thermo Scientific HyClone, Utah, EE.UU.); Cloruro de sodio y 

Bacto agar (J.T. Baker, México); Suero de Caballo (Thermo Scientific HyClone 

Utah, EE.UU.); Suplementos Dent y Vitox (Oxoid, Hampshire, Inglaterra); 

Amortiguador fosfato-salino pH 7,2 (PBS) (Gibco BRL, Maryland, EE.UU.); 

Material de vidrio y productos químicos grado proanálisis (Merk, Santiago, Chile); 

Microplacas blancas de 96 pocillos (Thermo Scientific Nunc. Utah, EE.UU.); 

Frascos de cultivo Nunclon (Thermo Scientific Nunc. Utah, EE.UU.). 

Equipamiento  

Incubadora de atmósfera controlada (Shel Lab. Oregon, EE.UU.); Agitador Modelo 

PSU-10i (Biosan, Letonia); Incubadora con agitación orbital, LSI-3016R (Labtech, 

México); Incubadora sin control de atmósfera, IR2424 (Shel Lab. Oregon, EE.UU.); 

Agitador MiniTwist (BioProducts, New Jersey, EE.UU.); Freezer, LDF-9007. 

(Labtech, México); Espectrofotómetro (SP-830, Metertek); Lector de Microplacas 

Multimodo SynergyHT (Biotek Inc., Vermont, EE.UU.); Campana de Flujo laminar, 

MSC-Advantage (Thermo Scientific, Utah, EE.UU.); Cromatógrafo líquido de Alta 

Eficacia acoplado a un detector de fotodiodos alineados (HPLC-DAD) marca 

Agilent Technologies 1200, dotado de una bomba Quat G1311A, un inyector 
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automático modelo ALS G1329A, un detector de arreglo de fotodiodos DAD 

modelo G1316A, un degasificador modelo G1322A, una columna Discovery RP 

Amide C16 (5 µm, 4,6 mm di x 25 mm) y un Agitador Gallenkamp Magnetic Stirrer. 

Cepas Bacterianas  

Para este estudio se utilizaron las cepas de H. pylori 26695 (ATCC 700392) y 

ATCC 43504 (NCTC 11637), y la cepa de E. coli JM109. Estas bacterias 

pertenecen al cepario del laboratorio de Microbiología Molecular, perteneciente al 

Programa de Biología Celular y Molecular, del Instituto de Ciencias Biomédicas 

(ICBM), Facultad de Medicina, Universidad de Chile. 

Línea celular 

Se usó un cultivo de células de epitelio derivadas de adenocarcinoma gástrico 

(AGS) cedidas por el Dr. Alejandro Corvalán del Laboratorio de Patología 

Molecular y Epidemiología de la Pontificia Universidad Católica de Chile. 

Medios de cultivo  

- Caldo de Soya Triptona (TSB). 30 g/L de caldo de soya tripticasa (TSB), 

suplementado con 50 mL/L de suero de caballo, 10 mL/L de Vitox y 4 mL/L 

de suplemento antibiótico Dent (Mobley y Foxall, 1997).  

- Agar Soya Triptona (TSA). 40 g/L de Agar soya tripticasa (TSA), 

suplementado con 50 mL/L de suero de caballo, 10 mL/L de Vitox y 4mL/L 

de suplemento antibiótico Dent (Mobley y Foxall, 1997).  

- Caldo Luria-Bertani (LB). 10 g/L de Bacto Triptona, 5 g/L de extracto de 

levadura y 5 g/L de NaCl (Sambrook et al., 1989).  

- Agar Luria-Bertani (LB agar). 10 g/L de Bacto Triptona, 5 g/L de extracto 

de levadura, 5 g/L de NaCl y 15 g/L de Bacto Agar (Sambrook et al., 1989). 

- Medio Dulbecco's Eagle Modificado, Alto en Glucosa (DMEM). 4 mM de 

glutamina, 4,5 g/L de glucosa y piruvato de sodio suplementado con 10% 

de Suero Fetal Bovino (SFB), 1% de aminoácidos no esenciales,  1% de 

piruvato de sodio, 1% de penicilina/estreptavidina  y 1% de L-glutamina. 
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METODOLOGÍA 

 

Diseño de experimentos 

 

En este estudio se realizaron dos ensayos independientes, donde cada uno 

correspondió a la evaluación de cada polifenol sobre las bacterias. En las pruebas 

de viabilidad en medio líquido se realizaron 2 sub-ensayos independientes por 

cada ensayo, para evaluar el efecto de ambos polifenoles sobre H. pylori y E. coli. 

Cada sub-ensayo presentó 6 tratamientos consistentes en distintas dosis de 

kaempferol y (-)-epicatequina. La unidad experimental consistió en un medio 

líquido (TSB o LB) y un número definido de unidades formadoras de colonia por 

mililitro (UFC/mL) de la bacteria.  

Por otra parte, en las pruebas en medio sólido, se realizaron 2 sub-ensayos 

independientes, al igual que en las pruebas de medio líquido. Cada sub-ensayo 

presentó 6 tratamientos correspondientes a las distintas dosis de cada polifenol 

sobre las bacterias. En estas pruebas, la unidad experimental, consistió en un 

medio sólido (TSA o LB agar) con un número definido de UFC/mL de la bacteria a 

estudiar. 

Para evaluar el efecto de la aplicación conjunta de ambos polifenoles sobre cada 

bacteria se plantearon dos sub-ensayos independientes donde en cada ensayo se 

aplicó un tratamiento consistente en la dosis mínima inhibitoria de un compuesto 

junto a  la dosis variable del otro compuesto. Cuando no se pudo cuantificar 

crecimiento en esas condiciones, se realizó un ensayo con estructura factorial de 

tratamientos utilizando dosis más bajas, considerando como factores los dos 

flavonoides. 

Para evaluar el efecto del tiempo de exposición de las bacterias al compuesto, 

tanto individual como de manera conjunta, se plantearon ensayos independientes 

con la aplicación de los polifenoles a dosis máximas, siendo la unidad 

experimental el medio líquido con un número definido de UFC/mL de la bacteria. 

En el caso de los ensayos en células AGS, la unidad experimental fue el medio 

DMEM, un número definido de células epiteliales AGS y un número definido de 
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UFC/mL de Helicobacter pylori. Los tratamientos aplicados fueron las distintas 

dosis de EC probadas. 

Todos los ensayos se realizaron en duplicado y con tres repeticiones cada uno, 

excepto en los ensayos con células AGS que se realizó en cuadruplicado y con 

dos repeticiones. 

 

Procedimientos  

Cultivo de bacterias 

H. pylori se cultivó en medio TSA, bajo condiciones microaerófilicas (5% CO2 y 

70% de humedad relativa) a 37°C durante 48 horas, en placas Petri de 90x14 mm. 

Una vez crecido los cultivos, se colectaron raspando la placa con un asa metálica 

y  se resuspendieron en 300 μL de amortiguador fosfato-salino pH 7,2 (PBS: 2,1 

g/L KH2PO4, 90 g/L NaCl, 7,26 mg/L Na2HPO4 x 7 H2O) para posteriormente 

sembrarlas y someterlas a estudio. Para la preservación, las bacterias se 

centrifugaron a 6.000 rpm por 2,5 minutos y se suspendieron en 300 μL de TSB 

suplementado con glicerol 20% v/v, según lo descrito por Mobley y Foxall (1997).  

Por su parte, E. coli se cultivó en tubos de ensayo con 5 mL de medio líquido LB, a 

37ºC por 24 h con agitación constante de 200 rpm de acuerdo a lo descrito por 

Sambrook et al. (1989). Para preservar esta bacteria se realizó el mismo protocolo 

antes descrito para H. pylori. 

Cultivo de células AGS  

Las líneas celulares AGS, se cultivaron en medio DMEM, suplementadas con 

suero fetal bovino al 10%, 8 mM de L-glutamina y 100 mg/ml de 

Penicilina/Estreptomicina, condiciones microaerofílicas (5% CO2 y 70% de 

humedad relativa) a 37ºC en frascos de cultivo de 40 y 160 mL. Para los co-

cultivos AGS-H.pylori, no se complementa con antibióticos. Las células son 

cosechadas con 70-90% de confluencia, despegándose de la placa con Trypsina 

0,25%. 
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Preparación de la solución stock de kaempferol o (-)-epicatequina  

El kaempferol fue disuelto en DMSO al 100% a una concentración de 50 mg/mL, 

mientras que la (-)-epicatequina fue disuelta en metanol:agua (1:1) a una 

concentración de 50 mg/mL. Posteriormente, las soluciones se esterilizaron 

mediante filtración utilizando membrana de acetato de celulosa de 0,2 μm de 

porosidad y 25 mm de diámetro. 

 

Estudio de la acción individual y sinérgica de kaempferol y (-)-epicatequina 

Para estudiar los efectos individuales y el efecto sinérgico del kaempferol y (-)-

epicatequina sobre Helicobacter pylori y Escherichia coli se realizaron ensayos en 

medio sólido y líquido. Los ensayos de acción sinérgica entre los compuestos se 

realizaron manteniendo inicialmente la dosis de kaempferol constante y la de (-)-

epicatequina variable, para secundariamente evaluar el efecto de la dosis de (-)-

epicatequina constante con dosis crecientes de kaempferol (con la excepción de 

los estudios de cinética en que se evaluó una dosis fija de cada compuesto). Los 

efectos antes mencionados, fueron evaluados por la siguiente metodología: 

 
a) Actividad antibacteriana sobre Helicobacter pylori y Escherichia coli, en 

medio líquido. Para probar la actividad antibacteriana de (-)-epicatequina y 

kaempferol sobre H. pylori y E. coli en medio líquido, se incubó previo al 

ensayo cada bacteria según sus condiciones de crecimiento y se inocularon en 

tubos de ensayo a una concentración de 3 x 108 células/mL (según relación de 

medición por espectrofotometría a 560 nm = 0,4 U.A.) con una dosis de cada 

compuesto fenólico detalladas en el Cuadro 1. Estos tubos se incubaron en las 

condiciones señaladas anteriormente para cada bacteria, para luego obtener 

100 μL de cada tubo y realizar diluciones seriadas en duplicado sobre una 

placa ELISA. De cada pocillo de la placa ELISA se sacaron 10 μL, los cuales 

fueron sembrados sobre una placa Petri con medio sólido. Luego de la 

incubación, a cada placa se le realizó un conteo de unidades formadoras de 

colonia por mililitro (UFC/mL), para determinar la viabilidad obtenida al final del 

ensayo. 
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Cuadro 1. Concentración de los polifenoles (μg/mL) usadas en los ensayos de 

viabilidad de las bacterias sobre medio líquido. 

 E. coli H. pylori 

Tratamientos Kaempferol (-)-Epicatequina Kaempferol (-)-Epicatequina 

T0 0 0 0 0 

T1 200 200 200 200 

T2 500 500 400 400 

T3 1.000 1.000 600 600 

T4 1.250 1.250 800 800 

T5 1.500 1.500 1.000 1.000 

 

b) Determinación del halo de inhibición del crecimiento. Para evaluar el efecto 

de los flavonoides sobre la viabilidad de las  bacterias en medio sólido, se 

realizó el ensayo de halo de inhibición. Éste mide la acción bactericida del 

compuesto en el halo formado por la difusión de éste sobre el medio. De 

acuerdo a los resultados obtenidos en el ensayo anterior, se estimó la dosis de 

los compuestos a utilizar (Cuadro 2) según una curva patrón. En las placas 

Petri con medio sólido correspondiente a cada bacteria, se sembró una 

alícuota de 100 μL de inóculo de H. pylori y 50 μL de inóculo de E. coli con 3 x 

108 células/mL, con el objetivo de asegurar un crecimiento de “césped” sobre el 

medio. En las placas ya sembradas, se realizaron pocillos de 3 mm de 

diámetro con un sacabocados, donde se depositaron diferentes dosis del 

flavonoide. Luego, se incubaron en las condiciones indicadas para cada 

bacteria, y se midió el halo formado por la inhibición del compuesto sobre el 

crecimiento de la bacteria. Es importante mencionar que se utilizó como control 

45 μL del solvente en el que fue preparado el correspondiente polifenol (DMSO 

o metanol, según corresponda). 
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Cuadro 2. Dosis de los polifenoles usadas en los ensayos de viabilidad de las 

bacterias sobre medio sólido. 

 E. coli H. pylori 

Tratamiento 
Kaempferol (-)-Epicatequina Kaempferol (-)-Epicatequina 

(μL) 

T0 0 0 0 0 

T1 9,4 9,4 9,4 9,4 

T2 23,4 23,4 18,8 18,8 

T3 46,7 46,7 28,0 28,0 

T4 58,5 58,5 37,5 37,5 

T5 70,1 70,1 46,8 46,8 

 

c) Cinética de la inhibición del crecimiento de las cepas bacterianas. En este 

caso, se inocularon 3 x 108 células/mL de la bacteria correspondiente en tubos 

Eppendorf y luego se agregó la concentración más alta de kaempferol o (-)-

epicatequina utilizada en las pruebas en medio líquido. De la mezcla anterior, 

se extrajeron 100 μL (H. pylori) o 10 μL (E. coli) a los 0, 15, 30, 45, 60 y 90 

minutos, para determinar el número de células viables después del tratamiento 

se estimó las UFC/mL. 

Caracterización polifenólica mediante HPLC-DAD de los compuestos usados 

Los compuestos usados en los estudios de actividad sinérgica fueron 

caracterizados para determinar su pureza. Por lo mismo, se hizo una mezcla de 

compuestos usada en el estudio de la acción sinérgica (500 μg/mL de cada uno) y  

se caracterizó mediante HPLC-DAD para descartar la formación de terceros 

compuestos que pudieron afectar los datos obtenidos. 

Ensayo de viabilidad de células AGS usando MTT 

Las células fueron sembradas en placas de 96 pozos en 100 μL de medio DMEM. 

Para los ensayos de proliferación celular se sembraron 10.000 células por pozo. 

Luego de 24 h, se removió el medio y se reemplazó por medio fresco que contenía 

diferentes concentraciones de (-)-epicatequina y/o diferentes multiplicidades de 

infección (MOI)  de H. pylori. Luego de 24 horas, nuevamente se cambió a medio 

fresco con MTT 0,5 μg/mL, y se incubó por 4 h a 37°C. Luego, se adicionaron 200 
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μL de Isopropanol/HCl 0,1N para disolver la sal de formazán, y se midió la 

absorbancia a 570 nm, restándose la absorbancia no relacionada a 690 nm. La 

viabilidad del cultivo se expresó como porcentaje según el control negativo. 

 

Variables a medir  

 
Cantidad de unidades formadoras de colonias. Mediante la siembra de 

diluciones seriadas en medio sólido (Eydelnant y Tufenkji, 2008).  

 

Diámetro del halo de inhibición. Mediante la metodología propuesta por 

Rodríguez et al. (2007). Que consiste básicamente en la medición del diámetro de 

la zona formada por la inhibición de un compuestos sobre el crecimiento de la 

bacteria. 

 

Viabilidad de células AGS con MTT. Mediante la metodología propuesta por 

Brown et al. (2009). Que consiste en la medición de la densidad óptica de un 

cultivo celular AGS teñido y cuantificado por la actividad de reductasas 

mitocondriales. 

 

Cinética de la inhibición del crecimiento de cepas bacterianas. Mediante la 

metodología propuesta por Romero et al. (2007). Que implica la medición del 

crecimiento de la bacteria a distintos tiempos de exposición a un compuesto. 

 

Caracterización polifenólica de los compuestos usados. Mediante HPLC-DAD, 

según las condiciones descritas por Obreque-Slier et al. (2009). 
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Análisis Estadístico 

 
Para la organización de los datos se utilizó el programa Microsoft® Excel 2002, el 

análisis estadístico se llevó a mediante un Análisis de Varianza (ANDEVA) usando 

el programa Minitab® 16, para determinar diferencias significativas entre los 

tratamientos de cada ensayo. Cuando hubo diferencias significativas entre éstos 

se utilizó la prueba de comparación múltiple de Tukey con un nivel de significancia 

del 5%. Para probar diferencias entre dos tratamientos se realizó la prueba de t de 

Student al 5%. 
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RESULTADOS 

 

Efecto de EC sobre la viabilidad de E. coli y H. pylori 

 

Viabilidad en medio líquido de E. coli y H. pylori en presencia de EC 

 

Para determinar el efecto de la EC sobre E. coli, se suplementó el medio LB con 

concentraciones crecientes de este flavanol y se incubó por 24 horas. Luego, se 

extrajo una alícuota de los distintos cultivos para contabilizar el número de 

UFC/mL. La Figura 1A muestra que los valores de UFC/mL variaron desde 2,0x109 

a 2,5x107. De la misma manera, se observó que cantidades crecientes de EC, 

generaron una disminución significativa de los valores de UFC/mL. 
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Figura 1. Efecto de la EC sobre la viabilidad de Escherichia coli (A) y Helicobacter pylori (B) en 

medio líquido. En el ensayo respectivo, letras iguales indican diferencias estadísticamente no 

significativas entre tratamientos con diferentes dosis del polifenol (prueba de Tukey, p≥ 0,05).  

(*) Indica diferencias estadísticamente significativas entre ambas cepas de H. pylori 

 

Por otro lado, para evaluar el efecto de la EC sobre ambas cepas de H. pylori, se 

suplementó el medio TSB con concentraciones crecientes de este compuesto y se 

incubó por 48 horas. En la Figura 1B, se observa que los valores de UFC/mL 

variaron entre 0 y 5,2x108 UFC/mL. De la misma manera, en la medida que 

aumentó el contenido de EC en el medio de ambas cepas, los valores de CFU/mL 

presentaron una tendencia significativamente decreciente. 
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Viabilidad en medio sólido de E. coli y H. pylori en presencia de EC 

 

Para determinar el efecto de la EC sobre E. coli en medio sólido, se hicieron 

pocillos en una placa con LB agar sembrada con la bacteria. En estos pocillos se 

colocaron concentraciones crecientes del compuesto a analizar. Luego, se incubó 

por 24 horas y se midió el halo formado por la inhibición del compuesto sobre el 

crecimiento de la bacteria. En el caso de E. coli, se observó que los valores de los 

diámetros de los halos de inhibición variaron entre 0 y 10 mm (Figura 2A). 

Asimismo, se puede observar un efecto creciente en la medida que aumentó la 

dosis suministrada, no observándose diferencias estadísticamente significativas 

entre las dosis contiguas de EC. 

 

Figura 2. Diámetro del halo de inhibición formado por EC sobre el crecimiento de E. coli (A) y H. 

pylori (B). En el ensayo respectivo, letras iguales indican diferencias estadísticamente no 

significativas entre tratamientos con diferentes dosis del polifenol (prueba de Tukey, p≥ 0,05).  

(*) Indica diferencias estadísticamente significativas entre ambas cepas de H. pylori 

 

Por su parte, para evaluar el efecto de EC sobre ambas cepas de H. pylori, se 

hicieron los pocillos sobre placas TSA y se incubaron por 48 horas con dosis 

crecientes del polifenol. En la Figura 2B se observa que el diámetro varió en un 

rango de 0 a 17 mm para ambas cepas. De la misma manera, se observó un 

aumento gradual del diámetro del halo de inhibición en la medida que aumentó la 
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dosis de EC. Es interesante notar que no se observaron diferencias 

estadísticamente significativas entre el efecto generado en las cepas por este 

polifenol (p > 0,05). 

 

Cinética de inhibición del crecimiento de E. coli y H. pylori en presencia de 

EC 

Las bacterias fueron expuestas a 1,5 mg/mL de EC en medio líquido durante 90 

minutos, para luego obtener una alícuota que se incubó en medio sólido y así 

evaluar el efecto del compuesto durante ese período. En la Figura 3A, se observa 

la tendencia decreciente del crecimiento de E. coli en presencia de EC en la 

medida que aumenta el tiempo de exposición al compuesto, alcanzando un 40% 

menos del crecimiento inicial a los 90 minutos de exposición. 

Figura 3. Cinética de la inhibición del crecimiento de E. coli (A) y H. pylori (B) por la aplicación de 

EC. En el ensayo respectivo, letras iguales indican diferencias estadísticamente no significativas 

entre tratamientos con diferentes dosis del polifenol (prueba de Tukey, p≥ 0,05). (*) Indica 

diferencias estadísticamente significativas entre ambas cepas de H. pylori 

 

Al evaluar el efecto de EC sobre el crecimiento H. pylori se observó una 

disminución paulatina y significativa de la viabilidad en ambas cepas durante los 

90 minutos (Figura 3B). Así, se observó que a los 30 minutos las viabilidad de 

ambas cepas disminuyó estadísticamente con respecto al tiempo inicial cero. En el 

caso de la cepa 26695 alcanzó valores cercanos a 3x106 UFC/mL a los 90 

minutos, mientras que la cepa 43504 disminuyó de 3x108 hasta los 9,5x107 

UFC/mL. 
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Efecto de K sobre la viabilidad de E. coli y  H. pylori 

 

Viabilidad en medio líquido de E. coli y H. pylori en presencia de K  

 

Para observar el efecto del K sobre E. coli, el medio líquido LB se suplementó con 

dosis crecientes de este compuesto y se incubó por 24 horas. Luego, se extrajo 

una alícuota que se sembró en medio sólido para contabilizar las UFC/mL. En la 

Figura 4A se observa que los valores fluctuaron entre 3,8x108 y 1,6x107. Si bien 

hubo un leve aumento de las UFC/mL con la menor aplicación de K, luego de esto 

se observó una disminución estadísticamente significativa de la viabilidad la cual 

fue dosis-dependiente. 

Figura 4. Efecto de K sobre la viabilidad de E. coli (A) y H. pylori (B) en medio líquido. En el 

ensayo respectivo, letras iguales indican diferencias estadísticamente no significativas entre 

tratamientos con diferentes dosis del polifenol (prueba de Tukey, p≥ 0,05). (*) Indica diferencias 

estadísticamente significativas entre ambas cepas de H. pylori 

 

Para evaluar el efecto de este flavonol sobre H. pylori, ambas cepas se expusieron 

a distintas dosis de este compuesto en medio TSB y se incubaron por 48 horas. La 

Figura 4B muestran que las UFC/mL variaron entre 5,2x108 y 0, y que a medida 

que aumentó la dosis de K en el medio, la viabilidad de ambas cepas disminuyó 

significativamente. 
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Viabilidad en medio sólido de E. coli y H. pylori en presencia de K  

 

Para determinar el efecto de K sobre las bacterias en medio sólido, se procedió de 

igual manera que lo descrito en el ensayo con EC. En el caso de E. coli se pudo 

observar que los valores del diámetro del halo de inhibición variaron entre 0 y 13 

mm (Figura 5A). Del mismo modo, se pudo  advertir un mayor diámetro de los 

halos a medida que aumentó la cantidad del compuesto en el medio. 

 

Figura 5. Diámetro del halo de inhibición formado por K sobre el crecimiento de E. coli (A) y H. 

pylori (B). En el ensayo respectivo, letras iguales indican diferencias estadísticamente no 

significativas entre tratamientos con diferentes dosis del polifenol (prueba de Tukey, p≥ 0,05). (*) 

indica diferencias estadísticamente significativas entre ambas cepas de H. pylori 

 

Al evaluar el efecto de K sobre las cepas 43504 y 26695 de H. pylori, los valores 

de diámetro de los halos variaron entre 0 y 17 mm (Figura 5B). Es posible 

observar que hubo un efecto dosis-dependiente en la aplicación del compuesto 

sobre el diámetro del halo inhibición de crecimiento. Es interesante notar que 

ambas cepas de H. pylori no presentaron un comportamiento significativamente 

diferente al efecto del polifenol (p > 0,05). 
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Cinética de inhibición del crecimiento de E. coli y H. pylori en presencia de 

de K 

 

Para evaluar el efecto del K sobre las bacterias en el tiempo, se procedió según 

las condiciones propuestas en el estudio con EC. En la Figura 6A, se puede 

observar que a medida que aumenta el tiempo de exposición al K, la viabilidad de  

E. coli disminuye gradualmente. Así, a los 90 minutos  se observó una disminución 

hasta en una unidad exponencial de UFC/mL respecto del crecimiento inicial. 

 

Figura 6. Cinética de la inhibición del crecimiento de E. coli (A) y H. pylori (B) por la aplicación de 

K. En el ensayo respectivo, letras iguales indican diferencias estadísticamente no significativas 

entre tratamientos con diferentes dosis del polifenol (prueba de Tukey, p≥ 0,05). (*) indica 

diferencias estadísticamente significativas entre ambas cepas de H. pylori 

 

En el caso de ambas cepas de H. pylori, hubo un aumento inicial de la 

sobrevivencia en los primeros 30 minutos, luego hubo un descenso abrupto y 

estadísticamente significativo de 3x109 hasta 3x107 UFC/mL hasta los 90 minutos 

en ambas cepas.  
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Efecto de la aplicación en conjunto de K y EC sobre la viabilidad de H. pylori 

y E. coli 

 

Viabilidad en medio líquido de E. coli y H. pylori frente a la aplicación 

conjunta de K y EC 

 

El efecto de la aplicación de ambos compuestos sobre el crecimiento de ambas 

bacterias se evaluó según la metodología descrita previamente, al aplicar los 

compuestos individualmente sobre cada bacteria. Inicialmente, se colocó una 

dosis variable de K en presencia de una cantidad fija de EC y luego viceversa. Las 

dosis fijas fueron de 0,25 mg/mL y 0,5 mg/mL para la EC y K, respectivamente. La 

Figura 7 muestra el efecto de ambas condiciones sobre E. coli. Se observó que a 

concentraciones crecientes de EC en presencia de una dosis fija de K (EC/K*), 

provocó una disminución gradual de la viabilidad de la bacteria, con valores que 

variaron entre 6,7x108 y 1,7x107 UFC/mL. Por su parte, al mantener una 

concentración variable de K en presencia de una dosis fija de EC (K/EC*), los 

valores descendieron levemente desde 2,7x108 a 7,3x108 UFC/mL. 

 

Figura 7. Efecto de la aplicación conjunta de K y EC sobre la viabilidad de E. coli en medio 

líquido. En el ensayo respectivo, letras iguales indican diferencias estadísticamente no 

significativas entre tratamientos (prueba de Tukey, p≥ 0,05). A) EC/K* indica EC variable en 

presencia de una dosis fija de K.  B) K/EC* indica K variable en presencia de una dosis fija de EC. 

En línea discontinua se muestran los efectos individuales cada compuesto. 
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El efecto de la aplicación conjunta de ambos compuestos sobre H. pylori se 

presenta en el Cuadro 3. En este ensayo, se consideró un arreglo factorial de 

tratamientos con dosis de 0, 50, 100 y 150 μg/mL de cada compuesto como factor, 

para evaluar la interacción de los compuestos sobre la cepa 43504 de H. pylori.  

 

Cuadro 3. Efectos conjunto de EC y K sobre el crecimiento de H. pylori 43504  

K/EC EC 0 EC 50 EC 100 EC 150 

K 0 5383,3 ± 84,4 A a 99,45 ± 4,1 B a 88,2 ± 4,5 C a 21,69 ± 4,0 D a 

K 50 73,1 ± 3,9 A b 1,48 ± 1,2 B b 4,62 ± 2,1 C b 1,28 ± 1,2 B b 

K 100 53,6 ± 2,1 A b 0,89 ± 1,1 B b 0,90 ± 0,4 B c 0,89 ± 0,6 B b 

K 150 28,1 ± 4,6 A b 0,14 ± 0,5 B b 0,42 ± 0,3 B c 0,37 ± 0,3 B b 

Promedios (UFC/mL * 10000)  desviación estándar. Letras iguales indican diferencias 
estadísticamente no significativas, según la prueba de Tukey (p ≥ 0,05). Letras minúsculas indican 
comparación en una misma columna  y letras mayúsculas en una misma fila. 

  
Como se puede observar, los valores de UFC/mL variaron entre 5,4x107 UFC/mL, 

equivalente al crecimiento de la bacteria en ausencia de compuestos, hasta 

1,4x103 UFC/mL (50 μg/mL de EC y 150 μg/mL de K). En general, se observa que 

a concentraciones crecientes de K en presencia de una dosis fija de EC genera 

una disminución del crecimiento de la bacteria. Similar tendencia fue observada 

con dosis variables de EC y una cantidad fija de K. Comparativamente, se puede 

observar que a una misma concentración, el K posee un efecto mayor que la EC 

sobre la viabilidad de la bacteria, el que se hace amplifica en la medida que 

aumenta la dosis aplicada. 
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Viabilidad en medio sólido de E. coli y H. pylori en presencia conjunta de K y 

EC 

 

El efecto sinérgico del K y EC sobre E. coli fue evaluado a través de la medición 

del halo de inhibición. Así, se agregaron, dosis crecientes de un polifenol con una 

dosis constante del otro y viceversa, en los pocillos de una placa inoculada con la 

bacteria. En la Figura 8A, se observa que en la medida que aumenta la cantidad 

de EC en presencia de una cantidad fija de K (EC/K*), el diámetro del halo de 

inhibición aumentó significativamente. Comparativamente, se observó que en tres 

tratamientos (0,2; 1,25 y 1,5 mg/mL de EC) la adición de ambos polifenoles 

produjo un aumento del diámetro del halo de inhibición mayor que los mismos 

polifenoles colocados individualmente. Por otro lado, la colocación  de cantidades 

crecientes de K en presencia de una cantidad fija de EC (K/EC*), provocó un 

aumento del diámetro de los halos de inhibición. Además, en la mayoría de estos 

tratamientos, se observó que el diámetro de los halos generados al colocar ambos 

polifenoles en conjunto, fue significativamente menor que el diámetro de los halos 

de los compuestos colocados individualmente (Figura 8B). 

 
 
 

 
 
 
 

Figura 8. Diámetro del halo de inhibición formado por aplicación de EC/K* (A) y K/EC* (B) sobre 

E. coli. En el ensayo respectivo, letras iguales indican diferencias estadísticamente no significativas 
entre tratamientos con diferentes dosis del polifenol (prueba de Tukey, p≥ 0,05).  Indica 
diferencias estadísticamente significativas entre aplicación individual y conjunta de los polifenoles. 
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Para el caso de las cepas de H. pylori 26695 y 43504, se observó que en la 

medida que aumenta la cantidad de EC en presencia de una cantidad fija de K 

(EC/K*), el diámetro del halo de inhibición aumento gradualmente (Figuras 9A y 

9B).  

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Diámetro del halo de inhibición formado por la interacción: A) EC/K* con la cepa 43504, 

B) EC/Kl* con la cepa 26695, C) K/EC* con la cepa 43504 y D) K/EC* con la cepa 26695. En el 

ensayo respectivo, letras iguales indican diferencias estadísticamente no significativas entre 

tratamientos con diferentes dosis del polifenol (prueba de Tukey, p≥ 0,05).  indica diferencias 

estadísticamente significativas entre aplicación individual y conjunta de los polifenoles 

 

Sin embargo,  se observó que al agregar ambos polifenoles, se produjo una 

disminución significativa del diámetro del halo de inhibición que los mismos 

polifenoles colocados individualmente (Figuras A y B). Similar tendencia se 

observó, al añadir dosis crecientes de K en presencia de cantidades crecientes de 

EC (Figuras 9C y 9D). 
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Cinética del crecimiento de E. coli y H. pylori en presencia conjunta de K y 

EC 

 

Para determinar el efecto del tiempo de exposición de ambos polifenoles sobre las 

bacterias, se adicionó una mezcla de 0,75 mg/mL de K y EC en medio líquido, 

para luego evaluar la viabilidad de cada bacteria. En el caso de E. coli se observó 

que en presencia de ambos polifenoles, la viabilidad de esta bacteria disminuyó 

significativamente a los 60 minutos de exposición comparado con el control, 

alcanzando su valor más bajo a los 90 minutos (3x107 UFC/mL) (Figura 10). 

0 15 30 45 60 75 90

40

60

80

100

120

EC/K*

EC

K

a ab

b

b

a
a

3x108

3x107

Tiempo (minutos)

V
ia

b
il

id
a

d
 (

U
F

C
/m

L
)

 

Figura 10. Cinética de la inhibición del crecimiento de E. coli en presencia conjunta de 0,75 

mg/mL de K y EC. En línea discontinua se muestran los efectos individuales cada compuesto. En el 
ensayo respectivo, letras iguales indican diferencias estadísticamente no significativas entre 
tratamientos con diferentes dosis del polifenol (prueba de Tukey, p≥ 0,05).  
 

En el caso de ambas cepas de H. pylori, las dosis utilizadas de ambos polifenoles 

aplicados en conjunto fue de 0,5 mg/mL (Figura 11). Así, se observó que después 

de 60 minutos de exposición a ambos polifenoles, la viabilidad de ambas cepas de 

bacterias disminuye significativamente, comparado con el tiempo inicial (cero 

minutos). Más aún, luego de 90 minutos de exposición a estos polifenoles, los 

valores de UFC/mL fueron los más bajos en ambas cepas de bacterias.  
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Figura 11. Cinética de la inhibición del crecimiento de H. pylori 26695 (A) y 43504 (B) en 

presencia conjunta de 0,5 mg/mL de K y EC. En línea discontinua se muestran los efectos 
individuales cada compuesto. En el ensayo respectivo, letras iguales indican diferencias 
estadísticamente no significativas entre tratamientos con diferentes dosis del polifenol (prueba de 
Tukey, p≥ 0,05).  
 

 

Caracterización de la mezcla de flavonoides por HPLC-DAD 

 

Ambos polifenoles fueron colocados conjuntamente en una solución de DMSO 

según lo descrito en los Materiales y Métodos, para así evaluar la presencia de 

algún compuesto generado por la interacción entre la EC y K. En la Figura 12, se 

muestra un cromatograma representativo donde se observan dos picos 

correspondientes a la EC (27,3 min) y K (73,3 min). Es interesante notar la 

ausencia de un compuesto formado por la interacción entre EC y K. 

Figura 12. Cromatográma de la mezcla polifenólica de K y EC obtenido mediante HPLC-DAD. 
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Efecto de EC sobre la viabilidad de células AGS ante infección de H. pylori 

 

Con el propósito de determinar si la actividad antibacteriana del EC sobre H. pylori 

tiene un efecto protector en la infección sobre el epitelio gástrico, se realizaron 

ensayos de co-cultivo con una línea celular proveniente de epitelio gástrico 

humano: células AGS y H. pylori.  

 

Evaluación de la infección de H. pylori y el efecto de los polifenoles sobre la 

viabilidad de las células AGS 

 

En este ensayo, se evaluó el efecto de la infección con H. pylori 43504 sobre la 

actividad de las reductasas mitocondriales (MTT) de las células AGS, la cual es un 

reflejo de la viabilidad celular. Para ello, se infectó un cultivo de células AGS con 

distintas multiplicidades de infección (MOI) durante 24 h. En la Figura 13A se 

muestra que en respuesta al incremento de la MOI de H. pylori ocurrió una 

disminución gradual de la viabilidad de las células AGS respecto de las células sin 

infectar, observándose una sobrevida de un 40% a una MOI de 500. 
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Figura 13. (A) Infección de H. pylori 43504 sobre un cultivo de células AGS en medio DMEM (B) 

Pruebas de calibración de AG y EC sobre células AGS. 
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Por otro lado, para evaluar el efecto de la EC sobre la viabilidad de las células 

AGS, se colocaron concentraciones crecientes de este polifenol (100-1000 μg/mL) 

y de ácido gálico (AG) (Díaz, 2011). En la Figura 13B se puede observar que en 

presencia de AG hubo una alta mortalidad de células. Sin embargo, en presencia 

de 100 y 500 μg/mL EC se produjo una leve disminución de la viabilidad de las 

células (alrededor del 10%). 

 

Efecto de la EC sobre el daño celular producido por H. pylori  

 

Para evaluar el efecto protector de la EC sobre las células AGS ante la infección 

por H. pylori se realizaron ensayos en medio líquido en microplacas de 90 pocillos, 

a dos concentraciones del flavanol (250 y 500 μg/mL) y una MOI de 500. En la 

Figura 14, se muestra que las células AGS en presencia de una MOI 500, la 

viabilidad de estas disminuye a un 40% mientras que al colocar 500 μg/mL de EC 

la viabilidad de AGS alcanza un valor de 110%. Es interesante mencionar que las 

células AGS en presencia conjunta de H. pylori (MOI 500) y 500 μg/mL de EC, 

disminuyen su viabilidad a un 75%.   
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Figura 14. Efecto de EC ante la infección de H. pylori 43504 sobre la viabilidad de las células 

AGS. EC 500: 500 ug/mL de EC; EC 250: 250 ug/mL de EC; MOI: multiplicidad de infección de H. 

pylori. Letras iguales indican diferencias estadísticamente no significativas entre tratamientos con 

diferentes dosis del polifenol (prueba de Tukey, p≥ 0,05). (*); (**) Indican diferencias estadísticas 

significativas respecto al control (p< 0,05) 

 

Además se observa, que al disminuir la concentración de EC a 250 μg/mL, la 

viabilidad de las células AGS es aún mayor, siendo cercana al 90%. Es importante 

destacar que no se observa un efecto inhibitorio de la EC sobre el crecimiento  de 

las células AGS a las concentraciones probadas. 
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DISCUSION 

 

Los compuestos fenólicos constituyen uno de los grupos de sustancias más 

abundantes en el reino vegetal. Estos compuestos se han asociado a importantes 

propiedades sensoriales, taxonómicas, nutricionales y farmacológicas de los 

alimentos (Monagas et al., 2005). Diversos autores, han demostrado el efecto 

bactericida de los polifenoles presentes en plantas y alimentos sobre H. pylori y E. 

coli, bacterias asociadas a un gran número de patologías gastrointestinales 

(Brenner et al., 1999; Murray et al., 2002; Moretro y Daeschel, 2004; 

Papadopoulou et al., 2005; Eydelnant y Tufenkji, 2008). La mayoría de estos 

estudios, utilizan matrices polifenólicas composicionalmente complejas tales como 

aceite de oliva (Castro et al., 2012), cranberry (Vattem et al., 2005), uva de mesa 

(Brown et al, 2009; 2011) y vino (Daroch et al., 2001) entre otros, por lo que existe 

limitada información acerca del efecto individual y aditivo de estos compuestos. 

 

Dentro de los compuestos fenólicos individuales más estudiados, el resveratrol, el 

ácido gálico, la quercetina, catequina y epigalocatequina galato han presentado 

efectos antibacterianos contra H. pylori y E. coli (Mabe et al., 1999; Mahady et al., 

2003; Yanagawa et al., 2003; Shin et al., 2005; Díaz, 2011; Paulo et al., 2011).  

Aunque el mecanismo de la actividad antibacteriana no han sido dilucidado 

completamente, estudios previos han vinculado a los polifenoles con la inhibición 

de la síntesis de ácidos nucleicos (Mori et al., 1987) y daño por perforación de la 

membrana (Ikaigai et al., 1993). Otros polifenoles menos estudiados son la EC y el 

K que destacan por su alta concentración en algunos alimentos tales como la uva 

y el vino (Monagas et al., 2005; Adams, 2006). A pesar de la relevancia de estos 

dos polifenoles, existe limitada información acerca del efecto antibacteriano 

individual y sinérgico sobre H. pylori y E. coli. Es por ello, que en este estudio se 

evaluó el efecto antibacteriano individual y en conjunto de K y EC sobre H. pylori y 

E. coli.  
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La EC es un compuesto fenólico perteneciente a la familia de los flavonoides que 

puede alcanzar concentraciones de hasta 1,4 g/Kg en algunos alimentos 

(Obreque-Slier, 2010) y ha sido descrito como un importante agente antibacteriano 

(Mabe et al., 1999; Baba et al., 2001; Alberto et al., 2002; Takabayashi et al., 

2004). En este estudio, se observó que cantidades crecientes de este compuesto 

provocaron una disminución evidente de las UFC/mL y un aumento del diámetro 

del halo de inhibición tanto en H. pylori como E. coli. Estas observaciones, 

sugerirían que la EC posee un efecto significativo sobre el crecimiento de ambas 

bacterias. 

En el caso de E. coli, estas observaciones coinciden fuertemente con lo descrito 

por Rodríguez et al. (2007), quienes utilizaron (+)-catequina (esteroisómero de la (-

)-epicatequina). Por el contrario, Díaz (2011) bajo similares condiciones, no 

evidenció un efecto significativo en la aplicación de (+)-catequina sobre la 

viabilidad de E. coli. Esta última observación sugeriría que ambos compuestos 

esteroisómeros afectarían diferencialmente la viabilidad de E. coli. 

  

En el caso de las cepas de H. pylori las observaciones descritas coinciden con los 

estudios de Yee y Koo (2000) y Díaz (2011) quienes utilizando (+)-catequina 

encontraron que H. pylori afectaba fuertemente su viabilidad, pero con cantidades 

cuatro veces mayores que la utilizada en este estudio. Es interesante mencionar 

que Shin et al. (2005) encontraron que 0,05 mg/mL de epicatequina-3-O-galato 

eran suficientes para generar una inhibición del crecimiento de esta bacteria, lo 

que representa un valor casi diez veces menor que lo utilizado en este ensayo. Es 

importante señalar que, en líneas generales, entre ambas cepas de H. pylori no se 

observaron diferencias estadísticamente significativas. 

 

Por otra parte, el K es un compuesto fenólico perteneciente a la familia de los 

flavonoides, reportado en concentraciones de hasta 1,6 g/L en algunos alimentos 

(Castro, 2005) y se ha descrito previamente como un importante agente 

antibacteriano (Kataoka et al., 2001; Lim et al., 2007; Liu et al., 2009; Santas et al., 

2010). En el presente estudio, se observó que al aplicar concentraciones 



49 

 

crecientes de este flavonol provocaron una disminución leve de las UFC/mL y un 

aumento significativo del diámetro del halo de inhibición, lo que fue más evidente 

sobre H. pylori que sobre E. coli. Lo anterior, sugeriría que el K posee una baja 

actividad antibacteriana sobre el crecimiento de E. coli y un efecto moderado 

sobre la viabilidad de H. pylori. En los estudios del K sobre E. coli, estas 

observaciones concuerdan con lo descrito por Rodríguez et al. (2007) quienes 

usando quercetina (compuesto de la familia de los flavonoles, al igual que el K) 

obtuvieron un bajo efecto inhibitorio. Por el contrario, Santas et al. (2010) no 

observó un efecto inhibitorio del K y la quercetina sobre E. coli, aunque sí obtuvo 

un efecto de K sobre otras bacterias como Bacillus cereus, Listeria 

monocytogenes y Pseudomonas aeruginosa. Estos antecedentes nos permiten 

sugerir que ambos compuestos podrían actuar de forma similar sobre E. coli, pero 

diferencialmente sobre otras bacterias. 

 

En el caso de las cepas de H. pylori las observaciones descritas coinciden con los 

estudios de Zhang et al. (2008) y Brown et al. (2011), quienes encontraron un 

efecto inhibitorio de quercetina sobre la viabilidad de H. pylori in vitro a 

concentraciones similares a las probadas en este estudio. Además, Kataoka et al. 

(2001) y Brown et al. (2011) reportaron que existe un efecto protector de 

kaempferol (aislados de Polygonum tinctorium Lour.) y quercetina, 

respectivamente, sobre gerbos y ratones infectados con H. pylori, aunque a dosis 

elevadas. Lo anterior, confirma que existiría un efecto del K sobre ambas cepas de 

H. pylori tanto in vitro como in vivo y que la quercetina podría actuar de igual 

manera que el K sobre esta bacteria. Es importante señalar, que sólo se 

encontraron diferencias significativas entre las cepas en el ensayo en medio 

líquido, por lo que esta diferencia no sería concluyente en todos los casos. 

 

Comparativamente, fue posible observar que fueron necesarias dosis  mayores de 

K que de EC para lograr un efecto inhibitorio similar tanto en H. pylori como en E. 

coli. Esto indicaría que este flavan-3-ol sería más efectivo en el control del 

crecimiento de ambas bacterias. Asimismo, al comparar la sensibilidad de ambas 
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bacterias a la EC y K, se observó que E. coli presentó una mayor resistencia que 

H. pylori frente a ambos polifenoles. Esta última observación estaría 

estrechamente relacionada con el patrimonio genético de E. coli, el cual es tres 

veces mayor que el de H. pylori, lo que se traduciría en mayor cantidad de 

herramientas que la ayudarían a adaptarse o defenderse mejor ante distintas 

situaciones adversas (Blattner et al., 1997; Tomb et al., 1997). 

 

Luego de comprobar el efecto inhibitorio de ambos polifenoles sobre la viabilidad 

de ambas bacterias, se procedió a evaluar la aplicación conjunta de EC y K sobre 

el crecimiento de H. pylori y E. coli. En el caso de E. coli, se observó que 

concentraciones crecientes de EC en presencia de una cantidad constante de K 

(EC/K*), provocaron una disminución gradual de la viabilidad de la bacteria en las 

pruebas de medio líquido. Sin embargo, esta disminución no sería relevante al 

compararla con el efecto individual de la EC. Curiosamente, al observar las 

pruebas en medio sólido, se observa un efecto aditivo en condiciones de EC/K* en 

al menos tres tratamientos. Según Santas et al. (2010), el K presenta una baja 

solubilidad en medio acuoso, lo cual podría modificar su propiedad inhibitoria bajo 

ciertas condiciones experimentales, como en el caso de las pruebas en medio 

sólido. 

 

Contrariamente, cuando la bacteria fue sometida a concentraciones crecientes de 

K en presencia de una cantidad constante de EC (K/EC*), no se observaron 

diferencias importantes en comparación con el efecto individual del K. Esta 

observación es avalada por la relación experimental que establece que una 

diferencia de dos órdenes exponenciales de magnitud respecto al control, sería un 

indicador del 99% de inhibición del crecimiento. Al igual que en el caso anterior, es 

interesante notar que en las pruebas de medio sólido, se observó una disminución 

del halo de inhibición bajo condiciones de K/EC* comparado con los efectos 

individuales. Esta observación, sería fuertemente respaldada por la disminución de 

la solubilidad del K en la medida que aumenta su concentración en el medio 

(Wagner y Ulrich-Merzenich, 2009), lo que provocaría una alteración de su efecto 
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inhibitorio. Las observaciones descritas en ambas condiciones (EC/K* y K/EC*) 

son coincidentes con lo observado por Lee y Lee (2010), quienes utilizando una 

mezcla de polifenoles extraídos de hojas de olivo no encontraron un efecto 

sinérgico significativo sobre Escherichia coli. 

 

En el caso de la bacteria H. pylori,  inicialmente se utilizaron las dosis propuestas 

en los ensayos individuales de EC y K (0 a 1 mg/mL). Sin embargo, bajo estas 

condiciones, no se observó el crecimiento de ninguna cepa de H. pylori (datos no 

mostrados). Es por ello que se planteó un arreglo factorial de tratamientos con 

dosis de 0, 50, 100 y 150 μg/mL de cada compuesto como factor, para evaluar la 

interacción de estos compuestos sobre H. pylori. 

Es interesante señalar que al utilizar dosis más bajas que las planteadas 

originalmente en las pruebas individuales, se observó un efecto inhibitorio evidente 

y sinérgico de ambos compuestos en las pruebas de medio líquido. Además, es 

importante notar que la sola presencia de un segundo polifenol (ya sea EC o K) 

provoca una disminución significativa de la viabilidad de esta bacteria, la cual fue 

coincidente en la mayoría de los tratamientos. Complementariamente, se 

realizaron pruebas en medio sólido, observándose que con dosis variables de un 

polifenol (0 a 1 mg/mL) en presencia de una dosis fija del otro fenol (0.4 mg/mL) el 

halo de inhibición, fue significativamente menor que comparado con el obtenido 

con ambos polifenoles aplicados individualmente. Es muy probable que ambos 

polifenoles posean distintas propiedades farmacológicas. Así, alguno de estos 

compuestos podría tener un efecto bactericida que impediría que el otro polifenol 

actúe, lo que provocaría una disminución del efecto sinérgico comparado con el 

efecto individual de ambos polifenoles. Asimismo, se ha propuesto que dos 

compuestos polifenólicos de distinta familia podrían tener un mecanismo de acción 

diferente, lo que implicaría una ausencia de un efecto aditivo (Lim et al., 2007).  

 

Luego de evaluar el efecto de la aplicación conjunta de ambos polifenoles, se 

procedió estudiar el efecto del tiempo de exposición sobre la viabilidad de ambas 

bacterias. Así, al evaluar el efecto de la aplicación en conjunto de EC y K sobre la 
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cinética de crecimiento de H. pylori y E. coli, fue posible observar una disminución 

paulatina de la viabilidad de ambas bacterias, en la medida que aumenta el tiempo 

de exposición. Éste decrecimiento fue evidente y significativo a partir de los 60 

minutos, lo que indicaría que el efecto de la aplicación en conjunto de ambos 

polifenoles, estaría fuertemente relacionado con el tiempo de exposición, lo cual 

coincide con lo descrito previamente por Yanagawa et al. (2002). 

 

Tomadas en su conjunto, las observaciones descritas indicarían que ambos 

polifenoles no tendrían un efecto aditivo o sinérgico sobre la viabilidad de H. pylori 

y E. coli. Esta aseveración es controversial con estudios realizados por otros 

autores, los que evaluaron el efecto de EC o K mezclados con otras drogas 

(rutina, quercetina, teaflavina, clindamicina y eritromicina) y sobre otras bacterias 

(Stenotrophomonas maltophilia, Propionibacterium acnes, Salmonella enteridis) 

(Arima y Danno, 2002; Lim et al., 2007; Betts et al., 2012). Además, Yanagawa et 

al. (2002) encontraron efectos aditivos al combinar epigalocatequina galato 

(EGCg) con metronidazol y cloranfenicol sobre cepas H. pylori resistentes a estos 

antibióticos. 

 

Luego de determinar el efecto antibacteriano de ambos polifenoles sobre la 

viabilidad de H. pylori y E. coli in vitro, se procedió a evaluar el efecto de los 

flavonoides sobre el co-cultivo de células AGS y H. pylori. De los dos compuestos 

estudiados, se escogió la EC para estas pruebas, ya que las propiedades de 

solubilidad del K no permitieron su uso en esta metodología (datos no mostrados). 

Así, se observó que H. pylori a una MOI de 500 provoca una disminución de la 

sobrevida de estas células. Además se observa, que una concentración de 250 

μg/mL de EC (una concentración baja para los ensayos in vitro) presentó un efecto 

protector sobre las células epiteliales infectadas con H. pylori, efecto que fue 

mayor que el observado para 500 μg/mL de EC ante la misma MOI de infección. 

Este novedoso antecedente es de alta relevancia, ya que a pesar que diversos 

autores han reportado el rol protector de extractos polifenólicos de distintos tejidos 

de las plantas y de algunos compuestos individuales sobre las células AGS ante la 
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infección de H. pylori (Brown et al., 2008; Lee et al., 2009; Jang et al., 2012), no 

existían antecedentes acerca de la propiedad protectora de la EC sobre las células 

AGS o como causante de la disminución de la viabilidad de estas células en dosis 

altas. Esta última observación, indicaría que concentraciones utilizadas en este 

estudio que producirían un efecto antibacteriano in vitro, podrían producir daño en 

las células del epitelio gástrico. 

 

Los antecedentes anteriormente expuestos permiten mencionar que la viabilidad 

de H. pylori y E. coli estará fuertemente relacionada con el tipo y concentración del 

compuesto fenólico presente, tiempo de exposición, presencia de otros 

compuestos, ambiente en que crece la bacteria y la interacción de estos 

componentes. 
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CONCLUSIONES 

 

Bajo las condiciones de este estudio es posible concluir que tanto el K como la EC 

tienen un efecto significativo sobre el crecimiento H. pylori y E. coli, el cual está 

estrechamente asociado a la dosis  utilizada. Aunque en el caso del K este efecto 

no es microbiológicamente significativo, hubo una disminución del crecimiento de 

ambas bacterias al aplicar cada compuesto individualmente. Comparativamente, a 

una misma dosis individual, el efecto de la EC sobre el crecimiento de ambas 

bacterias fue mayor que el observado con el uso del K.  

 

Por otro lado, con el uso de las dosis más bajas en el medio líquido, ambos 

compuestos presentaron una actividad antibacteriana aditiva sobre H. pylori. Sin 

embargo, con el aumento de la dosis no se observa ni actividad sinérgica ni aditiva 

en ambos medios de cultivos. En el caso de E. coli, al aplicar los polifenoles en 

conjunto se observa una actividad aditiva, la cual es fuertemente dependiente de 

la dosis de EC. 

 

En todos los ensayos se observó que H. pylori es más sensible a ambos 

polifenoles que E. coli. 

 

Finalmente, se observó que la EC tendría un rol protector sobre las células AGS 

ante la infección de H. pylori, la cual dependería de la dosis del flavanol, ya que 

altas dosis provocan daño en dichas células. 
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