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INTRODUCCION
Los antibidticos se han utilizado para tratar las enfermedades digestivas de etiologia
bacteriana durante décadas, tanto en humanos como en animales. Sin embargo, la
deteccion de aislados de bacterias patdgenas digestivas resistentes a uno o varios
grupos de antibidticos es un hallazgo cada vez mas frecuente (CMVP, 2010),
disminuyendo, por lo tanto, las opciones para tratar eficazmente las enfermedades que
causan. Este hecho destaca la necesidad de contar con nuevas alternativas que nos
ayuden a combatir y controlar las enfermedades digestivas. Entre dichas alternativas
destaca la inclusion de probidticos, sustancias acidificantes o extractos de plantas en
las dietas de los animales. Estos ultimos poseen un gran potencial, resultando en la
actualidad una opcion cada vez mas atractiva.
En Europa, las especies bacterianas del género Campylobacter son la causa mas
importante de gastroenteritis bacterianas en humanos, habiendo sido responsables de
mas de 200.000 casos en el afio 2007 (EFSA, 2009). Si bien Campylobacter jejuni es
la especie que se aisla con mas frecuencia en estos casos, otras especies como C.
lari o C. upsaliensis también se asocian con enfermedad (Tauxe, 1992).
La disenteria porcina, producida por Brachyspira hyodysenteriae, es una de las
principales enfermedades digestivas del ganado porcino. En Espafa, su tratamiento y
control estan basados principalmente en la utilizacidon de antibidticos, ya que no hay
ninguna vacuna comercial disponible en la actualidad. Sin embargo, cada vez es mas
frecuente el aislamiento de cepas de B. hyodysenteriae resistentes a los principales
antibidticos usados en el tratamiento de esta enfermedad (Hidalgo et al., 2009).
Las propiedades beneficiosas del ajo (Allium sativum) son conocidas desde la
antigliedad, destacando entre ellas su poder antimicrobiano. Recientemente, se ha
conseguido obtener un extracto purificado de dos moléculas de Allium sativum (DMC
Research Center SL, Granada, Espana). Estos derivados son el propil propil
tiosulfinato (PTS) y el propil propil tiosulfonato (PTSO).
El presente trabajo tiene como objetivo evaluar la actividad in vitro del PTS y el PTSO
y de su combinacion en un producto comercial (Garlicon®) frente a B. hyodysenteriae,
Campylobacter jejuni y C. upsaliensis.

MATERIAL Y METODOS
Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento de Brachyspira hyodysenteriae
En este estudio se utilizaron un total de cuarenta y siete aislados de B. hyodysenteriae
de la coleccion de bacterias de la Unidad de Enfermedades Infecciosas y
Epizootiologia de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Ledn. Los aislados
bacterianos fueron obtenidos a partir de muestras de heces de cerdos con diarrea
enviadas por veterinarios clinicos para el diagndstico de laboratorio durante los afios
2001-2009.
Los aislados de B. hyodysenteriae se cultivaron en agar sangre, incubandose en
condiciones de anaerobiosis (80% nitrdgeno, 10% dioxido de carbono y 10%
hidrégeno) a 39°C.
Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento de Campylobacter spp.:
Un total de doce aislados de Campylobacter spp., incluyendo ocho aislados de
Campylobacter jejuni y cuatro de C. upsaliensis, fueron utilizados en este estudio.
Los aislados de Campylobacter spp. se incubaron en condiciones de microaerofilia a
42°C.
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Determinacion de la sensibilidad al PTS y al PTSO:

Se dised un antibiograma utilizando placas de 48 pocillos para determinar la
sensibilidad de las bacterias estudiadas al PTS, al PTSO y a una combinacion de
ambos que denominamos PTS+PTSO (17,5% de PTS y 82,5% de PTSO) [DMC
Research Center SL, Granada, Espana] mediante dilucién en medio liquido. Para ello
se dispuso de diluciones dobles seriadas de PTS, PTSO y PTS+PTSO en un rango de
concentraciones que fue desde 6,25 a 400 ug/ml.

La sensibilidad de Campylobacter jejuni y C. upsaliensis al PTS, PTSO y PTS+PTSO
se determind siguiendo la técnica descrita por McDermott et al. (2005). La sensibilidad
de B. hyodysenteriae a estas moléculas se comprobdé mediante una técnica de dilucion
en medio liquido descrita por Karlsson et al. (2003). En ambos casos se calculd la
concentracion minima de cada compuesto que inhibio el crecimiento bacteriano (CMI).
Ademas, se calculé la concentracion de PTS y PTSO que inhibid el crecimiento del
90% (CMlgy) de los aislados de B. hyodysenteriae y Campylobacter spp.

RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados de las pruebas de sensibilidad al PTS, PTSO y PTS+PTSO de B.
hyodysenteriae y de Campylobacter spp. se muestran en la figura 1 y 2,
respectivamente.
Este estudio muestra que tanto el PTS como el PTSO son moléculas con actividad
antimicrobiana in vitro frente a aislados de B. hyodysenteriae y de Campylobacter spp.
Ademas, el PTS es mas activo frente a B. hyodysenteriae que el PTSO [CMIg (PTS y
PTSO)= 100 y >400 ug/ml], llegando a inhibir el crecimiento de todos los aislados en el
rango de concentraciones probadas. Del mismo modo, se requiri6 una menor
concentracion de PTS que de PTSO para inhibir el crecimiento de los aislados de
Campylobacter spp. [CMIg (PTS y PTSO)= 50y 200 pg/ml]. En este caso, la diferencia
fue de dos diluciones dobles. La combinacion de PTS y PTSO mostré una actividad
menor que el PTS, pero mayor que el PTSO frente a los dos patdégenos. Ademas, es
de destacar que los aislados de Campylobacter spp. presentaron CMI mas bajas que
las halladas por Ross et al. (2001) al determinar la sensibilidad de estas bacterias al
aceite de ajo.
La actividad antibacteriana mostrada por las moléculas de PTS y PTSO frente a B.
hyodysenteriae y Campylobacter spp. en las pruebas de sensibilidad in vitro indican
que estos compuestos pueden presentar cierto interés en el tratamiento y control de
las enfermedades que causan, siendo necesarios estudios clinicos que lo confirmen.
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Figura 1 .Distribucion de las concentraciones minimas inhibitorias de PTS, PTSO y
PTS+PTSO para 47 aislados esparoles de B. hyodysenteriae.
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Figura 2 .Distribucion de las concentraciones minimas inhibitorias de PTS, PTSO y
PTS+PTSO para 12 aislados de Campylobacter spp.

SUSCEPTIBILITY OF Brachyspira hyodysenteriae AND Campylobacter spp. TO
GARLIC DERIVATIVES

ABSTRACT: During the last years, antimicrobial resistance among enteric pathogens
has been an increasing finding in developed countries. As a consequence, the number
of available antimicrobials to treating and controlling diseases caused by these bacteria
has decreased alarmingly. Therefore, new options such as probiotics or plant extracts
are highly desirable to assisting in the treatment of enteric diseases with a bacterial
etiology. This study aimed to investigate the activity of two garlic derivatives, propyl
propyl thiosulfinate (PTS) and propyl propyl thiosulfonate (PTSO), against isolates of
Brachyspira hyodysenteriae and Campylobacter spp. Susceptibility test were
performed following micro broth dilution methods and minimum inhibitory
concentrations were calculated for each substance. Our results indicated that both
derivatives, PTS and PTSO, have antimicrobial activity against B. hyodysenteriae
[MICy (PTS and PTSO)= 100 and >400 pg/ml] and Campylobacter spp. [MICq, (PTS
and PTSO)= 50 and 200 pg/ml]. The results of the in vitro susceptibility testing suggest
that clinical trials should be performed to evaluate the in vivo activity of PTS and PTSO
against these enteric pathogens.
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