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ABSTRACT

Candida albicans is a pleimorphic fungus, that is part of the human
microbiota and colonized mainly mucosa of the gastrointestinal tract. This
fungus has the ability to interact with both pathogenic and commensal
bacteria in the different environments in which it colonizes. This interaction
with bacterial members can result in the induction or inhibition of
morphological changes in the fungus. It has been reported that the interaction
of C. albicans with members of the genus Lactobacillus inhibits hyphal
formation, reducing the pathogenicity of the fungus, while Streptococcus
gordonii causes the opposite effect when interacting with C. albicans. On the
other hand, the interaction of this fungus with bacteria can also result in the
internalization of the bacteria inside the vacuoles of C. albicans, which has
been mainly studied with the pathogenic bacterium Helicobacter pylori,

observing that this phenomenon occurs when these microorganisms are in
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environmental conditions that are adverse to the bacteria, suggesting that the
internalization of H. pylori in C. albicans is a survival mechanism for the

bacteria.

Whether the interaction between H. pylori and C. albicans has any
effect on the fungus morphology is still unknown, therefore, the aim of this
work was to determine the effect of the interaction between H. pylori and C.
albicans on the fungus morphology and to determine whether the
intracellular viability of the bacterium is affected due to these morphological
changes. It was found that the internalization rate of H. pylori in C. albicans
is about 0.1% and that the viability of the bacterium inside the fungus was
not affected by the fungus morphology. In addition, under conditions of
nutrient starvation, an acceleration of the phenotypic change of C. albicans
colonies from co-cultures with the bacteria was observed, which when
observed under the microscope showed the appearance of large yeasts of
about 10 pum, while in media supplemented with fetal bovine serum, the
inhibition of hyphal formation was observed in co-cultures with the bacteria.
These results suggest that the presence of H. pylori induces changes in the
morphology of the fungus and these changes depend on the nutrients

available in the environment.
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RESUMEN

Candida albicans es un hongo pleimoérfico que forma parte la
microbiota humana colonizando principalmente mucosas del tracto
gastrointestinal. Este hongo tiene la capacidad de interactuar con bacterias
tanto patdgenas como comensales en los distintos ambientes en los cuales
coloniza. Esta interaccion con miembros bacterianos puede dar como
resultado la induccion o inhibicion de cambios morfologicos en el hongo. Se
ha reportado que la interaccion de C. albicans con miembros del género
Lactobacillus inhibe la formacion de hifas, reduciendo la patogenicidad del
hongo, mientras Streptococcus gordonii provoca el efecto contrario al
interactuar con C. albicans. Por otro lado, la interaccidn de este hongo con
bacterias también puede resultar en la internalizacion de la bacteria al interior
de las vacuolas de C. albicans, lo que ha sido principalmente estudiado con
la bacteria patdgena Helicobacter pylori, observandose que este fenémeno

sucede cuando estos microorganismos se encuentran frente a condiciones
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ambientales que son adversas para la bacteria, sugiriendo que la
internalizacion de H. pylori en C. albicans es un mecanismo de sobrevivencia

para la bacteria.

Aun se desconoce si la interaccion entre H. pylori y C. albicans tiene
algun efecto en la morfologia del hongo, por lo que, el objetivo de este trabajo
fue determinar el efecto de la interaccién entre H. pylori y C. albicans en la
morfologia del hongo y determinar si la viabilidad intracelular de la bacteria
se ve afectada debido a estos cambios morfoldgicos. Se encontrd que la tasa
de internalizacion de H. pylori en C. albicans es de alrededor del 0.1% y que
la viabilidad de la bacteria al interior del hongo no se veia afectada por la
morfologia de este. Ademas, se determino que en condiciones de escasez de
nutrientes se observod una aceleracion del cambio fenotipico de las colonias
de C. albicans, provenientes de los co-cultivos con la bacteria, las cuales al
observarlas al microscopio se observaba la aparicion de levaduras de gran
tamario de alrededor de los 10 um, mientras que en medios suplementados
son suero fetal bovino se observo la inhibicion de la formacion de hifas en
los co-cultivos con la bacteria. Estos resultados sugieren que la presencia de
H. pylori induce cambios en la morfologia del hongo y que estos dependen

de los nutrientes disponibles en el ambiente.
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1. MARCO TEORICO

1.1 INTRODUCCION

Candida albicans es un hongo diploide, polimérfico, miembro de la
microbiota humana, el cual coloniza las superficies de las mucosas del tracto
gastrointestinal, respiratorio y genitourinario. Este hongo generalmente se encuentra
como un hongo comensal inofensivo (Dadar etal., 2018). Sin embargo,
alteraciones en el ambiente puede ocasionar un cambio en el microorganismo desde
un estado comensal a un estado patogeno, es asi como C. albicans se ha
transformado en el mayor patdgeno humano entre los hongos, con una tasa de
mortalidad en infecciones sistémicas cercanas al 40%, ademas de ser el principal
responsable de candidiasis invasiva entre las especies de Candida (Andes et al.,
2016).

Anivel del huésped los principales factores de riesgos para las infecciones por
C. albicans son las terapias antibidticas seguidas de accesos venosos central,

procedimientos quirdrgicos, neutropenia, nutricion parenteral, catéter urinario,
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enfermedades hematologicas, prematuridad, enfermedad cardiaca, trauma,
enfermedad neurologica, enfermedad gastrointestinal, trasplante de organos,
enfermedad pulmonar, enfermedad vascular, VIH, enfermedad genética,
malformacion congénita, enfermedad renal, diabetes mellitus, enfermedad hepatica
y enfermedad pancreatica (Dadar et al., 2018), reportandose como el principal
rasgo que promueve la patogénesis en C. albicans su cambio morfologico de

levadura a hifa.

1.2 MORFOGENESIS EN Candida albicans

En Candida albicans se han descrito ocho morfotipos distintos, cuatro
morfologias de levaduras (blanca, opaca, gris y GUT), dos morfologias hifales
(linear y sinusoidal), pseudohifa y clamidospora. Cada una de estas morfologias

posee caracteristicas tanto fenotipicas como genéticas particulares.

1.2.1 MORFOLOGIA DE LEVADURAS

El morfotipo de levadura mas conocido es la célula blanca, ésta se observa
comunmente en aislados clinicos y es ampliamente usada en estudios in vitro, se

reconoce por su forma celular redonda a ovalada, que mide alrededor de 5-6 um, la
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colonia es de aspecto blanco redondeada, ademas, posee una eficiente capacidad de
diseminacion y adhesion a superficies (Cottier & Hall, 2020; Perry et al., 2020).

El morfotipo de célula opaca, deriva de la célula blanca y es la forma
competente de apareamiento de C. albicans, éstas tienen una forma elipsoidal de
alrededor de 7 um de largo, con granos en la superficie y con vacuolas mas
pronunciadas, el aspecto de las colonias es opaco y aplanado (Cottier & Hall, 2020;
Noble et al., 2017; Perry et al., 2020). Estas células son el resultado de la pérdida
de la heterocigosidad en el locus MTL, lo que conlleva a la aparicion de dos tipos de
celulas opacas a y a, las segundas c€lulas MTLa son sexualmente competentes y
producen una feromona que desencadena el fendmeno de “shmooing”, es decir, la
formacién de un tubo de conjugacion en las células opacas MTLa. El cambio
morfologico de células blancas a opacas puede ser inducido por diversos factores
ambientales como el pH é&cido, la hipercapnia y la exposicion a la N-
acetilglucosamina (Cottier & Hall, 2020); ademas, las células opacas, pueden ser
inducidas a formar filamentos en respuesta a limitacion de nitrogeno o fosfato,
mientras que en las células blancas se puede inducir la formaciéon de hifas en
presencia de suero, pero no asi con las células opacas, y se ha visto que vuelven al
estado de células blancas a 37°C. Sin embargo, es posible estabilizar este morfotipo

celular a 37°C, si se le suman otras senales ambientales como condiciones
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anaerobicas, niveles elevados de CO,, N-acetilglucosamina o limitaciones de
nutrientes (Perry et al., 2020). También entre sus caracteristicas se ha visto que
poseen mayor resistencia a la fagocitosis por parte de macréfagos y neutrofilos, y
que los cambios observables entre los morfotipos blanco y opaco se pueden deber al
cambio de la expresion de mas de 1.000 genes en el morfotipo opaco (Noble et al.,
2017).

Otro morfotipo son las c€lulas grises, éstas son el resultado de una alteracion
genética, se ha visto que cepas de C. albicans hemizigotas EFG1, tienen morfologia
blanca, pero la pérdida funcional del alelo EFG1, da como resultado la formacion de
células grises, asi se ha observado que, bajo ciertas condiciones como el paso a través
del tracto gastrointestinal de mamiferos, puede provocar mutaciones en el factor de
transcripcion Efgl en C. albicans, promoviendo la aparicion de ciertos morfotipos
en las células de levaduras (Liang et al., 2019). Estas células al igual que las opacas
presentan forma elipsoidal, con un diametro mas pequefio que el de las células
opacas y sin granos en la superficie, dentro de las caracteristicas de esta morfologia
se sabe que son mil veces mas eficientes que las células blancas en el apareamiento,
pero cien veces menos eficientes que las células opacas (Cottier & Hall, 2020).
Ademas, tanto en el morfotipo opaco como gris se ha informado que pueden

colonizar la piel de manera més efectiva que las cepas blancas y presentan un tiempo

20



de duplicacion mas rapido en el epitelio de la lengua que las células blancas, por lo
que se sugiere que este morfotipo tiene mayor capacidad de colonizacion de
superficies epiteliales (Noble et al., 2017).

Por ultimo, las células de transicidén inducida gastrointestinal o GUT por sus
siglas en inglés, es un morfotipo que se asocia con la colonizacion gastrointestinal,
son similares en forma y tamafo a las c€lulas opacas, pero sin granos en su
superficie, y suelen ser un poco mas anchas que las c€lulas grises, esta morfologia es
muy poco estable produciéndose la transicion de GUT a celulas blancas fuera del
entorno gastrointestinal (Cottier & Hall, 2020). Ademas, generan colonias mas

oscuras y aplanadas que se tifien débilmente con floxina B (Noble et al., 2017).

1.2.2 MORFOLOGIA DE CLAMIDOSPORA

Estas son células grandes redondas, las cuales poseen un diametro de 7-8 um,
cuya pared celular es gruesa, y es la forma mas inusual que presenta C. albicans.
Existen varios estimulos que desencadenan la transicion a esta morfologia como
exposicion a la luz, el hambre o la hipoxia, pero ain no esta clara la funcién
bioldgica, ya que este morfotipo no proporciona una resistencia significativa a estas

condiciones. Sin embargo, se piensa que podria facilitar la supervivencia a
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microambientes extremos, ya que, mientras el hongo se encuentre en esta forma el
metabolismo se ve significativamente reducido (Bottcher et al., 2016; Cottier &
Hall, 2020; Ingle etal., 2017). Los clamidosporos son generados por células
suspensoras, que son aquellas que se encuentran en los extremos distales de los

filamentos (Noble et al., 2017).

1.2.3 MORFOLOGIA DE PSEUDOHIFA E HIFAS

Las pseudohifas poseen caracteristicas tanto de la forma de levadura como de
la forma de hifa, tanto asi que aun existe una controversia con respecto a si las
pseudohifas son un morfotipo celular o un estado que se produce durante la
transicion de levadura a hifa. Las pseudohifas al igual que las hifas, generan micelios
después de multiples divisiones, pero como las levaduras las uniones entre células
madre ¢ hija estan delimitadas por hendiduras visibles (Noble et al., 2017).

Las células hifales, son células delgadas en forma de tubo, cuya division
celular se produce dentro de las células hijas hifales, seguidas de la migracion de un
nucleo de regreso a la madre, €éstas permanecen firmemente unidas de extremo a
extremo después de la citocinesis, por lo que, constantes procesos de division

producen estructuras filamentosas multicelulares, llamado micelio, esta estructura
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permite la comunicacion entre el citoplasma de las células interconectadas, de un
didmetro menor al de la levadura, de aproximadamente 2.5 a 3.5 um, con un largo
que puede superar los 100 um (Cottier & Hall, 2020; Noble et al., 2017). Esta
morfologia puede ser gatillada por multiples sefiales ambientales presentes en el
cuerpo humano como, temperatura de 37°C, cambios de pH, hipercapnia, bajos
niveles de nitrogeno, N-acetilglucosamina, peptidoglican, manitol o presencia de
ciertos aminoacidos, la cuales a su vez tienen la capacidad de activar distintas vias
que llevan a la expresion de genes relacionados con la forma hifal (Noble et al.,
2017).

La transformacion desde la morfologia de levadura a hifa, estd mediada por
la activacion de diferentes vias, una de ellas es la via MAPK, cuya activacion es
inducida por factores como el entorno de la matriz de inclusion, daio en la pared
celular y bajo nivel de nitrogeno, otra via es la gatillada por estrés osmotico, donde
bajo estas circunstancias se puede producir la polarizacion y despolarizacion del
citoesqueleto y otras estructuras como el anillo de septina, lo que induce la formacion
de hifas. La via AMPc-PKA también juega un rol la morfogénesis de C. albicans,
asi como, en el crecimiento, sintesis de glucogeno, actividad mitocondrial y el
metabolismo energético. El AMPc es necesario para la activacion de la via PKA en

respuesta a estimulos como suero, N-acetilglucosamina, aminoécidos y didxido de
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carbono, como que desencadena la transformacion hifal. La via Rim101 es inducida
por cambios en el pH, especificamente en este caso el pH alcalino activa la via
Rim101, la cual permite la expresion del factor de transcripcion Efgl, el cual es el
mayor responsable de la formacion de hifas (Chen et al., 2020).

Las células de levadura e hifa son las morfologias mas importantes que puede
presentar C. albicans, ya que es determinante del estado comensal y patogeno del
hongo, esta transicion puede conducir a la infeccion de tejidos, evasion de
macrdfagos, adhesion a células huesped y desarrollo de comunidades de biopeliculas
clinicamente relevantes (Dadar et al., 2018), a través de la expresion de distintos
factores de virulencia como el tigmotropismo que es la capacidad de “reconocer”
irregularidades en la superficie del sustrato, adhesinas (Hwpl, Als3, Als10, Fav2,
Pga55), enzimas que degradan tejidos (Sap4, Sap5 y Sap6), proteinas de defensa
antioxidantes (Sod5) y una toxina peptidica citolitica (Ecel) (Noble et al., 2017).
La filamentacion protege a C. albicans de la muerte celular programada inducida por
anfotericina B a través de un mecanismo que involucra la metacaspasa de levadura,
MCA1, mientras que en el mantenimiento de la forma comensal de C. albicans juega
un rol fundamental la interaccion del hongo con la microbiota residente y la

inmunidad del huésped (Dadar et al., 2018).
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1.3 CAMBIOS MORFOLOGICOS EN Candida albicans E

INTERACCIONES POLIMICROBIANAS

Al ser C. albicans capaz de colonizar distintas zonas del cuerpo humano, ésta
puede interactuar con diferentes especies de bacterias, promoviendo esta interaccion
cambios morfologicos en el hongo, esta respuesta puede conllevar a la inhibicion de
la filamentacion o a la induccion de la formacion de hifas. Dentro de aquellos
microorganismos capaces de inhibir la morfogénesis en C. albicans se ha reportado
que:

A nivel oral se han encontrado peliculas polimicrobianas entre C. albicans y
distintas especies de Streptococcus como, S. mutans, S. gordonii, S. oralis, S.
sanguinis y S. mitis, donde estas bacterias tienen la capacidad de favorecer la
adhesion del hongo a la placa dental. Sin embargo, el resultado de la interaccion del
hongo con miembros del género Streptococcus es variable, es asi como ensayos entre
C. albicans y cultivos libres de c€lulas de S. mutans pueden inhibir la formacion de
hifas en el hongo (Barbosa et al., 2016); por otro lado, se ha demostrado que el
sistema de quorum sensing LuxS en S. gordonii induce el crecimiento de hifas en C.
albicans y aumenta la biomasa en biopeliculas polimicrobianas formadas por ambos
microorganismos, al comparar estas mismas biopeliculas, pero constituidas por S.

gordonii luxS mutante (Lohse et al., 2018), mientras que en las biopeliculas
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polimicrobianas entre C. albicans y las especies S. sanguinis y S. mitis, se ha
observado formacion de hifas y mayor expresion de los genes ALS1 y ALS3, donde
la expresion de la adhesina ALST se asocia a la maduracion de las biopeliculas de C.
albicans, entre tanto, la expresion ALS3 se asocia a la formacion de hifas por parte
del hongo (Fahim etal., 2019). En ¢l caso de la interaccion con S. oralis, la
presencia de esta bacteria es un fuerte inductor de la expresion del factor de
transcripcion EFGI, el cual es uno de los reguladores de la filamentacion en C.
albicans (Xu et al., 2017), el aumento de la filamentacion de C. albicans por S.
oralis también se ha visto de biopeliculas polimicrobianas en conjunto con 4. oris
(Cavalcanti et al., 2016).

Otro patdégeno oral con el cual este hongo puede interactuar es
Porphyromonas gingivalis, donde se ha visto que esta interaccion actiia como un
escudo para la bacteria, promoviendo un microambiente anaerdbico para P
gingivalis en biopeliculas donde el hongo se encuentra principalmente en su forma
hifal, ademas esta coexistencia influye en el huésped, atenuando la respuesta
inflamatoria de macrofagos y fibroblastos, lo que favorece atin mas la supervivencia
de la bacteria (Bartnicka et al., 2019, 2020).

Desde el pulmoén se suelen coaislar frecuentemente C. albicans junto a

Pseudomonas aeruginosa, esta asociacion se ha relacionado con infecciones de las
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vias respiratorias en pacientes con patologias previas como la fibrosis quistica, la
interaccion entre estos microorganismos es compleja pues por un lado se ha visto
que el hongo es capaz de atenuar la virulencia de la bacteria al inhibir la expresion
génica de los sideroforos Pyochelin y Pyoverdin, y por otro lado, esta interaccion
puede formar extensas biopeliculas en el epitelio de mucosas y dispositivos médicos,
favoreciendo la supervivencia de la bacteria al tratamiento con meropenem a la
concentracion clinicamente relevante (5 mg/L), ademas, se ha demostrado que P
aeruginosa es capaz de secretar N-acyl homoserin lactona, la cual puede inhibir el
crecimiento hifal de C. albicans, a través de mecanismos de quorum sensing. A la
vez, se ha observado que la produccion de fenazina por P aeruginosa promueve una
mayor produccién de productos de fermentacion, como etanol en C. albicans, lo que
ocasiona una retroalimentacion positiva, donde P aeruginosa en respuesta al
aumento de los niveles de etanol, aumenta la produccion de fenazina promoviendo
la formacion de su propia biopelicula (Alam et al., 2020; Lohse et al., 2018;
Romo & Kumamoto, 2020).

En el epitelio vulvovaginal C. albicans y especies del género Lactobacillus
se consideran parte de la microbiota normal de este nicho, asi se ha observado la
capacidad de cepas de distintas especies para inhibir la formacion de hifas, se ha visto

que una cepa de L. paracasei es capaz de reducir la filamentacion de C. albicans in
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vitro al regular negativamente los genes TEC1 y UMEG6 que son esenciales para la
produccion de hifas (de Barros et al.,, 2018), mientras que en otro estudio se
encontrd que cepas pertenecientes a las especies L. rhamnosus, L. casei y L.
paracasei muestran una mayor actividad contra la formacion de hifas de Candida en
comparacion con cepas de otras especies de Lactobacillus, y que la inhibicién
morfologica estaria dada por la actividad de la enzima peptidoglicano hidrolasa
Mspl, producida por estas especies, la cual tiene la capacidad de descomponer la
quitina, polimero principal en la pared celular hifal de C. albicans (Allonsius et al.,
2019).

C. albicans también es capaz de interactuar con bacterias propias de la piel
como Staphylococcus aureus, estos microorganismos se encuentran dentro de los
patdgenos nosocomiales mas frecuentes, responsables de morbilidad y mortalidad
severas, asi se ha visto que el hongo es capaz de aumentar la virulencia de la bacteria,
promoviendo la produccion de toxinas y la actividad hemolitica de S. aureus, a través
de la activacion del sistema de deteccion de quorum sensing agr estafilocdcico
(Todd etal., 2019). Ademas, se ha identificado que el componente de la pared
celular de $-1,3-glucano y la molécula de quorum sensing farmesol secretado por C.
albicans proporciona mayor tolerancia a los antibidticos en S. aureus en la matriz de

biopeliculas formadas por estos microorganismos (Kong et al., 2016, 2017). Esta

28



relacion entre C. albicans y bacterias comensales del humano podria ser mucho mas
intima de lo que se piensa, esto debido a que un estudio identifico la existencia de
Staphylococcus hominis y Staphylococcus haemolyticus al interior de la vacuola del
hongo, y al tratar estas cepas de C. albicans portadoras de bacterias con
concentraciones sub inhibitorias de anfotericina B, la levadura fue capaz de liberar
estas bacterias al medio, las cuales son recuperable en cultivo (Tavakolian et al.,
2018).Y no sblo eso, sino que este tipo de bacterias pueden estar presente en cultivos
aparentemente puros de C. albicans, y no ser detectadas por métodos convencionales
(cultivo, microscopia o PCR), necesitandose para la identificacion de estas bacterias
cultivos prolongados de al menos 8 dias, de esta manera un grupo de investigadores
determind la presencia de Staphylococcus epidermidis y Propionibacterium acnes
(ahora llamado Cutibacterium acnes) en cultivos aparentemente puros de cepas de
C. albicans, ademas la presencia de estas bacterias se asocio con alteraciones de la
resistencia antifiingica observadas en condiciones de crecimiento bajo hipoxia, por
lo que, la asociacion de bacterias con C. albicans podria tener implicancia directas
en los procedimiento clinicos para el tratamiento de infecciones por la levadura
(Bruno et al., 2018).

A nivel gastrointestinal se ha visto que Enferococcus faecalis secreta la

bacteriocina EntV, que inhibe la formacion de hifas y biopeliculas de C. albicans,
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ademas, altera las biopeliculas maduras (Lohse et al., 2018), pero éste no es un
caso aislado ya que también se ha visto que Salmonella enterica serotipo
Typhimurium tiene la capacidad de inhibir la filamentacion y formacion de
biopelicula en C. albicans (Tampakakis et al., 2009). Ademas, existen reportes
que al formarse biopeliculas duales entre C. albicans y Bacteroides fragilis o
Clostridium perfringens, especies bacterianas anaerobias presentes en el intestino
humano, las biopeliculas proporcionan el microambiente hipdxico que permite el
crecimiento de estas bacterias dentro de la biopelicula, a pesar de que el ambiente
externo sea aerobico y cuando estos microorganismos se cultivan junto con C.
albicans en condiciones planctonicas, estas bacterias tienen la capacidad de modular
el comportamiento del hongo induciendo la formacion de agregados celulares que
flotan libremente, los cuales son semejantes a biopeliculas, pero en una escala menor.
Estos agregados de células de C. albicans incorporaron las bacterias dentro de estas
estructuras permitiendo la sobrevivencia de B. fragilis y C. perfringens en
condiciones aerdbicas (Lohse et al., 2018). En otro estudio, se observo que el
crecimiento B. fragilis y B. vulgatus mejoro significativamente en presencia de C.
albicans, ademas, la suplementacion de monocultivos de Bacteroides con células

muertas de C. albicans, que presentaban la capa de manano de la pared celular
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intacta, resulto en un aumento de las concentraciones bacterianas (Valentine et al.,
2019).

En este mismo nicho, pero en el ambiente estomacal, C. albicans también
puede interactuar con el patbgeno Helicobacter pylori. Yaen 1998 Ansorg y Schmid,
hacian referencia a que la interaccion entre esta bacteria y levaduras podria estar
modulando el curso de las infecciones por H. pylori, asi fue como estudio la
capacidad de adhesion entre H. pylori 'y distintas especies de Candida, encontrando
que esta capacidad es menor entre estos microorganismos comparado con la
capacidad que poseen bacterias como E. coli y S. aureus, para adherirse a Candida,
concluyendo que la adhesion entre estos microorganismos no juega un rol
importante en las infecciones por H. pylori (Ansorg & Schmid, 1998). A pesar de
este hallazgo, existe evidencia que permite pensar que, el postulado de que la
interaccion entre H. pyloriy C. albicans podria modular el curso de las infecciones,
es cierto. Observaciones a nivel clinico como la coexistencia de estos dos
microorganismos en Ulceras gastricas gigantes, donde biopsias revelan la formacion
de hifas y esporas por el hongo, coexistencia en pacientes con dispepsia y en su
saliva, asi como la capacidad de H. pylori para alterar tanto la microbiota gastrica e
intestinal, existiendo una relacion directamente proporcional entre la severidad de la

patologia asociada a H. pylori y la colonizacion por especies fuingicas (Dash et al.,
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2019; Ince et al., 2014; Karthick B et al., 2019; Massarrat et al., 2016), hace
preguntarse si existird otro mecanismo de interaccion entre estos microorganismos
que pueda acrecentar la virulencia tanto de la bacteria como del hongo.

La presencia de cuerpos similares a bacterias al interior de vacuolas de
levaduras parece contestar a este cuestionamiento, desde el 2005 se reporta en
multiples investigaciones la presencia de H. pylori al interior de las vacuolas de
especies de Candida, pudiendo aislarse estas levaduras desde diferentes nichos como
la cavidad oral de adultos y recién nacidos, biopsias gastricas, fluidos vaginales de
embarazadas, frutas, flores, miel, jugos de frutas, yogurt, entre otros (Matamala-
Valdes etal., 2018; Salmanian etal., 2008, 2012; Sanchez-Alonzo,
Matamala-Valdes, etal., 2021; Saniee etal., 2013; Siavoshi et al., 2005,
2018). Con estos antecedentes se ha postulado que las vacuolas de Candida serian
un nicho especializado para H. pylori, que podria mejorar la supervivencia de la
bacteria, ya que, observaciones microscopicas demuestran que las levaduras hijas
pueden heredar la bacteria, luego de divisiones consecutivas, permitiendo asi la
multiplicacion y proteccion de H. pylori contra tensiones ambientales (Siavoshi
et al., 2019; Siavoshi & Saniee, 2014).

Con estos antecedentes se desprende la siguiente pregunta de investigacion:

[Lainteraccion entre H. pyloriy C. albicans podra modular la morfologia del hongo,
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pudiendo promover de esta manera la capacidad de sobrevivencia, transmision,

colonizacion, persistencia y patogenicidad de estos dos microorganismos?
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 HIPOTESIS
La interaccion entre las cepas de Helicobacter pylori J99, G27 y SS1
y Candida albicans ATCC 10231 induce cambios morfologicos en el hongo,

sin afectar la viabilidad intracelular de la bacteria en las distintas morfologias.

2.2 OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto de la interaccion entre Helicobacter pylori y
Candida albicans en la morfologia del hongo y en la viabilidad intracelular

de la bacteria.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1)  Determinar cambios morfologicos en Candida albicans en cocultivos

con Helicobacter pylori.

2)  Determinar en las distintas morfologias presentadas por el hongo la

viabilidad de Helicobacter pylori intracelular en Candida albicans.
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3. MATERIALES Y METODOLOGIA

3.1 MATERIALES

3.1.1 CEPAS

1)  Cepas de referencia de H. pylori almacenadas en cepario a -80°C del
Laboratorio de Patogenicidad Bacteriana del Departamento de Microbiologia

de la Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad de Concepcion:
- H. pylori G27
- H. pylori J99 también denominada ATCC 700824
- H. pylori SS1

2)  Cepa de referencia de C. albicans ATCC 10231 almacenada en el
cepario a -80°C del Laboratorio de Patogenicidad Bacteriana del
Departamento de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas,

Universidad de Concepcion.

35



3.1.2

3.1.3

3.14

1)

REACTIVOS

Suero Fetal Equino (SFE)

- Suero Fetal Bovino

- Kit LIVE / DEAD BacLight

- DNeasy® UltraClean® Microbial Kit (QIAGEN)

- Kit Sapphire-Amp Fast PCR Master Mix (TAKARA BIO INC,

Otsu, Japon).
- Agarosa (Lonza, Walkersville, MD, EE. UU.)
- RedGel (Biotium, San Francisco, CA, EE. UU.)

MEDIOS DE CULTIVO

Agar Columbia (CA) (OXOID)

Agar Sabouraud (SA)

Agar CHROMagar Candida

Caldo Brain Heart Infusion (BHI)

SOLUCIONES

Solucidn salina tamponada con fosfato 1X (PBS):
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- NaCl: 137 mM

- KCI: 2.7 mM

- Na;HPO,: 10 mM

- KHyPO4: 1.8 mM
2)  Glicerol

3.1.5 MEDIOS DE CULTIVOS MODIFICADOS
1)  Agar Columbia suplementado con Suero Fetal Equino (CA-SFE). Se
adicion6 un 7% v/v de SFE inactivado al agar Columbia previamente

esterilizado.

2)  Medio de almacenamiento. Se adicion6 20% v/v de glicerol al caldo
BHI antes del proceso de esterilizacion para la elaboracion de medio de

almacenamiento de las cepas utilizadas.
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3.2 METODOLOGIA

3.2.1 CONDICIONES DE CRECIMIENTO DE CEPAS DE H. pylori

Las cepas de referencia de H. pylori, ATCC 43504, J99, G27 y SS1, se
cultivaron en medio solido, CA-SFE, en condiciones de microaerobiosis
(10% de CO,) a 37°C, de 3 a 5 dias, esto ultimo segln requerimientos de cada

cepa.

3.2.2 CONDICIONES DE CRECIMIENTO DE C. albicans
La cepa de referencia C. albicans ATCC 10231 se cultivd en medio
solido SA en condiciones de microaerobiosis (10% de CO,) a 37°C de 18 a

24 horas.
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3.2.3 ENSAYO DE INTERNALIZACION DE H. pylori EN C. albicans

Se realizaron suspensiones de las cepas de bacterias y levaduras en
PBS 1X hasta alcanzar una turbidez McFarland 4. Las suspensiones se
mezclaron en partes iguales y se incubaron a 37°C por 48 h en condiciones

de microaerobiosis (10% de COy,).

3.2.4 RECUENTO DE CUERPOS SIMILARES A BACTERIAS INTRA-
LEVADURAS EN CO-CULTIVOS ENTRE C. albicans Y CEPAS DE H.
pylori

El recuento de cuerpos similares a bacterias intra-levaduras se realizo
haciendo seguimiento de los co-cultivos a las 0, 3, 6, 9, 24 y 48 h en camara

Improved Neubauer.

Se coloco el cubreobjetos en el hemocitdmetro, encima de los dos
soportes de cubreobjetos a los lados de las cadmaras de llenado. Se

homogenizo la muestra y se pipetearon 10 pL en el hemocitometro.
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El recuento se realiz6 en 80 de las cuadriculas centrales de 2500 um?
de volumen, para las levaduras totales y las levaduras portadoras de cuerpos

similares a bacterias.

El resultado se expres6 como células de levaduras totales (LT) o
celulas de levaduras portadoras de cuerpos similares a bacterias (L-PB), la
concentracion para cada uno de los grupos se calculo utilizando la siguiente

ecuacion:

Cells N°de levaduras por cuadricula (LT o L — CSB) x Factor de dilucién

mlL 0,00000025 mL

Los resultados se graficaron utilizando el programa GraphPad Prism 7

version 7.03 y se expresaron como cells/mL.

Transcurridas las 48 h de incubacion un inéculo del co-cultivo, se
sembro en agar SA con el fin de eliminar las bacterias no internalizadas, y se
incubd a 37°C por 24 h. Se realizaron traspasos de la muestra hasta no
observar bacterias extra-Candida. Las cepas de C. albicans portadoras de H.
pylori intracelular se almacenaron en medio de almacenamiento y se

guardaron en cepario a -20°C hasta su uso.
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3.2.5 DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR DE H. pylori
AL INTERIOR DE C. albicans PORTADORA DE BACTERIAS

Para la realizacion de este ensayo se tomaron muestras al final de las
48 h de co-cultivo (inciso 3.2.3). Las muestras se tifieron con el kit de
viabilidad bacteriana LIVE/DEAD BacLight de acuerdo con las

instrucciones del fabricante y se observo mediante microscopia fluorescente.

Las suspensiones celulares se marcaron con volumenes iguales de
SYTO 9 y yoduro de propidio, y se incubaron en oscuridad. Se tomaron
iméagenes del movimiento de los cuerpos similares a bacterias en intervalos

de 1 s (Siavoshi et al., 2018).

3.2.6 AMPLIFICACION DE GENES ESPECIFICOS DE H. pylori A
PARTIR DEL ADN DE C. albicans PORTADORA DE BACTERIAS

El ADN de las levaduras obtenidas en el apartado 3.2.4 y de cepas de
control (H. pylori J99, G27 y SS1 como control positivo y C. albicas ATCC
10231 como control negativo) se extrajo mediante e DNeasy® UltraClean®
Microbial Kit (QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los

genes de H. pylori se amplificaron utilizando el kit Sapphire-Amp Fast PCR
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Master Mix (TAKARA BIO INC, Otsu, Japon). Para cada ensayo, se
agregaron 12,5 pL. de Master Mix, 1 pL. de cebadores especificos para los
genes de H. pylori, 2 uLL del ADN de la muestra y 8,5 uL. de agua para PCR
para obtener un volumen final de 25 puLL de mezcla de PCR (Sanchez-Alonzo,

Matamala-Valdés, et al., 2021).

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: desnaturalizacion
inicial a 94°C/1 min, temperatura de desnaturalizacion 98°C/5 s, temperatura
de hibridacién para cada cebador como se indica en la Tabla 1 y extension a
72°C/40 s. Se realizaron treinta ciclos para cada reaccion de PCR utilizando
un termociclador Eppendorf (Hauppauge, Nueva York, NY, EE. UU.). La
amplificacién de los genes se confirmé después de una electroforesis en gel
de agarosa al 2% (Lonza, Walkersville, MD, EE. UU.) Mas 1,6 uL. de RedGel
(Biotium, San Francisco, CA, EE. UU.) a 100 V durante 80 min, los geles se
visualizaron bajo luz ultravioleta. utilizando un transiluminador modelo
Enduro (Labnet, Edison, NJ, EE. UU.) (Sanchez-Alonzo, Matamala-Valdés,

et al., 2021).
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Tabla 1. Partidores utilizados para detectar y genotipar H. pylori
contenidos en C. albicans ATCC 10231

Gene  Region Secuencia Tm  Amplicon  Ref.
°C__ (bp)

16S F: 53 110 (Paredes-

rrna 5'CTCGAGAGACTAAGCCCTCC3’ Osses et al.,
R: 2017)
S'ATTACTGACGCTGATGTGC3'

cagA F: 55 349 (Matamala-
5S'GATAACAGGCAAGCTTTTGAGG3' Valdés
R: etal., 2018)
5'CTGCAAAAGATTGTTTGGCAGA3'

vacA sla F: 55 190 (Séanchez-
5S'GTCAGCATCACACCGCAA3Z’ Alonzo
R: etal., 2020)
5'CTGCTTGAATGCGCCAAAC3’

vacA slb F: 55 187 (Sénchez-
5'AGCGCCATACCGCAAGAG3’ Alonzo
R: et al., 2020)
5'CTGCTTGAATGCGCCAAAC3’

vacA s2 F: 55 199 (Sénchez-
5'GCTAACACGCCAAATGATCC3’ Alonzo
R: et al., 2020)
5S'CTGCTTGAATGCGCCAAAC3'

vacA m1l F: 50 290 (Sanchez-
5S'GGTCAAAATGCGGTCATGG3' Alonzo
R: etal., 2020)
5'CCATTGGTACCTGTAGAAAC3'

vacA m2 F: 55 352 (Sanchez-
5'GGAGCCCCAGGAAACATTG3! Alonzo
R: etal., 2020)
5'CATAACTAGCGCCTTGCAC3'

dupA F: 5’ACAAGGACGATTGAGCGATGG3' 61 515 (Paredes-
R: S'TGGCTAGTTTGAGGTCTTAGG3’ Osses et al.,

2017)
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3.27 ENSAYO DE FILAMENTACION DE C. albicans EN CO-

CULTIVOS CON H. pylori

Para determinar si la presencia de H. pylori induce la formacion de
hifas en C. albicans se realizo el siguiente ensayo descrito por Barbosa y col.

(Barbosa et al., 2016), con algunas modificaciones.

Se preparo en PBS 1X, la suspension de C. albicans McFarland 4 y
suspensiones de las cepas de H. pylori utilizadas en los ensayos anteriores a
una concentracion McFarland 4. A una placa de 24 pocillos se le afiadio 1
mL de PBS 1X suplementado con 10% de SFB para inducir el cambio

morfoldgico de levadura a hifa en C. albicans.

En la placa 24 pocillos se evaluaron los siguientes grupos:

- Control negativo: 100 pL de C. albicans ATCC10231 + 100 pL de

PBS 1X

- Grupo tratamiento 1: 100 pL de C. albicans ATCC10231 + 100 pL

de H. pylori SS1
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- Grupo tratamiento 2: 100 pL de C. albicans ATCC10231 + 100 pL

de H. pylori J99

- Grupo tratamiento 3: 100 pL de C. albicans ATCC10231 + 100 pL

de H. pylori G27

Se utilizaron 5 pocillos por grupo, en uno de los pocillos se afiadio un
portaobjeto de vidrio redondo para realizar tincion de Gram de las células
adheridas al vidrio. Luego de las 24 h de cultivo en condiciones de
microaerobiosis, se realizé el recuento del nimero de hifas en el sobrenadante
de los pocillos sin portaobjeto utilizando camara Neubauer, donde se
contaron las 400 cuadriculas centrales. Para el andlisis de resultados se utilizo
el siguiente criterio de puntuacion: 0, ausencia de hifas; 1, 1 a 10 hifas; 2, 11
a 20 hifas; 3, 21 a 30 hifas; 4, 31 a 40 hifas; 5, 41 hifas 0 méas (dos Santos
et al., 2020). Los resultados se expresaron como la media de la puntacién de

hifas por grupo.

Por otra parte, los portaobjetos redondos luego de las 24 h de co-cultivo
fueron tefiidos utilizando la tincion de Gram. Las tinciones se observaron al
microscopio oOptico y se obtuvieron fotografias de 5 campos distintos. Se

utilizo el programa ImageJ para realizar en analisis de las imagenes. Con el

45



programa se analizé el largo de las hifas, de 10 células de hifas por campo y
el porcentaje de area ocupada por C. albicans en los campos, para determinar
cambios en la morfologia del hongo y en su capacidad de adhesion debido a

la interaccion con H. pylori.

Los resultados se graficaron utilizando el programa GraphPad Prism

7 version 7.03.

3.2.8 DETECCION DEL CAMBIO FENOTIPICO BLANCO-OPACO EN
C. albicans EN CO-CULTIVOS CON H. pylori

Se prepard una suspension de C. albicans ATCC 10231 a una
concentracion 10° UFC/mL en PBS 1X, 100 pL de la suspension fue

cultivado en SA por 5 dias a 37°C en condiciones de aerobiosis.

Las células de colonias blancas homogéneas se resuspendieron en PBS
1X a una concentracion McFarland 4, las cepas de H. pylori se suspendieron
en PBS 1X a la misma concentracion que la levadura. Cada una de las cepas
de la bacteria se mezcl6 en partes iguales con la suspension de la levadura y

se realizo el co-cultivo en condiciones de microaerobiosis por 48 h.
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Pasado las 48 h de cultivo las celulas de C. albicans se sembraron en
placas de ChromoAgar Candida a baja densidad (50 a 100 células por placa)
(G. Huang et al., 2009) el in6culo se homogenizé utilizando perlas de vidrio
estériles. Las placas fueron incubadas a 37°C en condicion de aerobiosis

durante 6 dias.

Se realizé el seguimiento del fenotipo de las colonias a través de
analisis fotografico los dias 2, 3 y 5 de cultivo, al quinto dia se realizo el
recuento de las colonias totales (CT), de las colonias que mostraban el
fenotipo opaco (OP) y de las colonias de fenotipo blanco con regiones opacas
(B-OP), para determinar la frecuencia de cambio blanco-opaco en la cepa

ATCC 10231 en presencia de las distintas cepas de H. pylori.
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4. RESULTADOS

4.1. CARACTERIZACION MICROSCOPICA DE LAS CEPAS
ENSAYADAS

En lafigura 1 se observan las caracteristicas microscopicas de las cepas
ensayadas, en el caso de las de H. pylori J99, G27 y SS1, se observan células
de morfologia bacilar helicoidal, Gram negativas sin agrupacion. Para la cepa
de C. albicans ATCC 10231, se observan celulas con forma ovoide

redondeadas que se tifien de color violeta al utilizar la tincion de Gram.
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Figura 1. Observacion microscopica (tincion de Gram 100x) de las cepas de H. pylori y

C. albicans utilizadas en este estudio. A) H. pylori J99. B) H. pylori G27. C) H. pylori

SS1. D) C. albicans ATCC 10231.
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4.2. INTERNALIZACION DE CEPAS DE H. pylori EN CELULAS
DE C. albicans

En la figura 2 se puede observar el fendmeno de internalizacion de las
cepas de H. pylori J99, G27 y SS1 en la cepa de C. albicans ATCC 10231.
El grafico en A muestra el porcentaje de levaduras portadoras de bacterias en
co-cultivos entre C. albicans y cepas de H. pylori a distintas horas de
incubacion, se observa el aumento paulatino del porcentaje de levaduras
portadoras de bacteria a medida que aumenta el tiempo de incubacion,
observandose tanto a las 24 como a las 48 h de incubacion un porcentaje de
levaduras alrededor del 10% para todos los co-cultivo. No se observo
diferencia significativa en el aumento del porcentaje de levaduras portadoras
de bacterias para ninguno de los co-cultivos (p>0.05) y tampoco se observo
diferencia significativa al comparar los porcentajes de levaduras portadoras

de bacterias entre co-cultivos (p>0.05).

A las 3 h los co-cultivo entre las cepas 10231/SS1, 10231/J99 y
10231/G27, presentaron en promedio las siguientes concentraciones de
levaduras portadoras de bacterias 2x10° (Cells/mL), 9x10* (Cells/mL) y
6x10* (Cells/mL) respectivamente, existiendo diferencias significativas al

comparar la concentracion de los co-cultivos 10231/SS1-10231/J99 y
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10231/SS1-10231/G27, ambos con un p<0.0001 a las 3 h de incubacién ,
mientras que a las 48 h de incubacion los co-cultivos presentaron
concentraciones de levaduras portadoras de bacterias de 2x10° (Cells/mL),
8x10° (Cells/mL) y 8x10° (Cells/mL) respectivamente, sin diferencias

significativas al comparar los distintos co-cultivos (p>0.05).

Al realizar el analisis individual de las cinéticas de internalizacion de
H. pylori en C. albicans se observo para todos los cultivos diferencias
significativas en la concentracion de levaduras portadoras de bacterias entre
las 3 y 48 h de cultivo (p<0.05) para cada uno de los co-cultivos, lo que
sugiere que entre las 3 y 48 h de incubacion sigue produciéndose la
internalizacion de células de H. pylori en células de C. albicans aumentando

la concentracion de levaduras portadoras de bacterias en el medio.
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Figura 2. Internalizacion de cepas H. pylori en C. albicans. A) Porcentaje de levaduras

portadoras de bacterias. B) Curvas de aparicion de levaduras portadoras de bacterias en el

tiempo. C: control; LT: levaduras totales; BLB: levaduras portadoras de bacterias.
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4.2. VIABILIDAD Y DETECCION DE CEPAS DE H. pylori EN
CELULAS DE C. albicans

Las figuras A y B de la figura 3, muestran el movimiento de cuerpos
similares a bacterias en la vacuola de una célula de C. albicans en intervalos
de 1 segundo en co-cultivos de 24 y 48 h de incubacion respectivamente, lo
que sugiere la viabilidad de H. pylori al interior de la célula de C. albicans.
Para corroborar la viabilidad de las cepas H. pylori al interior de C. albicans,
kit de viabilidad microbiana en co-cultivos de 48 h, observandose que dentro
de las vacuolas del hongo se observan los cuerpos similares a bacterias de
color verde (Fig. 4), lo que indica su viabilidad, el fluoréforo rojo indicativo
de muerte celular solo es observable en cuerpos extracelulares a la levadura,
lo que sugiere la muerte de las células de H. pylori no internalizadas a las 48
h de co-cultivo. Ademas, al igual que en la figura 3 se observa el rapido
movimiento de la bacteria al interior de la vacuola de la levadura para todos

los co-cultivos a excepcion del control (Fig. 4).

Por ultimo, a traves de la amplificacion de genes especificos de H.
pylori se determind la presencia de la bacteria al interior de las células del

hongo (Fig. 5-12). Se pudo corroborar que el perfil genético de las cepas de
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H. pylori se mantuvo luego del proceso de internalizacion al compararlo con

el ADN de control de cada una de las cepas (Tabla 2).

Os

1ls
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Figura 3. Observacion en fresco de una célula de levadura portadora de bacteria en
intervalos de un segundo a las A) 24 h de co-cultivo entre las cepas H. pylori J99 y C.
albicans ATCC 10231 y B) a las 48 h de co-cultivo entre las cepas H. pylori G27 y C.
albicans ATCC 10231. Flecha blanca indica presencia de cuerpo similar a bacteria
moviéndose al interior de la célula de C. albicans. Las fotografias fueron tomadas en

intervalos de 1 segundo.
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Figura 4. Viabilidad de cepas de H. pylori al interior de las vacuolas de la cepa ATCC

10231 de C. albicans. A) Control cepa de C. albicans. B) Co-cultivo entre la cepa J99
de H. pylori y C. albicans. C) Co-cultivo entre la cepa G27 de H. pylori y C. albicans.

D) Co-cultivo entre la cepa SS1 de H. pylori y C. albicans. Flecha blanca indica
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presencia de H. pylori viable en la vacuola de C. albicans. Flecha naranja indica

presencia de células muertas.

100

Figura 5. Deteccion gen 16S rRNA de H. pylori en levaduras provenientes de cocultivos
entre C. albicans ATCC 10231 (C-) y cepas de H. pylori. 1) Marcador de tamafio

molecular. 2) C-SS1. 3) C-J99. 4) C-G27. 5) SS1. 6) J99. 7) G27. 8) Control negativo

(ATCC 10231). 9) Blanco.
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Figura 6. Deteccion gen cagA de H. pylori en levaduras provenientes de cocultivos entre
C. albicans ATCC 10231 (C-) y cepas de H. pylori. 1) Marcador de tamafio molecular. 2)

C-SS1. 3) C-J99. 4) C-G27. 5) SS1. 6) J99. 7) G27. 8) Control negativo (ATCC 10231).

9) Blanco.

100

Figura 7. Deteccion gen vacA sla de H. pylori en levaduras provenientes de cocultivos
entre C. albicans ATCC 10231 (C-) y cepas de H. pylori. 1) Marcador de tamafio

molecular. 2) C-SS1. 3) C-J99. 4) C-G27. 5) SS1. 6) J99. 7) G27. 8) Control negativo
(ATCC 10231). 9) Blanco.
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Figura 8. Deteccion gen vacA sl1b de H. pylori en levaduras provenientes de cocultivos

entre C. albicans ATCC 10231 (C-) y cepas de H. pylori. 1) Marcador de tamafio

molecular. 2) C-SS1. 3) C-J99. 4) C-G27. 5) SS1. 6) J99. 7) G27. 8) Control negativo

(ATCC 10231). 9) Blanco.
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Figura 9. Deteccién gen vacA s2 de H. pylori en levaduras provenientes de cocultivos
entre C. albicans ATCC 10231 (C-) y cepas de H. pylori. 1) Marcador de tamafio

molecular. 2) C-SS1. 3) C-J99. 4) C-G27. 5) SS1. 6) J99. 7) G27. 8) Control negativo

(ATCC 10231). 9) Blanco.
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Figura 10. Deteccién gen vacA m1 de H. pylori en levaduras provenientes de cocultivos
entre C. albicans ATCC 10231 (C-) y cepas de H. pylori. 1) Marcador de tamafio
molecular. 2) C-SS1. 3) C-J99. 4) C-G27. 5) SS1. 6) J99. 7) G27. 8) Control negativo

(ATCC 10231). 9) Blanco.
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Figura 11. Deteccién gen vacA m2 de H. pylori en levaduras provenientes de cocultivos
entre C. albicans ATCC 10231 (C-) y cepas de H. pylori. 1) Marcador de tamafio
molecular. 2) C-SS1. 3) C-J99. 4) C-G27. 5) SS1. 6) J99. 7) G27. 8) Control negativo

(ATCC 10231). 9) Blanco.
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Figura 12. Deteccion gen dupA de H. pylori en levaduras provenientes de cocultivos entre
C. albicans ATCC 10231 (C-) y cepas de H. pylori. 1) Marcador de tamafio molecular. 2)
C-SS1. 3) C-J99. 4) C-G27. 5) SS1. 6) J99. 7) G27. 8) Control negativo (ATCC 10231).

9) Blanco.

Tabla 2. Genotipificacion de genes de H. pylori en levaduras portadoras
de bacterias

Gen Cepas H. pylori Levaduras provenientes de Control
co-cultivos
SS1 J99 G27 C-SS1 (C-J99 C-G27 10231
16SrRNA  + + + + + + -
cagA + + + + + + -
vacA sla - + + - + + -
vacA slb - - - - - - -
vacA s2 + - - + - - -
vacA ml - + + - + + -
vacA m2 + - - + - - -
dupA - - - - - - -

+: Presencia del gen
-: Ausencia del gen
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4.3. ENSAYO DE FILAMENTACION EN CO-CULTIVOS ENTRE
CEPAS DE H. pylori y C. albicans ATCC 10231

En lafigura 13 se observan tinciones de Gram realizadas en los ensayos
de filamentacion para la cepa de C. albicans ATCC 10231 utilizando como
inductor del cambio morfolégico PBS 1X suplementado con 10% SFB. A
simple vista se logra observar una mayor cantidad de hifas en el control
comparado con los co-cultivos. Ademas, se observa, lo que parece ser una
menor cantidad de adhesion de C. albicans en los co-cultivos comparado con
el control. En la figura 13 B, también podemos observar que la cepa SS1 se
adhiere preferentemente a la hifa de Candida, formandose un halo alrededor
de la blastoconidia de Candida, lo que puede ser signo de inhibicion de la

adhesion de la bacteria en esta zona del hongo.

Para corroborar si H. pylori tuvo un efecto en el cambio morfolégico
de levadura a hifa en C. albicans, se tomaron alicuotas del sobrenadante de
los co-cultivos y se contd el nimero de hifas presentes en 50 campos,
utilizando cdmara Neubauer, por cada una de las 4 réplicas por ensayo
independiente. Al promedio del recuento de hifas por réplica se le otorg6 un
puntaje y se grafico (Fig. 14 A). De acuerdo con los resultados no se

observaron diferencias estadisticas entre el control y los co-cultivos. Sin
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embargo, en el control en varias réplicas el promedio de hifas fue mayor al
de co-cultivos, lo que podria indicar una tendencia de H. pylori a inhibir el

cambio morfoldgico de levadura a hifa inducido por SFB (Fig. 14 A).

Ademas, mediante analisis de imagenes de los co-cultivos adheridos a
vidrio y tefiidos por tincién de Gram, se determino si H. pylori tuvo un
impacto en el largo de las hifas de C. albicans y en la adhesion al determinar
el porcentaje del area ocupada por las celulas de Candida en las fotografias
del ensayo de filamentacion (Fig. 14 B-C). Se encontro que el largo de las
hifas fue significativamente mayor (p<0.001) en el control comparado con
los co-cultivos, siendo el promedio del largo de hifas en ausencia de H. pylori
alrededor de 50 um, lo que en presencia de las cepas de H. pylori disminuyd
alrededor de la mitad, lo que apoya que la presencia de H. pylori estaria
inhibiendo la formacion de hifas en C. albicans (Fig. 14 B). Junto con lo
anterior en la grafica de la figura 14 C, se observa ademas una disminucion
significativa del area de células de C. albicans adheridas a vidrio en el ensayo
de filamentacion, lo que sugiere que H. pylori no solo inhibe la filamentacion,
sino que también inhibe la adhesion de C. albicans y por lo tanto la formacion

de biofilm producido por el hongo.
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Figura 13. Desarrollo de hifas de C. albicans en PBS 1X suplementado con 10% de SFB,

en solitario (control) y en co-cultivos entre la cepa de C. albicans 10231 y las cepas de H.
pylori SS1, J99 y G27. Tincion de Gram (100x). A) Co-cultivo control 10231 + PBS 1X.

B) 10231 + SS1. C) 10231 + J99. D) 10231 + G27.
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Figura 14. Ensayo de filamentacion de C. albicans ATCC 10231. A) Mediana de la
puntacion de hifas de los cocultivos y el control, en el sobrenadante. Siendo 0 ausencia de
hifas; 1, entre 1y 10; 2, entre 11y 20; 3, entre 21y 30; 4, entre 31 y 40; 5 mas de 40 hifas.

No se encontraron diferencias significativas entre los distintos grupos (Kruskal-Wallis
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test). B) Promedio del largo de las hifas de C. albicans ATCC 10231, adheridas a
portaobjeto. Letras a y b simbolizan diferencias significativas entre los grupos.
(p<0,0001) (Kruskal-Wallis test). C) Promedio del porcentaje de &rea ocupado por células
de C. albicans ATCC 10231. ** (p=0.003); *** (p<0.0009) (Ordinary one-way ANOVA

test).

4.4. CAMBIO FENOTIPICO BLANCO-OPACO EN C. albicans EN
CO-CULTIVOS CON H. pylori.

En la figura 15 se pueden observar los cambios experimentados en las
colonias de C. albicans ATCC 10231 luego de 3 dias de cultivo, se observan
colonias con el morfotipo blanco cuyas caracteristicas macroscopicas en
CHROMagar Candida, es la aparicion de colonias color verde oscuro y
brillantes (Fig. 15 A), la que a medida que aumentan los dias de cultivo
empieza a perder su coloracion y brillo transformandose en una colonia de
color verde claro, opaca (Fig. 15 A). A nivel microscépico este cambio
fenotipico en las colonias de C. albicans también tiene cambios en la

morfologia del hongo (Fig. 15 B), donde se empieza observar la aparicion de
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células ovaladas y alargadas, como lo muestra la figura 15 B, flecha negra,

morfologia celular caracteristica del morfotipo opaco.

cambio blanco opaco en la cepa de C. albicans ATCC 10231. A) Observacion

macroscopica de colonias de C. albicans, flecha indica zonas del morfotipo Blanco (B) y
Opaco (OP) luego de 3 dias de cultivo. B) Observacion al fresco de colonia de fenotipo
blanco con porciones opacas muestra presencia de levaduras con forma redonda (flecha

blanca) y de células de levaduras de forma ovalada y alargadas (flecha negra).
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Para determinar si la presencia de H. pylori tiene algun efecto sobre el
cambio morfolégico de blanco a opaco en C. albicans ATCC 10231, los co-
cultivos se sometieron a incubaciones prolongadas y se determind el
porcentaje de colonias que presentaban fenotipo opaco y el porcentaje de
colonias blancas que poseian una porcién opaca. No se encontraron
diferencias significativas entre el control y los co-cultivos con respecto a la
frecuencia de aparicion de los fenotipos opacos en los cultivos (Tabla 3). Sin
embargo, en los co-cultivos la presencia de colonias de morfotipo blanco con
porciones opacas, fue observable desde el segundo dia de cultivo, al contrario
que en el control donde este fenomeno solo fue observable desde el tercer dia

de cultivo (Fig. 16).

En lo que respecta a la morfologia celular de C. albicans no se
observaron diferencia en los montajes en fresco al analizar las porciones
blancas y opacas de las colonias, si se logré observar la aparicion de células
de gran tamario, alrededor de 10 pum de diametro en todas las muestras
incluido el control (Fig. 17). Por altimo, en todos los co-cultivos de 5 dias de
incubacion se logré observar levaduras que al interior de la vacuola se

observaba el movimiento rapido de cuerpos, lo que indica la viabilidad de H.
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pylori al interior de C. albicans incluso luego de una incubacion prolongada

(Fig. 18).

Tabla 3. Frecuencia de cambio fenotipico Blanco-Opaco en co-cultivo
entre C. albicans y cepas de H. pylori

3 dias 5 dias

Colonias Porcentaje Porcentaje  Porcentaje  Porcentaje
Cepas : : . :

Totales colonias colonias B- colonias OP colonias B-

OP OP OP

Control 659 17,9+6,384 545+4808 244+7637 752+7,071
SS1 633 9,95+ 6,107 68,6+4,667 32,95+6,435 67,05+ 6,435
J99 476 143+5742 69,3+0,141 228+14,85 77,2+14,85
G27 437 6,55+ 6,988 76,7+5374 17,4+2097 82 +2,121

No se observaron diferencias significas entre los grupos (Dunn's multiple comparisons

test).

OP: Colonias con fenotipo opaco
B-OP: Colonias con fenotipo blanco que poseen una porcién opaca
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Figura 16. Evolucion de fenotipo de colonias de levaduras portadoras de cepas de H.
pylori. Flecha indica zonas de fenotipo opaco.
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Figura 17. Morfologia celular de C. albicans portadora de cepas de H. pylori en diferentes

fenotipos de colonias, luego de 5 dia de incubacién.
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Figura 18. Viabilidad de H. pylori al interior de C. albicans roveniente de una cIonia

de morfotipo blanco. Flecha indica movimiento de la bacteria al interior de la vacuola del

hongo (Fotografia representativa).
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DISCUSION

En este trabajo se estudio la capacidad de internalizacion de cepas de
H. pylori en C. albicans y el efecto de la interaccion entre estos
microorganismos en la modulacion de la morfologia del hongo y viabilidad

bacteriana.

La capacidad de H. pylori para internalizarse en células ha sido
observado en biopsias gastricas y muestras de nodos linfaticos gastricos
provenientes de pacientes con malestar gastrico, metaplasia, dispepsia,
neoplasia y positivos para la infeccion por este patégeno (Y. Huang et al.,
2016). Este fendmeno observado en humanos también ha sido observado en
distintos modelos celulares pertenecientes a células epiteliales gastricas y no
gastricas como las lineas celulares AGS, SGC-7901, GES-1, MKN45, Huh-

7, HEp-2, Hela, Caco-2 y MDCK (Y. Huang et al., 2016).

Sin embargo, las células humanas no son el Unico reservorio
intracelular de esta bacteria patdgena, ya que se ha detectado la presencia de

H. pylori en vacuolas de levaduras aisladas de fuentes humanas como la
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cavidad oral, vaginal y gastrointestinal (Matamala-Valdés etal., 2018;
Sanchez-Alonzo, Matamala-Valdés, et al., 2021; Saniee et al., 2013) y no

humanas como insectos, frutas y alimentos (Siavoshi et al., 2018).

Se ha observado que la internalizacion de H. pylori en levaduras estaria
altamente influenciada por condiciones adversas para la supervivencia de la
bacteria como la exposicion a antibioticos, estrés por pH, temperatura y
deficiencia de nutrientes (Sanchez-Alonzo, Arellano-Arriagada, et al., 2021;
Sanchez-Alonzo, Belmar, etal.,, 2021; Sanchez-Alonzo etal., 2020;
Sanchez-Alonzo, Silva-Mieres, et al., 2021). En este caso el medio utilizado
para la realizacion del co-cultivo fue PBS 1X, un medio que se puede
considerar deficiente en nutrientes, siendo los resultados muy similares a los
obtenidos en un estudio previo donde se realizaron los co-cultivos en
solucion salina observandose entre un 8 y 10% de levaduras portadoras de
bacterias (Sanchez-Alonzo et al., 2021), lo que se compara con la poblacién
de levaduras portadoras de bacterias de alrededor del 10% observado en este

estudio.

De acuerdo con literatura previa la capacidad invasiva de H. pylori

varia dependiendo de la cepa y el tipo de célula huésped, segin datos
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existentes hasta el momento, sélo entre el 0.01 y 0.1% de las células
bacterianas inoculadas es capaz de invadir a las células huésped (Huang et al.,
2016). Si consideramos que en este estudio el co-cultivo inicial entre C.
albicans y H. pylori tenia una concentracion inicial de bacterias de 6x108
(células/mL) y al finalizar las 48 h de co-cultivo se observé una
concentracion promedio de células de levaduras portadoras de bacterias de
1x10° (células/mL), la tasa de internalizacion de H. pylori en C. albicans seria
del 0.166% bajo estas condiciones de cultivo, tasa similar a la indicada por

autores en ensayos realizados en lineas celulares humanas.

Otro punto interesante a analizar es que no se observé diferencias
significativas al comparar la concentracion de L-PB entre las distintas cepas
de H. pylori a las 48 h de cultivo, significando esto que no es un fenémeno
cepa dependiente bajo estas condiciones, igual a lo observado por Sanchez-
Alonzo etal.,, 2021. Sin embargo, si se encontraron diferencias en la
concentracion L-PB a las 3 h de co-cultivo, siendo el co-cultivo entre las
cepas ATCC 10231 y SS1, el que presentaba una mayor internalizacion en
este tiempo, por lo que podemos suponer que la cepa SS1 posee una mayor

velocidad de internalizacion, pero al igual que las otras cepas de H. pylori
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ensayadas al llegar a la concentracién de 10° células/mL de L-PB, la

internalizacion se detiene.

El método utilizado para la cuantificacion de la internalizacion de H.
pylori en la levadura se basa en el hecho de que mediante montaje en fresco
al microscopio 6ptico de los co-cultivos es posible observar el rapido
movimiento de los denominados “cuerpos similares a bacterias” al interior
de la vacuola del hongo, y que esto a su vez es sefial de la viabilidad
bacteriana. Sin embargo, este metodo trae consigo ciertas complicaciones
que se deben replantear en futuras investigaciones para robustecer la

cuantificacion de la tasa de internalizacion de H. pylori en la levadura.

Una de las complicaciones es el hecho de que la acumulacion de
complejos polifosfatados al interior de las vacuolas también presentan
movimientos brownianos y se puede observar al realizar montajes en fresco
al microscopio éptico, por lo que pueden ser confundidos con la presencia de
bacterias al interior de la célula fangica; aunque este fendmeno ha sido
informado en Cryptococcus humicola y Saccharomyces cerevisiae (Breus

et al., 2012; Kharchuk et al., 2019; Puchkov, 2010), es necesaria la busqueda
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de metodologias de marcaje que permitan diferenciar estos fendmenos en

Candida ya que igual podrian estar sucediendo.

En la investigacion presentada en esta tesis, se puede sugerir que este
fendmeno no significo problemas en el recuento de la internalizacion, debido
a gue en el control no se observo la presencia de cuerpos similares a bacterias
al interior de la vacuola de C. albicans. Sin embargo, como el fendmeno de
visualizacion de estos granulos polifosfatados depende de las condiciones de
cultivo, si pudiese llegar a ser confundente bajo otras condiciones de

investigacion.

En lo que respecta a la metodologia empleada para el recuento, el uso
de la camara Neubauer para la cuantificacion de levaduras portadoras de
bacterias dentro de una poblacién de levaduras permiti¢ establecer una tasa
de internalizacion algo que no se habia logrado establecer en investigaciones
anteriores realizadas por el grupo de investigacion, esto permite entender cual
es el real alcance de este fendmeno dentro de una poblacion bacteriana, lo
cual podria estar replicandose en su habitat normal. Ademas, al trasformar
estos resultados en porcentaje de internalizacién, los datos fueron

consistentes con lo observado en investigaciones previas bajo condiciones
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similares (Sanchez-Alonzo, Silva-Mieres, etal., 2021). Sin embargo, un
problema que tiene este método de recuento es la baja sensibilidad a bajas
concentraciones microbianas, siendo 10° células/mL la concentracion
minima cuantificable mediante este método, lo impide determinar en qué

momento comienza la internalizacion de una bacteria en una célula flngica.

Otro punto abordado en esta tesis fue el analizar si la presencia de H.
pylori juega algun rol en la morfologia del hongo, se pudo determinar que la
bacteria tiene la capacidad de inhibir la formacién de hifas en C. albicans,

varios son los estudios que han reportado este fenémeno en otras bacterias.

La capacidad para inhibir la formacion de hifas en C. albicans se ha
reportado en bacterias pertenecientes al género Lactobacillus, cuyo
mecanismo se basa en la liberacion de metabolitos con capacidad antifungica
y la regulacion negativa de genes involucrados en la transicion morfogénica
levadura-hifa en el hongo (Wang et al., 2017; Rossoni et al., 2018; de Barros
et al., 2018; Allonsius et al., 2019; Jang et al., 2019; MacAlpine et al., 2021);
en cepas de Streptococcus salivarius, las subespecies thermophilus vy
Streptococcus mitis las cuales inhiben la formacion del tubo germinal y el

cambio morfoldgico (Azad etal., 2021; do Rosario Palma etal., 2019;
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Mokhtar etal., 2021). Esta capacidad no solo ha sido observada en
potenciales cepas probidticas o bacterias reconocidas como comensales,
también ha sido observado en algunas bacterias patdgenas como es el caso
de la bacteriocina EntV de Enterococcus faecalis, la cual se ha determinado
que es necesaria y suficiente para la reduccion de la virulencia de C. albicans
y la formacién de biopeliculas a travées de la inhibicién de la formacion de
hifas (Graham et al., 2017); o la presencia de Porphyromonas gingivalis que
inhibe la formacion de hifas en biopeliculas polimicrobianas con bacterias
orales, incluso existiendo la presencia de bacterias que promueven el cambio
morfoldgico en C. albicans (Morse et al., 2019); y, uno de los ejemplos mas
documentados es el caso de Pseudomona aeruginosa la cual inhibe la
formacion de hifas en C. albicans, teniendo como consecuencia la
disminucion en el escape y la sobrevivencia del hongo al ser fagocitado por
macrdfagos (Salvatori et al., 2020). Con estos antecedentes es que surge el
cuestionamiento de si la interaccion entre H. pylori y C. albicans es de tipo
mutualista, comensalismo o si estamos en presencia de un parasitismo por

parte de la bacteria donde es la Unica beneficiada de esta interaccion.

Otro punto interesante para discutir es la diferencia existente en los

resultados en los ensayos de filamentacion cuando se analiza el sobrenadante
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de los co-cultivos, comparado con los co-cultivos adheridos al vidrio, donde
en el primero no se observaron diferencias significativas entre el control y los
tratamientos, mientras si se encontraron diferencias significativas en el
segundo analisis, sugiriendo la inhibicion de la filamentacion y de la
adhesion, lo que podria provocar la disminucion de la formacion de
biopeliculas en el hongo. Este fenémeno podria darnos ideas del mecanismo
implicado en la inhibicion de la filamentacion en C. albicans debido a la

presencia de H. pylori.

Es conocido que la adhesion de H. pylori a las células huésped esta
mediado por la presencia de colesterol (Hsu et al., 2021), a pesar que la célula
fangica no posee colesterol si posee un analogo de éste que es el ergosterol y
se ha propuesto que en el caso de la interaccion con Candida, la bacteria
podria estar usando el ergosterol como analogo del colesterol. Sin embargo,
esta hipdtesis ain no ha sido comprobada (Siavoshi, 2014). Al utilizar la
bacteria el ergosterol proveniente de Candida esto podria disminuir los
niveles de adhesion y por lo tanto, el desarrollo de la biopelicula fungica ya
que se ha demostrado ser dependiente de los niveles de ergosterol (Alim
etal., 2018). Otro punto interesante es que la enzima que transforma el

colesterol de célula en derivados de colesteril glucosido; la colesteril
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glucotransferasa (CGAT), es capaz de aumentar la internalizacion de H.
pylori en células AGS al aumentar la respuesta de autofagia (Muthusamy
etal., 2021), que es un fendmeno que podria también estar afectando la
internalizacion y la inhibicion del cambio morfologico en C. albicans, ya que,
la enzima CGAT se secreta a traves de vesiculas (Jan et al., 2020). Se ha
informado que la presencia de vesiculas extracelulares puede inhibir la
formacién de biopeliculas y el cambio morfolégico en C. albicans in vitro,
aunque esto solo se ha realizado con vesiculas extracelulares de hongos
(Honorato et al., 2022), igual es una aproximacion interesante para explicar
coémo es que H. pylori disminuye la elongacion de las hifas y la adhesion de
éstas. Ademas, siguiendo con la idea de la utilizacion de esta via para que la
bacteria pueda internalizarse en C. albicans se ha observado que el aumento
de la endocitosis puede inhibir el alargamiento de las hifas (Bar-Yosef et al.,
2018), que es justamente lo que se ha observado en la interaccion entre estos
microorganismos en esta investigacion. Por lo que H. pylori al inhibir la
adhesion y el alargamiento de hifas por sobre la iniciacion del cambio
morfoldgico, es que podria estar aumentando la concentracion de células
fungicas que presentan el tubo germinal en el sobrenadante, provocando esta

diferencia en los resultados.
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Basados en esta premisa es que seria interesante utilizar un inhibidor
de la enzima CGAT de H. pylori, como lo es la droga amiodarone (Jan et al.,
2020), en co-cultivos con C. albicans en presencia de suero y ver si
disminuye la adhesion de la bacteria al hongo, si disminuye la internalizacion
y si aumenta la adhesion del hongo para la formacion de biopeliculas, ya que
esto seria suficiente para determinar si esta enzima cumple un rol en el
proceso de internalizacion y en los cambios morfologicos presentados

durante la interaccién entre H. pylori y C. albicans.

En lo que concierne al estudio de los cambios fenotipicos en C.
albicans debido a la interaccion con cepas de H. pylori, es necesario
establecer que fluctuaciones nutricionales en el ambiente provocan
heterogenicidad fenotipica en poblaciones microbianas que en un inicio
provienen de una misma célula madre, transforméandolas en comunidades
multicelulares donde cada fenotipo muestra una especializacion funcional
que promueve la supervivencia frente a estas alteraciones en el ambiente
(Varahan & Laxman, 2021). Esta heterogeneidad fenotipica ha sido
especialmente estudiada en el caso de los hongos donde por ejemplo cuando

hablamos de C. albicans podemos encontrar en muchas ocasiones
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transiciones levadura-hifa o blanco-opaco en un mismo cultivo (Varahan &

Laxman, 2021).

En el caso de este estudio C. albicans fue sometida a condiciones de
hambruna durante los co-cultivos con las cepas de H. pylori y posteriormente
sembrada en ChromAgar Candida para determinar cambios fenotipicos en el
hongo debido a la previa interaccién con la bacteria. Sin embargo, a pesar de
que se observo una diferencia fenotipica en las colonias de C. albicans que
aumentaba con el tiempo de cultivo, esto no estuvo en concordancia con lo
observado en los montajes en fresco, donde no se observé la aparicion de
células opacas y solo se observd el aumento en la cantidad de células del
hongo de morfologia redondeada y de gran tamafio (alrededor de 10 pum), por
lo que, en este caso las alteraciones nutricionales a las cuales fue sometida la
levadura no tuvo los efectos descritos previamente en literatura que afirman
que este cambio es inducido por alteraciones en las fuentes de carbono (Vico

et al., 2021).

Lo que se puede sugerir al respecto, es que el cambio de ambiente
desde PBS a ChromoAgar Candida experimentado por el hongo pudo haber

alterado la regulacion del fenémeno de transicidn blanco-opaco, y es que esta
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transicion morfoldgica es controlada por al menos 8 reguladores
transcripcionales, los cuales controlan el equilibrio entre los estados blanco
y opaco, que tienen distintos perfiles transcripcionales y propiedades
fisiologicas, lo que ha sugerido que este proceso esta controlado por
mecanismos epigenéticos independientes de cambios en la secuencia de
ADN del hongo (Beekman et al., 2021) y el hecho de estar gobernado por
cambios epigenéticos hace a este fendmeno mas susceptible a los cambios en
el microambiente de cultivo. Aun asi, las levaduras provenientes desde co-
cultivos con H. pylori mostraron una diferencia fenotipica de sus colonias un
dia antes que el control sin interaccionar con la bacteria, esto hace suponer
que a pesar de que la interaccion de C. albicans con H. pylori no esta
aparentemente relacionado con el cambio blanco-opaco, si puede estar
relacionado con la aceleracion de transicion a otro fenotipo en C. albicans.
Sin embargo, es necesario realizar estudios en la expresion de genes del
hongo bajo estas condiciones para poder determinar con gue procesos esta
relacionado este cambio en el fenotipo de las colonias. A nivel morfolégico,
este cambio fenotipico en las colonias de C. albicans conllevo a la aparicion
de células de gran tamafio de alrededor de 10 pum, cuando se observaron los

montajes en fresco, con respecto a este fendmeno se ha observado que la
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privacion de zinc provoca en cultivos de C. albicans la aparicion de levaduras
esféricas agrandadas, fenotipo que ha sido denominado Goliath (Malavia
et al., 2017), entre las caracteristicas de este fenotipo esta su volumen celular
el cual en promedio es de 146 um?, siendo el de una levadura regular entre
28-35 um?, presentan una filamentacion retardada comparado con levadura
normales frente a inductores de la filamentacién, exhiben una composicion
alterada de la pared celular, asociada con una mayor exposicion a la quitina
y presentan una capacidad de adhesion aumentada comparado con levaduras
de tamarfio regular (Malavia et al., 2017), si la exposicion de la levadura a
cepas de H. pylori realmente esta acelerando la transicion hacia un fenotipo
Goliath es algo que se debe seguir estudiando bajo distintas condiciones
nutricionales para determinar que el gatillante es realmente la presencia de la
bacteria y no las condiciones de cultivo, aun asi los resultados obtenidos
sugieren una aceleracion de este proceso en las levaduras provenientes de co-

cultivos con H. pylori.
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CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio permiten concluir que la interaccion
entre cepas de H. pylori y C. albicans no difiere de lo sefialado en literatura

con respecto a las interacciones entre este hongo y otras especies bacterianas.

Se demostro que la interaccion interreinos entre C. albicans y H. pylori
conlleva a la induccién de dos fenédmenos: 1) La internalizacion de la bacteria
en las vacuolas del hongo y 2) La inhibicion de la filamentacion en C.
albicans. Ademas, a la posible induccion de un tercer fendmeno que es la

aceleracion de la transicion de la levadura a un fenotipo Goliath.

En lo que concierne al fenédmeno de internalizacion de acuerdo con los
resultados obtenidos en este trabajo este fendmeno ocurre en una baja tasa,
siendo no mas del 0,1% de las células de H. pylori capaces de internalizarse
bajo las condiciones ensayadas. Ademas, este fendmeno se manifiesta

independiente de si la morfologia presentada por el hongo es levadura o hifa,
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observandose la viabilidad de la bacteria al interior de la vacuola de C.

albicans en ambas situaciones.

En el caso de la inhibicion de la filamentacion de C. albicans por H.
pylori en presencia de SFB, se demostré que la interaccion entre estos dos
microorganismos provoca una disminucion en la elongacion del tamario de
las hifas del hongo y que ademas esta interaccion podria estar afectando la
capacidad de adhesion de las hifas del hongo en superficies inertes como el

vidrio.

Por otro lado, no fue posible correlacionar la capacidad de
internalizacion de H. pylori con su capacidad de inhibir la produccion de hifas
en C. albicans, tampoco se observé relacion alguna entre la interaccion entre
estos microorganismos y la tasa de aparicion del fenotipo opaco en C.

albicans.

Por lo que es necesario probar nuevos acercamientos metodologicos
que permitan dilucidar el real efecto de la internalizacion de H. pylori en los

cambios morfoldgicos de C. albicans.

Sin embargo, también se puede concluir que en condiciones de co-

cultivo carentes de nutrientes la interaccion entre H. pylori y C. albicans
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estaria promoviendo la transicion hacia un fenotipo Goliath en la levadura,
mientras que en condiciones de co-cultivo en presencia de suero la
interaccion entre H. pylori y C. albicans estaria inhibiendo la transicién
levadura-hifa en el hongo. Ademas, bajo estas dos condiciones se esta
produciendo la internalizacion de la bacteria independiente de la morfologia
presentada por el hongo, observandose el rapido movimiento de la bacteria

al interior de la vacuola tanto en levaduras regulares, fenotipo Goliath e hifas.
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