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Resumen.

Helicobacter pylori es una bacteria cosmopolita, con una presencia bastante amplia
alolargoy ancho de Chile, estando presente en todas las regiones. Segun reportes,
en Chile esta bacteria llega a tener una prevalencia de hasta 73% en adultos
asintomaticos, este patdogeno esta asociado con diversas patologias gastricas,
como lo es la gastritis, la enfermedad péptica ulcerosa, adenocarcinoma y linfoma
del tejido linfoide asociado a mucosa gastrica, ademas de ser un patégeno
clasificado como factor carcindégeno de clase 1 para el cancer gastrico.

Sabiendo que en Chile la principal causa de muerte es el cancer con un total del
28,8% de las muertes producidas el 2019, junto con la prevalencia que posee este
patdogeno en el pais que varia entre 40% y 70%, nos deja con un panorama
preocupante para la salud de la poblacion.

De esta situacidon nace la necesidad de darle un seguimiento a este patégeno, con
el objetivo de poseer mas informacion sobre este. De esa forma lograr realizar
tratamientos mas adecuados a los casos actuales.

Para cumplir esto, debemos tener el conocimiento necesario de como actuan los
mecanismos de adaptacién de esta bacteria y si varian de forma sus mecanismos
de adaptacién, ya que se ha observado un considerable incremento en su
resistencia a los antibiéticos, lo que estaria dificultando su correcta erradicacion.

Por eso, en el presente trabajo tiene como objetivo analizar los mecanismos de
adaptacién de H. pylori, con el fin de observar si las cepas poseen variabilidad en
sus mecanismos adaptativos mas efectivos, para eso se evaludé su capacidad de
formar biopeliculas, su capacidad de cambiar su morfologia de bacilar-cocoide, y su
capacidad de ingresar a levaduras.

Se observaron variaciones entre las cepas en 2 mecanismos correspondiendo a la
capacidad de formacion de biopeliculas a las 48 horas y a la capacidad de cambiar
su morfologia a cocoide observandose diferentes proporciones de cocoide a través
de los dias observando cepas mas sensibles al estrés que otras, mientras que en el
ingreso a C. albicans solo una cepa tuvo variaciones en el tiempo de ingreso.
Indicando que las cepas si logran presentar variabilidad en sus mecanismos de
adaptacion, sugiriendo que la variacion de estos mecanismos aparenta ser una
respuesta con el fin de sobrevivir al estrés ambiental a través del tiempo.



Abstract.

Helicobacter pylori is a cosmopolitan bacterium with a fairly widespread presence
throughout Chile, present in all regions. According to reports, this bacterium has a
prevalence of up to 73% in asymptomatic adults in Chile. This pathogen is
associated with various gastric pathologies, such as gastritis, peptic ulcer disease,
adenocarcinoma, and lymphoma of the gastric mucosa-associated lymphoid tissue.
It is also classified as a class 1 carcinogen for gastric cancer.

Knowing that cancer is the leading cause of death in Chile, accounting for 28.8% of
deaths in 2019, along with the prevalence of this pathogen in the country, which
varies between 40% and 70%, leaves us with a worrying outlook for the health of the
population.

This situation creates the need to monitor this pathogen in order to obtain more
information. This will allow us to develop more appropriate treatments for current
cases.

To achieve this, we must have the necessary knowledge of how this bacteria's
adaptive mechanisms work and whether these mechanisms vary, as a considerable
increase in its resistance to antibiotics has been observed, which could be hindering
its successful eradication.

Therefore, the present study aims to analyze the adaptive mechanisms of H. pylori,
in order to observe whether strains exhibit variability in their most effective adaptive
mechanisms. To this end, we evaluated their ability to form biofilms, their ability to
change their bacillary-coccoid morphology, and their ability to penetrate yeasts.
Variations were observed between strains in two mechanisms, corresponding to the
ability to form biofilms at 48 hours and the ability to change their morphology to
coccoid, observing different proportions of coccoid over the days, observing strains
more sensitive to stress than others, while in the entry to C. albicans only one strain
had variations in the entry time. Indicating that the strains do manage to present
variability in their adaptation mechanisms, suggesting that the variation of these
mechanisms appears to be a response in order to survive environmental stress over
time.



Introduccion.
Caracteristicas de Helicobacter pylori y su importancia.

El género Helicobacter, al cual pertenece Helicobacter pylori, son un grupo de
bacterias Gram negativas, poseen una estructura en forma de espiral, miden de 2,5
— 5,5 micras de largo y de 0,5 — 1,0 micra de ancho y poseen de cuatro a ocho
flagelos monopolares con una recubierta lipidica con la aparente funcién de otorgar
proteccion a los flagelos de la degradacion por el medio acido del estbmago, estos
flagelos le otorgan movilidad y le permite adherirse al epitelio gastrico. Las bacterias
del género Helicobacter, poseen un crecimiento lento, cuyo periodo de incubacién
oscila de los 4 dias a 8 dias en un ambiente a 37°C con una atmdsfera
microaerofilica, al realizar pruebas enzimaticas se pueden clasificar como catalasa,
oxidasa y ureas positivas, enzimas que favorecen su colonizacién en el medio
estomacal (Geis et al. 1993; Goodwin et al. 1989; Lee et al. 1992; Shen et al. 1997).

En los analisis con respecto a la presencia de este patdégeno se estima que
alrededor de un 44,3 % de la poblacién mundial estaria infectada con este patégeno
(Zamani et al. 2018), este porcentaje asciende en paises en vias de desarrollo (De
Martel et al. 2012; Suerbaum and Michetti 2002). Su incidencia esta relacionada con
el nivel socioecondmico de cada regién, asi como con su higiene (Hooi et al. 2017).
En Chile, la prevalencia de infeccién varia entre 40% y 70%, segun la Organizacion
Mundial de Gastroenterologia (WGO) y los informes de algunos estudios nacionales
(Hunt et al. 2011; Otth et al. 2011).

H. pylori esta asociada a diversas patologias gastricas tales como gastritis,
enfermedad péptica ulcerosa, adenocarcinoma y linfoma de tejido linfoide asociado
a mucosa gastrica (tipo MALT) (Bravo et al. 2018). También se ha establecido su
relacion con otras patologias fuera del sistema digestivo como purpura
trombocitopénica idiopatica, anemia ferropénica y deficiencia de vitamina B12
(Ramachandran et al. 2022; Tsay and Hsu 2018).

H. pylori se le ha considerado desde el afio 1994 por la Agencia Internacional para

la Investigacion del Cancer como un factor carcinégeno de Clase | para el cancer
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gastrico y los linfomas de tejido linfoide asociados a la mucosa gastrica (Mgller,
Heseltine, and Vainio 1995).

En Chile el cancer es la principal causa de muerte con 28,8% de las muertes
ocurridas en Chile el 2019, con un total de 32.568 muertes, mostrando un
incremento con respecto al 2009 en el que era 26,8% con 24.488 muertes, ademas
de que las enfermedades digestivas corresponden a una tasa de muerte del 7,45%
con un total de 8.854 muertes en 2019 (Martinez-Sanguinetti et al. 2021).

Tratamientos actuales.

En la actualidad existen distintos esquemas de erradicacién siendo la terapia triple
estandar basado en inhibidores de bomba de protones y la combinacién de al menos
2 antibidticos por al menos 14 dias, cada uno con diferente eficacia (Villalén et al.
2020). Este régimen es utilizado como el primer recurso para el tratamiento de la
infeccion; sin embargo, en casos de fracaso a la primera linea de tratamiento, se
recomienda la cuadriterapia basada en bismuto como una opcién de segunda linea
reemplazando amoxicilina por tetraciclina. En nuestro medio, con este esquema, se

logra una tasa de erradicacion del 85% (Villalén et al. 2020).

La resistencia antibidtica posee gran heterogeneidad geografica y va variando con
el tiempo. Se ha evidenciado un aumento considerado en la ultima década segun
multiples estudios (Calvo and Martinez-Martinez 2009; Sholeh et al. 2023).

H. pylori posee multiples mecanismos para lograr sobrevivir al ambiente gastrico
como lo es la generacion de biopeliculas, logrando disminuir su susceptibilidad a los
antibiodticos. Volviéndose un mecanismo que le permite prevalecer por extensos
periodos de tiempo en la mucosa gastrica (Baj et al. 2020; Yonezawa, Osaki, and
Kamiya 2015a). Otro mecanismo que H. pylori posee en la capacidad de modificar
su morfologia a un estado cocoide en condiciones desfavorables, que es definido
como un estado viable pero no cultivable, por lo que el tratamiento podria llegar a
inducir la formacion de este estado, en el que son capaces de sobrevivir durante

extensos periodos de tiempo, conllevando a la recrudescencia de la infecciéon
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(Sarem and Corti 2015). Ademas de que el estrés provocado por antibidticos como
la amoxicilina inducen el proceso de internalizacién de H. pylori, mecanismo que se
ha demostrado que aumenta la resistencia a dicho antibidtico, sugiriendo que dicha
interaccion otorga proteccion a condiciones ambientales desfavorables (Hiengrach
et al. 2022; Sanchez-Alonzo et al. 2021).

Para comprender las dificultades que presenta el tratamiento de la erradicaciéon de
H. pylori, nos hace falta describir los mecanismos que interfieren con su correcto
tratamiento a través de antibidticos, tales como la produccién de biopeliculas, el
cambio a morfologia cocoide, y su capacidad de ingresar a levaduras como C.

albicans.

Importancia de la biopelicula en H. pylori.

La biopelicula microbiana se define como un consorcio estructurado de células
inmersas en una matriz autoproducida. Sin embargo, vale la pena mencionar que la
biopelicula también puede incluir componentes del huésped, por ejemplo, fibrina,
anticuerpos, plaquetas o leucocitos. Las biopeliculas se pueden adherir a una
superficie abidtica o bidtica, pero también pueden constituir una estructura maovil no
adherida que flota en caldo de cultivo o fluidos corporales. Debido a la proximidad
de las células microbianas y sus interacciones fisicas, metabdlicas y sociales, el
crecimiento de la biopelicula difiere del estilo de vida plancténico (Flemming et al.
2016; Hgaiby et al. 2015; Lebeaux, Ghigo, and Beloin 2014a; Paluch et al. 2020;
Vestby et al. 2020).

El término “biopelicula” fue introducido por JW Costerton, en 1985, en un breve
informe que presentaba fotografias microscopicas de microcolonias de
Pseudomonas aeruginosa que residian en muestras de esputo de un paciente con
fibrosis quistica. Aunque la presencia de biopeliculas tiene su aspecto positivo en
muchos ecosistemas, estas estructuras también ejercen su impacto negativo en el
sector biomédico (Ciofu et al. 2017; Lebeaux, Ghigo, and Beloin 2014b). Ademas,

las células de la biopelicula tienen una sensibilidad menor a los factores fisico-
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quimicos desfavorables y a la actividad del sistema inmunitario. La susceptibilidad
reducida de las biopeliculas resulta no solo de los procesos de tolerancia pasiva a
los antimicrobianos (metabolismo disminuido, matriz que limita la penetracion de los
antibidticos o presencia de células persistentes), sino también de los procesos de
aumento activo en el numero de microorganismos resistentes (intensificacion de
transferencia horizontal de genes (HGT) o la induccion del estado hipermutable
(Lebeaux et al. 2014b).

H. pylori es una de las causas mas comunes de infeccidén bacteriana en humanos y
tiene la capacidad de formar biopeliculas en el medio ambiente y en el epitelio de la
mucosa gastrica humana, asi como en superficies abibticas in vitro (Yonezawa,
Osaki, and Kamiya 2015b).

En un estudio se observé que la formacidn de biopeliculas aumento los niveles de
resistencia determinado por concentracion minima inhibitoria (MIC) hasta 8 veces
para amoxicilina y 2 veces para metronidazol esto en la cepa TK1402 indicando que
la formaciéon de biopeliculas si aumentan la resistencia a los componentes
antimicrobianos (Yonezawa et al. 2019). Otro estudio también observé que la
formacion de biopeliculas para aislamientos clinicos de H. pylori disminuyd la
susceptibilidad a amoxicilina, metronidazol, eritromicina y tetraciclina (Attaran,
Falsafi, and Ghorbanmehr 2017).

Modificacion morfologia bacilar-cocoide.

Se ha reportado una forma no cultivable de H. pylori en donde algunos autores la
han definido como la forma morfolégica de muerte de la bacteria; sin embargo, en
la actualidad se sabe que puede corresponder a una forma latente que esta
potencialmente relacionada con las formas de transmision de H. pylori (Santiago,
Moreno, and Ferrus 2015) y con la recaida de una paciente post terapia antibiética
(lerardi et al. 2020).Esta capacidad se ve relacionada a su vez con la formacion de
biopelicula donde se ha visto un aumento de las formas cocoides en cultivos

prolongados de biopelicula, siendo consideradas células persistentes que

13



contribuirian a la falla en el tratamiento por lo que son un aspecto importante a
evaluar en conjunto (Krzyzek et al. 2020). Esta morfologia se caracteriza por tener
una mayor tolerancia a factores estresantes externos contribuyendo asi a la
resistencia antibiotica. Los cambios fisiologicos que esto conlleva hacen que se
pierda la propiedad de ser células nuevamente cultivables (Dong et al. 2020); sin
embargo, se cree que H. pylori tiene los mecanismos para revertirlo (Gladyshey,
Taame, and Kravtsov 2020; lerardi et al. 2020; Sarem and Corti 2015). Ademas, esta
morfologia tiene una fuerte relevancia con la transmision de la infeccidn, resistencia
antibidtica y podria estar firmemente relacionada con una recrudescencia de la
infeccion, por lo que se prevé evaluar si existen diferencias entre bacterias y su

capacidad para pasar a morfologia cocoide mediante cultivos prolongados.

Ingreso de H. pylori a levaduras.

Candida albicans es una de las levaduras comensal mas comunes en el cuerpo
humano de individuos sanos, y el principal patdgeno fungico que causa alta
mortalidad en poblaciones de riesgo, principalmente en pacientes

inmunocomprometidos (D’Enfert et al. 2020; Yamaoka 2010).

Se ha descubierto que H. pylori se encuentra al interior de C. albicans,
observandose "cuerpos similares a bacterias" en movimiento al interior de las
vacuolas de C. albicans de origen gastrico y se identificaron como H. pylori mediante
PCR e inmunofluorescencia (Cheng et al. 2012). Otro hallazgo sefiala la deteccién
de H. pylori en levaduras orales de estudiantes de una universidad chilena
(Palencia, Garcia, and Palencia 2021). C albicans portando a H. pylori ademas de
estar presente en los humanos, se encuentra de forma abundante en flores, frutas,

miel y abejas (Sanchez-Alonzo et al. 2020).

La frecuencia de C. albicans invadida por H. pylori en la cavidad oral de los bebés
nacidos normalmente es mayor que la de los nacidos por cesarea. Lo que indica
qgue la vagina es un reservorio principal para transmitir H. pylori a los recién nacidos

a través de su cavidad oral (Siavoshi and Saniee 2014a).
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H. pylori infecta el epitelio gastrico del estdmago, lugar donde se ha descrito la
coexistencia entre C. albicansy H. pylori, lo que se ha asociado a un efecto sinérgico

en la patogénesis de la ulcera (Siavoshi and Saniee 2014b).

Se registra que levaduras invadidas con H. pylori son capaces de sobrevivir a alta
exposicion de temperatura, sequedad y los antibioticos. H. pylori muestra un estado
de movimiento activo bajo estas condiciones, lo que sugiere que la internalizacién
de H. pylorien C. albicans puede proteger a la bacteria de las condiciones estrictas
(Siavoshi et al. 2018).

Se ha observado que H. pylori intravacuolar de C. albicans al ser administrado en
modelo de ratones lograron inducir infeccién gastrica, infiltracién de células
inflamatorias y dafo tisular, sugiriendo una posible infeccion desde células

intravacuolares (Hiengrach et al. 2022).
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Pregunta de investigacion.

¢ Presentaran las cepas de H. pylori de aislamiento clinico variedad en la eficacia

de sus mecanismos de adaptacion?

Hipotesis.

Las cepas clinicas de H. pylori, presentan una variedad en la eficacia de sus

mecanismos de adaptacion.

Objetivo general.

Determinar la eficacia de los mecanismos de adaptacion de cepas de H. pylori de

aislamiento clinico.

Objetivos especificos.

1) Determinar la capacidad de formacion de biopeliculas en cepas clinicas de

H. pylori.

2) Determinar la capacidad de modificacién de forma bacilar-cocoide en cepas

clinicas de H. pylori.

3) Determinar la capacidad de ingreso a levaduras de cepas clinicas de H.

pylori.
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Materiales y métodos.
Cultivo de las cepas de H. pyloriy de C. albicans ATCC 90028

Las cepas microbianas utilizadas fueron proporcionadas por el Laboratorio de
Patogenicidad Bacteriana de la Universidad de Concepcidn. Se cultivaron las cepas
clinicas 7A, 13C, 14A, 19A y 61A de H. pylori a analizar, sobre placas de agar
Columbia (Oxoid, Basingstoke, UK.) suplementado con 5% de sangre de caballo
mas un inhibidor de los microorganismos acompafiantes DENT (Oxoid, UK.). Luego
fueron incubadas a 37° C durante ocho dias en condiciones microaerobiosis (10%
CO2, 90% de humedad).

El cultivo de C. albicans ATCC 90028 se realizé sobre placas con Agar Sabouraud
Dextrosa, suplementado con Cloranfenicol (Oxoid, Basingstoke, UK), incubando a

37° C por 24 horas en condiciones de aerobiosis.

Prueba de formacion de biopeliculas.

Para la evaluacion de formacién de biopeliculas se utilizé el método del cristal
violeta siguiendo el protocolo descrito por Lebeer y colaboradores (Lebeer et al.
2007) modificando los medios de cultivos y algunos tiempos de incubacién

adecuados para H. pylori.

Se utilizaron placas tipo wells de 24 pocillos de fondo plano para evaluar la
formacion de biopeliculas de H. pylori, cada pocillo posee un cubreobjeto de vidrio
estéril para permitir la formaciéon de biopelicula en interfaz liquido-sdlido. Se
depositaron 700 uL de suspension bacteriana preparada previamente en caldo de
Brucella a un Mcfarland 2 (6x10"8 CFU/mI). Cada cepa se evaluo por triplicado para
obtener un promedio de estas mediciones. Se incluyo un control negativo que
consistira unicamente en caldo de Brucella. Las placas se incubaron a 37°C en
condiciones de microaerobiosis, se evalué la formacion de biopeliculas a las, 24 y
48 h. Para la medicidn se retiraron las células planctonicas mediante aspiracion y
se procedio a lavar el pocillo tres veces con PBS, posterior a esto se dejaron secar
al aire durante 10 minutos. Las bacterias adheridas a la superficie dispuesta se
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tineron con 800 uL de Cristal Violeta al 0,1% p/v por 20 min a temperatura ambiente,
se descartd la solucion no adherida y se dejé secar nuevamente, luego se procedio
a realizar 4 lavados con PBS para retirar el exceso de cristal violeta no adherido. El
colorante adherido se solubilizo en 800 pl de mezcla etanol acetona (80:20) y se

leyé la densidad 6ptica (DO) a 590 nm.

Imagen N°1. Proceso de lavados en biopeliculas donde se realizaba cada pocillo
un triplicado técnico, se aprecia una biopelicula abundante, comportamiento inusual

en H. pylori, indicativo de una posible contaminacion en el pocillo.

Los resultados de las mediciones de cada cepa son expresados como DO, se

establecié una DO de corte (DOc) de la siguiente manera:

" D.0.control negativo
D.0.c = 2} g +3 x5.D.(D.0. control negativo)

n

SDcontrol negativo: Desviacion estandar

Se consideraron cémo formadoras de biopeliculas siguiendo las siguientes

consideraciones:
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Tabla N°1: Clasificacion de las cepas segun produccion de biopeliculas. Siguiendo

las recomendaciones de Stepanovi¢ y colaboradores (Stepanovic¢ et al. 2007)

Clasificacion DO
No productor (0) DO = DOc
Productor débil (+) DOcs DO < 2xD0Oc
Productor moderado (++) 2xD0c< DO £4xDOc
Productor fuerte (+++) DO > 4xDoOc

Prueba de transformacion de bacilar a cocoide.

Para inducir la transformacion de morfologia bacilar a cocoide se realizaron cultivos
prolongados sobre placas de agar Columbia (Oxoid, Basingstoke, UK.)
suplementado con 5% de sangre de caballo siendo cultivados incubados a 37° C
durante diez dias en condiciones de microaerobiosis (10% CO2, 90% de humedad).
y se evalud la morfologia con tincion de Gram y microscopia 6ptica realizando
conteos de al menos 100 células en total por cada campo de observacion
examinado, se realizaron 10 campos de observacion por dia evaluado por un
periodo de 240 horas, comenzando la evaluacién a las 72 horas y continuando cada
24 horas evaluando las horas 72, 96, 120, 144, 168, 192, 216 y 240.
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26/11/2024 19:40

Imagen N°2. Proceso de tincién de Gram.
Prueba de ingreso a levaduras.

Se realizé un ensayo de ingreso en placas well mediante estrés nutricional con
solucion salina al 0,89%, aplicando 500 uL de soluciéon de H. pylori en una
concentracion McFarland 3 (9.0 x 1078 CFU/mL) y 500 pL de solucién de C. albicans
ATCC 90028 en una concentracion McFarland 3 (9.0 x 108 CFU/mL) durante 144

horas en la incubadora a 37°C en condiciones de microaerobiosis.

A continuacién, se evalu¢ la capacidad de ingreso a las levaduras observandose el
progreso cada 48 horas y observandose multiples campos a través de muestras en
fresco evaluando la presencia de cuerpos similares a bacterias presentes al interior
de las levaduras mediante microscopia 6ptica, comparando la presencia o ausencia

en relacion con cada cepa cada 48 horas respectivamente.

20



14/01/2025 18:35

Imagen N°3. Toma de muestra en fresco de cocultivo durante ensayo de ingreso

entre cepas de H. pyloriy C. albicans.
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Resultados.
Prueba de formacién de biopeliculas.

En el ensayo se evalud la capacidad que poseen las cepas de H. pylori de formar
una biopelicula en periodos de 24 y 48 horas respectivamente, los analisis se
realizaron por triplicado bioldgico y triplicado técnico, mediante la técnica de analisis
con cristal violeta con espectrofotdmetro con una densidad 6ptica (DO) de 590 nm,
clasificandose en relacion a la densidad éptica del control en 4 categorias, no

formadora, formadora débil, formadora moderada y formadora fuerte.
Los resultados fueron:

Tabla N°2. Esquema de clasificacién de formacion de biopeliculas a las 24 horas.

Cepas Clasificacion de biopelicula 24h
TA Formadora fuerte

13C Formadora moderada

14A Formadora moderada

19A Formadora moderada

61A Formadora moderada

Formacion biopeliculas 24h

1.0
B 24h
0.8
£
S 0.6
8 . .-+ 4xD0Oc
@]
a 0.4
. -+ 2xD0c
0.2
. DOc
0.0

TA 13C 14A 19A 61A

Cepas

Grafico N°1. Grafico de los resultados de la formacion de biopeliculas comparado
con el DOc mostrando su categoria de formacién de biopeliculas a las 24 horas.
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Tabla N°3. Esquema de clasificacién de formacién de biopeliculas a las 48 horas.

Cepas Clasificacion de biopelicula 48h
7A Formadora fuerte

13C Formadora moderada

14A Formadora fuerte

19A Formadora débil

61A Formadora moderada

DO 590 nm

Formacion de biopelicuas 48h

1.0-
0.8
0.6
...................... 4xD0c
0.4
0.2-_ ........ 2xD0c
. DOc
0.0~
TA 13C 14A 19A 61A
Cepas

El 48h

Grafico N°2. Grafico de los resultados de la formacion de biopeliculas comparado

con el DOc mostrando su categoria de formacién de biopeliculas a las 48 horas.

En los resultados obtenidos, se puede observar una formacién moderada de

biopelicula por parte de la mayoria de las cepas, con excepcion de la cepa 7A que

resulta ser una formadora fuerte en las primeras 24 horas, mientras que el resultado

presenta algo mas de variacion a las 48 horas, observandose la 7Ay la 14A como

formadoras fuertes, mientras que la 19A paso a ser una formadora débil a las 48

horas. La biopelicula da la capacidad de aumentar la resistencia a los antibioticos,

logrando una mayor probabilidad de supervivencia acorde a la capacidad de

producir biopeliculas y asi evitando condiciones estresantes de manera efectiva.
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Prueba morfologia bacilar — cocoide.

Para evaluar la morfologia bacilar cocoide se evalu6 con tincion de gran y mediante
microscopia 6ptica, evaluando desde las 72 horas y continuando cada 24 horas
evaluando las horas 72, 96, 120, 144, 168, 192, 216 y 240, mediante 10 campos por
observacion, de esta forma se realizé una matriz de datos por cepas, por dias y
cada dia por campos, estos datos fueron acomodados y analizados mediante
bioestadistica utilizando un modelo lineal generalizado mixto con distribucién
binominal, permitiendo anidar datos como dias y cepas, creando una jerarquia a la
hora de realizar el analisis, siendo adecuado para un analisis que implica 2

categorias como lo es la morfologia bacilar y la morfologia cocoide.

Evolucion de la proporcion de morfologia cocoide

=]
=~
(4]

Cepa
13c
14a

=
n
=

=== 19a

= f1a

Ta

Proporcion de células cocoides

=
M
(4]

Dia

Grafico N°3. Este grafico nos muestra la evolucion de la proporcion de cepas de H.
pylori con morfologia cocoide a través de los dias, observandose también los
graficos de cajas que muestran el intervalo que abarcan en los dias, mediante

graficos de cajas en conjunto con el grafico lineal.
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Este grafico nos muestra la evolucion que presentaron las cepas al ser evaluadas a
través de los dias observandose como la cepa 19A presenta la menor proporcién
de morfologias cocoides al inicio, subiendo abruptamente al dia 5 y comenzar a
estabilizar su proporcién de cocoides, mientras que cepas como la 14A presenta
una elevada proporcion de morfologias cocoides desde el dia 3 indicando una alta
sensibilidad al estrés en cortos periodos de tiempo, asi como la cepa 61A también
posee una sensibilidad al estrés, observandose aumentos menores a lo largo del
tiempo, mientras que la cepa 13C es en la que se observa una mayor prevalencia
de la morfologia bacilar a lo largo del tiempo y por lo tanto una mayor resistencia al

estrés ambiental.

Dentro del ensayo se observaron diversos comportamientos, indicando que
tendencia es aumentar la morfologia cocoide a lo largo del tiempo, este cambio no
sucede al mismo ritmo ente cada cepa de H. pylori, observandose casos donde el
evento sucede de manera temprana y que en otros se desarrolla de manera tardia,
aumentando la concentracién conforme pasan los dias, por lo que, podemos afirmar
que en la morfologia existe una variacién en el ritmo con el que cada cepa logra

modificar su morfologia de bacilar a cocoide.

Ingreso a levaduras.

En este ensayo se evalud la capacidad que cada cepa posee de ingresar a la
levadura a través del tiempo, utilizando como agente estresor el estrés nutricional
para inducir el ingreso, posterior al experimento se realizaron registros buscando a
través de muestras en fresco “cuerpos similares a bacterias”, acorde que dia

sucedio el ingreso.
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Tabla N°4. Esquema de tiempos en los que se observaron “cuerpos similares a

bacterias” al interior de C. albicans.

Ingreso en 48 horas Ingreso en 96 horas
7A
13C
14A
19A
61A
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Cuerpos similares a bacterias

Imagen N°4. Observacion de la muestra en fresco durante el proceso de ingreso de
H. pylori 7TA a C. albicans ATCC 90028 después de 4 dias.
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Imagenes.

Imagen N°5. Foto de H. pylori de cepa 7A de ensayo de ingreso a C. albicans ATCC
90028 dia 4.
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Imagen N°6. Foto de H. pylori de cepa 13C de ensayo de ingreso a C. albicans
ATCC 90028 dia 4.
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Imagen N°7. Foto de H. pylori de cepa 14A de ensayo de ingreso a C. albicans
ATCC 90028 dia 4.

Imagen N°8. Foto de H. pylori de cepa 19A de ensayo de ingreso a C. albicans
ATCC 90028 dia 4.
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Imagen N°9. Foto de H. pylori de cepa 61A de ensayo de ingreso a C. albicans
ATCC 90028 dia 2.
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Discusion.

En este trabajo, al evaluar estos mecanismos de adaptacion, nos surgen una serie
de preguntas, como puede ser el caso de la morfologia bacilar- cocoide, donde si
bien se evalua la capacidad y la velocidad con la cual cada cepa pasa de una
proporcion bacilar a una proporcion cocoide, un estado donde el metabolismo
disminuye de forma considerable, y considerado un estado de aparente latencia
bacteriana y un aumento en la resistencia, apuntan a ser un mecanismo de
emergencia para la célula (Gladyshev et al. 2020; lerardi et al. 2020; Sarem and
Corti 2015), lo que nos indicaria una posible mayor sensibilidad a las condiciones
ambientales por parte de las cepas 61A y 14A debido a su rapido cambio de
morfologia en proporciones abundantes desde el dia 3 y observandose variaciones
considerables en la grafica entre las proporciones cocoides; sin embargo, una
complicacion que presenta la metodologia, es que no nos permite averiguar la
cantidad de células que estén viables dentro de ambas morfologias, debido a que
pueden presentarse morfologias en estado tanto bacilar como cocoide, pero que
tengan sus membranas comprometidas y por lo tanto no sean viables como tal, una
forma de arreglar esta problematica seria mediante tincién life death, que nos
permite observar la integridad de la membrana y poder realizar conteos de manera

que se pueda asignar que los grupos presenten una viabilidad.

Otro mecanismo de resistencia como lo es la formacion de biopeliculas, mecanismo
que se ha observado que tiene una participacion evidente en la resistencia a los
antibidticos y a condiciones estresantes, posibilitando su supervivencia incluso en
el medio ambiente, asi como un intercambio de material dentro de las biopeliculas
(Baj et al. 2020; Yonezawa et al. 2015a). El ensayo una de las grandes dificultades
que posee, es la formacion de finas biopeliculas por parte de H. pylori, volviendo el
proceso bastante sensible al manejo del operador, lo que facilita la formacion de
posibles errores en la medicion, producto de la perdida de la biopelicula durante el
proceso de los lavados, motivo por el cual se utilizan categorias, con el fin de que a
pesar de la posible perdida, nos indique un resultado mas cercano a la realidad.
Otra medida para amortiguar el posible error de cuantificacion fue el uso de
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triplicados técnicos y biolégicos, ayudando a reducir la cantidad de material perdido
y poder recuperar mediante los analisis de multiples muestras de manera
simultanea, acercandonos mas a un resultado mas certero dentro de lo posible, lo
que nos permitié observar que en las cepas trabajadas no presentan una diferencia
en la formacion de biopeliculas en las 24 horas, observandose la unica formadora
fuerte, la cepa 7A , el mayor cambio se observo a las 48 horas, observandose una
mayor variabilidad entre las cepas, presentando las cepas 7A, 14A como
formadoras fuertes, mientras que la cepa 19A como formadora débil, lo que nos

indica un comportamiento variable durante el tiempo.

El ingreso a C. albicans es un procedimiento crucial, donde H. pylori puede
refugiarse de las condiciones estresantes al interior de la levadura, logrando
refugiarse, incluso aumentando su resistencia a antibiéticos y teniendo la capacidad

de producir una recrudescencia en un paciente postratamiento

En el evento se observd un comportamiento similar a la hora de visualizar “cuerpos
similares a bacterias”, observandose estos cuerpos principalmente a las 96 horas
de haber realizado el ensayo de ingreso, con la unica excepcion de la cepa 61A,
donde no se observaron intervalos de tiempo mayores durante el evento. Sugiriendo
que la mayoria de las cepas poseen una capacidad idéntica a la hora de realizar el
ingreso a C. albicans y de esta forma lograr refugiarse de condiciones adversas y
estresante, otorgando la capacidad de supervivencia en el medio ambiente o incluso
posibilitando la recrudescencia posterior a un tratamiento con antibidticos
(Hiengrach et al. 2022, Siavoshi et al. 2018). Durante este ensayo, no se presentd
una variabilidad alta durante el proceso de ingreso a la levadura, unicamente la cepa
61A posee una capacidad de observar ingreso a los 2 dias, mientras que el resto,
se observaron cuerpos, similares a bacterias desde el dia 4. Lamentablemente en
este ensayo lo que podemos observar es la posibilidad de ingreso en el tiempo, ya
que hacen falta pruebas adicionales para confirmar de manera certera que los
cuerpos observados son H. pylori; sin embargo, que se observen cuerpos si puede
sugerir que llegue a ser H. pylori, ya que estos cuerpos se han presentado en
ensayos anteriores donde se ha detectado la presencia de H. pylori
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respectivamente, ademas de observarse un crecimiento de pseudohifas por parte
de C. albicans, un proceso que también se ha observado al analizar la interaccion

entre estos 2 microrganismos.
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Conclusiones.

Se evalud la capacidad de formacion de biopeliculas en el periodo de 24 y 48 horas
respectivamente, observandose una variacion baja a las 24 horas, mientras que a
las 48 horas se observa una mayor variabilidad entre las cepas.

En la capacidad de cambio de morfologia bacilar-cocoide, se observoé una gran
variabilidad en la evolucién de la proporcion de morfologias a través de los dias,
tanto en la proporcion inicial, como en el comportamiento a través de los dias.

La capacidad de ingreso a levaduras no presenté una gran variabilidad en la
capacidad de ingreso entre las cepas, unicamente en una cepa se observo el
ingreso antes que las demas.

Por lo que las cepas si presentan variaciones en la efectividad de sus mecanismos
de adaptacion presentando mayor variacion en la formacién de biopeliculas a las 48
horas y en el cambio de morfologia bacilar-cocoide.
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AneXxo.

Enlace con acceso a las imagenes marcadas, fotos de ensayo de ingreso y datos
recolectados de morfologia bacilar-cocoide.

https://drive.google.com/drive/folders/1Qr4BtsFfEwID39H20LaYAKZiIDV777EXt?us
p=sharing
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