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Resumen

Introducción: El cáncer gástrico (CG) es la principal causa de muerte por cáncer en Colombia y de etiología mul-

tifactorial, asociada a factores genéticos del huésped, factores ambientales y el oncopatogeno Helicobacter pylori 

(H. pylori) como el principal factor de riesgo de la enfermedad. El aguacate (Persea americana var. Hass, (P. 

americana)) posee un alto contenido de polifenoles, con actividad bactericida, antioxidante, anti-ureasa, y antin-

fl amatoria, que a su vez limitan los cambios en el ambiente gástrico que favorecen la colonización de la bacteria y 

posterior desencadenamiento de la cascada precancerosa. Objetivo: Evaluar la concentración mínima inhibitoria 

de fracciones polifenolicas de la semilla de P. americana sobre el crecimiento in vitro de H pylori. Resultados: La 

evaluación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) de las tres fracciones obtenidas de la semilla de P. ame-

ricana en cultivo de H. pylori in vitro, mostró que las fracciones uno y dos inhibieron el crecimiento bacteriano 

a 3000 ppm, mientras que la fracción 3 a 1500 ppm, P< 0,05. Conclusión: Se encontraron tres biofracciones po-

lifenolicas de la semilla P. americana, principalmente constituidas por procianidinas, con actividad antibacterial 

in vitro de Helicobacter pylori, sin embargo, la fracción tres, de mayor peso molecular, inhibió el crecimiento de 

manera signifi cativa a una CMI de 1500 ppm, comparada con las fracciones uno y dos.

Palabras clave: Antibacteriano, cáncer gástrico, concentración mínima inhibitoria, inhibición (DeCS/MESH).
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Abstract

Introduction: Gastric cancer (GC) is the main cause of cancer death in Colombia and of multifactorial etiology, 

associated with genetic factors of the host, environmental factors and the oncopathogen Helicobacter pylori (H. 

pylori) as the main risk factor of the disease. The avocado (Persea americana var. Hass, (P. americana)) has a 

high content of polyphenols, with bactericidal, antioxidant, anti-urease, and anti-infl ammatory activity, which in 

turn limit changes in the gastric environment that favor colonization bacteria and subsequent triggering of the 

precancerous cascade. Objective: To evaluate the minimum inhibitory concentration of polyphenolic fractions of 

P. americana seed on the in vitro growth of H pylori. Results: The evaluation of the minimum inhibitory concen-

tration (MIC) of the three fractions obtained from the P. americana seed in H. pylori culture in vitro, showed that 

fractions one and two inhibited bacterial growth at 3000 ppm, while fraction 3 at 1500 ppm, P <0.05. Conclusion: 

Three polyphenolic biofractions of the P. americana seed were found, mainly constituted by procyanidins, with 

in vitro antibacterial activity of Helicobacter pylori, however, fraction three, with a higher molecular weight, 

signifi cantly inhibited growth at a MIC of 1500 ppm, compared to fractions one and two.

Keywords: Antibacterial, gastric cancer, minimum inhibitory concentration, inhibition. (DeCS/MESH).

Introducción

El cáncer gástrico (CG) es la principal causa de muerte 

por cáncer en Colombia; con una etiología multifacto-

rial, asociada a factores genéticos del huésped, factores 

ambientales y el oncopatogeno Helicobacter pylori (H. 

pylori) como el principal factor de riesgo de la enfer-

medad (1), infectando a más del 50% de la población 

mundial (2). La incidencia de CG en la región andina de 

Nariño es una de las más altas del mundo (150 por cada 

100.000 habitantes) y en particular la prevalencia de la 

infección por H. pylori en la región de Nariño supera 

el 90% la cual, en la mayoría de los casos, representa 

el agente causal de gastritis crónica, enfermedad ulcero 

péptica y cáncer gástrico (3).

El CG está precedido por un prolongado proceso pre-

canceroso que dura varias décadas (cascada precance-

rosa), comenzando por la infección con H. pylori (3). 

En consecuencia, la erradicación de la infección se 

plantea como la única estrategia valida de prevención 

de CG (4). Los esquemas de tratamiento estándar (tri-

ple terapia), tendientes a la erradicación de H. pylori 

involucran como primera línea de tratamiento en clíni-

ca un inhibidor de bomba de protones, claritromicina y 

amoxicilina (5). Sin embargo, el incremento del fracaso 

terapéutico se ha refl ejado en una disminución signifi -

cativa (60 al 75%), del éxito de la erradicación de H. 

pylori en Colombia. Entre los principales factores del 

fracaso terapéutico esta la baja adherencia al tratamien-

to, la baja cobertura del sistema de seguridad social en 

salud a la población a riesgo de CG y el aumento de re-

sistencia de H. pylori a los diferentes antibióticos (6,7). 

Por tanto, es necesario buscar nuevas estrategias que 

permitan coadyuvar los tratamientos convencionales y 

mejorar el aclaramiento de la infección por H. pylori en 

particular el municipio de La Florida Nariño, población 

andina considerada de alto riesgo de CG.

 

Estudios previos indican que propiedades antioxidan-

tes y contenidos fenólicos presentes en frutas como el 

aguacate, poseen agentes antibacteriales, antioxidantes, 

antiinfl amatorio, en donde el fraccionamiento de estos 

compuestos ha mostrado moléculas tales como ácido 

cafeoilquínico, fl avonoides fenilpropanoides y taninos, 

con actividad antitumoral en ratones (8). También se 

demostró que los polifenoles del aguacate (Persea ame-

ricana) degradan la membrana celular y desnaturalizan 

la enzima ureasa de H. pylori que media el proceso de 

su colonización en la mucosa gástrica (9). Haciéndose 

importante identifi car la o las fracciones polifenolicas 

de la semilla del aguacate (Persea americana var. Hass) 

con mayor capacidad anti- H. pylori, que permitan acer-

carse a la identifi cación y desarrollo de nuevos com-

puestos con potencial farmacéutico.

Materiales y métodos:

Ensayos para detectar CMI de cada extracto obte-

nidos de aguacate. El protocolo se realizó según las 

descripciones del manual: Método de determinación de 

sensibilidad antimicrobiana por dilución (MIC testing) 

(10). El método de dilución doble en agar se usó para 

determinar la concentración mínima inhibitoria (CMI) 
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la cual en este estudio fue defi nida como concentra-

ción más baja del extracto de la semilla del aguacate 

que puede inhibir el crecimiento visible de H. pylori 

después de diez días de incubación en condiciones de 

microaerofília.

Preparación de soluciones stock. se preparó una solu-

ción stock para cada fracción las cuales fueron propor-

cionadas por el grupo de salud pública, la concentración 

de esta solución inicial para cada extracto fue de 24.000 

ppm, para lo cual se pesó 0,6 g de la muestra en una ba-

lanza analítica y se disolvió inicialmente en un beaker 

de 50 mL con 10 mL de agua destilada estéril, con la 

ayuda de un magneto sobre la plancha de agitación sin 

aumentar la temperatura. Una vez disuelta se pasó el 

contenido a un balón aforado de 25 mL y se completó 

el aforo con agua destilada estéril, se trasvaso el conte-

nido a un tubo falcón estéril y se colocó en luz UV toda 

la noche para esterilizar el contenido. Para evitar algún 

tipo de degradación ocasionado por la luz ambiental, 

se cubrió los tubos con papel aluminio y fi nalmente se 

conservó estas muestras a -80 °C en el freezer.

Preparación de medios de cultivo. Se preparó un me-

dio de cultivo de agar Mueller Hinton con suplementó 

de 10% de sangre desfi brinada de cordero, 1% del su-

plemento Isovitalex y la cantidad en mililitros requerida 

de cada extracto para cada concentración en un rango 

desde 375 a 6000 ppm (Tabla 1). Después de preparar 

los agares se llevaron a esterilización en autoclave a 

121°C y 15 PSI durante 15 minutos, posteriormente se 

añadió al medio la cantidad de volumen indicada para 

Isovitalex, extracto y fi nalmente la sangre de cordero, 

para fi nalizar se sirvió 10mL del agar preparado en 

cajas Petri pequeñas desechables y se dejó solidifi car. 

Para realizar el control de esterilidad de los medios se 

tomaron cajas al azar y se colocaron en incubación a 

37° C por 24h con el fi n de evaluar la presencia de con-

taminantes.

Tabla 1. Concentraciones del medio de cultivo para las diluciones de los extractos polifenolicos de P. americana.

Dilución Agar Mu-

ller Hinton 

(g)

Vol de agua 

destilada 

(mL)

Vol de 

extracto 

(mL)

Vol del suple-

mento Isovita-

lex (mL)

Vol de 

sangre de 

cordero 

(mL)

Concentra-

ción fi nal de 

los extractos 

(ppm)

Vol fi nal* 

(mL)

1 1.4 19.5 7.5 0.3 3 6000 30.3

2 1.4 23.25 3.75 0.3 3 3000 30.3

3 1.4 25.12 1.87 0.3 3 1500 30.3

4 1.4 26.06 0.93 0.3 3 750 30.3
Vol= volumen * El volumen fi nal fue repartido en 10mL en cajas Petri, logrando así que cada dilución se evalué por triplicado.

Inoculación de los aislados de H. pylori. La inocula-

ción de los medios se llevó a cabo con el sobrante de las 

biopsias con previa activación de H. pylori (30 minutos 

a 37°C). Con un asa de argolla calibrada de 10uL, se 

tomó la muestra y se extiende en el agar, realizando un 

sembrado masivo. las cajas se incubaron en condiciones 

microaerofi licas en incubadora de CO2 al 10% y 37 ºC, 

se realizó una revisión a los cuatro, seis y diez días para 

evaluar la CMI de cada fracción ensayada. Como con-

trol positivo con respecto al crecimiento de H. pylori, se 

tomó una cepa ATCC 43504 en una caja con medio base 

sin el extracto polifenólico.

Identifi cación bioquímica. A nivel macroscópico se 

identifi có colonias pequeñas, traslúcidas, a manera de 

gotas de rocío (11), las cuales se identifi caron por las 

siguientes pruebas bioquímicas.

• Prueba de oxidasa: Con una tira de oxidasa se tomó 

directamente del cultivo en caja Petri colonias ais-

ladas de H. pylori, observando el cambio en la colo-

ración de la zona reactiva de la banda. La prueba es 

positiva para H. pylori cuando la tira presenta cam-

bio de coloración (blanco a color azul oscuro) (11).

• Prueba de Catalasa: Se emulsionaron colonias del 

cultivo en porta objetos con dos gotas de peróxido 

de hidrógeno al 10%. La presencia de burbujas in-

dica una reacción positiva H. (11).

• Prueba de detección Ureasa: Del cultivo se tomó 

una colonia y con un asa se inoculo en un tubo 

Nunc con 1 ml de solución de urea con rojo de fe-

nol al 10%, como indicador de pH. La prueba es 

positiva para H. pylori al presentarse un cambio de 

coloración de amarillo a fucsia (11).

• Tinción de Gram: En un portaobjetos se realizó un 
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frotis de colonias de H. pylori en agua destilada con 

posterior fi jación al calor. Se utilizo el protocolo es-
tándar de coloración de Gram y en el microscopio 
con un objetivo de 100X se evaluó la presencia de 
bacilos Gram negativos (coloración rosada) como 
resultado positivo para la identifi cación de H. pylori 

(11).

Análisis estadístico. Para el conteo de las colonias bac-
terianas se utilizó la aplicación APD Colony Counter 
App Liteel (12) y se reportó en unidades formadoras de 
colonia (UFC). Los datos de las UFC por fracción se 
organizaron en tablas del programa Excel 2019, donde 
se tuvo como variable respuesta o dependiente el creci-
miento de H. pylori (Y), y como variable independiente 
(X), representa la CMI de las fracciones. Las diluciones 
de los polifenoles son la unidad experimental en este 
ensayo.

Para determinar los efectos de las interacciones entre 

las variables dependiente e independientes (Y y X), se 
empleó una prueba estadística Anova multifactorial 
para el análisis de varianza de varios factores (Fracción, 
concentración) para variable dependiente (Colonias), 
esto con el fi n de identifi car qué factores tienen efecto 
estadístico signifi cativo sobre la variable dependiente 
(crecimiento de H. pylori en UFC). Se realizó gráfi cos 
de medias y medias marginales para explicar las dife-
rencias encontradas entre las variables independientes, 
estas pruebas se ejecutaron en los programas estadís-
ticos IBM SPSS Statistics versión 2.4 y Statgraphics 
Centurion XVIII.

Resultados

Concentración mínima inhibitoria de las fracciones 

polifenolicas obtenida de la semilla de aguacate. De 
las 75 cajas Petri inoculadas se obtuvo un crecimiento 
menor a 1 UFC a una concentración de 1500 ppm en la 
fracción 3, y de 3000 ppm en las fracciones 1 y 2 (tabla 
2).

Tabla 2. Concentraciones del medio de cultivo para las diluciones de los extractos Polifenolicos de Persea americana var. 

Hass.

Fracción 1 Fracción 2 Fracción 3

Concentración UFC Concentración UFC Concentración UFC

375 10 375 15 375 10

750 5 750 10 750 5

1500 2 1500 2 1500 0

3000 0 3000 0 3000 0

6000 0 6000 0 6000 0

Identifi cación bioquímica. Al realizar la identifi cación bioquímica para garantizar que las colonias formadas 
en los medios de cultivo correspondan a Helicobacter pylori, se obtuvo los resultados contenidos en la tabla 3 y 
fi guras 1 y 2.

Tabla 3: Resultados de las pruebas bioquímicas

Prueba bioquímica Resultados Descripción

Oxidasa (a) + Cambio de coloración en la banda de blanco a azul

Ureasa (b) + Cambio de coloración del reactivo de amarillo a fucsia

Catalasa (c) + Producción de burbujas al contacto con la bacteria

Tinción de Gram (d) - Tinción negativa, mostrando bacilos espiralados
: prueba positiva (+); prueba negativa (-)

Rev. Asoc. Col. Cienc.(Col.), 2021; 33: 113-119
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Figura 1: a; prueba de oxidasa, b; prueba de urea-

sa, c; prueba de catalasa, d; control de Helicobac-

ter pylori.

Figura 2: Vista microscópica de tinción de 

Gram (10x)

Análisis estadístico. Luego de realizar el conteo de colonias bacterianas en las cajas Petri de cada concentración 

de las fracciones polifenolicas de la semilla de P. americana var. Hass, se reportaron los datos de la tabla 1 en el 

programa Excel 2019, y se procedió a realizar la prueba de distribución normal, en el programa estadístico Stat-

graphics Centurion XVIII e IBM SPSS statistics versión 2.4, siendo positivas, por lo cual se continuo a realizar la 

prueba ANOVA multifactorial para establecer las interacciones entre variables.

Tabla 4. Efecto inhibitorio de las fracciones polifenolicas a diferentes concentraciones sobre el crecimiento de H. pylori 

(UFC).

Variables Suma

Cuadrados

de Gl Cuadrado

Medio

Razón-F Valor-P

A: Concentración vs UFC de H. pylori 314,933 4 78,7333 32,36 0,0001

B: Fracción vs  UFC  de H.  pylori 16,5333 2 8,26667 3,40 0,0855

En la prueba ANOVA multivariada se descompone entre la variación de UFC de H. pylori en las diferentes frac-

ciones y concentraciones. Se infi ere que la concentración del extracto en partes por millón tiene un efecto estadís-

ticamente signifi cativo sobre el crecimiento de H. pylori con un 95,0% de confi anza, explicando la relación, que 

al aumentar la concentración del extracto polifenólico aumenta la inhibición de H. pylori (P < 0,05). Sin embargo, 

las fracciones polifenolicas del aguacate, no mostraron signifi cancia estadística entre ellas (P>0,05).

Figura 3. Concentración mínima inhibitoria de fracciones polifenolicas del aguacate (Persea americana var. Hass) según 

unidades formadoras de colonias de Helicobacter pylori.
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La fi gura 3 indica la relación de concentración y frac-

ciones respecto a las UFC de H. pylori, donde se obser-

va que las fracciones 1 y 2 tienen un valor mínimo inhi-

bitorio in vitro sobre Helicobacter pylori mayor (3000 

ppm). En contraste la fracción 3 mostro una CMI de 

1500 ppm.

 

Discusión

Los resultados obtenidos en el presente estudio mues-

tran que las fracciones de la semilla de aguacate (Persea 

americana var Hass) ejercen actividad anti- H. pylori, 

en concentraciones de 3000 ppm para las fracciones po-

lifenolicas de menor peso molecular correspondientes a 

las fracciones 1 y 2, mientras que la fracción de mayor 

peso molecular correspondientes a la fracción 3 a 1500 

ppm. En consecuencia, se obtuvo que la mejor CMI 

para este estudio fue de 1500 ppm de la fracción 3 con 

signifi cancia estadística (P < 0.05).

En anteriores investigaciones se ha demostrado el efec-

to inhibitorio de los polifenoles de otros alimentos so-

bre esta bacteria, como por ejemplo aceite de oliva, 

nigella sativa, arandanos, prunus mume, en los cuales 

examinaron el efecto de los polifenoles de estos en 

aislados clínicos de H. pylori, observando la actividad 

antibacteriana, entre los diversos compuestos fenólicos 

como la forma dialdehídica de descarboximetil ligstro-

sida aglicona, demostrando el efecto bactericida a una 

concentración mínima inhibitoria (CMI) con un rango 

entre 1.3 a 750 ppm (13,14), otro estudio realizado con 

fracciones de propóleo, obtuvieron resultados   donde 

se reportaron 4 fracciones, con concentraciones en un 

rango de CMI entre 256-1256 ppm, de las cuales la de 

mayor peso molecular, presento una mejor CMI (15), 

lo anteriormente dicho hace posible relacionar las frac-

ciones del aguacate como una alternativa para la erra-

dicación de la bacteria gracias al potencial bactericida, 

situándose en el promedio de inhibición de productos 

naturales.

Estudios anteriores mencionan que los polifenoles del 

aguacate (Persea americana) degradan la membrana 

celular y desnaturalizan la enzima ureasa de H. pylori 

que media el proceso de su colonización en la mucosa 

gástrica (9). Estudios previos reportan que polifeno-

les del epicarpio del aguacate (Persea americana var. 

Hass y var. Mill) inhiben la enzima ureasa propia de H. 

pylori a una CMI de 1500 ppm, debido a que poseen 

moléculas tales como ácido cafeoilquínico, fl avonoides 

fenilpropanoides y taninos los cuales tienen propie-

dades antioxidantes, antiinfl amatorios y bactericidas 

(12,16). Demostrando que el análisis antagónico de los 

compuestos polifenolicos mediante su fraccionamiento, 

funcionan como coadyuvantes en la erradicación de H. 

pylori.

Se comprueba que las fracciones polifenolicas del P. 

americana var, Hass tienen actividad inhibitoria de H. 

pylori como se ha descrito en estudios anteriores rea-

lizados con diferentes productos naturales, donde las 

fracciones de mayor peso molecular mostraron mejor 

actividad anti-H. pylori.

Estos estudios pueden escalar al mejoramiento en el 

tratamiento de H. pylori y de esta manera ayudar en la 

prevención del cáncer gástrico, estandarizando los mé-

todos con el soporte de evidencia científi ca y así poder 

difundir la información benefi ciando, a la región andina 

de Nariño. Se recomienda seguir estudiando el efecto 

inhibitorio que puedan tener las diferentes moléculas 

que conforman las fracciones polifenolicos in vitro, las 

cuales ayuden al tratamiento en la erradicación de H. 

pylori, investigando sobre diversos aspectos todavía 

desconocidos como lo son, la actividad antinfl amatoria, 

citotóxica, antitumoral y

 

posibles efectos adversos, así como estudios in vivo que 

permitan aclarar las dudas sobre la respuesta de H. pylo-

ri en animales infectados.

Las fracciones polifenolicas de semilla de aguacate 

mostraron efecto inhibitorio in vitro de Helicobacter 

pylori, destacándose la fracción polifenólica de mayor 

peso molecular, con una CMI de 1500 ppm.
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