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RESUMEN 
Helicobacter pylori es un bacilo Gram negativo causante de gastritis crónica que presenta 

propiedades inmunomoduladoras y posee la capacidad de desarrollar biopelículas (BFs). 

El objetivo principal del presente trabajo fue analizar  el efecto y asociación de la BF de H. 

pylori sobre la respuesta inmune. Para ello, se determinaron las condiciones óptimas para 

que la bacteria desarrollara BF in vitro, asociadas a medios de cultivo y suplementos. 

También se  estudió el efecto de los componentes celulares de la bacteria planctónica y su 

BF sobre la activación del factor nuclear NF-B de leucocitos humanos, así como en la 

interacción de estos componentes con células fagociticas. Se estableció la correlación de 

factores transcripcionales en la diferenciación de células T, con la presencia de BF en 

pacientes con sintomatología asociada a gastritis. Así, se obtuvieron como resultado, las 

condiciones adecuadas para el desarrollo de la BF in vitro y además, al evaluar el efecto de 

partículas sonicadas de H. pylori planctónica y su BF sobre la activación de NF-y la 

fagocitosis de Staphylococcus aureus, se encontró que la presencia y tipo de sonicado 

afecta la respuesta del NF-B así como al proceso de fagocitosis y actividad bactericida de 

las células fagocíticas. Finalmente en un estudio comparativo de perfiles transcripcionales 

de la respuesta inmune en biopsias gástricas humanas, se encontró, ante la presencia de 

BF por H. pylori,  una correlación (Spearman ,) significativa para FOXP3 que es un perfil 

relacionado a una respuesta de tipo regulador del sistema inmune. Y además, una alta 

correlación del perfil Tbet asociado a inflamación en pacientes con presencia de bacteria 

planctónica. De tal forma que, nuestros resultados sugieren que la BF de H. pylori puede 

inducir una respuesta reguladora del sistema inmune que permite que la infección causada 

por esta bacteria sea persistente a su tratamiento.  

 

Palabras clave: biopelícula, gastritis, inmunomodulador, in vitro, planctónica. 
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ABSTRACT 
Helicobacter pylori is a Gram-negative bacillus that causes chronic gastritis and exhibits 

immunomodulatory properties and the ability to develop biofilms (BFs). The main objective 

of this study was to analyze the effect and association of H. pylori BF on the immune 

response. Optimal conditions for the bacteria to develop BF in vitro, associated with culture 

media and supplements, were determined. The effect of the cellular components of the 

planktonic bacteria and its BF on the activation of the nuclear factor NF-B in human 

leukocytes, as well as on the interaction of these components with phagocytic cells, was 

also studied. A correlation between transcriptional factors in T cell differentiation and the 

presence of BF in patients with gastritis-associated symptoms was established. Thus, the 

appropriate conditions for the development of BF in vitro were obtained and, in addition, 

when evaluating the effect of sonicated particles of planktonic H. pylori and its BF on the 

activation of NF-B and the phagocytosis of Staphylococcus aureus, it was found that the 

presence and type of sonicate affects the response of NF-B as well as the process of 

phagocytosis and bactericidal activity of phagocytic cells. Finally, in a comparative study of 

transcriptional profiles of the immune response in human gastric biopsies, a significant 

correlation (Spearman , ) was found for FOXP3 in the presence of H. pylori BF, which is a 

profile related to a regulatory response of the immune system. A high correlation was also 

found for the Tbet profile associated with inflammation in patients with the presence of 

planktonic bacteria. Thus, our results suggest that H. pylori BF can induce a regulatory 

response of the immune system that allows the infection caused by this bacteria to persist 

despite treatment. 

 

Keywords: biofilm, gastritis, immunomodulator, in vitro, planktonic. 

 
 
 
 
 
 
 
 



9 

 

I. INTRODUCCIÓN 
 

Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa asociada a infecciones consideradas 

como problemas de salud pública, tales como la enfermedad ulcerosa péptica, ciertas 

formas de cáncer gástrico y el linfoma gástrico del tejido linfoide asociado a las mucosas 

(MALT, por sus siglas en inglés), en las cuales desempeña un papel patogénico esencial. 

 

Los países en desarrollo poseen tasas de prevalencia de la infección por H. pylori más altas 

que en los países desarrollados. Varios factores, como la edad, el género, la educación, el 

estilo de vida, el estado de salud, el número de miembros de la familia y el estado financiero 

y el área de residencia, podrían afectar la prevalencia de H. pylori en la población (Zhang 

et al., 2021). 

 

Los factores de patogenicidad de la bacteria involucran factores metabólicos que le 

permiten alterar con éxito el nicho ambiental extremo en el hospedero, para su propio 

beneficio. Además, presenta factores de virulencia que provocan respuesta inflamatoria y 

que alteran la homeostasis de los tejidos. H. pylori tiene la capacidad de formar biopelículas 

(BFs), las cuales son comunidades de microorganismos que forman agregados rodeados 

por una matriz extracelular que ellos mismos producen. La capacidad de formar estas 

estructuras podría estar involucrada en la resistencia de H. pylori durante la infección. 

 

Diversos estudios indican que H. pylori presenta propiedades inmunomoduladoras que 

favorecen la resistencia de la bacteria durante la infección. En el presente trabajo se 

evaluará la participación de la BF por H. pylori in vitro e in vivo en la activación de 

componentes involucrados en la respuesta inmune innata y específica. La evaluación de 

las BFs, así como de los componentes involucrados en la respuesta inmune en la infección 

por H. pylori, proporcionará conocimientos que podrán conducir al desarrollo de terapias 

más efectivas para su erradicación. 
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II. ANTECEDENTES 

1. Helicobacter pylori 

Helicobacter pylori es una bacteria microaerófila, Gram negativa, de crecimiento lento y 

forma helicoidal con abundantes flagelos unipolares. Está presente en el 50 % de la 

población mundial y la infección por esta bacteria es un factor de riesgo de gastritis crónica 

y úlcera péptica, además es reconocida como carcinógeno de clase I por la Organización 

Mundial de la Salud (OMS) (Zeng et al., 2022). 

 

En 1984, Marshall y Warren describieron la presencia de bacilos curvados o espirales 

encontrados en muestras de mucosa gástrica en 58 de 100 pacientes que presentaban 

lesiones del sistema digestivo como ulceras duodenales o pépticas. Las bacterias 

identificadas eran Gram negativas, flageladas y microaerofílicas y fueron clasificadas como 

una nueva especie del género Campylobacter (Marshall & Warren, 1984). Hasta ese 

tiempo, era una bacteria espiral nunca cultivada. Por su morfología y requerimientos 

atmosféricos para el crecimiento, la nombraron inicialmente C. pyloridis. Finalmente, 

gracias a la realización de análisis de DNA, este microorganismo fue asignado dentro de 

un nuevo género denominado Helicobacter y la bacteria es hoy conocida como H. pylori 

(Cava, 2003). 

 

Clasificación taxonómica de H. pylori: 
Dominio:  Bacteria 

Phylum:  Proteobacteria 

Clase:  Epsilonproteobacteria 

Orden:  Campylobacterales 

Familia:  Helicobacteraceae 

Género:  Helicobacter 

Especie:  pylori 

 

 

2. Epidemiología de las enfermedades por H. pylori 

Helicobacter pylori es causante de la enfermedad bacteriana con mayor prevalencia en el 

humano, ya que afecta a más de la mitad de la población mundial, responsable de 

enfermedades digestivas y extradigestivas. Al mismo tiempo, el riesgo de infección por este 



11 

 

microorganismo es hasta del 90%, y por otro lado, es de relevancia considerar que esta 

bacteria puede persistir en el estómago durante toda la vida del paciente (Pérez Bastán et 

al., 2021), sin síntomas aparentes.  

 

Los estudios epidemiológicos han aclarado que la prevalencia de enfermedades 

gastroduodenales graves depende de la ascendencia y los factores patogénicos de H. 

pylori, origen étnico y geográfico de las personas infectadas y susceptibilidad del huésped 

(Bakhti et al., 2020). El principal determinante de la prevalencia de la infección es el nivel 

socioeconómico, ya que influyen los niveles de higiene, saneamiento, densidad de 

población y educación. Lo que explica por qué la prevalencia de la infección es 

generalmente mayor, y casi omnipresente en los subconjuntos más pobres, de países en 

desarrollo (World Gastroenterology Organisation, 2021).  

 

Aunque la infección sigue siendo muy común en los países en desarrollo, en las últimas 

décadas se ha observado una disminución constante, tanto en la prevalencia de la infección 

por esta bacteria como en la incidencia de cáncer gástrico en la mayoría de las poblaciones, 

principalmente en las sociedades occidentales ricas (Figura 1). La asociación de los 

genotipos de H. pylori con el riesgo de cáncer gástrico ha sido ampliamente influenciada 

por el origen étnico/geográfico a nivel mundial (Bakhti et al., 2020).  

 

En México, la media nacional de seroprevalencia de H. pylori reportada en la población 

general es del 66%. El incremento en la tasa de mortalidad por cáncer gástrico ha 

incrementado con el tiempo, pasando de 4.5 por cada 100 000 habitantes en 1980 a 6.5 

por cada 100 000 habitantes en un periodo de 10 años (Ladrón et al., 2019). En México, la 

prevalencia también depende de la zona geográfica, encontrándose que en niños del 

estado de Guerrero, la infección es mayor que en los de la Ciudad de México y Monterrey 

(59.6% vs. 35–38%, respectivamente) (Borka et al. 2022). 

 

Un grave problema asociado a la erradicación de infecciones por H. pylori está relacionado 

con el tratamiento, el cual sigue siendo un desafío, debido al incremento en casos de 

resistencia a los antibióticos. En 2017, la Organización Mundial de la Salud (OMS) clasificó 

a H. pylori como patógeno de “alta prioridad” para el cual se deben desarrollar antibióticos 

para erradicar esta bacteria (Nista et al., 2022). 
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Figura 1. Prevalencia de infección por Helicobacter pylori (modificado de Hooi et al., 2017) 

 
3. Fisiopatología 

“La colonización gástrica por H. pylori induce gastritis histológica pero solo una minoría 

presenta signos clínicos. Pacientes H. pylori-positivos tienen un riesgo del diez al veinte por 

ciento de desarrollar enfermedad ulcerosa y del uno al dos por ciento de desarrollar cáncer 

gástrico distal” (Figura 2) (Kusters et al., 2006). 

 
Figura 2. Historia natural de la infección por Helicobacter pylori. La bacteria generalmente se 

adquiere en la infancia (modificada de Suerbaum y Michetti, 2002). 
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3.1. Gastritis 

 

De acuerdo con Kuster et al. (2006), la colonización con H. pylori conduce a la infiltración 

de la mucosa gástrica con células neutrofílicas y mononucleares. Esta gastritis activa 

crónica es la afección principal relacionada con la colonización por esta bacteria y, en 

particular, otros trastornos asociados a H. pylori son el resultado de este proceso 

inflamatorio crónico. 
 

3.2. Úlcera péptica 

 

Las úlceras ocurren principalmente en sitio donde la inflamación de las mucosas es severa 

(Van Zanten et al., 1999). En la zona de transición gástrica (entre el cuerpo y el antro), da 

lugar a úlceras gástricas. Cuando la producción de ácido es de normal a alta, la inflamación 

más grave se encuentra en el estómago distal y el duodeno proximal (úlceras yuxtapilóricas 

y duodenales).  

 

Un factor de virulencia bacteriano como la positividad del gen cagA se encuentra 

mayoritariamente en pacientes con úlcera péptica, por lo tanto, puede existir una asociación 

entre la positividad de cagA, la úlcera péptica y la erradicación efectiva de H. pylori 

(Vilaichone  y Mahachai, 2013) 

 
3.3. Dispepsia no ulcerosa 

 

La dispepsia no ulcerosa o funcional se define como la presencia de síntomas de malestar 

gastrointestinal superior sin ninguna anomalía estructural identificable durante la evaluación 

diagnóstica, al menos en la endoscopia gastrointestinal superior. Treinta a sesenta por 

ciento de los pacientes con dispepsia funcional son portadores de H. pylori (Kusters et al., 

2006). 

 
3.4. Gastritis atrófica, metaplasia intestinal y cáncer gástrico 

 

La inflamación crónica puede conducir a la pérdida de la arquitectura normal de la mucosa. 

La gastritis atrófica y metaplasia intestinal ocurre en aproximadamente la mitad de la 
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población colonizada por H. pylori, primero en aquellos sujetos y sitios donde la inflamación 

es más severa (Kuipers et al., 1995). 

 

La colonización por H. pylori aumenta el riesgo de cáncer gástrico aproximadamente 10 

veces y la OMS ha designado a H. pylori como carcinógeno de clase I, como ya se mencionó 

antes. La evidencia de que H. pylori aumenta el riesgo de desarrollo de cáncer gástrico a 

través de la atrofia y metaplasia, se origina en varios estudios en los que se demostró que 

los sujetos H. pylori positivos desarrollan estas afecciones con más frecuencia que los 

controles no infectados y esto está respaldado por las asociaciones geográficas entre su 

prevalencia y la incidencia de cáncer gástrico (Kusters et al., 2006). 

 
3.5. Linfoma gástrico MALT 

 

En el curso de la gastritis crónica pueden aparecer agregados linfáticos, lo que constituye 

el tejido linfoide asociado a las mucosas (MALT), y es el substrato anatómico necesario 

para que se desarrolle un linfoma MALT (Ferreyra y Terramoto, 2002). 

 

El proceso incluye destrucción de foveolas gástricas y erosión de la mucosa. La 

presentación endoscópica de linfoma gástrico primario se caracteriza por patrones no 

específicos como úlceras múltiples o gigantes y lesiones elevadas, así como erosiones, 

nódulos pequeños, engrosamiento de pliegues gástricos, eritema. La mayoría de los 

linfomas gástricos primarios se localizan en el antro, seguidos por el cuerpo y fondo. El 

tratamiento de erradicación de H. pylori se considera el tratamiento inicial en pacientes con 

diagnóstico de MALT localizado con evidencia de infección por dicha bacteria (Balanzá et 

al., 2020). 

 
3.6. Trastornos extragastroduodenales 

 

Helicobacter pylori se ha relacionado con una variedad de trastornos extragástricos: 

enfermedad coronaria, rosácea, urticaria idiopática, enfermedad tiroidea autoinmune, 

púrpura trombocitopénica y síndrome de Guillain-Barré. Los mecanismos hipotéticos 

subyacentes incluyen la activación crónica de bajo grado de la cascada de la coagulación, 

la aceleración de la aterosclerosis y el mimetismo antigénico entre H. pylori y los epítopos 

del hospedero que conducen a trastornos autoinmunitarios (Kusters et al., 2006). 
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4. Características microbiológicas 

 

Helicobacter pylori presenta las características estructurales de los bacilos Gram negativos, 

posee una membrana externa y una interna. Es un bacilo delgado helicoidal, pequeño y 

curvo. Mide aproximadamente 3 µm de largo y 0,5 µm de ancho (Figura 3). 

 

Esta bacteria posee múltiples flagelos polares (en penacho), entre 4 a 6, que están 

recubiertos por una vaina de estructura lipídica, que protege a los flagelos de degradación 

por el medio ácido (Alarcón et al, 2004). Los flagelos de H. pylori no solo aumentan su 

movilidad, sino que también tienen funciones esenciales en el inicio de la quimiotaxis y la 

formación de BFs, desencadenando la inflamación gástrica y permitiendo la evasión 

inmunitaria (Mărginean et al, 2022). La bacteria no forma esporas ni cápsula y su pared 

celular es similar a la de otras bacterias Gram negativas (Gil, 2018). El lipopolisacárido 

(LPS) es el componente principal de su pared celular y contribuye a su integridad 

estructural. El LPS de H. pylori consta de una cadena de polisacárido O-específica, un 

oligosacárido central y una parte lipídica llamada lípido A. Si bien el LPS suele ser altamente 

tóxico para el huésped, el de H. pylori tiene una baja activación de la respuesta 

inmunológica del huésped (Oleastro y  Ménard, 2013). 

 
Figura 3. Características estructurales de H. pylori indicando sus factores de virulencia.  Modificado 

de https://doi.org/10.3390/microorganisms9122502. 
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Para el cultivo e identificación morfofisiológica de H. pylori se utilizan medios enriquecidos 

con sangre y una atmósfera microaerófílica con incubación por 4 días. Tras la incubación 

se pueden apreciar colonias pequeñas, brillantes e incoloras, que microscópicamente 

presentan principalmente forma bacilar Gram negativa. La actividad enzimática positiva se 

demuestra mediante las pruebas ureasa, catalasa y oxidasa. Es importante considerar que 

H. pylori es resistente a vancomicina, cefsulodina, polimixina, trimetoprim/sulfametoxazol y 

anfotericina B10 (López-Brea y Alarcón, 2005). 
 

Helicobacter pylori se presenta clásicamente como bastoncillos retorcidos en espiral, 

mientras que su alta heterogeneidad contribuye a la presencia de varias formas celulares, 

que incluyen bastoncillos rectos o curvos, formas alargadas (filamentosas) o formas 

cocoides. La transformación morfológica a formas esféricas va acompañada de una 

disminución del tamaño celular y de la actividad metabólica, lo que se traduce en una 

transición a un fenotipo viable pero no cultivable (Krzyżek y Grande, 2020). 
 

5. Mecanismos de infección y patogenicidad 

 

Helicobacter pylori ingresa por la boca y desciende hasta la superficie de la capa de mucus 

de las células epiteliales del fundus y antro pilórico (Torres y Torres, 2016) (Figura 4).  

 

 
Figura 4. Mecanismos de infección por Helicobacter pylori  (Yonezawa et al., 2015). A.  Ingreso de 

la bacteria por vía oral. B. Desarrollo de la infección y sus síntomas 
 

En el comienzo de la infección, H. pylori utiliza la actividad enzimática de la ureasa para 

neutralizar la condición ácida hostil. La ureasa convierte la urea en amoniaco y carbamato, 
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este último se descompone espontáneamente en otra molécula de amoníaco y dióxido de 

carbono. El amoniaco producido por esta reacción aumenta el pH (Kusters et al., 2006). 

 

La motilidad mediada por flagelos es entonces requerida para que H. pylori se mueva hacia 

el epitelio gástrico del hospedero seguida por interacciones específicas entre adhesinas de 

la bacteria (la proteína A de unión al antígeno sanguíneo, la adhesina de unión al ácido 

siálico y otras proteínas de membrana externa) con los receptores de la célula del 

hospedero, lo que conduce al éxito de la colonización e infección persistente (Cheng-Yen 

et al., 2016).  

 

En resumen, cuatro pasos son críticos para la colonización y patogenia (Figura 5) (Cheng-

Yen et al., 2016):  

(1) Supervivencia en condiciones estomacales ácidas;  

(2) Movimiento hacia las células epiteliales mediante los flagelos;  

(3) Unión a los receptores del hospedero mediante adhesinas;  

(4) Daño tisular causado por la liberación de toxinas. 

 

 
Figura 5. Diagrama esquemático de la infección y patogenia por Helicobacter pylori (modificado de 

Cheng-Yen et al, 2016). 
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5.1. Factores de patogenicidad y virulencia 

 

El proceso patogénico de H. pylori consta de tres pasos: (1) colonización, (2) escape 

inmunitario e (3) inducción de enfermedades. La colonización de la mucosa se debe a un 

conjunto de enzimas agresivas (ureasa, mucinasa, peptidasas, etc.) que la vuelven 

patógena. 

 

Además de los factores de patogenicidad como la movilidad, adhesinas en su superficie, 

producción de proteasas y lipasas, se encuentra también la ureasa y citotoxinas que 

lesionan las células epiteliales gástricas (Pop et al., 2022). Asimismo, expresa factores de 

virulencia, particularmente asociados a islas de patogenicidad. Libera proteínas/toxinas 

efectoras, como la citotoxina asociada al gen A (CagA) y la citotoxina vacuolizante A (VacA), 

causando daño al tejido del hospedero Estos factores metabólicos le permiten alterar el 

nicho ambiental extremo para su propio beneficio (Figura 6). 

 
Figura 6. Factores de patogenicidad y virulencia de H. pylori. Los factores están involucrados ya sea 

en la interacción bacteria-hospedero o incluso, en la evasión del sistema inmune (Tomado de 
Maleki, 2019). Para las abreviaturas revisar la sección de acrónimos en este documento. 
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5.1.1. Adhesinas 

 

Las adhesinas son proteínas de la superficie celular que permiten la adherencia bacteriana 

a las células. La adherencia de H. pylori a la mucosa gástrica es importante para la 

protección de mecanismos como el pH ácido, el moco y la exfoliación. Los factores 

adhesivos de H. pylori pertenecen a la familia más grande de proteínas de la membrana 

externa (OMP, por sus siglas en inglés) de la bacteria, la familia Hop. La familia Hop 

contiene las adhesinas más conocidas de H. pylori como la proteína de adhesión a los 

antígenos de Lewis B (BabA del inglés blood antigen binding adhesión), la adhesina de 

unión a ácido siálico (SabA: sialic acid binding adhesión), la lipoproteína asociada a la 

adherencia (AlpA y AlpB: adherence-associated lipoprotein A and B), la proteína de 

membrana externa de H. pylori (HopZ: Helicobacter pylori outer membrane protein) y la 

proteína inflamatoria de membrana externa (OipA: outer inflammatory protein A) (Kalali et 

al, 2014). 
 

5.1.2. Isla de patogenicidad o sistema de secreción 

 

Los factores de virulencia bacteriana contribuyen a la respuesta inflamatoria hacia H. pylori, 

ya sea alterando las vías de señalización del hospedero importantes para mantener la 

homeostasis tisular en las células epiteliales o estimulando diferencialmente las células 

inmunitarias innatas. Tanto la isla de patogenicidad cag (PAI), CagA como VacA son las 

mejor caracterizadas (Kalali et al, 2014). 

 
5.1.2.1. CagPAI 

La proteína CagA es una proteína con una masa molecular de aproximadamente 140 kDa, 

altamente inmunogénica codificada por el gen cagA. Este gen está presente en 

aproximadamente del 50 al 70% de las cepas de H. pylori (Kusters et al., 2006). La 

integridad de cagPAI parece tener un papel importante en el progreso de los trastornos 

gastroduodenales, por lo que un intacto cagPAI podría verse en cepas de H. pylori de países 

con mayor tasa de cáncer gástrico (Hanafiah et al., 2020). 

 

Dieciocho de las proteínas codificadas por cagPAI sirven como bloques de construcción de 

un aparato de secreción de tipo IV, los principales cambios celulares que ocasiona son la 
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interrupción de las señales mitogénicas, cambios en las uniones célula-célula y la 

exacerbación de la actividad de las vías inflamatorias (Oliveira et al., 2021). 

 

Después de ingresar al citoplasma de las células gástricas, CagA es fosforilada por cinasas 

en los dominios EPIYA (glutamato/prolina/isoleucina/tirosina/alanina).  Una vez fosforilada, 

la proteína puede desregular el proceso de señalización normal en las células provocando 

cambios en el metabolismo celular del huésped, como proliferación celular, apoptosis y 

mantenimiento de la estructura normal del citoesqueleto, requisito previo para la 

transformación neoplásica. Además, la presencia de CagA induce una mayor producción 

de interleucina (IL)-8 por parte de las células epiteliales que es una citocina activadora de 

linfocitos y neutrófilos en respuesta a infecciones bacterianas (Brasil-Costa et al., 2022). 

Existe entonces, un mayor riesgo de consecuencias clínicas graves de la infección con el 

gen A (cagA) positivo asociado a esta citotoxina de H. pylori que con la cepa negativa 

(Zhong et al., 2021). 

 
5.1.2.2. VacA 

Todas las cepas de H. pylori portan el gen vacA, que codifica para la proteína secretada 

formadora de poros o citotoxina VacA. Los niveles de expresión, la toxicidad específica del 

tipo celular y la gravedad de la enfermedad están relacionados con la variación de la 

secuencia en diferentes dominios de VacA. Es secretada por la bacteria a través de un 

sistema de secreción de autotransporte de tipo V y entra en las células del hospedero por 

endocitosis. Una vez internalizada, VacA se acumula dentro de diferentes compartimentos 

celulares e induce la apoptosis. Además, VacA interrumpe las conexiones estrechas de las 

células epiteliales y se distribuye en la lámina propia donde se encuentran las células T 

reclutadas en los sitios de infección. Como resultado, se inhiben la proliferación de células 

T y las funciones efectoras, lo que permite la persistencia de la bacteria (Muller, 2011). 

 

La citotoxina VacA está presente en todas las cepas de H. pylori y su patogenicidad 

depende de la diversidad polimórfica en sus regiones señal (s) e media (m) en el gen que 

la codifica: s-región con alelos variable s1 o s2 y la m-región con alelos variables m1 o m2. 

Hay cuatro proteínas quiméricas que pueden generarse por la combinación de estos alelos: 

s1m1, s1m2, s2m1 y s2m2. Estas combinaciones de alelos determinan la actividad 
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vacuolizante de la citotoxina y, por ende, influyen en la patogenicidad de la bacteria (Li et 

al., 2019). 

 
5.1.2.3. dupA 

El gen dupA (en inglés duodenal ulcer promoting gene) es un factor de virulencia de H. 

pylori interesante, aún no completamente caracterizado que ha sido asociado a ulceración 

duodenal y aumento de la inflamación gástrica. Este gen ha sido considerado como un 

marcador de las úlceras pépticas por algunos autores, pero en otros estudios, la asociación 

no ha podido vincularse (Idowu et al., 2019). 
 

6. Evasión de la respuesta inmune por H. pylori 

 

El hecho de que la bacteria permanece en el estómago a una densidad alta a pesar de la 

respuesta del hospedero indica que, por definición, la respuesta del sistema inmunitario es 

ineficaz. Además, la inflamación persistente por años también apoya la noción de que la 

respuesta inmune está desregulada. 
 

6.1. Inhibición en inmunidad innata 

 

El sistema inmunitario innato representa la “primer línea de defensa” en la respuesta a 

patógenos. Una activación inespecífica por varios estímulos de microorganismos puede 

conducir a importantes efectos antimicrobianos pero también puede resultar en inflamación 

y lesiones debido a la liberación de sustancias inflamatorias como citocinas, especies 

reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés) y óxido nítrico (NO, por sus siglas en 

inglés) (Wilson y Crabtree, 2007). 

  

Helicobacter pylori evade el sistema inmunológico innato mediante una variedad de 

mecanismos y uno de estos mecanismos es evitar la detección por receptores de 

reconocimiento de patrones (PRR, por sus siglas en inglés), que son proteínas que 

reconocen patrones de moléculas asociadas a patógenos (PAMP, por sus siglas en inglés). 

Los PAMP incluyen un gran grupo de moléculas que son parte de los microorganismos y 

pueden variar desde moléculas de la superficie microbiana hasta los ácidos nucleicos. La 

mayoría de los PRR pueden clasificarse en una de las cinco familias definidas por dominios 

homólogos entre los integrantes. Estas cinco familias son: los receptores tipo toll (TLR, por 
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sus siglas en inglés), los receptores de lectina tipo C (CLR, por sus siglas en inglés), los 

receptores similares al dominio de oligomerización de unión a nucleótido o tipo NOD (NLR, 

por sus siglas en inglés), los receptores similares al gen I inducibles por ácido retinoico o 

receptores tipo RIG (RLR, por sus siglas en inglés) y los sensores de DNA citosólico (CDS, 

por sus siglas en inglés) (Díaz et al., 2017). 

 

6.1.1. Estímulos que activan a NF-B 

Varios tipos de PRR y prácticamente todos los miembros de la familia de TLRs que 

reconocen una gran variedad de antígenos infecciosos, convergen en algún momento en la 

traslocación del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B 

activadas (NF-B, por sus siglas en inglés) (López-Bojorques, 2004).  

 

El NF-B es un factor de transcripción citoplásmico, su activación está estrechamente 

regulada por proteínas inhibidoras llamadas IB, unidas no covalentemente a NF-B, las 

cuales previenen su traslocación al núcleo. A través de moléculas como el factor de necrosis 

tumoral (TNF, por sus siglas en inglés)-α, se llega a la fosforilación y a la degradación 

proteosómica de IBa, liberándose el NF-B, el cual migra hasta el núcleo donde regula la 

expresión de varios genes, incluyendo los implicados en la inflamación y en la supervivencia 

celular” (Olivares et al, 2005). La variedad de estímulos que activan NF-B sugiere que 

muchas vías de transducción están involucradas en su traslocación (López-Bojorquez y 

Nikolaia, 2004). Dos rutas de señalización conducen a la activación de NF-B, la ruta clásica 

o canónica (Figura 7) y la ruta alternativa o no canónica.  
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Figura 7. Ruta canónica de activación de NF-B. La unión del ligando a un receptor conduce al 

reclutamiento y activación de un complejo IKK que se compone de subunidades catalíticas 
IKK y/o IKK y de dos moléculas de NEMO. El complejo IKK fosforila a continuación el IB, 
lo que lleva a la degradación por el proteasoma. El NF-B se transloca a continuación al núcleo 
para activar genes objetivo. 

 
 
6.1.2. Evasión de reconocimiento por patrones 

La respuesta inmune contra H. pylori es iniciada por el reconocimiento de los PAMP por los 

PRR en las células inmunitarias epiteliales e innatas, seguida de la iniciación de la 

respuesta inmunitaria adaptativa, todo para eliminar patógenos. Sin embargo, H. pylori 

aplica vías de evasión de la inmunidad al tiempo que causa diferentes trastornos 

gastrointestinales (Karkhah et al., 2019). 

 

Algunos de los mecanismos utilizados para evadir la respuesta inmune innata incluyen la 

mediación de la señalización de TLR y CLR, además del uso de mimetismo molecular. Para 

evitar el reconocimiento por parte de los TLR, los lipopolisacáridos (LPS) de H. pylori tienen 

cambios estructurales que reducen su detección por parte de esos receptores, lo que 

implica la acilación (lípido A tetraacilado) y la ausencia de grupos fosfato en las posiciones 

1' y 4' del lípido A. (Garrido et al., 2022). 

 

Con relación a los TLR, varios se han asociado a la respuesta inmune innata, así como a 

las patologías. La respuesta inmune innata inducida por H. pylori está mediada, al menos 

parcialmente, a través de TLR2 (Uno et al., 2007), el cual reconoce ácido lipoteicoico 
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bacteriano y lipopéptidos que contienen cisteína di- y tri-acilada (Sokolova y Naumann, 

2021). Aunque generalmente se considera que TLR2 responde al péptidoglucano y a 

lipoproteínas derivadas de bacterias Gram positivas y micobacterias, el LPS de H. pylori 

induce reacciones proinflamatorias, a través de TLR2 más que TLR4 (Pachathundikandi et 

al., 2011). 

 

El TLR4 se relaciona con el reconocimiento de LPS presente en la membrana externa de 

las bacterias Gram negativas. Se ha demostrado que H. pylori elude la identificación por 

TLR4 debido a la capacidad que tiene de modificar el lípido A del LPS para generar una 

molécula con propiedades considerablemente menos endotóxicas en comparación a otras 

bacterias (Li et al., 2016; Karkhah et al., 2019). 

 

EL TLR5 está considerado como un importante receptor de reconocimiento de flagelina, 

principal componente del filamento del flagelo en las bacterias. Aunque H. pylori desarrolla 

mutaciones en dicha flagelina para evadir la detección por este receptor (Tegtmeyer et al., 

2020). 

 

El TLR9 es un PRR presente de forma intracelular y ligado a la cara interna de membranas 

endosomales. La principal molécula reconocida por este receptor es el DNA proveniente de 

microorganismos y su estimulación en células del hospedero genera una activación que 

induce la expresión de citocinas pro-inflamatorias. Sin embargo, estudios recientes 

realizados en ratones muestran que durante la fase aguda de la infección por H. pylori la 

estimulación de TLR9 se relaciona principalmente con mecanismos que desencadenan 

señales anti-inflamatorias (Andersen-Nissen et al., 2005), lo cual coloca a este receptor 

como un posible regulador de la actividad proinflamatoria y antiinflamatoria en presencia de 

DNA de H. pylori.   

 
6.1.3. Inhibición de la muerte por fagocitosis 

Los macrófagos, células dendríticas, células B y células del epitelio gástrico se ven 

influenciados durante la infección por H. pylori y, a su vez, contribuyen a la respuesta de la 

mucosa. Los macrófagos se reclutan en la mucosa gástrica infectada por H. pylori y ayudan 

en la producción de citocinas y quimiocinas proinflamatorias (Reyes y Peniche, 2019). La 

bacteria puede inhibir eficientemente su propia captación por los fagocitos profesionales. 
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Este fenotipo antifagocítico depende de los componentes de secreción de tipo IV 

codificados por la isla de patogenicidad de genes asociados a citotoxinas (cag PAI) (Lina et 

al., 2014), el cual es capaz de traslocar un factor bacteriano dentro de las células epiteliales 

que activa al NF-B, con la consiguiente inducción de IL-8 (Olivares et al., 2005). Sin 

embargo, una vez dentro del macrófago, H. pylori retrasa activamente la polimerización de 

actina y la formación de fagosomas. Los fagosomas que contienen H. pylori se someten a 

agrupamiento y fusión extensos que dan como resultado la formación de "megasomas" que 

contienen abundantes bacterias causando resistencia a la muerte intracelular (Lina et al., 

2014). 

 
6.1.4. Inhibición de la muerte por especies reactivas de oxígeno y óxido nítrico 

Helicobacter pylori produce catalasa y superóxido dismutasa para desintoxicar ROS. 

Además, aunque un mecanismo de defensa antimicrobiano del hospedero es la generación 

de NO a través de la enzima NO sintasa inducible (iNOS), H. pylori persiste, lo que sugiere 

que la producción de iNOS puede estar en un nivel subóptimo. La activación de la iNOS en 

macrófagos involucra a la ureasa, uno de sus factores de virulencia importantes (Lina et al., 

2014). 

 
6.2. Modulación de las funciones de células presentadoras de antígeno en la 

inmunidad adaptativa 

 

Las células presentadoras de antígeno (APC, por sus siglas en inglés), representadas por 

macrófagos, células dendríticas y células B, internalizan el antígeno por fagocitosis o 

endocitosis, procesan los antígenos y los presentan a células T CD4+ a través de moléculas 

del complejo principal de histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés) de clase II. 

Esto lleva al inicio de la respuesta de células T específicas de antígeno.  

 

Dentro de los perfiles de colaboración de los linfocitos T colaboradores (Th, por sus siglas 

en inglés) CD4+ que se pueden generar, se encuentran, el perfil Th1, Th2, Th17 y Treg. 

Las células T CD4+ son las células efectoras clave de la inmunidad adaptativa en la 

respuesta inmune a H. pylori en comparación con el papel relativamente inactivo de células 

T CD8 (Karkhah et al., 2019). La activación de las células Th1 y Th17 induce la producción 

de interferón (IFN)-γ, IL-17 y TNF-α (Bagheri et al., 2018).  



26 

 

Los monocitos y los macrófagos son importantes coordinadores de la respuesta inmune 

frente a los patógenos, y en el caso de H. pylori son probablemente activadores, junto con 

las células dendríticas, de la inmunidad adaptativa, al producir factores como IL-12 que 

estimulan las células Th1 para producir citocinas como IFN- (Wilson y Crabtree, 2007).   

 

El perfil Th2, relacionado principalmente a respuestas humorales dado que participa en la 

activación y diferenciación de células B, cuyo factor transcripcional es GATA-3, induce la 

secreción de IL-4, IL-5 e IL-10. Diversos reportes indican que este perfil se relaciona con 

un fenotipo que permite la protección inmune hacia la infección de H. pylori (Garhart et al., 

2003; Saldinger et al., 1998). 

 

El perfil Th17, cuyo factor transcripcional es RORt, se caracteriza por la producción de IL-

17A, IL-17F, IL-21 e IL-22. Por otro lado, este perfil se asocia principalmente con 

mecanismos de protección frente a infecciones por bacterias extracelulares. En seres 

humanos el perfil Th17 es un fenotipo inflamatorio que se ha visto relacionado con la 

erradicación eficiente de H. pylori durante la colonización de la mucosa gástrica (Dewayani 

et al., 2021). 
 

Las células Treg, con el factor transcripcional FoxP3, son una población de células T, en 

las que Tregs CD4+CD25+ son las más importantes. Estas células tienen funciones 

reguladoras que difieren de las células T efectoras Th1 y Th2, y se ha demostrado que 

suprimen la respuesta inmunitaria y, para ello, pueden secretar varias citocinas supresoras, 

tales como IL-4, IL-10 y el factor de crecimiento transformante (TGF, por sus siglas en 

inglés)-β. Las células Treg CD4+CD25+ endógenas son capaces de suprimir la respuesta 

inmune de protección eficaz del hospedero frente a los patógenos invasores, lo que resulta 

en una infección patógena duradera (Gong et al., 2016).  
 

Una descripción esquemática de las vías celulares implicadas en la respuesta a H. pylori 

se ilustra en la Figura 8.  
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Figura 8. Esquema de la respuesta inmune frente a H. pylori en la mucosa gástrica. Las líneas 

punteadas representan componentes hipotéticos de la inmunopatogénesis. Los elementos en 
verde se derivan de las bacterias y en negro del hospedero (modificado de Wilson y Crabtree, 
2007). Para las abreviaturas revisar la sección de acrónimos en este documento. 

 
 
6.2.1. Inhibición de la proliferación y señalización de células T 

Como se describió anteriormente, VacA, induce vacuolización celular en células epiteliales. 

H. pylori puede alcanzar la lámina propia y, una vez ahí, VacA puede interactuar 

directamente con las células T. Una vez que VacA está en el citoplasma de las células T, 

inhibe su proliferación y activación mediante algunos mecanismos. Una de las 

aproximaciones a dichos mecanismos es interrumpiendo la señalización de IL-2, que se 

requiere para la activación y proliferación de los linfocitos (Lina et al., 2014). 
 

6.2.2. Evasión de respuesta humoral 

Varios investigadores han demostrado que en modelos animales de infección se puede 

lograr una inmunidad protectora, y algunos antígenos protectores de H. pylori ya 

identificados incluyen la ureasa, VacA, CagA, catalasa y otros como las proteínas de 

choque térmico (HSP, por sus siglas en inglés) GroES y GroEL (Kimmel et al., 2000). 
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Helicobacter pylori induce una respuesta específica humoral con la producción de 

anticuerpos locales y sistémicos, así como un aumento de células plasmáticas en la mucosa 

gástrica que producen inmunoglobulina (Ig) A. Otro anticuerpo importante es IgG que al 

unirse a H. pylori potencia la fagocitosis. Estos anticuerpos también activan el complemento 

por la vía clásica o alternativa. Además de esto, el papel de las IgA secretadas es importante 

en la neutralización de la ureasa y VacA, así como en la inhibición de la adherencia de H. 

pylori a la mucosa gástrica (Mahdi, 2014).  

 

Aunque la mayoría de las personas infectadas por H. pylori desarrollan una respuesta 

humoral específica normalmente no es suficiente para eliminar la infección. Un estudio 

sugiere que niños infectados con H. pylori producen una baja cantidad de anticuerpos, lo 

que puede coincidir con más células Treg y menos células T CD4+ activadas para actuar 

como células auxiliares en la inducción de respuestas de células B (Soares et al., 2006). 

Finalmente, otro estudio realizado mostró que H. pylori evade el reconocimiento mediado 

por anticuerpos debido a la falta de unión a la superficie de los anticuerpos producidos por 

el hospedero. Este estudio consistió en incubar bacterias con sueros de pacientes que 

tenían títulos de anticuerpos detectables frente a H. pylori, y la unión de estos a la superficie 

de la bacteria fue débil, lo que sugiere otra forma en que se puede evadir la respuesta 

inmune del hospedero (Lina et al., 2014). 

 
7. Formación de biopelículas o biofilms por bacterias 

 

En la naturaleza existen dos estados en las bacterias: bacterias planctónicas (1 %) y las 

llamadas biopelículas (BFs) (99 %) que son colonias de microrganismos con bacterias 

sésiles. Las BFs se forman cuando las bacterias se adhieren a una superficie y liberan 

señales químicas que coordinan diferenciación y formación de su estructura, además del 

desarrollo de una cubierta polisacárida protectora (Sarduy y González, 2016). 

 

Las biopelículas (BFs) se definen como el crecimiento en la interfase sólido-líquido o sólido-

gas formado por las diversas poblaciones bacterianas adheridas a una superficie inerte o a 

un tejido vivo mediante un proceso de sedimentación formando una estructura que se 

mantiene cohesionadas mediante la síntesis de una matriz de exopolisacáridos (EPS) por 

las bacterias que conforman la BF (Gomez et al., 2013). 
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El término "biopelícula" (BF) fue introducido por J. W. Costerton, en 1985, en un breve 

informe que presenta fotos microscópicas de microcolonias de Pseudomonas aeruginosa 

que residen en muestras de esputo de una fibrosis quística en un paciente. Aunque la 

presencia de BFs tiene su aspecto positivo en muchos ecosistemas, las estructuras también 

ejercen su impacto negativo en el sector biomédico (Krzyżek et al., 2020).  

 

En principio la formación de una BF se establece como parte de los procesos que se pueden 

presentar en el mecanismo quorum sensing (QS). El QS es un proceso de comunicación 

bacteriano de célula a célula que depende de la densidad de población bacteriana y está 

mediado por moléculas de señalización difusibles llamadas autoinductores. Las bacterias 

usan QS para regular diversos conjuntos de funciones, incluida la virulencia y la formación 

de biopelículas (Zhou et al., 2020). 

 

La capacidad de las células de la BF para sobrevivir en el medio ambiente con 

concentraciones elevadas de sustancias antimicrobianas se denomina obstinación y es un 

sello distintivo de los fracasos en el tratamiento de los pacientes. Además, las células de la 

BF tienen significativamente menos sensibilidad a factores fisicoquímicos desfavorables y 

a la actividad del sistema inmunológico. La reducción de la susceptibilidad de las BFs 

resulta de los procesos de tolerancia pasiva a los agentes antimicrobianos, esto es, 

disminución del metabolismo, así como de la matriz que limita la penetración de antibióticos 

(Lebeaux, 2014). 

 

Estructuralmente,  las  BFs  están  constituidas  por  tres  componentes:  a)  masa  

microbiana; b) matriz  extracelular  que  rodea  el  complejo, compuesta  de  EPS,  proteínas, 

ácidos nucleicos y otras sustancias y; c)  espacios  intercelulares  o  canales (Costerton et 

al., 1987).     

 

La composición del EPS es diferente en cada bacteria y estudios recientes han puesto de 

manifiesto que una misma bacteria, dependiendo de las condiciones ambientales, también 

puede producir distintos EPS como componentes de la matriz de la BF (Díaz, 2011). 

 

En menor cantidad se encuentran proteínas, ácidos nucleicos, y productos que proceden 

de la lisis bacteriana. El conjunto de polisacáridos, ácidos nucleicos y proteínas se conocen 
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bajo el nombre de substancias poliméricas extracelulares (EPS, por sus siglas en iniglés). 

También puede hallarse materiales no bacterianos, como cristales de sales minerales, 

partículas de corrosión y/o de sedimento, componentes sanguíneos, según sea el medio en 

el cual se desarrolla la BF. Además, los EPS pueden estar asociados con iones metálicos 

y cationes bivalentes (Subhadra, 2022). 

 

La formación de la BF está regulada por QS gracias a las señales de un autoinductor. En 

bacterias Gram negativas, como H. pylori, el principal autoinductor  es  la  acil-homoserina  

lactona (Hou et al., 2022).  La  formación  de  la  BF (Figura 9),  conlleva  un  proceso  

sistemático  de  cinco  fases:   

 

1) Acondicionamiento de la superficie; 

2) Adsorción  reversible de la bacteria, la unión inicial está impulsada por interacciones 

hidrofóbicas o electrostáticas, así como por moléculas específicas de la superficie 

bacteriana;  

3) Unión irreversible a la superficie;  

4) Fase inicial de maduración con crecimiento y desarrollo  microbiano;   

5) Producción  del  exopolímero  y desarrollo final de la colonia con dispersión de células 

colonizadoras.  

 

La biopelícula agrandada muestra una disolución focal y libera células bacterianas 

planctónicas que pueden propagarse a otros lugares (Cole et al., 2004; Yonezawa et al. 

2015).  
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Figura 9. Representación esquemática de las etapas del desarrollo de una BF. H. pylori acondiciona 

su adhesión al sustrato, ya sea un soporte inerte o vivo y comienza a desarrollar la estructura 
y componentes propios de la biopelícula hasta su maduración y liberación de bacterias que 
formarán otras estructuras similares  (Díaz-Caballero et al., 2011). 

 
 

7.1. Biopelícula formada por H. pylori 

 

Helicobacter pylori tiene la capacidad de residir en el estómago durante muchos años, a 

menudo durante toda la vida. La supervivencia de H. pylori en un nicho gástrico 

desfavorable es posible gracias a la actividad de la enzima ureasa, su forma espiral, 

presencia de adhesinas y producción de citotoxinas como VacA y CagA. Es cada vez más 

reconocido, sin embargo, que los mecanismos de adaptación de H. pylori en el estómago 

también pueden estar relacionados a la capacidad de este patógeno para formar BF 

(Percival, 2014). El primer estudio que muestra la capacidad de H. pylori para formar BF se 

llevó a cabo en 1999 (Stark, 1999). 

 

Composición de las biopelículas. Las biopelículas de H. pylori están compuestas 

principalmente de carbohidratos, proteínas y DNA extracelular, pueden contener 
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estructuras como vesículas externas de membrana. Material similar al LPS se ha descrito 

como un componente de la matriz de la BF en otras bacterias y se sugiere que desempeñe 

un papel en su formación (Hathroubi et al., 2018). 
 

En las primeras etapas de la formación de la BF, el DNA extracelular juega un papel 

importante en la estructura, en el intercambio genético y variabilidad bacteriana de la misma 

(Figura 10). Los carbohidratos como glucosa, fucosa y galactosa, así como N-

acetilglucosamina y ácido N-acetilmurámico forman parte de las sustancias poliméricas 

extracelulares (SPE) de la BF de H. pylori. La manosa es el carbohidrato principal (hasta 

80 %) en la BF madura de H. pylori. También se presentan ácidos grasos como el ácido 

tetradecanoico (C14), ácido hexadecanoico (C16) y ácido octadecanoico (C18) (Pinho et 

al., 2022). 
 

Fase planctónica       Fase de biopelícula 
 
 
 
 

 

Expresión incrementada en fase de BF Expresión decreciente en fase de BF 
 Adhesinas 
 Lipopolisacárido 
 Flagelos 
 Enzimas reguladoras de pH 
 Enzimas de metabolismo 

alternativo 
 Rearreglo de proteínas en pared 

celular 

 Enzimas de metabolismo primario 
 Subunidades de ribosomas 

(traducción) 
 Autoinductores relacionados a 

quorum sensing 
 

Figura 10. Diagrama que muestra cambios transcriptómicos/proteómicos en H. pylori, durante la 
transición de la fase planctónica a BF (modificado de Krzyżek et al., 2020).  

 
 
Se ha demostrado, además, que la proteína AlpB asociada a la adherencia, que pertenece 

al grupo de las proteínas de membrana externa (OMP, por sus siglas en inglés), está 

asociada con vesículas de la membrana externa (OMV, por sus siglas en inglés) y 

contribuyen a la formación de BFs (Hathroubi et al., 2020). 

 

Variabilidad fenotípica. La BF de H. pylori es una estructura muy compleja, que consiste en 

células bacterianas heterogéneas inmersas en la matriz, en las que la presencia de 
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espacios intercelulares y poros (canales de agua) es notable. En la matriz de la BF de H. 

pylori, además de bacterias, se pueden encontrar muchas estructuras celulares, incluidas 

las OMV, flagelos y pili. 

 

En las etapas iniciales de formación de la BF, H. pylori se encuentra en forma de espiral, 

morfología muy móvil y asociada a la colonización de nuevos nichos. Después de una 

adhesión efectiva a la superficie y la multiplicación, se produce una transformación 

morfológica, que se acompaña de la creación de alta heterogeneidad de formas (espiral, en 

forma de varilla, curva, cocoide y forma filamentosa). Sin embargo, en el caso de un cultivo 

prolongado, todas las células de la BF finalmente se transforman a una forma cocoide, en 

la cual, se incrementa la supervivencia y tolerancia ante los efectos ambientales adversos 

(Krzyżek et al., 2020). 

 
7.2. Genes asociados a formación de película en H. pylori 

La capacidad de formación de BFs en bacterias está genéticamente controlada. Según 

estudios previos, uno de los genes más comunes asociados con la formación de BFs en 

bacterias (incluyendo H. pylori, Streptococcus mutans y Listeria monocytogenes) es el gen 

luxS (Cole et al., 2004). 

 

En H. pylori, la expresión de luxS es fundamental en los mecanismos de adhesión y 

motilidad. Representa además un indicador significativo de la producción de BF en el que 

las bacterias migran y se adhieren a las microcolonias. Además del gen luxS, otros genes 

están involucrados en la formación de BFs, tal como flaA que codifica para un factor 

indispensable en el mecanismo de colonización, adhesión y formación de BFs. Igualmente, 

el gen de virulencia ureA codifica la subunidad A de la enzima ureasa requerida para la 

colonización y el mantenimiento del organismo en ambientes hostiles (Lucio-Sauceda, 

2019). Sin embargo, los estudios de BFs de H. pylori se han ralentizado, en parte, por el 

hecho de que las cepas de esta bacteria son muy variables (Hathroubi et al., 2020). 

 
8. Evasión inmunológica por BFs bacterianas 

 

Las BFs bacterianas pueden subvertir la respuesta del sistema inmunológico del hospedero 

tanto a nivel de la respuesta inmune innata como a nivel de la respuesta adaptativa.  
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Los EPS de diversas bacterias interfieren con la resistencia a la muerte bacteriana inducida 

por diferentes constituyentes de la respuesta inmune innata incluyendo péptidos catiónicos 

antimicrobianos, fagocitos profesionales y factores serológicos. Dentro de los mecanismos 

de protección se puede considerar el efecto estérico de la estructura de la BF que limita el 

acceso de las células del hospedero. Las bacterias que crecen en BF activan el sistema 

inmunológico a través de las mismas vías que las bacterias planctónicas en crecimiento. 

Sin embargo, cuando residen en una BF, las bacterias están incrustadas en SPE y los 

PAMP clásicos están menos expuestos al sistema inmunitario. Además, los PAMP pueden 

regularse a la baja en bacterias en crecimiento de BF (Moser et al., 2021). Asimismo, se ha 

identificado que dentro de la BF de diversas bacterias se generan factores que limitan la 

actividad oxidativa y acciones antimicrobianas no oxidativas de células fagocíticas.  

 

Las BF pueden presentar estrategias que controlan la acción de la respuesta inmune 

regulando el estado inflamatorio y reclutamiento de células fagocíticas (macrófagos y 

neutrófilos). El antígeno Vi presente en los EPS de Salmonella typhi interfiere con el 

receptor del complemento 3 (CR3) evitando la quimiotaxis de neutrófilos y la producción de 

IL-8 (Marshall et al., 2015). Adicionalmente la BFs de bacterias, tales como la de 

Staphylococcus aureus, evaden el reconocimiento de TLR2 y TLR9 generando una 

disminución del reconocimiento de PAMPs y por consiguiente la disminución de la 

respuesta inmune (Rada et al., 2017). 

 

Muchas toxinas de BFs están reguladas por la detección de mecanismos del QS que se 

enriquecen durante el crecimiento de la BF, y pueden matar directamente macrófagos, 

neutrófilos y otros leucocitos para inhibir el reconocimiento inmunológico y la actividad 

microbicida (Yamada y Kelian, 2019). 

 

Además de la acción directa de las BFs en el control de las actividades efectoras de los 

constituyentes de la respuesta inmune, se ha demostrado que componentes de la BF puede 

generar polarización inmunológica en células de defensa. Este mecanismo puede ser una 

importante estrategia para reducir las actividades antimicrobianas sobre las bacterias 

inmersas dentro de los EPS, permitiendo el establecimiento de infecciones crónicas.  
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Aunque existen pocos estudios acerca de la evasión inmunológica que presenta H. pylori 

en forma de BF, Gaddy et al. (2015) demostraron que la exposición a concentraciones 

subinhibidoras de la proteína antimicrobiana calprotectina (CP), producida por neutrófilos y 

otras células mieloides del hospedero, resultaron en estructuras de lípido A alteradas. Lo 

que condujo a una disminución de la hidrofobicidad de la superficie y un aumento de la 

formación de BFs. Es decir, H. pylori puede eludir la respuesta del hospedero  alterando su 

superficie celular y posterior formación de BFs. 

 

Otro mecanismo de interferencia inmune asociado con las BFs de H. pylori puede ser a 

través de los proteomananos asociados con la matriz. Estas funciones incluyen la supresión 

de linfocitos B y T y la desgranulación celular, un proceso que libera varios mediadores 

(histamina, serotonina, serina proteasa y proteoglicanos) que afectan la barrera de la 

mucosa gastrointestinal. El papel de las BFs de H. pylori en la resistencia a los 

antimicrobianos y por el sistema inmunológico in vivo queda por dilucidar (Hathroubi et al., 

2020). 
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III. JUSTIFICACIÓN 
 

La infección por H. pylori es una de las más difundidas, se dice que cerca de la mitad de la 

población mundial la presenta en algún momento de su vida. Sin embargo, la prevalencia 

de esta infección no es homogénea, es en los países en desarrollo donde se presenta con 

mayor frecuencia.  

 

Helicobacter pylori fue clasificada como carcinógeno de clase I por su asociación 

inequívoca con el desarrollo de cáncer gástrico, el quinto con mayor tasa de incidencia y el 

cuarto más mortal a nivel mundial. La OMS clasificó a H. pylori como de alta prioridad en 

una lista de 12 bacterias para las que se necesita urgentemente un nuevo tratamiento 

(Pinho et al., 2022). 

 

La terapia combinada es necesaria para la erradicación exitosa de H. pylori. El aumento de 

la prevalencia de resistencia a los antibióticos en H. pylori representa un serio problema ya 

que es una de las causas importantes de fracaso de la terapia (Wong et al., 2016). Dicha 

resistencia pudiera estar dada por la formación de BFs. La posibilidad de que H. pylori 

adopte un modo de crecimiento de BF durante la colonización de la mucosa gástrica y de 

las glándulas gástricas podría tener un impacto profundo en el tratamiento antimicrobiano 

a aplicar. 

 

Aunque se ha demostrado que las BFs dependen de proteínas de membrana, productos de 

genes de la isla de patogenicidad del gen asociado a citotoxinas (cag PAI), que expresan 

un sistema de secreción de tipo IV (Cag-T4SS) y genes flagelares, aún se desconocen en 

gran medida cuáles son los genes necesarios para la formación de BF por H. pylori.  

 

Se sabe además que, durante la infección por H. pylori, el hospedero genera una respuesta 

inmune, pero esta respuesta no logra eliminar la infección y H. pylori establece con éxito 

una infección persistente que conduce a una inflamación crónica. Varias líneas de evidencia 

sugieren que la respuesta inmune durante la infección por H. pylori juega un papel 

importante en la patogénesis (Linna et al., 2014).  
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Definir la asociación que existe entre la BF de H. pylori y la respuesta inmune en los perfiles 

de linfocitos T CD4+ cooperadores, y además establecer el comportamiento diferencial 

entre la BF de H. pylori versus la respuesta inmune contra la bacteria, servirá de base para 

definir tratamientos adecuados para erradicar la infección ocasionada por esta bacteria. 

 

De ahí la importancia de establecer la asociación de BFs formadas por este 

microorganismo, con poblaciones celulares de respuesta inmune innata y específica. 
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IV. OBJETIVOS 
 

Objetivo general 

 

Analizar el efecto y asociación de la biopelícula de Helicobacter pylori sobre parámetros de 

respuesta inmune innata y adaptativa. 

  
Objetivos específicos 

 

1. Establecer parámetros que permitan el monitoreo de la formación de biopelículas de H. 

pylori “in vitro” y en un modelo “in vivo” de infección en ratón. 

  

2. Determinar el efecto de la biopelícula de H. pylori sobre la estimulación de receptores de 

patrones moleculares a patógenos en leucocitos. 

 

3. Evaluar la actividad anti-fagocítica de macrófagos sobre la bacteria planctónica y la 

biopelícula de H. pylori. 

 

4. Definir la asociación que se establece entre las biopelículas de H. pylori y la modulación 

inmune en los perfiles de linfocitos T. 

 

 

V. HIPÓTESIS 
 
La biopelícula formada por Helicobacter pylori pudiera disminuir la actividad antimicrobiana 

de la respuesta innata y modularía la respuesta adquirida para evitar la eliminación de la 

bacteria. 
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VI. METODOLOGÍA 
El desarrollo de las técnicas se llevó a cabo en las instalaciones del laboratorio de 

microbiología sanitaria y ambiental de la Universidad Autónoma de Aguascalientes. Para el 

mantenimiento y confinación de animales experimentales se hizo uso del Bioterio del Centro 

de Ciencias Básicas. 

 
1. Cultivo de H. pylori  y caracterización de la bacteria 

Se utilizó un aislado clínico de H. pylori previamente obtenido en el laboratorio identificado 

como A97. La bacteria se cultivó en medio base de agar sangre (BD Bioxon) con 5% de 

sangre de carnero desfibrinada, a una temperatura de 37 ºC en condiciones 

microareofílicas. Para evitar contaminación en los cultivos se adicionó una mezcla de 

antibióticos de selección denominada Helicobacter pylori selective supplement DENT 

(Oxoid SR0147E), la cual contiene vancomicina (0.01 mg/ml), trimetroprim (0.005 mg/ml), 

cefsulodin (0.005 mg/ml) y anfotericina B (0.005 mg/ml). La bacteria se caracterizó mediante 

tinción de Gram, así como por las pruebas bioquímicas de ureasa y catalasa. Para la prueba 

de ureasa se utilizaron los reactivos de ureasa (2% urea, 0.05% rojo de fenol, buffer fosfatos 

0.01M, pH 6.5) y para catalasa (peróxido de hidrógeno al 3%). Adicionalmente se realizó el 

análisis molecular para la bacteria, descrito en el siguiente apartado.   

 
1.1. Análisis molecular de H. pylori 

Se identificó el gen ureC que codifica para la fosfoglucosamina mutasa (glmM) de H. pylori 

utilizando el primer sentido G-HP3 5´-CTTTCTTCTCAAGCGGTTGTC-3´ y el antisentido G-

HP4 5´-CAAGCCATCGCCGGTTTTAGC-3´ para la identificación de un producto de 

amplificación específico de 204 pb (Osman et al., 2015).  

Primeramente, para la extracción de DNA una porción equivalente a 2 colonias de bacteria 

fue digerida en 500 L de buffer de lisis (SDS, Bio-Rad 1610301 al 5 %, Tris HCl, Sigma 

T3253 al 0.15% y EDTA, JTBaker 0.5 M pH 8.0) adicionando 20 l de proteinasa K (20 g/l 

en Tris HCl 10mM y CaCl2 20 mM) (Invitrogen cat. 25530). La digestión se realizó en baño 

María a 60 ºC durante toda la noche.  Posteriormente se procedió a la extracción con la 

técnica de fenol-cloroformo, utilizando 500 l de fenol saturado (Invitrogen cat. 15513), 500 

l de cloroformo/alcohol isoamílico 24:1 (Sigma-aldrich, St. Louis, MO, USA), 500 l de 

isopropanol (Sigma) y 1000 l etanol (Sigma) al 70 %. El DNA extraído se ajustó a una 

concentración de 100 ng/l en agua destilada. Las condiciones del PCR fueron: 40 ciclos a 
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95 ºC para desnaturalización (1 min), alineamiento (40 s) a 66 ºC y, 72 ºC de temperatura 

de elongación (1 min). Posteriormente se realizó la separación electroforética de los 

productos de amplificación en gel de agarosa al 2.5 % en solución de Tris-borato-EDTA 

(TBE) y tinción con bromuro de etidio (1 g/mL). Visualizando el patrón de bandas con un 

transluminador UV (BioRad Universal Hood II Gel Doc System) software Quantity One 

Versión 4.6.8. 

Adicionalmente, se realizó la genotipificación la región señal (s) y región (m) del gen vacA, 

así como la identificación del gen cagA en el aislado clínico de H. pylori utilizado. Para lo 

cual el DNA bacteriano previamente extraído se sometió a PCR (Master Mix K0171 

(Thermoscientific) con iniciadores para amplificar las regiones s y m del gen vacA, y el gen 

cagA (Tabla 1, Figura 11). Las condiciones del PCR fueron: 40 ciclos a 95 ºC para 

desnaturalización (1 min), alineamiento (40 s) a 54 ºC y elongación (1 min) a 72 ºC. 

Posteriormente se realizó separación electroforética en gel de agarosa al 2.5 % en buffer 

TBE. 

 
Tabla 1. Secuencia de iniciadores para los genes de virulencia vacA y cagA en H. pylori 

Gen Nombre Secuencia (5´-3´) Amplicón Referencia 
VacA 
región m1 

VA3F 5' GGTCAAAATGCGGTCATGG 3 290 nt 

Atherton et al., 

1995 

VA3R 5' CCATTGGTACCTGTAGAAAC 3' 

VacA 
región m2 

VA4F 5' GGAGCCCCAGGAAACATTG 3' 352 nt 

VA4R 5' CATAACTAGCGCCTTGCAC 3'  

VacA 
región 
s1/s2 
 

VA1F 5' ATGGAAATACAACAAACACAC 3' s1:259 nt 

s2: 286 nt VA1R 5' CTGCTTGAATGCGCCAAAC 3' 

CagA 
región 
constante 

cagAF D008  ACAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGA  298 nt Whagih et al., 

2015 cagAR R008  TTAGAATAATCAACAAACATCACGCCAT  
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Figura 11. Caracterización molecular de H. pylori. Digestión de tejido gástrico, extracción de DNA y 

PCR para identificación de los genes ureC, cagA y vacA. 
 
 
 

2. Monitoreo de biopelícula in vitro  

 

2.1. Cuantificación de crecimiento bacteriano e inducción de la formación de 

biopelícula 

Para conocer las mejores condiciones de proliferación de H. pylori y, a su vez, de formación 

de BF in vitro, se utilizaron suspensiones bacterianas de 1.5 x 106 bacterias/mL, ajustadas 

al patrón de turbidez de la escala McFarland. El índice de crecimiento bacteriano se 

determinó mediante lecturas espectrofotométricas a 600 nm (densidad óptica, OD) en los 

diferentes días de incubación estudiados (desde 2 hasta 5 días). Además, se analizaron las 

variaciones en el crecimiento dependiendo del tipo de medio de cultivo base utilizado y los 

suplementos promotores de la formación de la BF y/o crecimiento bacteriano adicionados 

al medio de cultivo (Figura 12). 

Medios de cultivo. Se consideraron dos medios base de cultivo líquidos: infusión de 
Cerebro Corazón (ICC, BD Difco 211200) y caldo Brucella (BB, por sus siglas en 
inglés, BD BBL).  
Suplementos. A los dos medios de cultivo base se les agregaron de manera 
independiente los siguientes suplementos promotores de la formación de la BF y/o 
crecimiento bacteriano: suero de ternera fetal descomplementado (FCS, por sus 
siglas en inglés, Sigma Aldrich F2442) al 5.0 %, -ciclodextrina (-CD, Sigma C-
4767) al 0.1% y glucosa (Chemical Technique 1895) al 0.3%. Para evitar 
contaminación de los cultivos se adicionó la mezcla de antibióticos de selección 
(selective supplement DENT, Oxoid SR0147E). 

 



42 

 

La bacteria fue incubada a 37 °C en ambiente microaerofílico en placa de cultivo de 24 

pozos (CELLTREAT, Scientific Products). El volumen final por pozo fue de 1000 l. Para 

cada combinación de componentes se realizaron tres ensayos independientes. En las 

lecturas espectrofotométricas se utilizó como blanco de calibración del equipo, los medios 

ICC o BB, con los complementos -CD, FCS, glucosa y antibiótico pero sin incluir bacteria.  

 
2.2. Identificación y cuantificación de BF 

Con la finalidad de determinar y cuantificar la formación de BF, posterior al periodo de 

incubación de H. pylori se descartó suavemente el sobrenadante de cada pozo. Se 

añadieron 125 l de colorante cristal violeta 0.1% para teñir la BP formada y se incubó por 

15 min a temperatura ambiente. Se descartó el colorante y se realizaron dos lavados suaves 

con agua destilada, enjuagando la placa de cultivo 3 veces y se dejó secar por una noche. 

En la cuantificación espectrofotométrica, a cada pozo teñido se le añadieron 1000 l de 

ácido acético al 30% en agua, se incubó a temperatura ambiente por 15 min. Luego se 

determinó la OD a 550 nm, usando ácido acético (30%) como blanco. La concentración de 

colorante fijado en el fondo de los pozos se consideró directamente proporcional a la 

formación de BF, y fue valorada por la OD determinada (O'Toole et al, 2011).  
 

2.3. Valoración de diferentes condiciones en la formación de biopelícula por 

Helicobacter pylori 

La determinación de las mejores condiciones para la formación de BF por H. pylori utilizando 

diferentes combinaciones de FCS y -CD se evaluó tanto en placa de cutivo de 24 pozos 

como en caja Petri estéril (Figura 12). Para esta última determinación se sumergieron en el 

medio a probar, cubreobjetos estériles que sirvieron como soporte para la formación de BF 

y se colocaron dentro de las cajas Petri, se dejaron incubar a 37 °C en ambiente 

microaerofílico por 2 a 5 días. Transcurrido el tiempo determinado, los cubreobjetos se 

extrajeron de la caja Petri, se enjuagaron con buffer fosfato salino (PBS, por sus siglas en 

inglés) (NaH2PO4 1.75 mM, Na2HPO4 8 mM y NaCl 75 mM, pH de 6.5) y se fijaron con formol 

al 10% por 15 min. Posteriormente se tiñeron con cristal violeta y carbol-fucsina para 

observarse al microscopio con el objetivo 100x. 
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Figura 12. Diferentes combinaciones de ensayos para definir las mejores condiciones en la 

formación de BF para H. pylori. Abreviaturas: ICC, infusión cerebro-corazón; BB: caldo 
Brucella; FCS: Suero de ternera fetal y -CD: ciclodextrina. 

 

Posteriormente se realizaron ensayos en medio BB a diferentes concentraciones de FCS y 

albúmina de suero bovino (ASB) como un comparativo del efecto del suero de ternera fetal. 

Las concentraciones para ambos componentes fueron de 0, 2.5, 5.0 y 7.5 % con base al 

contenido proteico cuantificado por el método de Bradford y bajo las mismas condiciones 

de densidad de bacteria, antibiótico, glucosa y -CD. El tiempo de incubación fue de 5 días 

(Figura 13). 

 
Figura 13. Formación de BF para H. pylori en placa de cultivo. Ensayos con diferentes 

concentraciones de FCS.  
 

 

Formación de 
biopelícula 

Medio: ICC 
• Densidad bacteria 1.5 X 10

6
 

• Antibiótico (0.4% v/v) 
• Glucosa 0.3% 

Tratamiento 1: FSC (5% 
v/v)  + -CD 0.1% 

Tratamiento 3: FSC (5%) 

Tratamiento 2.: -CD (0.1%) 

Densidad bacteriana 
en espectrofotómetro  

a 600 nm 

Medio: BB 
• Densidad bacteria 1.5 X 10

6
 

• Antibiótico (0.4% v/v) 
• Glucosa 0.3% 

Tratamiento 1: FSC (5% v/v)  
+ -CD 0.1% 

Tratamiento 3.: FSC (5%) 

Tratamiento 2.: -CD (0.1%) 

Tinción de BF con 
cristal violeta,  

    lectura a 550 nm 



44 

 

2.4. Análisis de imagen para cálculo de área total de formación de biopelícula 

En los cubreobjetos teñidos de acuerdo al punto 2.3, se realizaron 10 capturas de imagen 

de forma aleatoria por cada cubreobjetos, utilizando la cámara acoplada al microscopio y 

con la ayuda del software del equipo (Leica Application Suite). Posteriormente estas 

imágenes se procesaron en el software ImageJ 1.53k con previa calibración de la escala 

(equivalencia en distancia de micras a pixeles). Se estableció el área total de BF en base a 

la intensidad de color para cada imagen y se obtuvo el valor del área de BF promedio para 

cada condición ensayada (Figura 14). 

 

 
Figura 14. Diagrama de pasos para la obtención de cálculo de área de BF. 

 
 
 

2.5. Visualización de BF in vitro en microscopía electrónica de barrido. 

Para poder distinguir diferencias en la estructura de BF y la forma adoptada por la bacteria 

a diferentes concentraciones de FCS se realizó en placa de cultivo de poliestireno de 24 

pozos, un ensayo a diferentes concentraciones de FCS (desde 0, 2.5, 5.0 y 7.5% v/v) con 

las mismas condiciones trabajadas con anterioridad: 1 ml de BB por pozo, 0.3% de glucosa, 

0.1% de -CD y 0.4% de antibiótico de selección. El inóculo fue de 1.5 X 106 bacterias/mL. 

Se incubó por 5 días a 37 °C en ambiente microaerofílico. Posteriormente se descartó 

suavemente el sobrenadante y se realizaron dos lavados con PBS procurando dejar caer 

la solución por las paredes. Se añadió entonces 1 ml de glutaraldehído al 2.5% a cada pozo 
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y se mantuvo por 3 h con esta solución a temperatura ambiente (~22 °C), este se descartó 

y lavo con PBS. Posteriormente se descartó el sobrenadante y se procedió a la 

deshidratación con concentraciones crecientes de etanol (50–100%); enseguida las 

muestras se llevaron a punto crítico de secado con dióxido de carbono líquido (Samadri-

PVT-3D, TOUSIMIS Research Corporation, Rockville, MD, U.S.A.). Las muestras fueron 

recubiertas con oro (Denton Vacuum Desk II, NJ, U.SA) y fueron analizadas en un 

microscopio electrónico de barrido (JEOL, JSM-5900LV, Musashino, Tokio, Jap). 
 

3. Monitoreo de la formación de BF in vivo 

Con la finalidad de establecer las condiciones para el desarrollo de BF por H. pylori in vivo, 

se realizó un modelo experimental murino de infección por H. pylori. Para ello, a ratones 

hembra de la cepa BALB/c, de 6 semanas de vida, se les administró vía esofágica 3.0 X 

107 bacterias en 200 l de ICC con NaHCO3 al 0.2 M. Una segunda dosis se administró al 

tercer día. Al cabo de 6 semanas, los ratones se sacrificaron por sobredosis de anestesia y 

se realizó, en condiciones de asepsia, la disección de los animales. Se obtuvieron muestras 

de tejido gástrico de la zona antral y del cuerpo del estómago (Figura 15).  

 
 
Figura 15. Modelo experimental murino de infección con H. pylori. Se utilizaron ratones hembra de 

la cepa BALB/c, un grupo fue inoculado con H. pylori y otro grupo se estableció como control 
negativo de infección, administrando en estos últimos, sólo el medio ICC con NaHCO3. El 
sacrificio se realizó a las 6 semanas.  

 

Con las muestras de tejido gástrico se realizaron las determinaciones de: 1) análisis 

microbiológico y 2) presencia del gen ureC que indicaría la presencia de la bacteria.  
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Figura 16. Regiones estomacales muestreadas. Se muestrearon cuerpo y antro de estómago de 

ratones hembra de la cepa BALB/c con 6 semanas de vida. 
 

3.1. Análisis microbiológico en tejido gástrico 

Para el análisis microbiológico se maceraron las muestras de tejido en 200 l de ICC, y de 

este macerado se realizaron diluciones (1:200) para sembrar, por medio de la técnica de 

goteo en placa, 5 l en placa de agar sangre (5%) con la mezcla de antibióticos selectivo 

para H. pylori. Se incubaron al menos 5 días para observar posibles colonias con 

características correspondientes a H. pylori.  
 

3.2. Identificación molecular gen ureC   

Para la identificación molecular del gen ureC, que constituye un indicador de la presencia 

de la bacteria H. pylori, las condiciones de extracción y de detección del gen, se realizaron 

de acuerdo a lo descrito en el punto 1.1 de esta misma sección de metodología. 

 
4.  Expresión de genes relacionados a formación de BF in vitro 

 

Para evaluar la expresión de genes bacterianos asociados a la presencia o ausencia de BF, 

se utilizó RT-PCR en punto final para definir en cuáles de estos genes se mostraba una 

expresión diferencial en BF respecto a bacteria planctónica (Tabla 1) (Lucio-Sauceda et al., 

2019), 
 

La BF se obtuvo de acuerdo al punto 2.5, por incubación de H. pylori en placa de 24 pocillos 

(5 días en caldo BB con glucosa al 0.3%, -CD al 0.1% y antibiótico). Transcurridos los 5 

días se descartó el sobrenadante y se raspó suavemente el fondo de los pozos inoculados. 

Al precipitado obtenido del fondo de los pozos, se añadió PBS a cada pozo para 

resuspender la BF y transferir el líquido a microtubos de 1.5 ml. Se realizó extracción de 

RNA añadiendo 750 l de TRIzol (ambion, 15596026), se incubó por 5 min a temperatura 

Se tomaron 3 muestras de 

cada región. 
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ambiente y se le agregaron 200 l de agua. Posteriormente se añadió cloroformo para 

centrifugar y obtener una fase acuosa la cual se recuperó y se le agregó isopropanol, 

posteriormente se centrifugó y se obtuvo una pastilla. Se agregó etanol y se obtuvo 

nuevamente una pastilla o gel que se resuspendió en agua. 

 

Simultáneamente se realizó extracción de RNA a partir de bacteria planctónica, un cultivo 

de bacteria previamente sembrada, fue cosechado con hisopo en placa de agar sangre a 

72 h de crecimiento. 

 

El RNA obtenido fue cuantificado por espectrofotometría (260 nm) y se realizó además una 

separación electroforética en gel de agarosa al 1.25% que permitió visualizar la integridad 

del RNA.  

 

Después se realizó síntesis de cDNA por RT-PCR. Previo a ello y para eliminar la 

contaminación del DNA genómico, se llevó a cabo la digestión de DNA utilizando DNAsa I 

(grado de amplificación de DNAsa) (Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, Inc.). La muestra 

se incubó a temperatura ambiente durante 15 min. Posteriormente, la enzima se inactivó 

con 1 µl de EDTA (25 mM) y 10 min de calentamiento a 65˚C. 

 

La RT del RNA total se realizó utilizando un kit de Superscript VILO (Invitrogen; Thermo 

Fisher Scientific, Inc.), según el protocolo del fabricante. Los cDNA resultantes se 

cuantificaron por espectrofotometría a 260 nm y se ajustaron a una concentración de 200 

ng/µl. Las muestras fueron almacenadas a -20 ˚C y se amplificaron para los genes 

mostrados en la tabla 2. 
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Tabla 2.  Genes de expresión diferencial para el desarrollo de BF 

Gen Forward 5´-3´ Reverse 5´-3´ 
Longitud 

fragmento 
(nt) 

Referencia 

ureA CTG ATG GGA CCA AAC TCG TAA TTG CCT TCG TTG ATA GTG ATG 109 Lucio-

Sauceda et 

al, 2019 

omp18 TGC ACG ATC TCA TCT AAA GTC TC CGG GAC TAT CAT CGC TTC TAT TT 87 

lpxD GTT TAG GCT CAT TCA CGC TTT G TCG TGG ATA ACC CGC ATT TAG 93 

flaA CAG TAT AGA TGG TCG TGG GAT TG GAG AGA AAG CCT TCC GTA GTT AG 127 
Urrutia-baca 

et al, 2018 
luxS CTA AAT TCT GTG CGC CCT CTA A ACG ATG CAA GAC GTG CTA AA 100 

16s 
RNAr 

GGA GTA CGG TCG CAA GAT TAA A CTA GCG GAT TCT CTC AAT GTC AA 127 

 

 
5. Efecto de la BF de H. pylori sobre la estimulación de receptores de patrones 

moleculares a patógenos en leucocitos 

 

5.1. Activación de NF-B 

Como un indicador de la activación del factor transcripcional NF-B, se evaluaron mediante 

inmunoblot, a los extractos proteicos de células estimuladas (leucocitos humanos) con 

componentes de la BF por un lado y, en otro ensayo independiente, pero en las mismas 

condiciones, con extracto de H. pylori en estado planctónico.  

  

Se obtuvieron muestras de sangre humana por punción venosa utilizando tubo vacutainer 

con ácido cítrico, citrato de sodio y dextrosa (ACD) como anticoagulante. Las muestras 

fueron centrifugadas (2800 rpm) por 20 min. Se tomó el anillo de leucocitos y estos se 

diluyeron en la misma cantidad de solución salina fisiológica (SSF). La sangre diluída se 

añadió a tubos Eppendorf que contenían 500 l de ficoll (LymphoprepTM LYS 3773). 

Posteriormente los tubos fueron centrifugados (5000 rpm) por 2 min, y el anillo formado se 

colectó en un tubo limpio. Cuando fue necesario, se utilizó cloruro de amonio 0.15 M para 

lisar eritrocitos residuales. Se lavó la pastilla obtenida con SSF (3800 rpm) por 2 min, y la 

pastilla se resuspendió en 500 l de SSF para el conteo de leucocitos obtenidos por cámara 

de Neubauer con la técnica de azul trypan y posterior estimulación con sonicado de bacteria 

y BF.  
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5.2. Obtención de sonicado de bacteria y BF  

Un cultivo de H. pylori de 72 h fue cosechado con hisopo estéril de la superficie del cultivo 

en agar sangre, se resuspendió en PBS (NaH2PO4 1.75 mM, Na2HPO4 8 mM y NaCl 75 mM 

y pH de 7.2). A su vez, se recuperó la BF formada por H. pylori, conforme a la metodología 

descrita en el apartado 3.3, resuspendida en PBS y se colocó en recipiente estéril el cual 

se mantuvo en baño de hielo. Tanto la bacteria como la BF resuspendidos en PBS fueron 

sometidas a sonicación por sonda (Sonicor ultrasonic processor UP 400A 50/60Hz ciclos) 

a pulsos de 10s en el nivel 4; 10 pulsos para la bacteria y 5 pulsos para la BF. Se cuantificó 

su contenido proteico por el método de Bradford. El sonicado obtenido se almacenó a -20 

°C para su uso posterior. 

 
5.3. Estimulación de leucocitos con sonicado de bacteria y BF 

Para el ensayo de estimulación de NF-B, en una microplaca de 24 pozos, se utilizaron un 

millón de leucocitos por pozo de estimulación con un volumen total de 1000 L/pozo. Se 

utilizó como testigo LPS de Escherichia coli (Sigma 0111:B4) (1 g/ml de medio Roswell 

Park Memorial Institute-RPMI), y de manera independiente, 25 y 50 l de sonicado de H. 

pylori (bacteria en estado planctónico) y de BF de H. pylori. Las condiciones fueron 2h a 37 

°C en cámara húmeda.  

 

Se realizó la extracción de la fracción proteica total para cada pozo con los distintos 

tratamientos. Se descartó el sobrenadante de cada pozo y se añadió 200 L con buffer de 

lisis con soluciones tampón (agente amortiguador de ácido sulfónico zwitteriónico-HEPES 

de Sigma, KCl, MgCl2 y Ditiotreitol-DTT de Sigma, fluoruro de fenilmetilsulfonilo, PMSF de 

Sigma, como inhibidor de proteasas, Tritón X-100 (1%) y SDS al 0.1%). Se incubó en hielo 

por 30 min y se centrifugó as 12 000 rpm a 4 °C por 15 min. Se cuantificó la concentración 

de proteínas por el método de Bradford y se almacenó a -80 °C. 

 

En SDS-PAGE, el porcentaje de acrilamida en el gel fue del 10 % y se realizó tinción con el 

colorante azul de Comassie (Sigma-aldrich B0770) al 0.2% en metanol-agua destilada-

ácido acético).  

 

Para la transferencia de proteínas del gel a la membrana de fluoruro de polivinilideno 

(PVDF, por sus siglas en inglés), la membrana fue sumergida en metanol previamente a la 
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transferencia. Posteriormente, la membrana se dejó secar y se realizó un proceso de 

bloqueo con leche en polvo al 5% en TTBS por 1 h. Se utilizó un anticuerpo anti-pIKB-sc-

8404 diluido en leche en polvo al 5% en TTBS (Tris Buffered Saline con Tris HCL-Sigma, 

NaCl y Tween 20-Biorad) para la identificación de NF-B. El análisis se considera 

cuantitativo mediante la normalización con la identificación en el inmunoblot de una proteína 

de expresión constitutiva (-actina sc-517582). Los anticuerpos primarios anti-pIKBy -

actinase utilizaron a concentración 1:250. El anticuerpo secundario (Goat Anti-Mouse IgG 

Fc conjugated to Alkaline Phosphatase, ab98710) se utilizó a concentración de 1:4000. El 

revelado se realizó con fosfatasa (Sigma B5655) en agua destilada (Figura 17). 

 

 
Figura 17. Estimulación de leucocitos con bacteria planctónica, BF de H. pylori y LPS de E. coli como 

control positivo.  
 
La intensidad de las bandas en la membrana fue leída por medio de un transluminador UV 

(Biorad Universal Hood II Gel Doc System) y se midió la intensidad (pixeles) mediante el 

software Quantity One Versión 4.6.8. 
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6. Actividad anti-fagocitaria  de la BF 

6.1.  Actividad de células fagocíticas vs. H. pylori y BF de H. pylori 

Se obtuvieron células fagocíticas de peritoneo de ratón los cuales se sembraron en placas 

de cultivo. Las células fueron infectadas con extracto sonicado de H. pylori en estado 

planctónico y, en pozos independientes, con extracto sonicado de la BF de H. pylori. 

Posteriormente se añadió bacteria en proporción 1:1 y después de 1 h de interacción las 

células fueron lavadas con PBS. Se realizó una lisis celular con agua destilada, mediante 

un ensayo de recuperación bacteriana, el número de bacterias intracelulares viables fueron 

determinadas por conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) (Guilhen et al., 2019) 

(Figura 18).  

 

Ratones hembra de la cepa BALB/c de seis semanas de vida, fueron inoculados con 1 ml 

de tioglicolato en agua destilada (caldo tioglicolato NIH BD Bioxon ®, No. 211721), en la 

cavidad peritoneal. Se permitió la respuesta inflamatoria para proceder a la eutanasia a los 

3 días. Con 3 ml de RPMI, se cosecharon las células fagocíticas, aspirando el líquido del 

peritoneo. Las células fueron colectadas en un tubo cónico en hielo. El exudado fue 

centrifugado y el sedimento resuspendido en medio RPMI con suero de ternera fetal (FCS) 

al 5 % para contabilizar células fagocíticas. 

 

Las células se ajustaron a ~500 000 células totales/pozo/ml (Zhang, et al., 2008). Y a cada 

pozo, después de media hora de estabilización, se añadieron desde 10 hasta 50 l de 

extracto sonicado de H. pylori, y en pozos independientes, extracto sonicado de la BF de 

H. pylori. Los sonicados se obtuvieron siguiendo la metodología descrita en el punto 4.2 y 

se mantuvieron en incubación en cámara húmeda a 37 °C por media hora. 

 

Posteriormente se añadió un aislado de bacteria Staphylococcus aureus (catalasa+, 

coagulasa+, termonucleasa+) previamente resuspendida en medio ICC, a proporción de 

1:1 y la placa fue incubada en cámara húmeda por 1 h a 37 °C.  

 

Luego de 1 h y para eliminar las bacterias extracelulares, se añadió gentamicina (120 μg/ml) 

por espacio de 1 h. Se retiró suavemente el medio RPMI de los pozos y las células 

fagocíticas se lavaron con PBS. Luego, las células fueron lisadas agregando agua destilada 

para liberar bacterias intracelulares. Las bacterias se cuantificaron por dilución decimal en 
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serie y placas en agar ICC. El número de bacterias viables se expresó como CFU/células 

fagocíticas (Daw et al., 2012). 

 

 
Figura 18. Metodología de la estimulación de células fagocíticas en peritoneo de ratón con extracto 

sonicado de bacteria planctónica y biopelícula de H. pylori.  
 

6.2.  Actividad de células PMNs humanas con sonicado de H. pylori y BF de H. pylori 

A partir de sangre periférica humana de voluntarios donantes sanos, se obtuvieron células 

PMNs-neutrófilos, los cuales se purificaron mediante centrifugación durante 45 min a 700 g 

a temperatura ambiente en un gradiente de densidad discontinuo preparado con 

Lymphoprep (Fresenius Kabi Norge AS) y Medio Histopaque-1119 (Sigma-Aldrich). Los 

eritrocitos fueron lisados por choque osmótico en una solución de NH4Cl 0.15 M. Las células 

fueron lavadas dos veces con PBS y se resuspendieron en RPMI 1640 para su 

cuantificación y determinación de viabilidad y pureza. Se realizó la cuantificación en cámara 

de Neubauer, y la viabilidad de los neutrófilos se determinó mediante la prueba de exclusión 

de azul tripán.  

Los neutrófilos se mantuvieron en microtubos (1 x 106 células/pozo) en RPMI (1 ml/pozo) 

con FCS al 5 %. Las células después de estabilizarlas por media hora a 37 °C, fueron 

estimuladas con extracto sonicado de H. pylori en estado planctónico (10 y 30 g de 

proteína total) y, en pozos independientes, con extracto sonicado de la BF de H. pylori (10 

y 30 g de proteína total) durante 30 min a 37 °C. Posteriormente se añadió bacteria S. 

aureus catalasa+, coagulasa+, termonucleasa+ en proporción 1:1 por 1 h a 37 °C.  
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Luego de 1 h de interacción los microtubos fueron centrifugados a 10 000 rpm por 7 min. 

Se retiró suavemente el medio RPMI y se añadió 1000 l de agua destilada para liberar 

bacterias intracelulares. Se realizaron diluciones decimales y 100 L de la dilución se 

inoculó por siembra masiva en agar Sal y Manitol. Se incubó 24 h a 37°C. El número de 

bacterias viables se expresó como UFC/mL. Los experimentos se realizaron por duplicado, 

y las medias y los errores estándar fueron determinados para cada experimento. La 

significación estadística de los resultados se determinó mediante comparaciones por pares.  

 

Para evaluar el porcentaje de neutrófilos fagocíticos se realizaron frotis de los diferentes 

tratamientos realizados los cuales se tiñeron por Wright-Giemsa expresando el % de 

neutrófilos que fagocitan de un total de 200 células. 

 
7. Modulación inmune de BF sobre los perfiles de linfocitos T 

 

7.1. Análisis de RT-PCR en tiempo real para determinar perfiles Th1, Th2, Th17 y 

Treg en mucosa gástrica. 

 

Se obtuvieron biopsias gástricas humanas de 37 pacientes con sintomatología relacionada 

a gastritis aguda o crónica y otros padecimientos asociados. Una fracción de cada biopsia 

se procesó para la extracción de DNA y detección del gen ureC (punto 1.1 de esta misma 

sección de metodología). Asimismo, el RNA total fue extraído a partir de la segunda fracción 

del tejido gástrico que se obtuvo, de acuerdo a la sección 3.3 de esta metodología, 

utilizando un protocolo orgánico con TRIzol (Ambion cat. 15596026). El RNA fue 

cuantificado por espectrofotometría a 260 nm y la integridad del RNA fue evaluada mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 1.2%. Para eliminar la contaminación de DNA genómico, 

se realizó una digestión de DNA utilizando 2U de DNasa I (Invitrogene, Thermo Fisher 

Scientific, Inc.) por microgramo de RNA. La muestra fue incubada a temperatura ambiente 

durante 15 minutos, para posteriormente inactivar la enzima agregando 1 L de EDTA (25 

mM) y aplicar un calentamiento de 65 °C durante 10 minutos.  
 

Transcripción inversa (RT) 

La retrotranscripción se realizó a partir de 2.5 g de RNA total utilizando el kit VILO 

Superscript (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Inc) siguiendo el protocolo del fabricante. 

El cDNA obtenido fue cuantificado mediante espectrofotometría a 260 nm para 
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posteriormente realizar la dilución de la muestra a una concentración de 200 ng/l. Las 

muestras fueron almacenadas a -20 oC hasta su uso. 

 
Análisis de expresión génica 

El cDNA obtenido del tejido gástrico de pacientes fue analizado mediante PCR cuantitativo 

utilizando el kit Express SYBR qPCR Super Mix Universal (Invitrogen, Thermo Fisher 

Scientific, Inc). Se determinaron los niveles de expresión de los genes bacterianos luxS y 

16s ribosomal así como los factores de transcripción humanos Th1: T-bet; Th2: Gata 3; 

Th17: ROR T y Treg: Foxp3 (Ning-Fei et al., 2014). La expresión del gen GAPDH a partir de 

las muestras se utilizó como control de normalización. Todos los primers utilizados fueron 

adquiridos de la compañía T4OLIGO (ADN Sintético SAPI de CV), las secuencias de los 

oligonucleótidos correspondientes se indican en la Tabla 3. El análisis fue desarrollado en 

el equipo de PCR en tiempo real StepOneTM 48-well (Fisher Scientific). Las condiciones de 

amplificación utilizadas fueron: desnaturalización inicial 50 °C por 2 minutos y 95 °C por 10 

minutos; seguidos de 50 ciclos de 95 °C por 15 segundos y 1 minuto a 60 °C para alineación 

y amplificación. (Espinoza-Contreras et al., 2020). El cálculo de expresión diferencial entre 

los grupo de pacientes con alta y baja expresión del gen luxS (luxS +/+ vs luxS +/- 

respectivamente) fue determinada mediante un análisis de cuantificación relativa usando el 

método de Livak  (2-Ct) (Livak y Schmittgen, 2001).  

 
Tabla 3.  Genes de expresión para perfiles transcripcionales de Th1, Th2, Th17 y Treg en mucosa 
gástrica. 
 
Gen Nombre Secuencia (5´-3´) Amplicón Referencia 

T-bet/ 
TBX21 

Forward CAACAACCCCTTTGCCAAAG 108 nt Yang et al 
2007 Reverse TCCCCCAAGCAGTTGACAGT 

 

GATA3 
Forward AGAACCGGCCCCTTATGAA 71  nt Yang et al 

2007 Reverse AGTTCGCGCAGGATGTCC 
 

RORt Forward GACCCACACCTCACAAATTGAAGT 125 nt Deng et al 
2021 Reverse AGTAGGCCACATTACACTGCT 

 

FOXP3 
Forward 5′-CTCATGATAGTGCCTGTGTCCTCAA-3′ 92 nt 

 
Zang et al 
2017 Reverse 5′-AGGGCCAGCATAGGTGCAAG-3′ 

 

GAPDH Forward 5’-TGGTGAAGGTCGGTGTGAAC-3’ 122 nt Ivanov et al 
2006 Reverse 5’-CCATGTAGTTGAGGTCAATGAAGG-3’ 
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8. Análisis estadístico 

Se realizaron pruebas de comparación de medias por t de Student, en los análisis 

relacionados con la comparación de BF y bacteria planctónica. Se aplicó análisis de 

varianza en el desarrollo de BF in vitro para crecimiento de la bacteria y formación de BF, 

así como en el cálculo de área total de formación de BF en diferentes condiciones. Mientras 

que para medir la actividad de células fagocíticas en peritoneo de ratón y neutrófilos ante 

bacteria planctónica o BF se realizaron pruebas t de Student.  

 

Con respecto a la modulación inmune de BF sobre linfocitos T, se realizó un análisis de 

correlación bivariada. Para la correlación de los niveles de expresiones del gen 16s 

ribosomal de H. pylori así como de los factores de transcripción humanos RORt, GATA3, 

Tbet y FoxP3 con respecto a los niveles de RNAm del gen bacteriano luxS, se realizó un 

análisis de correlación bivariada mediante el método de Spearman. Las correlaciones 

positiva/negativa se presentaron considerando los siguientes rangos del factor de 

correlación Rho de Spearman (): Muy alta correlación,   +/- 0.9; Alta correlación, +/- 0.9-

0.7; Moderada,  +/- 0.7-0.5; Baja, +/- 0.5-0.3; Sin correlación,  +/- 0.3   (Mukaka, 2012).    
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VII. RESULTADOS 
 

1. Caracterización de H. pylori  
 

A fin de caracterizar el aislado clínico de H. pylori (A97) utilizado, se realizó el análisis 

microbiológico de esta bacteria, incluyendo análisis microscópico, pruebas bioquímicas e 

identificación molecular. Las colonias observadas en el medio agar sangre se presentaron 

como colonias pequeñas circulares, transparentes y no hemolíticas características que 

corresponde a la morfología colonial típica de H. pylori. Microscópicamente se observaron 

bacilos ligeramente espirilares y formas cocoides Gram negativas y la bacteria fue tanto 

ureasa como catalasa positiva (Figura 19A-B). 
 

Molecularmente, el producto de amplificación observado en el gel de agarosa, a partir del 

DNA extraído en el cultivo de H. pylori, presenta una banda ligeramente por encima de los 

200 pb que corresponde al fragmento de 204 pb esperado para el gen glmM. Como control 

negativo se utilizó DNA de Lactobacillus rhamnosus con el cual no se presentó banda de 

amplificación como en H. pylori (Figura 19 C carril 2). 
 

Caracterización de los factores de virulencia 

En la bacteria utilizada se demostró la expresión génica de los factores de virulencia CagA 

y VacA. En la bacteria se identificó la amplificación correspondiente al gen cagA (asociado 

a citotoxina A). En el caso del gen correspondiente a la citotoxina VacA, la bacteria presentó 

la variante polimórfica s2/m2 pues se generaron las amplificaciones correspondientes 

(fragmentos de 286 y 352 nt respectivamente) (Figura 19 C). 
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Figura 19. Pruebas de verificación de la especie H. pylori. A. Tinción de Gram, se observan 

formas de bacilos Gram negativos. Se distinguen formas espirales y algunas formas cocoides. 
B. Pruebas enzimáticas de ureasa (izquierda) y catalasa (derecha), en ambos casos, 
resultaron positivas. C. Electroforesis en gel de agarosa mostrando la banda en 204 pb que 
confirma la presencia del den ureC de H. pylori. Marcador de peso (M); carril 1, DNA de la 
bacteria aislada y carril 2, DNA de un cultivo de Lactobacillus rhamnosus. En C. derecha; 
caracterización de genes cagA y vacA. La bacteria contiene el gen de virulencia cagA (298 
pb) y los fragmentos VA1 con 286 pb correspondiente a s2 y VA4 con 352 pb correspondiente 
a m2. 

 
2. Evaluación de la formación de BFs in vitro  

 

2.1. Adición de -ciclodextrina (-CD) y uso de caldo Brucella (BB). 

 

Se realizó una comparación con medio ICC y BB, señalado en la Figura 12 (sección 2.1). 

El crecimiento de H. pylori se desarrolló a 2, 3, 4 y 5 días adicionando -CD y FCS. En un 

comparativo de la cinética de crecimiento para ambos medios suplementados con -CD y 

FCS, se observó que existe una diferencia significativa en crecimiento, para todos los días 

probados. En ensayos con -CD y FCS, sólo -CD o sólo FCS, la bacteria muestra un mayor 

crecimiento en ambos medios cuando son suplementados con ambos: -CD y FCS, y 

además el crecimiento de la bacteria fue siempre mayor para BB. En los medios con -CD 

sin añadir FCS, el crecimiento es menor tanto para BB como para ICC. Se observó además 

que el tratamiento de BB con -CD y FCS fue significativamente diferente al resto de los 

tratamientos (Figura 20). 



58 

 

 
Figura 20. Crecimiento de H. pylori en ICC o BB, OD a 600 nm. El crecimiento de la bacteria es 

mayor conforme se incrementa el tiempo (A). Se prueban diferentes condiciones en placa de 
cultivo A 72 (B)  y 120 h (C). El mayor crecimiento de la bacteria se da en el medio BB con -
CD y FCS y el menor crecimiento es para ambos medios con -CD pero sin FCS. Cada 
condición se realizó por triplicado. Las barras de error representan las desviaciones estándar 
para cada valor promedio. Se realizaron prueba t de Student en A y ANDEVA unidireccional 
con prueba post hoc de Tukey en B y C (P ≤ 0.05*, P ≤ 0.01**, P ≤ 0.001 *** y P ≤ 0.0001 ****).  

 
Crecimiento de H. pylori en BB con ASB y FCS a diferentes concentraciones.  

 

Posteriormente, para asociar el componente proteico relacionado al FCS en la formación 

de BF, se realizaron experimentos en los que se cuantificó el crecimiento de la bacteria y 

formación de BF. En esta ocasión el tiempo de incubación fue a 5 días en BB y en las 

condiciones de: glucosa al 0.3 %, -CD 0.1 % y antibiótico de selección. Se probaron las 

concentraciones de 0, 2.5, 5.0, 7.5% de ASB y FCS en contenido proteico en ensayos 

independientes. Los resultados indicaron que conforme se incrementaba la concentración 

de estos componentes y, por tanto, de proteína, aumenta en ambos casos el índice de 

crecimiento de la bacteria y disminuía la formación de BF expresadas ambas mediciones 

en OD a 600 y 550 nm respectivamente (Figura 21). 
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Figura 21. Crecimiento y formación de BF por H. pylori. Diferentes concentraciones de FCS y ASB 

son probadas con 5 días de incubación en medio BB. A mayor concentración de FCS y ASB 
se presenta un mayor crecimiento, pero disminuye la formación de BF (*P<0.05). 

 
2.2. Identificación y cuantificación de BF 

En la comparación de los medio BB e ICC con el uso los complementos -CD y FCS para 

cuantificar de la formación de BF. Se observó una mayor formación de BF con el 

complemento -CD tanto en ICC como en BB, obteniendo las OD más altas (0.019 ±0.007 

y 0.54 ±0.003 respectivamente) con respecto a los medios suplementados con ambos y 

solamente con FCS. Por tanto, el mayor desarrollo de BF entonces, no fue en las 

condiciones en las que se observó mayor crecimiento de bacteria (Figura 22). Se presentó 

una diferencia estadística significativa en la comparación de medias por pares, cada 

tratamiento resulta diferente a excepción de ICC con FCS e ICC con ambos componentes 

(-CD y FCS). 
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Figura 22. Lecturas de OD para BFs desarrolladas en diferentes condiciones a 72 h. Con 
experimentos en medio ICC y BB, la BF se forma en mayor cantidad para medio BB en 
cualquier condición respecto a ICC y además, adicionando solamente -CD, la OD es mayor 
en ambos medios con respecto a las otras condiciones. Cada ensayo se realizó por triplicado 
(P ≤ 0.05*, P ≤ 0.01**, P ≤ 0.001 *** y P ≤ 0.0001 ****). 

 
 
Cinética de formación de BF en ICC vs. BB 

Así como se observó en la cinética de crecimiento, al medir la formación de BF en ambos 

medios siempre fue mayor formación en el medio BB. En el quinto día la diferencia del valor 

de OD para BB se incrementó 2 veces con respecto a ICC (2.062 ±0.273 vs 1.037 ±0.186). 

Al realizar la comparación de medias para cada día, en todos los casos hubo una diferencia 

estadísticamente significativa, la diferencia entre las medias, es mayor a la dispersión de 

los valores dentro de cada día o tratamiento (Figura 23). 
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Figura 23. Cinética para la formación de BF comparando medio ICC vs. BB. Se observa a través de 

los días una mayor OD y formación de BF en medio de BB. Cada condición se realizó por 
triplicado. Las barras de error representan las desviaciones estándar para cada valor 
promedio. Se realizó prueba t de Student para cada día (P ≤ 0.05*, P ≤ 0.01** y P ≤ 0.001 ***). 

 
 
Visualización microscópica de formación de BF por H. pylori 

Los cubreobjetos introducidos dentro del medio de cultivo de ICC en caja Petri, se tiñeron 

con cristal violeta y otros con carbol-fucsina. Se observaron al microscopio para analizar la 

formación de BF. Se observaron al microscopio, agregados celulares (microcolonias) desde 

el día 3 (Figura 24). Para los experimentos en los que se comparó medio ICC y BB, se 

observó que para el uso de medio BB adicionado con -CD se visualizan BFs más 

desarrolladas y estructuradas. Asimismo, para todas las condiciones ensayadas con medio 

BB, se visualiza un mejor desarrollo de BF con respecto a ICC (Figura 25). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24.  Formación de agregados en experimento realizado para formación de BF en 

cubreobjetos inmersos en medio de cultivo a 40x. Se observan agregados de bacterias con 
una incubación de 3 días (líneas punteadas) que indicaron el inicio de formación de BF por 
parte de H. pylori. 
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Figura 25.  Desarrollo de BF en diferentes condiciones a 40x en cubreobjetos a 5 días de 

crecimiento. Arriba izquierda: BF desarrollada en medio ICC con ambos complementos (E), 
en el centro arriba con FCS y derecha arriba con -CD. Abajo izquierda: medio BB con ambos 
complementos (E), centro abajo: con FCS y derecha abajo, medio ICC con -CD. El desarrollo 
más notorio es con medio BB con ambos complementos y con -CD solamente. El crecimiento 
en ICC es muy pobre. 

 
2.3. Cálculo de área total con BF 

 

El cálculo de área en la que se desarrolló BF se realizó por campo de visualización en el 

microscopio. Se calibró la distancia en pixeles a micras y por medio del contraste en áreas 

que el software ImageJ detectó, se arrojó un área promedio de desarrollo de BF (Figura 

26). Al realizar la cuantificación del área de BF para cada tratamiento, se encontró una 

diferencia significativa para el tratamiento de BB con -CD (235.305 ± 8.18), con respecto 

al resto de las condiciones (Tabla 4). 
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Figura 26. Cálculo de área promedio de BF con el software Image J 1.53. Con una previa calibración 

de pixeles a micras, se ajustó la imagen para que por medio del contraste, se cuantificaran las 
áreas con desarrollo de BF vs. fondo sin color. 

 
 

Tabla 4. Áreas promedio de BF calculadas (10 lecturas)   

 

 
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes. Se indica el valor 

medio ± SD 

 

 

 

 

 

Medio y 
componentes Media Agrupación 
BB con -CD 235.31 ± 8.18 A   
BB con FCS 45.80 ± 3.93  B  

BB -CD + FCS 29.42 ± 3.52  B C 

ICC -CD + FCS 20.75 ± 15.52  B C 
ICC con -CD 16.27 ± 48.74  B C 
ICC con FCS 14.58 ± 9.13   C 
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2.4. Visualización de BF in vitro en microscopía electrónica 

 

Adicionalmente, mediante microscopia electrónica de barrido (SEM) también fue valorado 

el efecto de los distintos porcentajes de FCS sobre la formación de BF. Se identificó que 

conforme fue disminuyendo el porcentaje de FCS, se presentó un incremento en la 

generación de la estructura de la BF. En ausencia de suero se alcanza la mayor 

estructuración de BF, la cual fue disminuyendo a partir de la aplicación FCS (2.5%) y 

manteniendo una pobre formación en presencia de los otros porcentajes de suero 

analizados (5 y 7.5%) (Figura 5A, 5B, 5C y 5D). En ausencia de FCS, se pudo distinguir 

dentro de la BF una variada morfología de la bacteria que incluyo formas cocoides y bacilo 

espirilares, identificándose la presencia de flagelos en algunos bacilos. La BF por SEM fue 

identificada como la presencia de estructuras irregulares que son diferentes a una 

morfología celular y en la que, además, se presentan inmersas, diferentes formas 

bacterianas (Figura 27). 

 

 
Figura 27. Biopelícula de Helicobacter pylori por microscopía electrónica, Imágenes en 1300X. Una 

mayor estructuración de la biopelícula se aprecia en A, que es la desarrollada en las 
condiciones con caldo Brucella y 0.3% de glucosa, 0.1% de ciclodextrina, 0.4% de antibiótico 
de selección y 1.5 X 10 6 bacterias de inóculo inicial. En B, C y D, se añade componente en el 
caldo Brucella de suero de ternera fetal a 2.5, 5.0 y 7.5% respectivamente, lo que no permite 
un desarrollo de biopelícula tan eficiente como en A con 0%. En E, se observan algunas 
estructuras adoptadas por la bacteria a 10 000X como bacilos (óvalo) o cocos (círculo) y 
componentes no celulares (cuadro). 

 
 



65 

 

3. Formación de BF in vivo 

 
3.1.  Modelo experimental murino de infección por H. pylori 

De acuerdo con los objetivos originales del proyecto de tesis se planteó analizar el efecto 

in vivo de la BF de H. pylori sobre parámetros inmunológicos en un modelo de infección 

experimental en ratón. Por lo que posterior a la inoculación de la bacteria en los animales y 

transcurrido el periodo considerado para permitir la colonización gástrica (6 semanas), se 

buscó demostrar que la bacteria realmente hubiera infectado los ratones de 

experimentación, realizando el análisis del tejido gástrico por cultivo y estudio molecular. 

 
Análisis de tejido gástrico mediante cultivo 

Los tejidos macerados y sembrados en agar sangre, se incubaron en las mismas 

condiciones en las que la bacteria crece. Se aislaron y resembraron las colonias con 

características similares a H. pylori. Pasadas 72 h de la resiembra, las pruebas bioquímicas 

(catalasa y ureasa) resultaron negativas para las colonias aisladas. Adicionalmente se 

realizó tinción de Gram de cada uno de los aislados bacterianos obtenidos, la morfología 

identificada en todas las bacterias analizadas se presentó distinta a la correspondiente a H. 

pylori.   

 
Análisis molecular de tejido gástrico 

Para la detección de DNA de H. pylori en los tejidos aislados de ratones infectados se 

realizó el aislamiento de DNA a partir de tejido gástrico y se probaron los genes 

correspondientes a la detección de la presencia de la bacteria (Figura 28). En la 

amplificación por PCR de las muestras de tejido gástrico de los ratones infectados, se 

encontraron bandas del gen ureC para: A2, A4, C4, A5 y A6. Se introdujeron además 

muestras control que consistieron en ratones sin infectar a los cuales se les tomó muestra 

de antro y cuerpo del estómago.  La temperatura de alineamiento se estableció en 66 ºC 

(Figura 29). 

 
Identificación molecular de H. pylori con ureA 

Se realizó  la detección  molecular de los genes 16S, ureA, cagA, vacA para confirmar la 

presencia de la infección por H. pylori en las muestras gástricas de ratón. Se presentaron 

bandas en algunas de las muestras de ratones infectados, aunque también en muestras 

que sirvieron como control. El fragmento del gen ureA con el que se trabajó, es el que 
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presenta mayor consistencia en los resultados. Sin embargo, la infección en ratones no 

pudo ser confirmada (Figura 30). Por lo anterior se consideró como una estrategia 

alternativa para el estudio in vivo del efecto de la BF sobre los parámetros inmunológicos, 

el análisis de tejido gástrico humano a partir de pacientes con la infección de la bacteria (Se 

describe en apartado 6 de resultados). 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 28. Primers utilizados para la identificación del gen ureC, que indicarían la presencia de la 

infección en las muestras de ratones infectados. De lado izquierdo de la figura, se muestran 
los fragmentos a probar al realizar la PCR. Lado derecho, geles de agarosa con la 
identificación de los fragmentos amplificados para dos muestras de DNA aislado de antro 
pilórico (A) y cuerpo gástrico (C), imagen inferior lado derecho: migración de oligonucleótidos. 

 
 

 
Figura 29. PCR para fragmento Hp3-Hp4 del gen ureC. Se distinguen bandas a 204 pb en: A2, A4, 

C4, A5 y A6 de los ratones infectados. C2 y C3 en la segunda imagen a la derecha, 
corresponden a muestras de tejido gástrico en ratones no infectados (Hp -). El carril Hp en la 
segunda imagen es DNA de bacteria planctónica.  
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Figura 30. Muestras de DNA en biopsias gástricas de cuatro ratones infectados (muestras 

identificadas como 1a, 2a, 3a, 4a, 1c, 2c, 3c y 4c) y de controles negativos (timo y bazo de 
ratones no infectados) son probados en fragmentos de los genes 16S, ureA y vacA, además 
del gen ureC (fragmentos identificados como Hp3-Hp4 y HpiF-HpiR) como indicadores de 
infección por H. pylori. Los controles positivos fueron DNA de bacteria en estado planctónico 
y DNA extraído de biopelícula (BF) formada por H. pylori. Se presentaron bandas en las 
muestras de ratones infectados pero, en algunos casos también en los controles negativos 
como timo, bazo, músculo (-M) y Pool NI que es DNA de muestras gástricas a partir de ratones 
no infectados. Sólo en el gen ureA se presentan bandas únicamente en los controles positivos 
correspondientes a DNA de bacteria y BF. 

 
 

3.2. Análisis de expresión de genes bacterianos indicadores de BF in vivo 

Como parte de la implementación del análisis in vivo de BF, se buscó identificar genes 

bacterianos que pudieran estar asociados a la formación de esta estructura, pero mostrando 

un comportamiento de expresión diferencial entre BF y la bacteria planctónica. Lo anterior 

con la finalidad de utilizar la expresión génica como un indicador de la presencia de BF en 

la mucosa gástrica. En este análisis se realizó la extracción de RNA a partir de bacteria en 

estado planctónico y bacteria en estado de BF para posteriormente determinar la expresión 

de los genes bacterianos ureA, Omp18, IpxD, flaA y luxS mediante RT-PCR de estas 

muestras. Simultáneamente se realizó el análisis de expresión del gen constitutivo 16S. 

Para evaluar de una mejor manera las diferencias de expresión entre ambos estados 

bacterianos la amplificación de PCR se realizó tanto a 30 como a 40 ciclos. El análisis en 

geles de agarosa de los productos de RT- PCR para 30 ciclos de amplificación muestran la 
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expresión diferencial entre la forma planctónica y la BF de los genes ureA y luxS esto 

evaluado por la intensidad de bandas. El gen 16S de expresión constitutiva presento la 

misma intensidad de las bandas en ambas muestras (Figura 31). Cuando se analizó el 

patrón de expresión a 40 ciclos se encontró que en el caso ureA se identifica expresión en 

ambos estados bacterianos pero encontrando expresión diferencial nuevamente en luxS. 

Adicionalmente a 40 ciclos se identificó expresión de IpxD sólo en el estado planctónico, 

situación no identificada a 30 ciclos, señal de una expresión diferencial, pero con bajo nivel 

de mensajero (Figura 31).    

Posteriormente se realizó una repetición de PCR exclusivamente para lpxD y luxS tanto a 

40 como a 30 ciclos para confirmar los resultados. Se visualizó la diferencia en intensidad 

de bandas con un patrón semejante a los resultados anteriores (Figura 32). Lo que permitió 

definir que estos dos genes pueden funcionar para monitorear la presencia o ausencia de 

BF en los ensayos in vivo. Aunque se consideró más adecuado el uso del gen luxS por 

presentar mayores niveles de mensajero en la forma planctónica en relación con IpxD, esto 

en base a la comparación de la intensidad de banda de ambos genes tanto a 30 como a 40 

ciclos  

 
 
Figura 31. PCR de muestras de BF y bacteria planctónica para genes asociados a formación de BF. 

5 genes son probados para distinguir su expresión diferencial en BF y bacteria de H. pylori en 
estado planctónico. Se realiza en 40 y 30 ciclos y se prueba además el gen constitutivo 
denominado 16s. Los genes lpxD y luxS son los que arrojan una diferencia más marcada en 
intensidad de bandas, tanto en 40 ciclos como en 30 ciclos. 
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Figura 32. PCR para genes lpxD y luxS asociados a BF. Se distingue la diferencia en intensidad de 

bandas tanto en 30 como en 40 ciclos. 
 
 

4. Estimulación de receptores de patrones moleculares a patógenos en leucocitos 

 

4.1. Caracterización de sonicado de bacteria y BF 

La bacteria y BF sometidos a sonicación, fueron probados a siembra en agar sangre en las 

mismas condiciones de crecimiento para H. pylori y además en agar ICC a 37 °C por 24 h. 

De esta forma fue como se comprobó que el sonicado no presentara bacterias viables de 

H. pylori o contaminación bacteriana de otro microorganismo. Además, se realizó un 

análisis electroforético con tinción posterior de azul de Coomassie que permitió observar la 

presencia de proteínas, así como su integridad (Figura 33 F). También se cuantificó, 

espectrofotométricamente (595 nm), la concentración de proteínas (g/L) tanto del 

sonicado de bacteria planctónica como de la BF por el método de Bradford, contra una 

curva de concentración de albúmina sérica bovina.  
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Figura 33. Siembra de sonicado de bacteria y BF de H. pylori para comprobar el no crecimiento de 
la bacteria o bien, alguna contaminación. En A. y D. siembra en agar sangre de sonicado de 
bacteria y BF respectivamente. En B. y E. siembra de ambos sonicados en ICC.  En C, cultivo 
característico de H. pylori y en F. análisis de sonicado en SDS-PAGE para comprobar la 
integridad de las proteínas. 

 

4.2. Condiciones de estimulación de leucocitos 

Utilizando como estandarización del método, un extracto proteico de leucocitos estimulados 

con LPS de E. coli a 1.5 g/ml, se realizaron diversos experimentos que implicaron el uso 

de diferentes diluciones de anticuerpo, así como diferentes concentraciones de extracto 

proteico que permitieron establecer las diluciones de trabajo adecuadas para el anticuerpo 

anti- de IKB, así como anti--actina. De esta forma se encontró que en diluciones de 1:250 

de ambos anticuerpos y una concentración de 70 g/ml en los extractos proteicos se 

detectaron bandas para las proteínas de referencia -actina y para IKB (Figura 34). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 34. Electroforesis e inmunoblot en extracto de lisis total. Tanto en el gel teñido con azul de 

comassie como en la membrana de pvdf.  
 
 

4.3. Expresión de IKBy -actina en leucocitos humanos estimulados con sonicado 

de bacteria y BF 

 

La expresión de la fracción IKBNFb) se calculó como un índice en relación con la 

intensidad de banda de IKB y la proteína constitutiva -actina. Así, al someter a 
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estimulación leucocitos humanos con sonicado de bacteria H. pylori, se observó una 

expresión más alta con respecto al blanco (leucocitos sin estimular con un valor de 0.63) 

siendo de 0.69 cuando se añadió 35 g y de 0.73 cuando se añadió 50 g de sonicado. 

Para el testigo de LPS (E. coli) el índice con respecto a -actina fue de 0.73, similar a 50 g 

de sonicado de bacteria. Por otro lado, para el ensayo de estimulación con BF de H. pylori, 

la expresión de IKBNF-B) fue mayor con respecto a la proteína constitutiva -actina 

(índices >1). El índice fue mayor con respecto al blanco en el tratamiento de LPS (4.88 vs. 

4.12) y con 15 g de extracto de BF fue de 5.52. Sin embargo, con 30 g de sonicado de 

BF el índice fue menor (3.14 veces) que el blanco en ese ensayo, es decir, a mayor cantidad 

de componentes de BP podría haber una menor activación de este factor de transcripción 

(Figura 35).  

 
Figura 35. Intensidad de bandas en membranas pvdf en técnica Western blot, normalizadas con 

control de -actina. A. Corresponde a los tratamientos de leucocitos humanos estimulados con 
sonicado de bacteria y B. correspondiente a los estimulados con sonicado de BF de H. pylori 

 
 

5. Actividad antifagocitaria  de la BF 

 

5.1. Caracterización de Staphylococcus aureus  

 

Se realizaron las pruebas para caracterizar a la bacteria S. aureus de acuerdo con la NOM-

210-SSA1-2014, y la cepa de trabajo resultó catalasa+, coagulasa+, termonucleasa+, 

enzimas que constituyen factores de virulencia en esta especie (Figura 36).  
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Figura 36. Pruebas de caracterización de S. aureus, de acuerdo a la NOM-210-SSA1-2014. A. 

Prueba de termonucleasa (+). B. Prueba de catalasa (+). C. Prueba de coagulasa (+). D. 
Colonias de S. aureus. en agar ICC redondas, convexas de color amarillo-dorado. E. Prueba 
de hemólisis y F. Siembra en agar Baird Parker y el desarrollo de colonias color negro con 
halo de lipólisis.  

 
 
 

5.2. Estandarización del conteo de Staphylococcus aureus para el proceso de 

fagocitosis 

Se realizó una curva de McFarland con 10 estándares (BaSO4) que permitió obtener una 

aproximación de las UFC/mL para S. aureus y ajustar con precisión el MOI de 1 en la 

interacción con las células fagocíticas (Figura 37). Además, utilizando las DO de los 

diferentes puntos de  la escala McFarland, se realizó plaqueo mediante  diluciones seriadas 

en agar sal y manitol para confirmar que la densidad celular utilizado coincidía contra las 

UFC/mL (Figura 38).  

 

 
Figura 37. OD para S. aureus de la escala McFarland para los ensayos de fagocitosis. 
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Figura 38. Dilución en serie para establecer las UFC/mL para S. aureus, para los ensayos de 

fagocitosis. En A. colonias de S. aureus con dilución 1 X 105, B dilución 1 X 106 y en C Prueba 
de goteo para cada dilución realizada. 

 
 

5.3. Unidades formadoras de colonia de S. aureus y fagocitosis en ensayos con 

células de peritoneo de ratón 

Se realizaron diferentes ensayos con las células obtenidas de peritoneo de ratón en los 

cuales se probaron ciertos volúmenes de sonicado con diferentes equivalencias en 

contenido proteico de sonicado de H. pylori y de BF. Tomando como referencia el 100% de 

las UFC en células del peritoneo en interacción con S. aureus, se encontró que al adicionar 

sonicado, disminuía progresivamente el número de UFC conforme aumentaba la cantidad 

de sonicado (en Figura 39-A establecido el volumen añadido en base proteica), desde 93.8 

+ 4.5 % para 8 g; 83.0 + 16.3 % para 20 g;  81.0 + 16.3 % para 37.5 g; y 52.0 + 16.0 % 

para 75 g;   aunque sólo se presentó diferencia significativa con la mayor cantidad utilizada 

que fue de 75 g (50 L) de sonicado de bacteria. Así mismo y para los ensayos con BF, 

se encontró que las UFCs disminuyeron significativamente a dosis de 15 y 30 g de proteína 

sonicada de BF, con respecto a las UFCs encontradas en células del peritoneo sin adicionar 

sonicado de BF (100%). Aunque se presentó un incremento 89.8 + 4.5 % para 55 g (Figura 

39-B). Es decir, la eliminación de las bacterias por las células fagocíticas se fue 

incrementando conforme se aumentaba la cantidad de sonicado, a excepción de la mayor 

cantidad de sonicado de BF añadida, existiendo diferencia significativa de este tratamiento 

con respecto al resto de tratamientos que se añadió sonicado de BF (15 y 30 g). 

A B C 
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Figura 39. Ensayo de UFCs con células de peritoneo de ratón. Se realizó la estimulación de células 

fagocíticas de peritoneo con extracto sonicado de bacteria (A) y de forma independiente con 
sonicado de BF de H. pylori (B). Cada condición se realizó por triplicado. Las barras de error 
representan las desviaciones estándar para cada valor promedio. Se realizó prueba t de 
Student para cada tratamiento (P ≤ 0.05*, P ≤ 0.01** y P ≤ 0.001 ***). 

 
Se obtuvo un ensayo de fagocitosis con diferentes concentraciones en base proteica del 

sonicado tanto de bacteria planctónica como de BF. En ellos se observó que el porcentaje 

de células fagocitando fue disminuyendo conforme aumentaba la concentración de 

sonicado y, además, fue menor para los tratamientos con BF. Presentándose una 

disminución de hasta el 55% en el tratamiento de 55 g de sonicado de BF. Esto pudiera 

indicar una inhibición del proceso de fagocitosis, conforme se encuentra en el medio una 

mayor cantidad de partículas de sonicado (Figura 40). 
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Figura 40. Ensayo de fagocitosis con células de peritoneo de ratón. Se realizó la estimulación de 
células fagocíticas de peritoneo con extracto sonicado de bacteria y de forma independiente 
con sonicado de BF de H. pylori. Se obtuvo un único ensayo para cada condición y las lecturas 
en cada laminilla fueron para 200 células fagocíticas. 

 
5.4. Unidades formadoras de colonia de S. aureus y fagocitosis en ensayos con 

neutrófilos humanos. 

Al igual que en los experimentos con células fagocíticas de peritoneo de ratón, se presentó 

una disminución de las UFCs conforme se incrementaba la concentración de sonicado de 

bacteria, aunque no de manera significativa. Y en presencia de 10 g de BF sonicada, la 

viabilidad de S. aureus se incrementó con 84 + 16.19%, pero disminuyendo 

significativamente hasta un 44 + 13.47% con 30 g de BF sonicada con respecto a 10 g 

de BF (Figura 41). 
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Figura 41. UFC de S. aureus en ensayos con neutrófilos obtenidos de sangre periférica humana. 

Las barras de error representan el error estándar para cada valor promedio. Se realizaron 
pruebas t de Student (P ≤ 0.05*). 

 
 
Por otro lado, al realizar los ensayos en los que se estimulan PMN humanos ante sonicado 

de bacteria y BF de H. pylori para posteriormente inducir la fagocitosis con S. aureus se 

encontró un 30.69+6.97% de fagocitosis cuando no se añade sonicado vs. un porcentaje 

de fagocitosis dependiente del tipo y la cantidad de sonicado añadido. Se encontró que en 

presencia de 30 g de BF sonicada hubo aproximadamente la mitad (15.38+6.29%) de 

fagocitosis. Al igual que con las células fagocíticas de peritoneo de ratón, pudiera indicar 

una inhibición del proceso de fagocitosis, conforme se encuentra en el medio una mayor 

cantidad de partículas de sonicado. Resaltando que la concentración de sonicado en base 

proteica para este ensayo, ya se encontraba estandarizada (Figura 42). 
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Figura 42. Ensayo de fagocitosis con neutrófilos obtenidos de sangre periférica humana. Las barras 

de error representan el error estándar para cada valor promedio. Se realizaron pruebas t de 
Student (P ≤ 0.05*, P ≤ 0.01** y P ≤ 0.001 ***). 

 
 

5.5. Visualización al microscopio de células fagocíticas en peritoneo de ratón 

 

Por medio de tinción de Giemsa-Wright, se estableció la viabilidad de las células de 

peritoneo a lo largo de todo el experimento y además se distinguieron las células que han 

fagocitado tanto el material sonicado como la bacteria añadida (Figura 43). Se distinguieron 

también en los ensayos, las células que presentaron deformación debida al proceso de 

interacción con el estímulo (sonicado) y S. aureus (Figura 44).  
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Figura 43. Imágenes al microscopio (100x) con tinción Giemsa-Wright en las que se distinguieron el 

tipo de células extraídas antes del proceso de fagocitosis (A), células en las que se distinguen 
vacuolas con material fagocitado (B) y (C).  

 
 

 
 
 

Figura 44. Imágenes al microscopio (100x) con tinción Giemsa-Wright. Se aprecian los cambios 
morfológicos de PMN humanos ante la estimulación con sonicado de H. pylori. 

 
 
6. Modulación inmune de BF sobre los perfiles de linfocitos T 

 
6.1. Análisis de biopsias gástricas humanas 

 

Debido a que no se logró comprobar la infección de H. pylori en los ensayos realizados 

utilizando ratones Balb/c, se procedió posteriormente a identificar la infección y monitoreo 

de biopelícula en biopsias gástricas humanas. A partir de 37 pacientes con diferentes 

patologías gástricas (Figura 44) se detectó la presencia del gen ureC mediante un producto 

de PCR de 204 pb, en 18 pacientes, estas muestras fueron consideradas positivas a la 

infección de Helicobacter pylori (Hp+). 

A B C 
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Figura 45. Patologías gástricas de 18 pacientes en los que se detectó la presencia de H. pylori. 

Destaca principalmente gastritis crónica en frecuencia. 
 
Considerando únicamente los 18 pacientes H. pylori positivos evaluados por el gen ureC 

de H. pylori se realizó el análisis de expresión por PCR en tiempo real para determinar el 

nivel de expresión del gen luxS para cada uno de pacientes. En este análisis de PCR en 

tiempo real se encontraron valores de Ct (Ciclo Threshold) de entre 29.4 hasta 48.5. Dado 

que la baja expresión de luxS se relaciona con la presencia de BF, se organizaron los 

pacientes Hp+ en 2 grupos, luxS-/+ (baja expresión de luxS (35Ct) (n=7) y luxS+/+ (alta 

expresión de luxS (Ct 35) (n=11). Representando estos grupos de pacientes el nivel de 

asociación a la presencia de BF o bacteria planctónica en la mucosa gástrica analizada. En 

la Figura 45 se muestra el género y edad en relación a la expresión de luxS para los 

pacientes positivos. 

0

5

10

15

Gastritis
aguda

Gastritis
atrófica

Gastritis
crónica

Hernia
hiatal

Pólipo
gástrico

Reflujo
biliar

Tumor
esofágico

Ulceras
duodenales

Várices
esofágicas



80 

 

 
Figura 46. Estadísticas generales de los pacientes positivos a la presencia de H. pylori. A. Género. 

B. Edad y C. Baja expresión -/+ (presencia de BF) y alta expresión +/+ (no presencia de BF) 
del gen luxS. 

 
 

6.2. Expresión relativa de genes transcripcionales asociados a la presencia de 

H. pylori 

Posteriormente, considerando los grupos formados en base a la expresión de luxS, se 

desarrolló el análisis de PCR en tiempo real para los factores transcripcionales 

correspondientes a cada perfil de linfocito T (Tbet, GATA3, FoxP3 y ROR-t) y del gen 

constitutivo GAPDH. Encontrando que los mayores incrementos de expresión relativa se 

presentaron en el grupo luxS -/+ para el gen ROR-t (relacionado con el desarrollo y función 

de las células th17) con una expresión 42 veces mayor con respecto al grupo luxS +/+ 

(bacteria planctónica) y para el gen FoxP3 (asociado a un perfil supresor) con un incremento 

de 4.9 veces en relación a este mismo grupo. Si bien en los perfiles de los genes T-bet y 

GATA3 la diferencia entre el grupo de pacientes de baja y alta expresión de luxS es 

significativa estadísticamente, en estos se observó solo un ligero descenso de expresión 

en el grupo luxS -/+ (0.5 y 0.13 veces respectivamente) (Figura 47). 
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Figura 47. Expresión relativa para FOXp3, ROR-t, Tbet y GATA3 respecto a los pacientes con baja 

expresión de luxS (-/+). Se realizaron pruebas t de Student con respecto al grupo control (luxS 
+/+) (P ≤ 0.05*, P ≤ 0.01** y P ≤ 0.001 ***). 

 

 
6.3. Coeficiente de Spearman en perfiles transcripcionales 

  

Una vez realizado la PCR cuantitativa para los 4 perfiles transcripcionales en los pacientes 

con luxS -/+ (presencia de BF) con luxS +/+ como control en estudio, se estableció la 

correlación de Spearman () que en este caso nos evalúa el nivel de asociación que tiene 

la expresión de los distintos genes analizados con respecto a ambos grupos de pacientes. 

Se encontró una alta correlación de la expresión del factor transcripcional Tbet así como 

una expresión media en el grupo de pacientes de alta expresión. A su vez, en el grupo de 

pacientes de baja expresión de luxS (presencia de BF), se encontró una alta correlación 

para el gen FoxP3 (Tabla 5 y Figura 48). 
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Tabla 5. Valores de correlación de Spearman () para los perfiles transcripcionales 

asociados a la presencia de H. pylori con base en la baja y alta expresión del gen asociado 

a BF. 

  luxS (+/+) valor p<0.05  luxS (-/+) valor p<0.05 
16sHP 0.400 0.286   0.393 0.383 
FoxP3 0.576 0.082   0.929 0.003 
RORT 0.333 0.347   0.214 0.645 
TBET 0.903 0.000   0.286 0.535 
GATA3 -0.309 0.385   -0.107 0.819 

Correlación |0.9-1.0| muy alta, |0.7-0.9| positiva, |0.5-0.7| moderada y |0.3 a 0.5| baja correlación. 

  

Estos valores indica que la presencia de BP pudiera estar relacionada con la inducción de 

un perfil regulador (0.929 para Foxp3 en el grupo luxS -/+). Por otro lado, el grupo luxS+/+ 

presenta una muy alta correlación (0.905) con el perfil transcripcional Tbet (formas 

planctónicas podrían estimular el desarrollo de perfil Th1). Los niveles de expresión de 

ROR-t y GATA3 presenta correlaciones bajas en el grupo luxS+/+ (0.333 y -0.309 

respectivamente) indicándonos que las formas planctónicas pudieran relacionarse más con 

perfiles Th17 y baja respuesta humoral. 

 
Figura 48. Análisis de correlación bivariada de Spearman de los distintos factores transcripcionales 

y el nivel de expresión de gen 16s ribosomal de H. pylori (16sHP) considerando el total de 
pacientes (n=18) y la separación de los grupos luxS-/+ (n=11) y luxS+/+ (n=7). Se grafica el 
valor de correlación de Spearman () del nivel de expresión de cada factor transcripcional en 
relación al nivel de expresión del gen luxS. Se indica los rangos de correlación Spearman: 
muy alta correlación positiva, ma(+); alta correlación positiva, a(+), moderada correlación 
positiva, m(+), baja correlación positiva o negativa, b(+) ó (-); Sin correlación (s/c). 



83 

 

VIII. DISCUSIÓN 
 
Se realizaron las pruebas bioquímicas para caracterizar a Helicobacter pylori que es una 

bacteria que desarrolla ureasa, una enzima que convierte a la urea en amoniaco, esta 

enzima neutraliza la acidez del estómago y le permite sobrevivir a la bacteria. Por otro lado, 

la enzima catalasa, conduce a la descomposición del peróxido de hidrógeno en agua y 

oxígeno protegiéndose del ambiente tóxico de esta molécula. En la caracterización de la 

cepa de trabajo se encontraron diferentes morfologías que adopta la bacteria, se tiene 

referencia que en cultivos se pueden distinguir tanto formas espirales como cocos y otras 

formas que son degenerativas (Krzyżek y Grande, 2020).  

 

La cepa de trabajo es cagA + y la citotoxina VacA está presente en la forma s2. El desarrollo 

de la enfermedad causada por H. pylori está íntimamente relacionado con el genotipo de la 

bacteria, y uno de los principales factores determinantes está presente en los genes de 

virulencia del microorganismo. Se destaca cagA, debido a que se ha encontrado que facilita 

la proliferación de células cancerígenas (Guzman y Pazos, 2023). 

 

La cepa de H. pylori mostró capacidad de desarrollar BF in vitro tanto en soporte de 

poliestireno como en vidrio. De acuerdo con Krzyżek et al. (2020), desde 1999, el 

conocimiento sobre este tema se ha ampliado significativamente, y la presencia de BFs de 

H. pylori ha sido demostrada en estudios utilizando superficies de plástico o vidrio, cultivos 

celulares, biopsias gástricas de animales o humanos, e incluso superficies vegetales o 

agua. 

 
Los medios líquidos comunes para H. pylori comienzan con una base compleja, como caldo 

Brucella, caldo de infusión de cerebro y corazón (BHI) o medio Ham's F-12, que luego se 

complementan con suero y fuentes de carbono adicionales (Hathroubi et al., 2018). En 

ensayos iniciales se utilizó ICC como medio para el desarrollo de BF, sin embargo, la 

bacteria mostró un bajo desarrollo de esta al compararse posteriormente con BB, que 

resultó un medio de cultivo más adecuado no solo para la proliferación de la bacteria sino 

para el desarrollo de BF.  
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Además, Krzyżek et al. (2020) afirman que en experimentos de laboratorio se ha mostrado 

que el bajo contenido de suero (2%) y el cultivo de tres días es óptimo para el crecimiento 

máximo de biopelículas de H. pylori. En nuestros experimentos realizados se encontró que, 

la ausencia de FCS, permite un mayor desarrollo de BF con respecto a los medios 

adicionados con este suero y otros suplementos. Por otro lado, el uso de ASB en las mismas 

concentraciones que FCS, tuvo un efecto similar, indicando que existen componentes 

proteicos que favorecen el crecimiento de la bacteria, pero impiden su adhesión y por tanto, 

la formación de BF. 

 

El mejor tiempo para el desarrollo de BF se encontró a los 5 días de incubación ya que se 

obtuvo la mayor cantidad de BF sin desarrollar contaminación por otros microorganismos. 

Respecto a los complementos adicionados al medio, la presencia de componentes como -

ciclodextrina y glucosa, permiten un crecimiento mayor de la bacteria, y además una mayor 

generación de BF. Esto coincide con lo reportado por autores como Waldrop et al. (2014), 

que indican que el aporte de carbohidratos tales como la glucosa, incrementa la producción 

de EPS. 
 

El mejor crecimiento de BF con la ausencia de FCS en el medio, coincide con lo expuesto 

por Hathroubi y colaboradores (2018), ya que el suero se usa comúnmente para 

complementar los medios líquidos de H. pylori y así promover el crecimiento planctónico, 

pareciera que el uso de medios ricos y complejos para el crecimiento de biopelículas in vitro 

no reflejan necesariamente el entorno natural que H. pylori encuentra in vivo lo que 

probablemente impida la activación metabólica hacia el desarrollo de la BF que constituye 

una forma de protección a la bacteria. 

 

Por otro lado, en los experimentos de modelo de infección de ratones con H. pylori no se 

logró evidenciar la presencia de la bacteria en las muestras de tejido gástrico extraído, una 

explicación puede ser la baja concentración de inóculo administrado. Ya que aunque en 

algunos ratones si se detectó la banda característica por electroforesis para el gen ureC de 

identificación de la bacteria, no se logró encontrar en todas las muestras. 

 

Es importante además lograr para futuros experimentos del modelo murino de infección, un 

ambiente y alimentación que impidan la contaminación con otros agentes infecciosos para 
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asegurar la infección por H. pylori, y así evitar la aparición de bandas por PCR atribuibles a 

otras especies relacionadas.   
 

Además, aunque en la siembra del macerado de tejido se presentó enmascaramiento con 

otras colonias de características diferentes a H. pylori. Si la bacteria se encontraba en el 

macerado, es probable que no haya podido ser identificada debido al crecimiento 

simultáneo de otras bacterias. 

 

En la detección e identificación molecular de la infección, se pueden utilizar además del gen 

ureC, otros como 16S y ureA. En el caso de las muestras de tejido gástrico, el fragmento 

del gen ureA fue el que mostró mayor consistencia en la identificación debido a que no se 

presentaron bandas en tejidos de ratones no infectados. Por lo que detección de la 

presencia de este gen podría constituir una prueba fiable además de ureC, en próximos 

experimentos en nuestro laboratorio con esta cepa de trabajo. 

 

Los genes probados de acuerdo con lo reportado por Lucio-Sauceda et al. (2019) como 

relacionados a BF, se expresaron de forma diferencial en BF y bacteria planctónica. Se 

obtuvieron bandas en el gel de agarosa que corresponden a los genes que se están 

expresando activamente en el estadio planctónico y con menor intensidad cuando la 

bacteria desarrolla BF. Es decir, existe una mayor expresión de los genes que se han 

relacionado a la formación de BF, cuando un cultivo se encuentra en estado planctónico y 

no cuando la bacteria se encuentra en forma de BF. Se consideró, además, durante la 

obtención de cDNA, la digestión de DNA del genoma de la bacteria para identificar 

únicamente productos de amplificación provenientes de la expresión génica, que permitiría 

ver la expresión de estos genes tanto en BF como en bacteria planctónica. 
 

Asimismo, se consideró evaluar la expresión de los genes a 30 y a 40 ciclos de PCR. En 

40 ciclos se aseguraba una cantidad de copias total con el agotamiento de los reactivos o 

moléculas añadidas en la reacción. Y a 30 ciclos se alcanzaría el equilibrio en la fase 

logarítmica en cuanto al número de copias amplificadas en la reacción. 

 

Los genes probados disminuyeron su expresión en el estadio de BF, pero de manera más 

acentuada los genes luxS y lpxD mostraron un mayor contraste en la intensidades de banda 
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en las dos formas planctónica o de BF. Al comparar esta diferencia de intensidad en las 

bandas, se seleccionó como referencia el gen luxS ya que tanto a 30 como a 40 ciclos la 

diferencia seguía siendo marcada, no siendo así para lpxD. De acuerdo con Krzyżek et al. 

(2020), hay una posible relación inversa entre la producción de luxS y la transición a la fase 

de biopelícula. Los genes luxS y lpxD constituyen indicadores de los cambios metabólicos 

de la bacteria cuando se encuentra en forma de BF o en su estado planctónico.  

 

En la detección del factor nuclear NF-kse buscó establecer si existe una expresión 

diferencial con respecto a la estimulación de los componentes celulares de H. pylori vs. los 

componentes moleculares presentes en la BF de esta bacteria y que estos últimos fueran 

más atribuibles a los componentes no bacterianos (como EPS, eDNA, etc.). La presencia 

de la fracción proteica IKbreportada como un índice en relación a la proteína constitutiva 

-actina, se incrementó conforme la cantidad de sonicado de bacteria fue agregada. De 

acuerdo a Teng y colaboradores (2013), H. pylori regula la activación de NF-κB y la 

expresión de los genes relacionados con la inflamación, aunque no existen estudios en los 

que se determine si la fase en la que se encuentre la bacteria pudiera estar influyendo en 

una mayor o menor regulación del factor transcripcional NF-k. Además, en el caso del 

sonicado de BF, la presencia de IKb en la mayor concentración utilizada (30 g), 

disminuyó respecto al resto de los tratamientos, incluyendo el blanco de leucocitos sin 

estimular. Este resultado pudiera explicarse debido a un efecto inhibitorio de 

enmascaramiento por parte de los componentes la BF, aunque se requieren de repeticiones 

a dicho ensayo para confirmar el resultado. Además, se debe contemplar una 

estandarización más exhaustiva de la técnica con variables que incrementen su 

sensibilidad. 

 

Por otro lado, con el proceso de sonicación se buscó recrear procesos de descomposición-

fragmentación de los patógenos, que se llevan a cabo en la respuesta inmune innata y a su 

vez inducen diferentes tipos de respuesta que involucran procesos desde inflamatorios 

hasta de modulación. Los componentes bacterianos difieren de los que se encuentran en 

la BF y dicha composición podría dar lugar a una respuesta diferencial en el sistema 

inmune, especialmente si se logran obtener estos disgregados de la BF con la menor 

cantidad de bacterias. Se han caracterizado con anterioridad, los elementos que conforman 

la BF en H. pylori y se ha encontrado que pueden encontrarse monosacáridos como fucosa, 
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galactosa, glucosa y otros (Fauzia et al., 2024). Sin embargo, resulta importante 

caracterizar en estudios futuros, tanto los constituyentes químicos como el tamaño de 

partícula de los sonicados de la bacteria y de la BF. 

 

En los resultados se encontró una disminución de las UFCs, conforme se incrementaba la 

cantidad de sonicado tanto de bacteria como de BF. Y con respecto al proceso de 

fagocitosis, se encontró de igual forma un decremento, al aumentar la cantidad de sonicado 

(de ambos tipos). Esto puede ser debido a que en el sonicado de BF de H. pylori, se 

encuentran componentes que podrían alterar la capacidad fagocítica de los neutrófilos. 

Aunque existen aspectos que podrían incluirse en futuros experimentos como el empleo de 

material inerte como testigo que permita descartar un efecto de saturación de las células 

(neutrófilos) y no tanto de una modulación inmune de los compuestos que la bacteria 

produzca. Se han realizado con anterioridad experimentos de fagocitosis con H. pylori y 

PMN (Ramaro et al., 2000 y Thai et al., 2023), sin embargo en este estudio se introdujeron  

dos variables que resultaron innovadoras, como fue el uso de material obtenido por 

sonicación tanto de la bacteria planctónica como de  la BF para evaluar el efecto de estos 

sobre la respuesta fagocítica sobre otras bacterias, que en este caso fue S. aureus 

 

Finalmente, en el estudio de perfiles transcripcionales relacionados a la infección con H. 

pylori, se estableció en primer lugar, una expresión relativa de estos factores entre el grupo 

de alta expresión de luxS (+/+) y que se asoció con la presencia de la infección pero en una 

forma planctónica y el de baja expresión de este mismo gen, pero relacionado con la 

presencia de BF. Los perfiles FoxP3 y ROR-t presentaron una notable diferencia en 

expresión relativa entre los dos grupos mencionados. El primer factor (Foxp3) asociado a 

la proliferación de células T reguladoras y el segundo (ROR-t) relacionado al desarrollo de 

células con perfil th17 (proinflamación con la participación de neutrófilos). Estos dos perfiles 

transcripcionales presentaron para estos resultados, una mayor expresión en el grupo de 

pacientes con baja expresión de luxS, que apoyaría el fundamento que la persistencia de 

la infección por H. pylori se debe a mecanismos de evasión de la respuesta inmune por 

parte de la bacteria en su forma de BF.  Y, por otro lado, en los valores de correlación de 

Sperman () la alta correlación de Tbet en el grupo de alta expresión de luxS +/+ (asociada 

a la forma planctónica y no presencia de BF), explicaría la activación de perfiles celulares 

Th1 relacionados con virus y bacterias intracelulares y, nuevamente una alta correlación 



88 

 

para FoxP3 en el grupo de baja expresión de luxS -/+, confirmaría lo encontrado para el 

mismo perfil en el valor de expresión relativa. 

 

 

IX. CONCLUSIONES 
 

Helicobacter pylori es una bacteria asociada a patologías gástricas que presenta una alta 

prevalencia a nivel mundial. Dicha prevalencia puede estar dada al emplear mecanismos 

de infección que le permiten evadir eficientemente el sistema inmunológico del hospedero. 

A su vez, la evasión del sistema inmunológico puede deberse a la capacidad de esta 

bacteria de formar biopelículas (BF). 
 

Helicobacter pylori desarrolla biopelículas in vitro en soportes de poliestireno (placa de 

cultivo ELISA) como en borosilicato (cubreobjetos). Esta bacteria puede desarrollar BF en 

caldo de infusión cerebro-corazón así como en caldo Brucella. Sin embargo, el uso de caldo 

Brucella como medio de crecimiento, suplementado con glucosa, antibiótico de selección 

para H. pylori, y -ciclodextrina como fuente de energía constituye una de las mejores 

condiciones para la formación de BFs por esta bacteria. Y el tiempo adecuado para su 

formación es alrededor de 120 h.  
 

Se ha encontrado que las mejores condiciones de crecimiento de la bacteria planctónica no 

son necesariamente las mejores condiciones para desarrollo de BF. El uso de -

ciclodextrina favorece la formación de BF, pero al suplementar el medio de cultivo con suero 

como el de ternera fetal, se promueve una mayor proliferación de la bacteria planctónica 

pero no el desarrollo de BF. 
 

La bacteria activa la expresión de algunos genes y modula o disminuye la expresión de 

otros para su supervivencia. De esta forma, se encontró que, de una manera más notoria 

con respecto a otros genes, los genes identificados como luxS y lpxD pueden constituir una 

herramienta eficaz para distinguir si la bacteria se encuentra en estado planctónico o bien 

como BF. Ya que se expresan diferencialmente en un estadío u otro al efectuarse cambios 

metabólicos para desarrollar BF.  
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Por otro lado, el proceso de fagocitosis, la intensidad de la activación del factor 

transcripcional NF-y el efecto bactericida de las células fagocíticas, pudiera verse 

afectado por la presencia de componentes de la BF que, de forma diferencial a los 

componentes de la bacteria en estado planctónico, permitirían una regulación de la 

respuesta inmune que permitiera a H. pylori la persistencia de su infección. 

 

De esta forma, al realizar ensayos in vitro con partículas sonicadas de bacteria y BF, se 

pudo observar si existe una respuesta inmune distinta entre partículas bacterianas y 

componentes de la BF aunque deben realizarse más estudios posteriores que confirmen 

dichos hallazgos. 

 

Finalmente, al relacionar el desarrollo de BF (por medio del gen luxS de H. pylori) en 

biopsias gástricas humanas, con la expresión de factores transcripcionales (RORt, GATA3, 

Tbet y FoxP3) relacionados a esta infección, se puede afirmar que existe una mayor 

expresión relativa del factor transcripcional FoxP3 (relacionado al desarrollo de las células 

T reguladoras) en los pacientes con baja expresión de luxS (presencia de BF).  

 

La biopelícula de H. pylori induce una respuesta reguladora del sistema inmune lo que 

permite que la infección persista y por ello se deben desarrollar terapias más efectivas para 

su erradicación.
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