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RESUMEN

H. pylori es una bacteria patdégena que afecta al 50% de la poblacion mundial y
se encuentra ampliamente asociada a enfermedades de alto impacto como
cancer gastrico y Ulcera gastroduodenal. Actualmente se utiliza como
tratamiento de erradicacion la terapia clasica de primera linea, que consta de
dos antibidticos (claritromicina y amoxicilina) junto con un inhibidor de la bomba
de protones (generalmente omeprazol). Sin embargo, este tratamiento ha
perdido efectividad con el tiempo debido a la aparicion de cepas resistentes a
claritromicina y metronidazol, lo cual la ha convertido en una bacteria de dificil

erradicacion.

Por otro lado, se han reportado in vivo interacciones endosimbidticas de H.
pylori en C. albicans (levadura de la microbiota normal), donde H. pylori se
encuentra al interior de C. albicans, evitando con esto la accion de los
antibiéticos sobre la bacteria. Los factores que promueven este comportamiento
aun no son del todo entendidos, sin embargo, se ha sugerido que el estrés
sobre la bacteria podria gatillar los mecanismos asociados al ingreso, siendo

estos aln desconocidos.
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El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de claritromicina y
amoxicilina (tratamiento de primera linea) como factor de estrés sobre H. pylori,

en promover su ingreso a C. albicans.

Mediante la determinacion de curvas de crecimiento, tanto para H. pylori como
para C. albicans, y la concentracién minima inhibitoria (CMI) de claritromicina y
amoxicilina sobre H. pylori, se obtuvieron las condiciones para realizar co-
cultivos en condiciones sub-inhibitorias de cada antibiotico (Y2 de la CMI
experimental) por separado en caldo Brucella con 10% suero fetal bovino. La
internalizacion de H. pylori en C. albicans fue evaluada utilizando microscopia
de luz. Ademas, un subcultivo de C. albicans se aislé en agar Sabouraud y fue

estudiada la presencia del gen ARNr 16S de H. pylori por PCR.

Se encontraron levaduras que tenian solo 1 cuerpo parecido a bacteria al
interior de estructuras membranosas internas (similares a vacuola). Este
ingreso se registr6 en todos los experimentos realizados, sin embargo, un
aumento significativo del 50% es detectado Unicamente al realizar el co-cultivo
en presencia de amoxicilina a las 24 h. Se confirmo la presencia de H. pylori por

deteccion por PCR.

Amoxicilina contribuye como factor de estrés en el ingreso de H. pylori a C.

albicans.
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ABSTRACT

H. pylori is pathogenic bacterium that affects 50% of the world’s population and
is widely related with high-impact diseases such as gastric cancer, gastric and
duodenal ulcer. Nowadays, a classic first-line therapy consisting in two
antibiotics (clarithromycin and amoxicillin) together with a proton pump inhibitor
(usually omeprazole) is used. However, this treatment has lost effectiveness
over time due to the appearance of clarithromycin/metronidazole resistant

strains, making difficult the eradication of the bacterium.

Otherwise, endosymbiotic interactions of H. pylori in C. albicans (normal
microbiota yeast) has been reported in vivo, where H. pylori has found inside C.
albicans, avoiding direct action of antibiotics on the bacteria. Factors that
promotes this behavior are not fully understood, however, stress over H. pylori
has been suggested as a triggering factor of the mechanism associated with the

entry to the yeast, those mechanism remain unknown

The objective of this research was the evaluation of the effect of clarithromycin
and amoxicillin (first-line treatment) as a stress factor on H. pylori which could

promote its entry on C. albicans.



By determining grow curves for either H. pylori and C. albicans and minimum
inhibitory concentration (MIC) of clarithromycin and amoxicillin on H. pylori, the
conditions were obtained for co-cultures under subinhibitory conditions of each
antibiotic (1/4 of experimental MIC) separately in Brucella broth with 10% fetal
bovine serum. The internalization of H. pylori in C. albicans was evaluated using
light microscopy. In addition, a subculture of C. albicans was isolated in
Sabouraud agar and the presence of the 16S gene rRNA of H. pylori was

studied by PCR.

It was found yeast containing only 1 bacteria-like bodies inside membranous
structures (vacuole-like). This entry was registered in all the experiment
performed; however, a 50% significant increase was detected only in amoxicillin

co-cultures at 24h. H. pylori was confirmed using PCR.

Amoxicillin contributes as a stress factor on the entry of H. pylori in C. albicans.



1. INTRODUCCION

1.1. Helicobacter pylori

H. pylori es un microorganismo Gram negativo, microaerofilo y neutrdfilo.
Morfologicamente presenta forma espiralada de 2-4 um de largo y de 0,1 a 1
um de diametro y un flagelo unipolar. Es una bacteria patégena con capacidad
de colonizar la mucosa gastrica (Uemura et al., 2001), esta colonizacién implica
en una primera etapa penetrar la mucosa gastrica hasta alcanzar el epitelio.
Esto puede ocurrir de dos formas: a) el 20 % de las células queda adherida a la
superficie de las células epiteliales y b) la principal, el 80 % corresponde al
contacto directo con el epitelio en las uniones intercelulares, eventualmente
penetrando las uniones para llegar a espacios mas profundos del mismo (Bauer

& Meyer, 2011).

La colonizacion de H. pylori se lleva a cabo gracias a la secrecién de ureasa,
enzima encargada de neutralizar el pH &cido del estdbmago permitiendo el
avance hacia las células epiteliales gastricas; la adhesion a ellas se realiza

mediante interacciones especificas de adhesinas (BabA, SabA, AlpaA, AlpaB,



HopZ, OipA) (Bauer & Meyer, 2011; Kao et al., 2016). Una vez adherida, la
bacteria secreta la proteina CagA y la citotoxina VacA que promueven cambios
patolégicos en la célula blanco. Esto causa dafio tisular y subsecuentemente
activa la secrecion de quimiocinas por parte de la célula huésped, lo cual
desarrolla una respuesta inflamatoria. El dafo tisular deriva en enfermedades
gastrointestinales como gastritis, Ulcera péptica, linfoma de tejido linfoide
asociado a la mucosa gastrica (MALT) y cancer gastrico (Boro & Sarma, 2016;
Porras et al., 2014). Debido a la asociacién con cuadros clinicos cancerigenos,
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la cataloga como microorganismo

cancerigeno de tipo | en el afio 1994.

La prevalencia de H. pylori en el mundo corresponde al 50%; sin embargo, la
situacion particular de cada continente y pais difiere considerablemente. En
2017, Hooi y colaboradores presentaron un meta-analisis donde encontraron en
América del sur una prevalencia de 69,7 %, ubicandolo en segundo lugar
después de Africa. Chile por su parte se encuentra sobre el promedio
continental con un 74, 6%, sumando mas de 13 millones de individuos H. pylori

positivos (Hooi et al., 2017).

Al 2017, la evidencia recopilada de prevalencia y estudios enfocados en la
erradicacion de H. pylori sefialan que si esta Ultima se realiza en momentos

oportunos de la infeccidén, evita la progresion hacia lesiones cancerigenas en la



mucosa gastrica (Lee, et al., 2013; Zhou, et al., 2003) e intestinal (Ford, et al.,
2014; Tsukamoto, et al., 2017; Wang, et al., 2011). Fue este el motivo por el
cual el consenso de Maastrich (consenso organizado por investigadores
europeos de H. pylori) establecio la erradicacion de H. pylori como medida
profilactica de sus patologias derivadas cuando se encuentra en la etapa
gastritis crénica antes de pasar a atrofia gastrica (Fallone et al., 2016;
Malfertheiner et al., 2016; Sugano et al., 2015).

Lo establecido por el consenso de Maastrich es de gran importancia para Chile
ya que la mortalidad por cancer gastrico ocupa la primera causa de muerte en
hombres y la cuarta en mujeres (MINSAL, 2018). Ademas, la misma patologia
se encuentra en el séptimo lugar a nivel mundial segun la OMS (WHO, 2018),

observandose un alza durante los ultimos 7 afos.

1.2. Transmision

Méas de 30 afios después de la primera descripcion de H. pylori, aun existen
interrogantes referentes a los mecanismos de trasmisién en la poblacién. Los
postulados mas aceptados corresponden a la transmisién oral-oral y fecal-oral
(Brown, 2000; Sampieri, 2013), se sugiere ademas que es principalmente
adquirida durante la nifiez (O’'Ryan et al.,, 2015), incluso algunos autores
debaten la infeccién intrafamiliar como principal mecanismo (Merino et al.,

2019). Los mecanismos de transmision se sustentan en estudios donde H.



pylori se ha aislado en muestras de tracto gastrointestinal, incluyendo saliva,
heces y placas dentales (Garcia et al., 2014; Umeda et al., 2003). Por otro lado,
estudios epidemiologicos han detectado H. pylori en aguas contaminadas (Aziz
et al., 2015), vegetales sin lavar (Atapoor et al., 2014), en leche cruda de
diferentes animales como oveja, vaca, cabra (Talaei et al., 2015) y en alimentos
listos para el consumo (Hemmatinezhad et al., 2016) en diversos paises

incluyendo Pera, Japén, Kazajstan y Malasia.

Es interesante mencionar que el ADN de H. pylori se ha podido encontrar en
diversas fuentes y lugares del cuerpo humano. Sin embargo, las Unicas cepas
cultivables provienen de muestras gastricas. Esto indicaria que las otras zonas
no ofrecen las condiciones favorables para su mantencion, siendo ésta una de
las posibles razones que hace pensar que utiliza vehiculos para diseminarse
luego de la infeccién a fin de sobrevivir en zonas ajenas al estdmago. En
literatura se han mencionado reservorios naturales como Acanthamoeba
castellanii (Moreno et al., 2017), levaduras (Siavoshi et al., 2005) copépodos
(Cellini et al., 2005), mosca (Junqueira et al., 2017), cucarachas (Imamura et al.,

2003) y abejas (Siavoshi, et al., 2018).

1.3. Tratamiento

El tratamiento para la erradicacibn de H. pylori ha variado a lo largo de la



historia debido a problemas en su erradicacion, la causa mas probable de estas
fallas podria corresponder al aumento de cepas resistentes a antibioticos. Los
tratamientos que se han utilizado se pueden separar en tres tipos: terapia
clasica o de primera linea, terapia de segunda linea y terapia de tercera linea.
Todas tienen en comun un tiempo de administracibon de 15 dias
aproximadamente y poseen dentro de la prescripcion un inhibidor de la bomba
de protones, el cual interrumpe la secrecidén de acido de las células parietales
aumentando el pH en el estbmago (tabla 1) (Hu et al., 2017; Moo et al., 2010).
Es importante mencionar que la tetra terapia se ha flexibilizado, reportando
diferentes combinaciones para erradicar a H. pylori como: claritromicina —
amoxicilina (Sun et al., 2010), claritromicina - furazolidona (Xie et al., 2014),
amoxicilina - metronidazol (Zhang et al., 2015), amoxicilina - tetraciclina (Liang
et al., 2013), metronidazol - furazolidona (Liang et al., 2013), rifabutina-

amoxicilina y metronidazol y tetraciclina(Graham et al., 2016; Hooi et al., 2017).



Tabla 1: Diferentes tratamientos utilizados para H. pylori.

Tratamiento

Farmacos

Mecanismo

Primera linea

(triterapia)

Inhibidor de bomba de
protones (IBP)

Inhibe la ATPasa H*/K*

Amoxicilina

Inhibe la sintesis de

peptidoglican

Claritromicina

Inhibidor de la subunidad
50S

Segunda linea

(tetraterapia)

Sal de bismuto

Se relaciona con el cambio
de morfologia de H. pylori
de espiral a cocoide
(Bland, Ismail, Heinemann,
& Keenan, 2004)

Inhibidor de la bomba de
protones (IBP)

Inhibe la ATPasa H+/K+

Metronidazol

Formador de radicales

Tetraciclina

Se une a la subunidad 30
S

Tercera linea

(triterapia)

Inhibidor de bomba de
protones (IBP)

Inhibe la ATPasa H+/K+

Amoxicilina

Inhibe la sintesis de

peptidoglican

Levofloxacino

Inhibe la replicacion de
ADN




La efectividad del tratamiento y las variaciones en la terapia para erradicacion
de H. pylori se genera debido a la realidad de resistencia a los antibiéticos en
diferentes paises. Para el caso de claritromicina, en China se ha reportado
resistencia entre 13.9-52.6% de pacientes tratados (Han et al., 2016; Hong, J.
et al.,, 2016), mientras que en EEUU alcanza un valor de 31.3% de pacientes
tratados (Park et al., 2016). Por su parte, en Latinoamérica, se reportd
resistencia de 12, 53, 4, 6 y 15% para los antibidticos Claritromicina,
metronidazol, amoxicilina, tetraciclina y fluorquinolonas respectivamente.
Ubicando a Chile bajo el promedio con un 9 y 31% para claritromicina y

metronidazol, respectivamente (Camargo et al., 2014).

En Chile el tratamiento recomendado de primera linea para la erradicacion de
H. pylori segun la Guia del MINSAL (MINSAL, 2013; MINSAL, 2014) consiste en
omeprazol (20 mg), amoxicilina (1g) y claritromicina (500 mg) cada 12 h. En
caso de que el paciente sea alérgico a la penicilina se recomienda usar
metronidazol (500 mg) cada 12h en vez de amoxicilina y si el tratamiento falla,
se debe utilizar la tetra terapia que consiste en: IBP cada 12 h, bismuto (120
mg), metronidazol (250 mg y tetraciclina cada 6 h. Ambas alternativas utilizan

antibioticos a los que H. pylori presenta resistencia (Camargo et al., 2014).

La falla en el tratamiento por el aumento de la resistencia a antibioticos afecta

tanto a Chile como el mundo, siendo el principal factor que favorece la



persistencia de H. pylori. Sin embargo, en los ultimos afios se ha sugerido que
la falla en el tratamiento puede tener motivos fisicos por la capacidad adquirida
de H. pylori de ingresar al epitelio gastrico por las uniones intercelulares (Lai et
al., 2006; Wang et al., 2017). Evidencia de este fendmeno se conoce desde
1988, donde muestras de biopsia humana presentaban “organismos tipo
Campylobacter pylori”, -més tarde H. pylori- al interior del epitelio (Bode et al.,
1988), posteriormente se encontraria preferentemente en el cuerpo y en el antro
de pacientes infectados (Caron et al., 2015; Necchi et al., 2007). Ademas, se ha
encontrado H. pylori al interior de cultivos in-vitro de lineas celulares
cancerigenas -células adenocarcinomas (AGS) y células adenocarcinoma de
colon (Caco-2) (Amieva et al.,, 2002)-, en células eucariontes como amebas
Acanthamoeba castellanii (Moreno-Mesonero et al., 2015) y en levaduras como

Candida albicans (Saniee et al., 2013).

1.4. Candida albicans

Es una levadura polimorfica que forma parte de la microbiota humana.
Generalmente presenta una relacion con el huésped de tipo comensal, la cual
puede pasar a oportunista en pacientes inmunocomprometidos (Dadar et al.,
2018), siendo C. albicans la principal causante de candidiasis invasora (46,3%),

seguida de C. glabrata (24,4%) y C. parapsilosis (8,1%) (Andes et al., 2016).



C. albicans se ha encontrado en diferentes nichos dentro del cuerpo humano,
especificamente en el tracto gastrointestinal (Gl), respiratorio y genitourinario.
La presencia de ella en ambientes bioldgicos diferentes se debe principalmente
a su capacidad de adaptacion a las condiciones del medio, incluso se ha
reportado cambios morfolégicos en escenarios de biodisponibilidad de
nutrientes restringida (Miramon & Lorenz, 2017) y procesos de evasion del
sistema inmune del huésped debido a cambios en el pH del medio,
promoviendo la progresion de enfermedades durante periodos de metabolismos
anaerobicos (Ballou et al., 2016). La invasion de C. albicans se genera por
diversos factores de virulencia: (1) la transformacién morfolégica desde
levadura a hifa, siendo esta Gltima una morfologia patogénica, lo que puede
conducir a infeccién tisular y evasion de macréfagos; (2) la expresion de
adhesinas e invasinas en la superficie celular, permitiendo la adherencia; (3)
tigmotropismo a la célula huésped; (4) formacién de biopeliculas para favorecer
su persistencia en el ambiente y (5) secrecibn de enzimas hidrolasas

promoviendo la invasion (Kadosh, 2017; Mayer et al., 2013).

1.5. Interaccion entre H. pylori y C. albicans

En el afo 1998 Candida sp. fue encontrada como microorganismo

contaminante en cultivos de biopsias gastricas conteniendo en su interior



cuerpos similares a bacterias, mas tarde identificadas como H. pylori mediante
técnicas moleculares.

Las muestras de C. albicans que contenian H. pylori en su interior, fueron
sometidas a altas temperaturas, desecacion, pH &cido vy biocida,
manteniéndose tanto Candida como H. pylori viables (esta dltima mostrando
movimiento activo) mientras que la cepa de H. pylori control (no localizada
dentro de Candida) fue inactivada por estas condiciones estresantes (Siavoshi
et al., 1998).

En la naturaleza existe el precedente de bacterias patogénicas que sobreviven
a condiciones de estrés ingresando a vacuolas de microorganismos eucariotas
como amebas de vida libre, tal es el caso de Burkhoderia cepacia (Marolda et
al., 1999), Legionella (Bozue & Johnson, 1996) y Pseudomonas (Michel et al.,
1995). También se han observado en cultivos in-vitro al interior en células
epiteliales y macrofagos (Martin & Mohr, 2000; Saini et al., 1999). Este
establecimiento intracelular sugiere que estaria protegiendo a la bacteria contra
el estrés ambiental o sistema inmune del huésped facilitando la trasmisién a un
nuevo huésped (Siavoshi & Saniee, 2014). También se ha encontrado que la
coexistencia de H. pylori y C. albicans en biopsias gastrica exacerba las
manifestaciones clinicas de Ulcera gastrica en comparacion con una infeccion
independiente de cada uno de ellos, pudiendo confirmar su accién sinérgica en
la patogénesis de esta enfermedad (Karczewska et al., 2009), debido a que se

ha propuesto que el establecimiento de H. pylori en el epitelio deberia jugar un
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rol importante en la colonizacion fangica, ya que la coexistencia de ambos
microorganismos aumenta la respuesta inflamatoria y dafio en el tejido (Diebel

et al., 1999; Zwolinska-wcisto et al., 2001; Zwolinska-Wcisto et al., 2003).

La interaccion entre H. pylori y Candida sp. corresponderia a un ejemplo de
relacion entre bacterias y levaduras que promueve la falla de los tratamientos
contra H. pylori. Sin embargo, los detalles de la interaccion aun son fuente de
debate en la comunidad cientifica, como la causa y mecanismos de ingreso, su

egreso; Yy, por otro lado, los beneficios de la relacion.

El presente trabajo aborda la primera parte de este problema, como es: una
posible causa de su ingreso, utilizando antibiéticos -usados en la triple terapia-
como fuente de estrés para favorecer la internalizacion de H. pylori en C.

albicans.

11



HIPOTESIS

1. La presencia de amoxicilina o claritromicina en el medio promueve el

ingreso de H. pylori J99 en C. albicans ATCC10231

12



OBJETIVO

Objetivo general

Establecer si las condiciones estresantes causadas por amoxicilina o
claritromicina en el medio promueven la localizacion intracelular de H. pylori en

C. albicans

Objetivos especificos

1. Determinar la CMI de amoxicilina y claritromicina sobre H. pylori J99 en
las condiciones que se realizara el co-cultivo

2. Determinar el efecto de concentraciones sub-inhibitorias de amoxicilina o
claritromicina en la incorporacion de H. pylori J99 a C. albicans

ATCC10231

13



2. METODOLOGIA

Desarrollo del objetivo 1: Determinar la CMI de amoxicilina y claritromicina

sobre H. pylori J99 en las condiciones que se realizara el co-cultivo

2.1. Cepas utilizadas y cultivo de los microorganismos

2.1.1. Cepas de estudio
La cepa J99 de H. pylori y la cepa ATCC 10231 de C. albicans fueron facilitadas
por el Laboratorio de Patogenicidad Bacteriana del Departamento de
Microbiologia de la Universidad de Concepcién. Las cepas de H. pyloriy C.
albicans se mantuvo a -80°C en caldo BHI al 20 % de glicerol y caldo tripticasa

al 20 % de glicerol respectivamente.

2.1.2. Cultivo de microorganismos

El cultivo de H. pylori se realizo en placas de agar Columbia suplementado con
5% de sangre de equino. Se incubo a 37°C 60 h en microaerobiosis (10% COz)

en estufa (Thermo scientific 3429).
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El cultivo de C. albicans se realiz6 en placa de agar dextrosa Sabouraud
(Difco™) suplementado con cloranfenicol. Se incubd en aerobiosis a 37°C por

24 h en estufa (Zhicheng ZDP-2160).

En ambos casos se verificaron los cultivos por observacion al fresco mediante
microscopia de luz, para determinar la morfologia caracteristica de C. albicans y
por tincion de Gram para la morfologia de H. pylori. Adicionalmente, se realizé

prueba de ureasa a H. pylori.

2.2. Curvade crecimiento de C. albicans ATCC 10231

Desde un cultivo previo de 24 h de C. albicans, se traspaso6 1/4 de la placa a 50
mL de medio cultivo liquido Brucella suplementado con 10% suero bovino fetal
(CB-SBF) y se incubdé en condiciones de aerobiosis a 37°C por 12 h.
Posteriormente, se realiz6 una dilucion agregando una alicuota del cultivo en
CB-SBF hasta ajustar a una densidad 6ptica de 0,1 a 600 nm (D.O.s00). Se
alicuoté 200 pL de dicha dilucion en microplaca de 96 pocillos y se evalud el
crecimiento obteniendo la D.O.s00 cada 4 h utilizando como referencia el
protocolo descrito por Maidan (Maidan et al., 2008). Adicionalmente, se verificd

por microscopia optica el crecimiento y morfologia celular.
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2.3. Curvade crecimiento cepa J99 de H. pylori

De un cultivo previo de H. pylori de 36 h en condiciones mencionadas, se
prepard un inéculo inicial de 106 UFC/mL en CB-SBF (previa verificacion de
morfologia por tinciéon de Gram) en tubo vidrio. Los cultivos se incubaron en
jarra de microaerobiosis a 37°C, observando el crecimiento cada 12 h por 60 h
mediante deteccion de absorbancia a 600 nm (D.O.s00) con lectura en lector de

microplaca de 96 pocillos (TECAN NANO QUANT, modelo infinite M200Pro).

Desarrollo del objetivo 2: Determinar el efecto de concentraciones sub-
inhibitorias de amoxicilina o claritromicina en la incorporacion de H. pylori J99 a

C. albicans ATCC10231

2.4. Preparaciéon de antibiéticos

Se prepararon soluciones stock de amoxicilina y claritromicina en amoniaco 1M

y dimetilsulfoxido (DMSO) respectivamente (stock A), las soluciones stock

fueron filtradas en filtro de poro 0,22 um. Se realizaron 2 diluciones seriadas

(stock B y C) de los cuales se alicuoté cada uno de los pocillos para obtener
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una concentracion final en placa de 0,24 pug/mL, 0,12 pg/mL, 0,06 pg/mL, 0,03

pg/mLy 0,015 pg/mL.

2.5. Evaluacion de la CMI de la cepa J99 de H. pylori

Se utilizé la metodologia de CLSI mediante la técnica de dilucion en agar, que
consisten en usar agar Miller Hinton (MH) suplementado con 7 % de suero

equino y la concentracion del antibiético respectivo en placa de 6 pocillos.

Desde un cultivo de cepa J99 de H. pylori en agar Columbia por 60 h se
obtiene un indculo inicial McFarland 2. Se sembraron 3 pL en cada pocillo de la
placa y se incubd por 48 h. La CMI quedo definida como la concentracion de
antibiotico donde no se registra crecimiento (Clinical and laboratory standards

institute (CLSI), 2011).

2.6. Internalizacion de H. pylori J99 en C. albicans ATCC 10231 frente

a concentraciones del antibiético

La concentracién de los antibidticos amoxicilina (AMX) o claritromicina (CLT)

utilizada en este ensayo corresponde a % de la CMI experimental obtenida.
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Desde cultivo de traspaso en placa de la cepa J99 de H. pylori de 36 h y de
cultivo en placa de la cepa a ATCC 10231, se realiz6 una suspension
alcanzando McFarland 2 por separado en 5 mL de caldo Brucella suplementado
al 10 % SBF. Enseguida, se adiciono el tubo del cultivo Candida ATCC 10231
en el tubo de cultivo de H. pylori alcanzando un volumen de 10 mL y una
concentracion estimada segun la escala de McFarland de 3x108ufc/mL
respectivamente. Este procedimiento se realiz6 por duplicado para el tubo
control como para el tubo en el que se adicionaba la concentracion del
antibidtico. Posteriormente, se incubaron los cultivos a 37°C en condiciones de
microaerobiosis con atmosfera del 10% de CO2, tomandose muestras del
cultivo alas 0, 1, 3, 6, 12, 24 y 48 h, para evaluar mediante microscopia de luz
la internalizacion bacteriana, se analizaron 100 campos por muestra.
Posteriormente, se sembré en agar Sabouraud y se incubé a 37°C en
condiciones de aerobiosis por 48 h. EIl porcentaje de ingreso fue calculado
como la proporcién de Cuerpos Parecidos a Bacteria (CPB) al interior de C.

albicans con respecto de CPB totales (al interior de C. albicans vy libres).

2.7. Anéalisis estadistico

Los resultados obtenidos de los andlisis de las muestras de co-cultivo en
presencia y ausencia de los antibioticos fueron incorporados a una base Excel y

procesados con el software SPSS 23.0. Los niveles de las variables categoricas
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fueron expresados por el tiempo de ingreso y sus porcentajes utilizandose test
t-student para determinar la relacién entre las variables categoricas. Se utilizd
un nivel de significancia del 0.05, esto es cada vez que el valor p asociado al

test fue menor que 0.05, se considerd significativo.

2.8. Deteccidén molecular de la incorporacién

2.8.1. Extraccion del ADN

Se realizo la extraccion de ADN de las diferentes muestras utilizando el kit
UltraClean® Microbial DNA Isolation (M.O BIO, EEUU) siguiendo las
instrucciones del fabricante. El control positivo fue obtenido a partir de la
extraccion de ADN de un cultivo puro de H. pylori J99. Del mismo modo, la
extraccion de ADN del control negativo se obtuvo de un cultivo puro de C.
albicans ATCC10231. Por otro lado, las muestras de co-cultivo con antibiotico y
sin antibidtico fueron obtenidas del cultivo en agar Sabouraud de 48 h

previamente mencionado.

2.8.2. Cuantificacion del ADN
El ADN obtenido se cuantificé utilizando un espectrofotometro TECAN NANO

QUANT, modelo infinite M200Pro y se seleccionaron las muestras que cuenten
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con una relacion de absorbancia 260/280 entre 1,8 -2,0. Posteriormente, se

guardo a -20 °C para analisis posteriores.

2.8.3. Amplificacion del gen
La amplificacién de un fragmento de 110 pb del gen ARNr 16S de H. pylori se
realizo utilizando el kit SapphireAmp® Fast PCR Master Mix (TAKARA BIO
INC, Japon), mediante la técnica de PCR utilizando los partidores especificados
en la tabla 2. Para ello se utilizé por muestra 12,5 pL de master mix, 1uL
forward primer, 1 yL reverse primer, 2 uL de muestra y de controles y 8,5 uL
H20 PCR alcanzando 25pL de mezcla para la PCR.
Las condiciones de la PCR fueron:

e Temperatura de desnaturalizacion inicial a 94°C por 1 min

e Temperatura de desnaturalizacion 98° por 5 s

e Temperatura de hibridacién a 53°C por5 s

e Temperatura de elongacion a 72°C por 40 s
Se realizaron 30 ciclos de PCR para cada una de las muestras utilizando el

termociclador (Fermelo Biotec T 960).

Tabla 2: Genes utilizados en la amplificacion de ARNr 16S de H. pylori.

Gen Secuencia Tm (°C) pb Referencia
(amplicon)
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ARNr F- 5CTC GAG AGA CTA AGC 53 110 Proyecto

16S CCTCC?3 Fondef
R- 5°ATT ACT GAC GCT GAT D03i1105
GTGC3

2.8.4. Electroforesis en gel de agarosa
Una vez realizado la amplificacion del gen en las muestras se realizé la
electroforesis al 2% agarosa (Lonza, EEUU), se prepard agregando 0,6 g de
agarosa en 30 mL de TAE 1X. una vez disuelta la agarosa se agreg6 0,6 L de
REDGEL (Biotium, EEUU), se agregé a la base de la camara, se solidifico se
coloco en la cAmara electroforética, se agrego6 buffer de corrida hasta cubrir por
completo el gel y se procedi6 a agregar 1uL de marcador de corrida de 100 pb
(MAESTROGEN, EEUU) rango 100 pb a 3000 pb. De los productos
amplificados se agregaron 10 pL en cada pocillo y se corrié a 70 voltios por 90
min. La visualizacion del gel se realiz6 bajo luz UV en el fotodocumentador

UVidoc HD5 (Uvitec, Cambridge).
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3. RESULTADOS

3.1. Curvade crecimiento de H. pylori y C. albicans

Se realizaron curvas de crecimiento de H. pylori J99 y C. albicans ATCC10231
en CB-SBF al 10% como muestra la Figura. 1. Para H. pylori se observan las
fases de adaptacion, exponencial y estacionaria entre las 0-12 h, 12-24 h 'y 24-
48 h (Figura 1A). Mientras que para C. albicans so6lo se observo fase de
adaptacion y exponencial entre las 0-12 h y 12-48 h (Figura 1B). Con estos
resultados se aseguré que ambos microorganismos se desarrollan en las

condiciones experimentales de los co-cultivos.
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Figura 1: Curva de crecimiento de H. pylori J99 (A) Curva de crecimiento de C. albicans ATCC

10231 (B) en medio liquido Brucella suplementado al 10% suero bovino fetal.
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3.2. Evaluacién de la CMI frente al antibidtico.

La Figura 2 muestra el ensayo de CMI para AMX y CLT de H. pylori frente a
ambos antibioticos. Se observo un valor de CMI de 0,030 pg/mL para ambos
antibioticos (Figuras 2A y 2B), respectivamente. El crecimiento bacteriano a
0,015 pg/mL de antibiético fue corroborado como H. pylori por test de ureasa
rapida y tincion de Gram identificandose la morfologia bacilar espiralada
caracteristica de dicha bacteria (Figuras 2C y 2D). La concentracion de AMX y
CLT utilizada para los ensayos de co-cultivo fue de 0,0075 pg/mL

correspondiendo a ¥ de la CMI obtenida.
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Figura 2:Evaluacion de CMI de AMX (A). Evaluacion de CMI de CLT en cultivo de H. pylori J99

(B). Tincién de Gram (C) y Test de ureasa (D).

3.3. Ensayo co-cultivo frente a concentracion sub-inhibitoria de

antibidtico.
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La microscopia Optica de preparaciones al fresco de co-cultivo mostro CPB de

alta movilidad en al interior de C. albicans, mostrando una preferencia por

estructuras apicales de pseudohifa por sobre las blastoconidias (Figura 3).

Figura 3: Microscopia de luz de preparaciones al fresco de co-cultivo a 24 h con AMX. (A)
Pseudohifas de C. albicans, cuadro rojo representa la ampliacion mostrada en B. (B)
Visualizacién del movimiento de un cuerpo parecido a bacteria (flecha blanca) al interior de una
estructura interna de C. albicans similar a la vacuola (flecha negra). Imagenes obtenidas cada 1

segundo desde video.
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En el co-cultivo control, es decir en ausencia de antibidtico, se observa un
ingreso basal de un 25% y 34% a las 4 y 12 h, manteniéndose estable hasta
las 48 h. La presencia de CLT a % de MIC, muestra ingreso sin diferencias
significativas con respecto del control, variando de 21 a 33% (Figura 4).

El co-cultivo en presencia de AMX muestra resultados diferentes, con un
aumento inmediato de ingreso de CPB, registrando una curva
significativamente mayor con respecto al control, alcanzando un ingreso de

80% a las 24 h (Figura. 4).
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Figura 4: Porcentaje de ingreso de H. pylori a C. albicans evaluadas por microscopia optica.
Control (A), CLT (), AMX (@®). Promedio *+ desviacidn estandar de duplicados. *p < 0.05, **p

< 0.1 con respecto a la curva control.
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3.4. Deteccién de laincorporacion de H. pylori en C. albicans

El amplicon de 110 correspondiente al gen ARNr 16S de H. pylori fue
encontrado mediante PCR, en los sub-cultivos de C. albicans obtenidos desde
los co-cultivos con cada uno de los antibiéticos AMX (Figura 5) y CLT (Figura 6)

y el control. Las cuantificaciones de ADN se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3: Cuantificacién y pureza de ADN obtenido de los co-cultivos a 48 h.

Muestra Concentracion de ADN Pureza
(ng/uL)

Control 35,40 + 3,39 1,94

AMX 46,85 + 2,19 1,97

CLT 31,15+ 1,59 1,91
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Figura 5: Deteccion molecular del ARNr16s por PCR de H. pylori en muestra de co-cultivo con
AMX a las 48 h. Marcador molecular (M), control positivo (C+), control negativo (C-,) co-cultivo

sin AMX (Co), co-cultivo en presencia de AMX (Co-AB) y blanco (B).
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Figura 6: Deteccion molecular de ARNr 16s por PCR de H. pylori en muestra de co-cultivo con
CLT alas 48 h. Marcador molecular (M), control positivo (C+), control negativo (C-,) co-cultivo

sin CLT (Co), co-cultivo en presencia de CLT (Co-AB) y blanco (B).
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4. DISCUSION

Las curvas de crecimiento trabajada para la cepa J99 de H. pylori es similar a
los resultados obtenidos en literatura por Baltrus y Guillemin con la misma
cepa de H. pylori en condiciones similares de cultivo (Baltrus & Guillemin,
2005). También se ha visto crecimiento muy similar en otros medios como BHI
suplementado con suero de equino e incluso crecimiento similar en cepa
diferentes como se ha visto en SS1 en caldo BHI suplementado con B-
ciclodextrina (Bury-moné et al., 2006). Igualmente se ha encontrado crecimiento
parecido en caldo BHI suplementado con suero bovino fetal (Parreira et al.,
2011) y BHI suplementado con extracto de levadura y suero equino (Estibariz et
al., 2019). Por lo que se puede concluir que para crecer a H. pylori se necesitan
medios altamente nutritivos. Existen diferentes agares utilizados para crecer H.
pylori encontrdndose agar Columbia, agar Mduller-Hinton suplementado con
sangre y agar sangre entre los medios recomendados para H. pylori (Blanchard
& Nedrud, 2006). Sin embargo, este microorganismo es dificultoso de cultivar in
vitro particularmente en medio liquido, ya que se han reportado problemas de

adaptacion (Shahamat et al., 1991; Vega et al., 2003).
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En el caso del crecimiento C. albicans obtenida en CB- SBF se observo la
misma tendencia en estudios reportados en cultivos realizados en caldo YPD
(Thewes et al., 2008) y caldo Sabouraud (Weerasekera et al., 2016), e incluso a
diferentes temperaturas (Maidan et al., 2008). Estos resultados obtenidos nos
indicarian que los problemas de cultivo de C. albicans estan minimizados en el

medio utilizado.

La MIC obtenida par ambos antibioticos fue 0,03 pg/mL. Este valor al
compararse con los puntos de cortes informados por el EUCAST corresponde a
un microorganismo sensible (resistente >0,125 pg/mL y sensible < 0,125 pg/mL
para amoxicilina y resistente >0,5 pg/mL y <0,25 pg/mL para claritromicina)
(EUCAST), 2019). La concentracibn Sub-MIC de 0.0075 pg/mL,
correspondiente a ¥4 MIC fue utilizada para los ensayos, debido a que se han
reportado estudios a esta relacion de la MIC sobre H. pylori con diferentes

antibioticos (Donofrio et al., 2015; Momynaliev et al., 2013).

En literatura se ha postulado que la internalizacion de bacterias en
microorganismos eucariontes se generaria como mecanismo de persistencia
frente a condiciones desfavorables (Siavoshi et al., 2018; Siavoshi & Saniee,
2014). Por lo tanto, el ingreso de un 30 % de H. pylori a C. albicans a las 48
horas en el control, seria atribuido a un estrés basal debido a factores como:

cambio de medio solido a liquido, periodos de incubacién extendidos y
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acumulacion de metabolitos; existiendo otros factores que se encuentran
controlados en este caso como deprivacion de nutrientes y cambios de pH,

como se ha discutido ampliamente (Berry et al., 1995; Shahamat et al., 1991).

A los factores anteriores, se adiciona antibidtico a concentracion ¥ MIC como
fuente de estrés para gatillar el ingreso, encontrandose un aumento significativo
Gnicamente en presencia de amoxicilina. Mientras que con claritromicina no hay
diferencias con respecto al control. Esto estaria indicando que la concentracion
de este ultimo antibidtico no retne condiciones necesarias para que H. pylori

internalice en C. albicans.

A pesar de extensivas investigaciones sobre el efecto individual de antibiéticos
como amoxicilina y claritromicina sobre H. pylori donde se han observado
efectos similares en cuanto a cambios morfoldgicos, formacion de biofilms y
arreglos genéticos, la diferencia de ingreso sugiere que el mecanismo de accién
del antibiético estaria jugando un rol importante en la presion ejercida sobre H.

pylori para gatillar la internalizacion.

Amoxicilina es un antibiético B-lactdmico, el cual se une irreversiblemente a las
proteinas que unen penicilina (PBP) mostrando preferencia por la PBP2, lo cual
interrumpe la sintesis de peptidoglican (De Francesco et al., 2011). La PBP2

que es una D,D-transpeptidasa asociada estrechamente con la morfologia
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bacteriana, principalmente en la sintesis lateral de peptidoglican para la
generacion de formas bacilares. Consecuentemente, la interrupcion del
funcionamiento de ésta se asocia con la generacion de formas cocoides en
bacterias como H. pylori y E. coli (Bush, 2012; Chaput et al., 2006; Krzyzek &
Gosciniak, 2018; Sauvage et al., 2008). Por lo tanto, este antibidtico estaria
realizando un efecto directo en la estabilidad de la estructura de H. pylori y se
constituye como una fuente de estrés. En contraste, claritromicina, pertenece a
la familia de los macrdlidos, se une de forma reversible al ARNr 23S de la
subunidad 50S del ribosoma, regidén cercana a la peptidil transferasa, la cual
cataliza la union del péptido durante la elongacion. La union de claritromicina
tiene como consecuencia la interrupcion de la sintesis proteica (Lambert, 2012)

y por tanto problemas en la viabilidad bacteriana.

El uso de concentraciones sub-inhibitorias de claritromicina en otras especies
bacterianas genera efectos diversos como disminucién de adherencia de S.
aureus en las células bucales (Braga, 1994). En P. aeruginosa se ha
encontrado baja tasa de sintesis de diferentes factores de virulencia como
elastasa, DNasa, proteasas y lecitinasa. Disminucién de la motilidad, supresiéon
de twitching e inhibicion de la formacion de la matriz del biofilm y la produccién
de proteasas (Garey et al., 2009; Shryock et al., 1998; Wozniak & Keyser,

2004).

34



En H. pylori las concentraciones sub-MIC han mostrado cambios de morfologia
de espiral a cocoide (Faghri et al., 2014) y el aumento de formacién de biofilms
(Attaran & Falsafi, 2017; Bessa et al., 2012). Sin embargo, no se encontré
efecto en la internalizacion de la bacteria a C. albicans. Esto se puede explicar
por la reversibilidad del mecanismo del antibiético a una concentracion de
trabajo de % de MIC, que desplazaria el equilibrio hacia ribosomas mayormente
funcionales minimizando la presion del antibiético como fuente de estrés que
promueva mecanismos de ingreso de H. pylori. La presion de la claritromicina
seria mayor si se aumenta la concentracién de antibiotico, en este sentido el
uso de mayores concentraciones de claritromicina se relaciona con un aumento
en la formacion de estructuras cocoides como respuesta frente al estrés (Faghri

et al., 2014).

La microscopia 6ptica obtenida de este estudio in vitro revela la presencia de
cuerpos parecidos a bacterias (CPB) dentro de C. albicans. Mayoritariamente
en estructura de pseudohifa e hifa de la levadura. Morfologia que se ve
favorecida en presencia de suero (Noble, Gianetti, & Witchley, 2017; Sudbery,
Gow, & Berman, 2004). Esta presencia dentro de la levadura es homoéloga a lo
observado en literatura en diferentes tipos de muestras, dentro de las que
encontramos: muestra oral de paciente dispéptico (Siavoshi et al., 2005),
muestras de alimento (Salmanian et al., 2011), cavidad oral y vaginal (Siavoshi

et al., 2013) y en biopsias gastricas (Siavoshi et al., 2019). En la literatura
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también se ha encontrado no solo H. pylori dentro de la levadura, sino que
también se han detectado S. hominis and S. haemolyticus por técnicas

moleculares (Tavakolian, Siavoshi, & Eftekhar, 2018).

La confirmacion del gen ARNr 16 S de H. pylori en C. albicans mediante PCR
es la técnica de andlisis utilizada ampliamente en literatura a fin de confirmar la
presencia de este gen en muestras de levaduras obtenidas desde zonas orales,
vaginales y biopsias gastricas (Siavoshi et al.,, 2019; Siavoshi et al., 2005;
Siavoshi et al., 2013) asi como en estudios realizados en el laboratorio

(Matamala-Valdés et al., 2018).

La literatura propone la presencia de bacterias dentro de microorganismos
eucariontes como una forma de persistencia en el ambiente e incluso como

vehiculo de diseminacion.

Este estudio provee la primera evidencia de internalizacion de H. pylori en C.
albicans en cultivos in vitro promovido por la presencia de antibiéticos utilizados
actualmente en el tratamiento. Este hallazgo podria representar un mecanismo
de proteccion de H. pylori que dificultaria la erradicacién de la misma en
situaciones clinicas. Se hace necesaria la realizacién de nuevas investigaciones
gque aborden las consecuencias de este mecanismo de internalizacién y

amplien la informacién relativa a los factores que favorecen este fenémenao.
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5. CONCLUSIONES

H. pylori y C. albicans crecen en caldo Brucella suplementado con 10 %

de suero bovino fetal en condiciones de microaerobiosis.

e La CMI obtenida en H. pylori corresponde a un microorganismo sensible
segun los puntos de cortes informados por el EUCAST.

e A Yide la CMI de amoxicilina se favorece el ingreso de H. pylori en C.
albicans de forma significativa en comparacion al control. Mientras que a
las mismas condiciones con claritromicina no hay diferencia.

e Se confirma la presencia de H. pylori mediante deteccion molecular en

las muestras de co-cultivo en presencia de amoxicilina.

En base a los resultados obtenidos en esta tesis se acepta la hipétesis.
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