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RESUMEN

Introduccion: El Helicobacter pylori es un microorganismo que infecta el estdmago
humano y se asocia con patologias gastroduodenales benignas y malignas como linfoma
MALT y el ADC gastrico. Estudios han demostrado la importancia del agua como fuente
de trasmisidon principalmente en paises subdesarrollados como Venezuela donde se describe
una prevalencia del 60%. En nuestra area de estudio fue superior al 75%.

Objetivos: Evaluar la asociacion entre la infeccion por H. pylori y sintomas gastricos con
la presencia de agroquimicos en fuentes de agua de consumo de la poblacion de Mucuchies.
Materiales y métodos: Se determind la presencia de H. pylori por el test cuantitativo de
antigenos fecales en voluntarios de las comunidades Renacer y Santa Eduviges. La bacteria
y la isla de patogenicidad CagA fueron detectadas y cuantificadas en muestras de aguas de
la localidad mediante hibridacion fluorescente in situ (FISH) e Inmunohistoquimica. Por
otra parte, la presencia de agroquimicos en estas muestras de agua fue evaluada por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

Resultados: Se identifico la infeccion por H. pylori en 53 de 71 habitantes con una
prevalencia del 74,65%. Se encontrd una asociacion estadisticamente significativa entre la
concentracion de antigenos fecales de H. pylori en voluntarios de Mucuchies con la
determinacion de esta bacteria y CagA en fuentes de aguas. No se pudo evaluar su
asociacion con agrogquimicos en vista de la ausencia de los mismos en las muestras de agua

evaluadas.

Conclusion: La técnica FISH permitio la deteccion precisa de H. pylori en muestras de
aguas de Mucuchies, asi como la Inmunohistoquimica para la isla de patogenicidad CagA.

El agua representa una de las principales vias de transmision de H. pylori en la localidad de



Mucuchies, en base a la correlacion positiva encontrada entre la infeccion y el consumo de
agua sin tratamiento. Los sintomas gastricos prevalecieron en los pacientes infectados. No

se logro determinar niveles de agroquimicos estudiados en las aguas de esta localidad.

Palabras claves: Helicobacter pylori, antigenos fecales, CagA, FISH,

Inmunohistoquimica, agroquimicos.



ABSTRACT
Introduction: Helicobacter pylori is a microorganism which infects the human stomach
and is associated with benign and malignant gastroduodenal diseases such as gastric MALT
lymphoma and ADC. Studies have shown the importance of water as a source of
transmission, mainly in developing countries. For instance, in Venezuela is reported a
prevalence around 60%. In our study area it was above 75%.
Objectives: To evaluate the association between the infection by H. pylori and gastric
symptoms with the presence of agrochemicals in water sources of human consumption in
Mucuchies population.
Materials and methods: the presence of H. pylori was determined by the quantitative test
of fecal antigens in voluntars of Renacer and Santa Eduviges communities. The bacterium
as well as the pathogenic island CagA were detected and quantified in water samples of the
locality by fluorescent in situ hybridization (FISH) and Immunchistochemistry. By other
side, the presence of agrochemicals was analyzed in the water samples by high-
performance liquid chromatography (HPLC).
Results: H. pylori infection was identified in 53 from 71 habitants of Mucuchies with a
prevalence of 74,65%. A statistically significant association was found between the
concentration of H. pylori fecal antigens in volunteers from Mucuchies and H. pylori and
CagA concentrations in water samples. However, it was not possible to evaluate their
association with agrochemicals in view of their absence in the evaluated water samples.
Conclusion: FISH allowed the accurate detection of H. pylori in water samples of
Mucuchies, as well as the Immunohistochemistry for the pathogenic island CagA. Water
could represent one of the main routes of H. pylori transmission in the locality, based on

the positive correlation found between the infection and the water consumption without



treatment. Gastric symptoms in infected patients prevailed. It was not possible to determine

levels of agrochemicals studied in the waters of this town.

Keywords: Helicobacter pylori, fecal antigens, CagA, FISH, Immunohistochemistry,

agrochemicals.



INTRODUCCION

La infeccidn por Helicobacter pylori (H. pylori) afecta aproximadamente el 50% de la
poblacién mundial y en paises latinoamericanos se describe una cifra de infeccion hasta el
90%.* En Venezuela existe una alta prevalencia de infeccion por H. pylori, particularmente
en la poblacion de Mucuchies del Estado Mérida, donde estudios previos han determinado
una prevalencia del 75% de infeccion asociada al consumo de agua potable. Se registra
también una alta incidencia de cancer gastrico.t%34

Los agroquimicos son sustancias que se producen sintéticamente, encaminadas a
disminuir, controlar o erradicar una plaga o cualquier organismo patdgeno de una planta o
cultivo.® La introduccion de agroquimicos en Latinoamérica data desde el afio 1945 cuando
en México, se implementd un modelo agricola industrial basado en el uso intensivo y
extensivo de productos quimicos sintéticos.® El impacto de este modelo sobre la produccion
mundial de alimentos es innegable, en cuanto a que produjo un gran incremento de los
rendimientos agricolas y como consecuencia una disminucion del hambre y la pobreza en el
mundo. Sin embargo, los efectos negativos ambientales y en la salud, siempre han estado
presentes.’

Meérida es uno de los principales estados productores de papa y ajo a nivel nacional. En
la zona del Municipio Rangel se ha reportado la infeccion de estos rubros por la polilla
guatemalteca en la papa y el hongo Sclerotium cepirovum en el ajo, los cuales representan
las plagas de mayor preocupacion para campesinos Yy pequeiios productores de la
localidad.® La produccion de estos rubros es monitorizada constantemente por los
organismos gubernamentales con el fin de que los productores cumplan las regulaciones
establecidas en la Ley de Salud Agricola Integral.® Sin embargo, es conocido que no todos

cumplen las regulaciones, sobre todo en el tema del uso abusivo de los agroquimicos en la



produccién de papa y ajo, lo cual causa preocupacion a los pobladores, ya que pueden
generar contaminacion silente en el agua de consumo.’

Siendo un problema de salud puablica la elevada incidencia de infeccion por H. pylori,
la contaminacion bacteriologica de las aguas potables y sistemas de riego, asi como la
preocupacion de la comunidad por la contaminacion de las aguas con agroguimicos, se
plantea realizar un estudio observacional transversal con el fin de evaluar la infeccion por
H. pylori y sintomas gastricos en la poblacion de Mucuchies y establecer su posible
asociacion con la presencia de agroquimicos usados para el control de la polilla
guatemalteca de la papa y el hongo S. cepirovum en el ajo en diferentes cuerpos de agua
usados para el consumo humano.

Estos datos serviran de base para identificar los riesgos a la salud que presenta esta
poblacién en exposicion a contaminacion quimica y bacterioldgica del agua potable, asi
como permitiran optimizar el tratamiento de aguas de consumo humano y la aplicacion de
las regulaciones establecidas en la Ley de Salud Agricola Integral para el uso de

agroguimicos.



MARCO TEORICO

1. Prevalencia de la infeccion y diagndstico de H. pylori.

El H. pylori es una de las infecciones bacterianas mas comunes en humanos. Esta
bacteria coloniza el epitelio gastrico debido a diversos mecanismos patogénicos. La
produccién de ureasa es uno de los mas importantes y sirve como tampon para neutralizar
el medio &cido del estdbmago, por medio de la produccién de amonio que condicionard un
dafio directo por efecto toxico sobre el epitelio.® Sin embargo, se ha establecido que la
virulencia de H. pylori esta relacionada principalmente con la presencia del gen CagA
encontrado en el 60% de las cepas circulantes en los paises en desarrollo.'®!! En Venezuela,
se han reportado cifras elevadas de infeccion por H. pylori que alcanzan 62% en sujetos
asintomaticos, 90% en pacientes con gastritis y Ulcera duodenal y 20% en pacientes con
cancer gastrico.'>®® En Mérida, se sefialan cifras de 67% en la poblacion general, que
aumentan a 81% en pacientes con patologias gastricas, mientras que en el Municipio
Rangel (Mucuchies) se ha reportado una prevalencia del 75% de infeccion por H. pylori en
la poblacion adulta.'*

Dentro de las vias de transmision de esta infeccion se describen: fecal—oral, oral-oral,
gastrica — oral®®, endoscdpica y la trasmision por via acuética,®"® siendo los principales
factores de riesgo para su adquisicion el hacinamiento y el bajo nivel socioeconémico.®!2

La infeccidon cronica por H. pylori se asocia con gastritis, duodenitis, Ulceras géastricas,
Ulceras duodenales, linfoma MALT y ADC gastrico, que pueden manifestarse con
dispepsia, nauseas, vomitos, anorexia y hemorragia digestiva superior.1®2%21.22 Es necesario
utilizar métodos diagnosticos de tipo directos o endoscopicos e indirectos 0 no

endoscopicos para determinar la presencia de la bacteria y las enfermedades.®



Entre los métodos diagnosticos directos se describe la toma de biopsia, la cual se
realiza a nivel del antro, cuerpo e incisura, sitio de mayor colonizacion por la
bacteria.?®?42% Otro método es el test de la ureasa la cual se realiza colocando el material
obtenido por biopsia en una solucién de urea, rojo fenol y un agente bacteriostatico,
virando el color del medio de amarillo a rojo si el H. pylori esta presente.?®

Histologicamente también puede identificarse la bacteria por coloraciones especiales
como Giemsa modificada, Hematoxilina Eosina, Warthin-Starry, entre otros.?* Los medios
de cultivo deben ser enriquecidos como el agar sangre, agar chocolate y medios especiales
como SKirrow’s, que cuentan con antibidticos para evitar el crecimiento de otras bacterias,
pudiendo evidenciar el crecimiento de colonias translucidas, de forma convexa y de
aproximadamente 1 mm.*

Entre las técnicas indirectas se encuentran el test de aire espirado marcado con C**y
C* con sensibilidad y especificidad del 98%%, el uso de marcadores seroldgicos que
utilizan anticuerpos circulantes en el suero del paciente y pueden ser determinados por
reacciones de aglutinacion, fijacion del complemento y ELISA? y la determinacion de
antigenos fecales para H. pylori.?#? Esta Gltima técnica es una prueba rapida y de bajo
costo, util en el estudio de grandes poblaciones con prevalencia elevada de la infeccion y
como control de erradicacion posterior al tratamiento.?® Se fundamenta en un ensayo
inmunocromatografico que usa anticuerpos monoclonales para la deteccion de antigenos
fecales de H. pylori. Esta prueba mantiene especificidad y sensibilidad promedio de 91 y
93%, indica infeccion activa y entre sus ventajas, no depende de la respuesta inmune del

hospedero. %30



2. Deteccidon de H. pylori en fuentes de aguas.

En relacion a la deteccion de H. pylori en fuentes de agua, se han reportado métodos
moleculares basados principalmente en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
técnica que emplea cebadores para la amplificacion de genes especificos de H. pylori
detectando asi el ADN de la bacteria en concentraciones muy bajas de 5 a 10 células por
litro de agua.t®:3!

Diversos estudios han considerado la separacion inmunomagnética como un paso
previo a la PCR para mejorar la sensibilidad de este método molecular y obtener una mayor
recuperacion de ADN. Asi mismo, otros autores han propuesto el cultivo, la
inmunofluorescencia, la confirmacion de la secuencia del gen 16S del ARNTr, la hibridacion
fluorescente in situ (FISH) o la integracion de algunas de estas técnicas con el proposito de
mejorar la sensibilidad y especificidad de estos ensayos.*? Sin embargo, se ha observado la
importancia del FISH como método de deteccion de H. pylori en aguas®®**, en vista que los
métodos tradicionales de identificacién microbiana basados en medios de cultivo presentan
dificultad para su aislamiento, principalmente debido a la entrada de la bacteria a su forma
cocoide, un estado viable no cultivable (VNC) en respuesta a condiciones de estrés
ambiental.#%Ademas, estos métodos no reflejan la poblacion exacta o la mezcla de las
comunidades bacterianas presentes en el microhabitat. Por su parte, la identificacion
empleando la técnica de FISH combina la precision de la biologia molecular con la
informacion visual de la microscopia, lo cual permite la identificacion y visualizacion de la
célula microbiana individual dentro de su microhabitat natural.>*

Este método localiza un determinado fragmento de la secuencia de los &cidos nucleicos
por medio del marcaje de sondas de ADN o ARN acopladas a un fluoréforo, seguido de su

hibridacion y finalmente la visualizacion de las células marcadas usando microscopia de



fluorescencia.®® Esta técnica ha permitido en estudios previos determinar H. pylori en
muestras de agua, describiendo la efectividad y utilidad en la visualizacion de &cidos
nucleicos de microorganismos morfoldgicamente intactos en su ambiente.®* Pocos estudios
han evaluado la efectividad de FISH para la deteccion directa de células viables de H.
pylori en muestras de agua dulce, potable, marina y agua tratada con hipoclorito de sodio.
Aunque esta técnica necesita una evaluacion mas exhaustiva, ha demostrado ser sensible,
especifica, cuantitativa y rapida para detectar células completas de H. pylori en muestras

ambientales.?"38

3. Isla de patogenicidad CagA.

Un factor de virulencia importante de H. pylori es la isla de patogenicidad CagA,
constituida por 31 genes (incluyendo el gen cagA) que en conjunto codifican para proteinas
de un sistema de secrecion tipo 1V especializado en translocar la proteina CagA al interior
del citoplasma de la célula epitelial®®. Una vez en el citoplasma de la célula epitelial, CagA
interrumpe vias de sefializacion dependiente e independiente de fosforilacion y conduce a
proliferacion y motilidad anormal de la célula epitelial gastrica, asi como cambios en el
citoesqueleto. La interaccion entre la proteina CagA vy la célula epitelial induce respuesta
inmune celular e inflamacion asociada con carcinoma gastrico.>°4°

Esta proteina Cag A generalmente se ha estudiado en biopsias gastricas mediante
técnicas histoldgicas y moleculares, la inmunohistoquimica es una técnica que permite
localizar moléculas en los tejidos mediante el empleo de anticuerpos (proteinas del tipo
inmunoglobulina G). La técnica, por la gran especificidad y alta afinidad que tienen los
anticuerpos para reconocer moleculas o proteinas y unirse a ellas, permite detectar

cantidades infimas de proteinas presentes en el tejido.*



4. Uso de agroquimicos para el control de plagas en cultivos de vegetales.

Los agroquimicos son sustancias quimicas o que se producen sintéticamente,
encaminadas a disminuir, controlar o erradicar una plaga o cualquier organismo patégeno
de una planta o cultivo.” Su historia inicia a principios del siglo XIX, cuando se descubrié
accidentalmente la accion plaguicida de algunos elementos naturales como el azufre, cobre,
arsenico, piretrinas y fosforo. En 1922, se emplean diferentes aceites insecticidas y poco
mas tarde los primeros productos sintéticos.® En 1940, el descubrimiento de las propiedades
insecticidas del dicloro-difeniltricloroetano (DDT), da origen a la industria de los
plaguicidas 6rgano-sintéticos.*?

El empleo intensivo y extensivo de productos agroquimicos produjo un gran incre-
mento de los rendimientos agricolas y establecid el paradigma de que se constituiria en una
herramienta para reducir el hambre y la pobreza en el mundo; sin embargo, también ofrecid
efectos negativos ambientales y sobre la salud humana que se amplificaron por la
utilizacion inadecuada, que condiciona mayor contacto con los mismos y la contaminacion
de alimentos y agua de consumo.*24344

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la mortalidad en los paises en
desarrollo atribuible a las condiciones ambientales representa el 25%, y entre éstas el 3,1%
de las muertes a nivel mundial son atribuidas a condiciones de saneamiento ambiental,
principalmente del agua.*® Se estima que la industria, el sector agropecuario y las aguas
domeésticas generan 9.000 toneladas de materia organica contaminante de los acuiferos,
siendo baja la calidad del agua para consumo humano, aunado a la gestion inadecuada de
sustancias quimicas, un problema de salud y de alto costo econdmico.*®

En Venezuela, se introduce por primera vez el DDT con el fin de erradicar

enfermedades endémicas, lo que permitio disminuir la mortalidad y aumentar la poblacion,



trayendo como consecuencia un incremento de las necesidades béasicas como la
alimentacion y la produccion de cultivos para cubrir este fin.4’

Mérida es uno de los principales productores agricolas del pais. Principalmente, el
municipio Rangel se ha destacado en la produccion de los rubros como papa y ajo en los
sectores de Cacute, Mucuruba, Mucuchies, La Toma, San Rafael, Mitivivd, Llano del Hato,

Gaviria, Apartaderos y Mucubaji.5*

La proteccion de los cultivos es un proceso complejo que debe ser efectuado por
especialistas.®® La adecuada combinacién de métodos tradicionales de control como
rotaciones apropiadas, buenas técnicas de preparacion de suelos, entre otros, y aplicacion
de agroquimicos pueden favorecer la proteccion efectiva de los cultivos.* Sin embargo, es
importante saber que el uso de estas sustancias quimicas implica un riesgo para la salud de
diversos sectores de la poblacion.>®t En primer término, para quienes trabajan en la
fabricacion, manipulacién y aplicacion de estos productos, y en segundo término para la
comunidad, por el consumo de residuos de plaguicidas en la dieta diaria, por el uso de ellos

a nivel del hogar o por la contaminacion de las fuentes de agua.’*

La toxicidad cronica hace referencia a aquellos efectos que se producen por la
exposicion prolongada y acumulacién de bajas cantidades o concentraciones de una
sustancia quimica, produciendo enfermedades como las neoplasias (cancer) que se
manifiestan a mediano o largo plazo.%? Los agroquimicos estan relacionados con dafio al
ADN, carcinogenesis, funcionamiento inadecuado de los mecanismos de reparacion del
ADN vy otros procesos celulares de proteccion. Algunos productos quimicos no son
mutagénicos 0 genotdxicos a exposiciones bajas, pero pueden activar o desactivar genes

especificos que alteran la susceptibilidad de una persona a agentes genotoxicos o



posiblemente afectar la progresion del cancer.>* Algunos productos quimicos pueden actuar
como carcindgenos epigenéticos, es decir, sustancias que no dafian el ADN por si mismos,
pero causan alteraciones que predisponen al cancer. Los pesticidas pueden aumentar asi el
riesgo de cancer a traves de una variedad de mecanismos, entre ellos la genotoxicidad, la
promocion de tumores, efectos epigenéticos y accion e inmunotoxicidad hormonal.> El
peligro de este tipo de toxicidad es que sus efectos no se observan inmediatamente, lo que
contribuye a esa sensacion de seguridad que a su vez potencia el uso irresponsable creando
un circulo vicioso y silencioso que incrementa paulatinamente el riesgo de exposicion

humana a través del agua y los alimentos.>*

Por mucho tiempo la determinacion de agroquimicos en aguas se ha abordado
empleando la cromatografia de gas acoplada a diferentes detectores de alta sensibilidad y/o
especificidad, con el uso de técnicas que ayudan a obtener un alto poder de concertacion.
Sin embargo, este método no es viable utilizarlo en la determinacion de una variedad de
pesticidas, debido a la baja volatilidad o inestabilidad térmica que estos presentan. En
algunos casos, presentan limitaciones en cuanto a la sensibilidad. La cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC por sus siglas en inglés) presenta gran ventaja en comparacion a
otras técnicas cromatograficas debido a su gran potencial de separacion e identificacion y
su aplicabilidad en una gran variedad de matrices y compuestos (productos volatiles,
termolé&biles, entre otros). Esta técnica consiste en aumentar la eficacia de la separacion y
asi incrementar la resolucion empleando fases estacionarias con tamario de particula mucho
menor (entre 2 y 5 um), dado a que la difusion de los solutos entre la fase movil y
estacionaria se hace mas rapida. Ello implica la necesidad de impulsar la fase movil con un

sistema de alta presion.*



ANTECEDENTES

En estudios en la zona de Mucuchies del estado Mérida, se ha determinado la presencia
de H. pylori en las aguas de consumo humano. Duarte en el 2013, determiné al género
Helicobacter en fuentes de agua potable y de riego en cultivos de esta localidad por medio
de la técnica PCR semi-anidada para la amplificacion de un fragmento especifico en el gen
16S ARNTr y por FISH para la confirmacién de este gen de la familia Helicobacteriaceae y
de H. pylori, demostrando la dltima técnica mayor sensibilidad que la PCR para la
deteccion de esta bacteria en muestras ambientales.*

Nieto en el 2014 evalu6 y cuantificé por FISH la presencia de H. pylori en aguas de
tanques y grifos en hogares de las comunidades Renacer y Santa Eduviges, Mucuchies.
Este estudio identifico al patégeno bajo la forma cocoide o VNC, la cual podria ser
responsable de la transmision de la infeccion. lgualmente, se determind la presencia de H.
pylori en muestras de heces de voluntarios de estas comunidades por medio del test
cualitativo de antigenos fecales, demostrando ser un método rapido, sensible, especifico y
no invasivo para la poblacion estudiada en Mucuchies.

Se enfatiza que no se han realizado estudios en la zona de Mucuchies donde se
determinen los niveles de agroguimicos en aguas de consumo humano ni su relacién con la
infeccion por H. pylori y sintomatologias gastricas asociadas.

Contreras y col, en el 2006 estudiaron las enfermedades que atacan el proceso
productivo del rubro papa y las medidas de control ejercidas por los productores del
Municipio Rangel, estado Meérida, este estudio reportdé la presencia de virus plagas,
enfermedades y factores externos que afectan las cosechas, conduciendo a una gran

dependencia en el uso de pesticidas, los cuales son adquiridos en condiciones



desfavorables. Esta situacion genera un deterioro considerable de la rentabilidad de los
pesticidas, aunado a los severos dafios que estos ocasionan a la salud y el ambiente.®

Flores M. y col en el 2011 analizaron los residuos de plaguicidas en agua potable del
Municipio Rivas Davila, mediante extraccion en fase solida y cromatografia liquida de alta
resolucion con detector de arreglo de diodos (SPE-HPLC-DAD), encontrando que los
niveles de plaguicidas no superaron los valores maximos permitidos por la Legislacion

Venezolana.*®



OBJETIVOS
GENERAL
Evaluar la asociacion entre la infeccion por H. pylori y los sintomas gastricos en la

poblacién de Mucuchies, y la presencia de agroquimicos en fuentes de agua de consumo.

ESPECIFICOS

1. Determinar a través del test de antigenos fecales cuantitativo la prevalencia de
infeccion por H. pylori en voluntarios de las comunidades Renacer y Santa
Eduviges.

2. ldentificar por FISH la presencia, morfologia y nimero de células de H. pylori en
muestras de aguas de consumo de estas comunidades.

3. Determinar por Inmunohistoquimica la presencia de la isla de patogenicidad CagA
de H. pylori en aguas de la localidad.

4. Investigar la presencia de sintomas gastrointestinales en los voluntarios del estudio.

5. Evaluar la correlacion entre la infeccion por H. pylori y los sintomas gastricos en
los voluntarios de Renacer y Santa Eduviges con concentraciones del patdgeno y

agroguimicos detectados en las fuentes de aguas de estudio.



MATERIALES Y METODOS
1. Area de estudio.

Mucuchies es una localidad del estado Mérida - Venezuela, ubicada en el municipio
Rangel. Esta situada a 8°, 45” de latitud Norte y a 70°, 55” de longitud Oeste con una altitud
de 2.983 m.s.n.m., encontrandose entre los pueblos de mayor altura de Venezuela. El clima
de Mucuchies es fresco y frio de alta montafia, conservando temperaturas que no suelen
variar al transcurrir el afio. La temperatura maxima puede ser de 12°C y la minima de hasta
4°C con una precipitacion promedio de 600 mm. Su paisaje varia entre estrechos valles
longitudinales y transversales con fuertes pendientes. Tiene como principal curso de agua el
rio Chama, al que drenan las quebradas Misinta, La Carbonera, La Musuy, La Toma, El
Vergel, El Royal y Mocao.

De acuerdo al Censo de Poblacién y Vivienda del afio 2011 el municipio Rangel posee
una poblacion de 19.008 habitantes que representan un 2,29% de la poblacion total del
estado Mérida, y de estos sdlo 3.400 habitantes en la poblacion de Mucuchies, siendo dos
de sus comunidades del casco central Santa Eduviges y Renacer. Estas comunidades se
escogieron para la realizacion del presente estudio por solicitud de sus habitantes y
considerando sus antecedentes de alta prevalencia de infeccion por H. pylori y de intensa

actividad agricola, principalmente en los rubros papa y ajo.

2. Poblacion de estudio.
Comprende individuos pertenecientes a familias de las comunidades Renacer y Santa

Eduviges que cumplieron con los siguientes criterios de inclusion y exclusion:


https://es.wikipedia.org/wiki/Municipio_Rangel_(M%C3%A9rida,_Venezuela)

2.1. Criterios de inclusion.

Personas de cualquier edad y ambos géneros que accedieron a formar parte del
estudio a través de un consentimiento informado (Anexo 1). Estos individuos suministraron
informacién a traves de encuestas de datos clinicos y epidemioldgicos (Anexo 2) y
muestras de heces para el estudio de antigenos fecales de H. pylori. Los menores de edad

requirieron autorizacion por sus representantes legales para participar en el estudio.

2.2. Criterios de exclusion.
Individuos que no suministraron la muestra bioldgica, embarazadas y voluntarios con

antecedente de gastrectomia.

3. Recoleccion de datos epidemiologicos
Estos datos se recolectaron para la fecha del muestreo por medio de una encuesta a las

familias voluntarias residentes de los sectores Renacer y Santa Eduviges, posterior a
aceptar participar en el estudio por medio de la firma del consentimiento informado. Se
recolectaron los siguientes datos consideradas variables clinicas e higiénico-sanitarias en
este estudio:
Datos clinicos:

- Sintomas gastrointestinales.

- Antecedentes de cancer gastrico familiar de primer grado.

- Infeccion por H. pylori y tratamiento previo en el participante y/o algin

miembro del grupo familiar.



Datos higiénico-sanitarios:
- Tratamiento del agua de consumo: filtrada, hervida, directa del grifo, envasada.
- Método de desinfeccion de los vegetales: lavado con agua del grifo, lavado con

agua del grifo y vinagre, lavado con agua hervida o ninguno.

4. Muestreo.
4.1. Recoleccion de muestras de heces de voluntarios.

El estudio se realiz6 durante el mes de julio del 2015, periodo en el cual se
encuestaron 32 familias para una muestra de 79 individuos. De estas familias se excluyeron
dos (2) por no cumplir con los criterios de inclusion, quedando un total de 30 familias: 12
en el sector Renacer (40%) y 18 en el sector Santa Eduviges (60%), conformadas por 71
miembros con edades comprendidas entre los 2 y 85 afios. De los 71 individuos, que
cumplieron con los criterios de inclusion se les suministraron recolectores de heces. Las
muestras de heces se conservaron a -20°C hasta su procesamiento en el Laboratorio de
Fisiologia Gastrointestinal del IVIC para la deteccidn de antigenos fecales de H. pylori.

4.2. Recoleccidén de muestras de fuentes de aguas.

En el mes de julio del 2015 se realiz6 un muestreo de distintas fuentes de aguas de
consumo de la poblacion de Mucuchies, recolectando un volumen de 1 L de muestra por
triplicado de los siguientes sitios:

1. Tanque de agua potable del sector Misinta que abastece aproximadamente a la
mitad de la poblacion de Mucuchies.

2. Tanque La Hoyada que abastece de agua potable a la poblacion del casco central de
Mucuchies, incluyendo el sector Santa Eduviges.

3. Tanque Renacer que abastece de agua potable a este sector.



4. Naciente de Misinta, fuente de agua subterranea que surte al tanque Misinta.

5. Quebrada Los Chorros, proveniente de la Laguna del Humo. Esta quebrada llega a
un tanque principal donde se origina la tuberia de agua para consumo de la
poblacion de Mucuchies.

6. Tanque Los Aposentos que almacena aguas de riego para cultivos de este sector.

7. Tanque la Toma que surte de agua potable al sector Los Aposentos (Figura 1).

Coordenadas Geograficas
datum WGS84
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Figura 1. Mapa con sitios de muestreo de aguas evaluados en Mucuchies, estado Mérida,
Julio-2015 (Fuente UNISIG, IVIC).

Al momento de la toma de las muestras de agua se registraron las coordenadas
geogréficas (Tabla 1) y los parametros fisicoquimicos: pH (pHepl, Hanna Instruments),

temperatura y oxigeno disuelto (oxigenémetro OXDP-02, VWR). (Tabla 3)



Tabla 1. Coordenadas geograficas de los sitios de muestreo en Mucuchies.

- Coordenadas Altura
Sitios e
geograficas (m.s.n.m)

o 10°24°06,1°°N;

1. Tanque sector Misinta 66°52°51.8"°0 3303
08°45°02,7°N;

2. Tanque La Hoyada 70°55728.5"°0 3011
08°45,187°N;

3.Tanque Renacer 70°55,080°0 3043
. N 08°46°23,0”N;

4. Naciente de Misinta 70°55°35.970 3499

5. Tanque Quebrada Los 8°46°13,4’N; 3500
Chorros 70°56°29,7°°0
08°45°11,9”°N;

6. Tanque Los Aposentos 70°55°52.9"°0 3011
08°46°17,0”°N ;

7. Tanque la Toma 70°53°59.3°0 3136

5. Procesamiento de las muestras de heces y aguas para la deteccion de H. pylori.

Se prepararon suspensiones de las muestras de heces de los voluntarios de las
Comunidades Renacer y Santa Eduviges, a partir de 80-100 mg de las heces resuspendidas
en 1 ml de buffer de tratamiento de muestra del Kit AccuDiagTM H. pylori Antigen ELISA
Kit (Diagnostic Automation / Cortez Diagnostics, Inc., IMMUNO DIAGNOSTICS). Estas
suspensiones fueron amalgamadas por 1 min a 10.000 rpm en un Vortex-Genie 2 (MO BIO
Laboratories, Inc.) para favorecer la dispersion de agregados celulares y diluidas 1:100 en
tampon salino fosfato (PBS, por sus siglas en ingles).

Por otra parte, se filtraron por triplicado volumenes de 1 L de las muestras de aguas
en membranas de policarbonato (didmetro 47 mm; tamafio de poro 0,22 um; Durapore,
Millipore®) bajo condiciones de esterilidad. Las membranas fueron lavadas con 5 ml de
PBS (0.32 M) a pH 7,2 y este volumen se destind para los siguientes ensayos: (1) una
alicuota de 1 ml para FISH e Inmunohistoquimica fijada con paraformaldehido al 4% por

1 hora para su conservacion al 1% a 4°C hasta su procesamiento. (2) Otra alicuota de 1 ml



para el contaje total de células conservada a 4°C y (3) el volumen restante fue conservado
como respaldo a -20°C.

Las alicuotas de 1 ml de los filtrados de agua de cada sitio de muestreo destinada para
los ensayos de FISH e Inmunohistoquimica se centrifugaron a 5.000 rpm por 20 min.
Seguidamente, se retird el sobrenadante, se realizé un lavado al precipitado con 500 pl de
PBS y se centrifug6 a 5.000 rpm por 20 min adicionales. Se descarto el sobrenadante y el
precipitado se resuspendio con iguales volumenes (50 a 500 pl) de PBS y etanol, segln la
observacién preliminar al microscopio optico para estimar la concentracién de las células
en cada muestra, siguiendo el protocolo de Samarbaf-Zadeh et al. (2006).%® Estas muestras

se amalgamaron en iguales condiciones a las aplicadas a las suspensiones de heces.

6. Deteccion cuantitativa de antigenos fecales de H. pylori en voluntarios de
Mucuchies.

Se determind cuantitativamente la presencia de infeccién por H. pylori en la
poblacién del estudio utilizando el kit AccuDiagTM ELISA para la deteccion de antigenos
fecales de H. pylori. Para ello se colocaron 100 ul de los calibradores, controles y
suspensiones de las muestras de heces en los pozos de la placa de microtitulacion
suministrada por el kit, eliminando las burbujas de aire del liquido y dejando incubar
durante 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se removio el liquido de todos los
pozos y se realizaron tres lavados con la solucion buffer siguiendo las instrucciones de la
casa comercial.

Al culminar los lavados se colocaron 100 pl de la enzima conjugada a cada pozo y se
incubd durante 30 min a temperatura ambiente. Se retird este volumen y se realizaron tres

lavados con la solucion tampdn. Seguidamente, se procedio a colocar 100 pl del sustrato



cromogénico 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine (TMB) a cada pozo en condiciones de
oscuridad e incubar durante 15 min a temperatura ambiente. Posteriormente se agrego
100 ul de solucion acida al 1,25 M para detener la reaccion, asegurando que no existieran
burbujas de aire en los pozos. Inmediatamente, se registrd la densidad optica a 450 nm de

los pozos de la placa en un espectrofotometro LabSystems Multiskan.

7. Deteccion cuantitativa de H. pylori por Hibridacion Fluorescente in situ (FISH) en
filtrados de aguas.
7.1. Preparacion de las laminas.

Preliminarmente, las laminas (cel-line/Thermo Scientific) se lavaron con solucion
sulfocromica durante 15 min. Se realizaron tres lavados con agua destilada y se dejaron
secar durante 4 h aproximadamente, para luego colocar gelatina de cromo (gelatina 0,5%,
alumbre de cromo 0,05%, agua destilada) como pegamento.

Se colocaron 20 pl de las suspensiones de filtrados de aguas en los pozos de las
laminas, se dejaron secar a temperatura ambiente y se conservaron a —20°C hasta que se

realizo la hibridacion.

7.2. Procedimiento:
7.2.1 Hibridacion Fluorescente in situ (FISH) en filtrados de aguas.

Los analisis de FISH descritos a continuacion se realizaron siguiendo los protocolos
reportados por Fernandez-Delgado y col. (2016)°°, Contreras y col. (2012)?® y Trebesius y

col. (2000)°’.



Las suspensiones de filtrados de aguas fijadas en las laminas portaobjetos se
deshidrataron con etanol al 50% por 3 min. Posteriormente, se descart6 el etanol y se dejo
secar a temperatura ambiente.

Se colocd en el primer pozo de las laminas 23 ul de tampon de hibridacion 1 (0,9 M
NaCl; 0,02 M Tris/HCI, pH 8,0; 0,01% SDS; agua destilada 5,75 ml), 12 pl de formamida y
5 ul de la sonda especifica de H. pylori (Hpy-1) marcada con el fluoréforo Cy3-5’
(fluorescencia roja). En el segundo pozo de cada ld&mina se colocaron 18 ul de tampdn de
hibridacion 2 (0,9 M NaCl; 0,02 M Tris/HCI, pH 8,0; 0,01% SDS; agua destilada 4,5 ml),
12 ul de formamida, 5 pl de la sonda Hpy-1 y 5 ul de la sonda EUB338 marcada con el
fluoréforo Alexa488N-5’ (fluorescencia verde) para detectar eubacterias, es decir, todas las
bacterias presentes en las muestras. Se considerd un pozo sin la aplicacion de sondas para
cada muestra como control negativo de autofluorescencia.

Para los ensayos de FISH, se incluyeron laminas preparadas con cultivos de una cepa
clinica de H. pylori (Laboratorio de Fisiologia Gastrointestinal, CBB, IVIC) y una cepa de
Shigella spp. ATCC 11126 como controles positivo y negativo, respectivamente.

La hibridacion se llevé a cabo para todas las laminas con filtrados de aguas en una
camara humeda a 54°C por 2 h. Luego cada pozo se lavo tres veces con tampén de lavado
(112 mM NaCl; 20 mM Tris/HCI pH 8,0 y 0,01% SDS) y se incub6 a 56°C durante 45 min
con el ultimo lavado. Posteriormente, las muestras hibridadas se lavaron con PBS y se
secaron a temperatura ambiente. Todos los pasos del ensayo de hibridacion se realizaron en
condiciones de oscuridad. Las laminas se conservaron a -20°C para los ensayos posteriores

de Inmunohistoquimica.



7.2.2 Cuantificacion de la proteina CagA de la isla de patogenicidad de H. pylori en
filtrados de aguas por Inmunohistoquimica.

Posterior a la realizacion del FISH, se procedié a lavar las laminas con PBS durante 3
min. Se retird el exceso y se colocaron las laminas en cdmara hdmeda, incubando con
solucion de bloqueo (PBS-T 0,1% con 3% de albdmina bovina sérica - BSA) durante 15
min a temperatura ambiente, que actuara reduciendo la union inespecifica de los
anticuerpos.

Las laminas se incubaron durante 40 min a temperatura ambiente con el anticuerpo
primario IgG anti-CagA de H. pylori de raton (ab7351 Abcam Inc.) diluido 1:1000.
Después de esta etapa de incubacidn, se realizaron tres lavados rapidos con PBS frio y se
incubaron las ldminas por 40 min a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario IgG
anti-conejo asociado con FITC (ab6717 Abcam Inc.) diluido 1:1000 en PBS con 3% de
BSA. Luego de lavar con PBS, se colocG medio de montaje Inmunomount (Thermo Inc.) a
cada pozo de las laminas. Finalmente, las ldminas se visualizaron en un microscopio de
epifluorescencia Nikon, modelo eclipse E 600 TE2000-U, equipado con los siguientes
filtros: G2A para Cy3 (filtro de excitacion: 510-560 nm), B2A para Alexa Fluor 488 N o
FITC (filtro de excitacion: 450-490 nm) y filtro triple (filtro de excitacién: 320- 580). Las
imagenes fueron fotografiadas con una camara digital Canon Rebel 3Ti.

Adicionalmente, se cuantificé el nimero de células totales (CT) en las muestras de
aguas utilizando una camara de neubauer mejorada mediante la tincion fluorescente ioduro

de propidio visualizada por microscopia de epifluorescencia a 40 X.



7.2.3. Analisis de agroquimicos en muestras de aguas mediante cromatografia liquida
de alta resolucion con detector de diodos (HPLC-DAD).

Alicuotas de 250 ml de las muestras de aguas recolectadas en Mucuchies fueron
conservadas a -20°C y enviadas al Laboratorio de Quimica Analitica del IVIC para el
analisis de agroquimicos con la colaboracion de la Lic. Oriana Barrios y la Dra. Wendy
Rondon. Se procedié a filtrar cada muestra con cartuchos de filtracion de nylon 0,45um
marca Target®, para posteriormente ser analizadas con un cromatografo liquido marca
Waters serie 600S, acoplado a un inyector automatico Waters serie 700 Plus y a un detector
Uv-Visible con arreglo de diodo Waters serie 996 y equipado con un computador, software
Millenium.

La separacion de los analitos se llevé a cabo en una columna C18 Nova—Pak Waters
de 150 mm de longitud, 3,9 mm de didmetro interno (di) y 4um de diametro de particula
(dp). Se utilizaron diferentes solventes organicos como el acetonitrilo y metanol en la fase
movil, de manera de optimizar el método de separacion.

Se emplearon estandares marca Chem Service de alta pureza para los pesticidas
bifentrina (98 %), blorpirifos (99,5%) y en el caso de famoxadona (22,50%) y cimoxanil
(30,00%) se utilizo el producto de Equation Pro importado por INICA, los cuales fueron
aportados por Agropatria. Se prepar6 la solucion madre (1000 mg/mL) de cada uno de ellos
en acetronitrilo (Sigma Aldrich, grado HPLC) correspondiente a la fase movil del analisis.
Posteriormente, se almacenaron en refrigeracion a 4 °C. Se prepararon soluciones de trabajo
entre 10, 20, 50, 100 y 200 pg/L para la obtencion de las curvas de calibracion de los

pesticidas en estudio.



Para el desarrollo del HPLC-DAD, se optimizé la cromatografia estudiando
estadisticamente los parametros analiticos del método a través de la ecuacion de regresion
lineal del grafico de calibracion para cada analito.

Adicionalmente, se empled la técnica espectrometria de masas disponible en el
Laboratorio de Quimica Analitica del IVIC para analizar con mayor precision la

composicion de algin compuesto presente en las muestras de aguas.

8. Andlisis estadistico de los datos experimentales y epidemioldgicos.

Se trata de una investigacion observacional descriptiva de corte transversal y
experimental que evalué muestras bioldgicas y de aguas recolectadas en Julio del 2015 en
las comunidades Renacer y Santa Eduviges de Mucuchies. Se realizaron anélisis de
varianza por la prueba no paramétrica Mann-Whitney para determinar diferencias en las
concentraciones de antigenos fecales de H. pylori entre individuos de las dos comunidades
en estudio. Adicionalmente, se evalud la correlacién (coeficiente de correlacion de Pearson)
y similitud por analisis de conglomerados o “cluster” entre la concentraciéon de H. pylori,
CagA, residuos de agroquimicos y variables clinicas e higiénico-sanitarias de la poblacion a

través del programa PAST.



RESULTADOS
1.- Deteccién de antigenos fecales y analisis epidemioldgico en las comunidades
Renacer y Santa Eduviges.
Preliminarmente, se prepar0 una curva de calibracion de antigenos fecales de H.
pylori con los patrones suministrados por el kit, considerandose un resultado positivo a la

infeccion con concentraciones mayores a 10 ng/mL (Figura 2).
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Figura 2. Curva de calibracion de antigenos fecales de H. pylori que presenta las
concentraciones y densidad Optica de los patrones empleados (0, 6,3, 12,5, 25, 50 y 100
ng/mL) para la estandarizacion del Kit.

A través del test cuantitativo de antigenos fecales de H. pylori se encontr6 que la
prevalencia de infeccion por H. pylori en la poblacién estudiada fue de 74,65% (53
individuos positivos) (Tabla 2), siendo del 75,51% (37) en mayores de 15y 72,72% (16)

en menores de 15 afos.



Tabla 2. Concentracién de antigenos fecales de H. pylori determinada en individuos de las
comunidades Santa Eduviges y Renacer, Mucuchies (estado Mérida).

Concentracion

ID . DO1 DO 2 . Desviacién .
individuo Localidad Nombre (450 nm) (450 nm) Promedio estandar anlt_llgpe?:g']s/:‘ﬁcl:_a;les

1 RE LP 0.870 0.860 0.865 0.007 17.384
2 RE GB 1.304 1.287 1.296 0.012 31.271
3 RE MFA 1.405 0.763 1.084 0.454 24.448
4 RE SB 0.793 0.789 0.791 0.003 14.997
5 RE JE 0.750 0.743 0.747 0.005 13.561
6 RE DJ 0.087 0.083 0.085 0.003 0

7 RE MJ 0.320 0.321 0.321 0.001 0

8 RE JA 0.998 0.999 0.999 0.001 21.690
9 RE YA 0.198 0.209 0.204 0.008 0
10 RE RR 0.568 0.570 0.569 0.001 7.835
11 RE YA 0.391 1.426 0.909 0.732 18.787
12 RE LAE 2.925 2.952 2.939 0.019 84.271
13 RE LE 1.050 1.065 1.058 0.011 23.594
14 RE OE 3.028 2.950 2.989 0.055 85.900
15 RE EB 2.458 2.446 2.452 0.008 68.577
16 RE GA 1.992 1.995 1.994 0.002 53.787
17 RE GT 1.720 2.362 2.041 0.454 55.319
18 RE CA 1.438 1.433 1.436 0.004 35.787
19 RE DA 2.216 2.206 2.211 0.007 60.803
20 RE RA 2.910 3.003 2.957 0.066 84.852
21 RE YV 0.857 0.849 0.853 0.006 16.997
22 RE IM 1.916 1.935 1.926 0.013 51.594
23 RE YB 0.115 0.115 0.115 0.000 0
24 RE IB 0.551 0.548 0.550 0.002 7.206
25 RE BR 0.882 0.898 0.890 0.011 18.190
26 RE LS 1.562 1.568 1.565 0.004 39.965
27 RE JR 1.075 1.088 1.082 0.009 24.368
28 RE LR 0.906 0.909 0.908 0.002 18.755
29 SE YR 1.863 1.860 1.862 0.002 49.529
30 SE YC 0.945 0.950 0.948 0.004 20.045
31 SE ER 0.915 0.920 0.918 0.004 19.077
32 SE RR 1.488 1.490 1.489 0.001 37.513
33 SE YR 0.279 0.285 0.282 0.004 0
34 SE YSR 0.880 0.887 0.884 0.005 17.981
35 SE RL 0.347 0.358 0.353 0.008 0.852
36 SE AL 0.273 0.273 0.273 0.000 0



37
38
39
40
41
42
43
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61

62
63

64
65
66
67
68
69
70
73
77

SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE

SE
SE

SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
RE
RE

CL
ML
MV
SV
GRV
NQ
AS
HS
BP
ER
YV
AA
RE
AE
LE
JE
ME
NA
FR
DP
ZP
MR
LE
AP

MH
ER

HM
ER
JR
AS
GG
MM
FM
RP
YR

0.779
1.761
0.535
1.335
1.265
0.865
0.836
2.989
2.655
0.587
1.051
3.081
1.429
2.887
2.885
2.157
1.493
0.233
2.650
3.088
0.650
0.909
1.351
2.229

1.832
1.500

1.271
1.845
0.124
0.585
0.046
0.049
0.066
2.903
0.126

0.784
1.787
0.543
1.327
1.278
0.866
0.840
2.952
2.730
0.593
1.050
3.109
1.435
2.813
2.851
2.174
1.503
0.232
2.632
3.042
0.651
0.908
1.359
2.244

1.845
1.508

1.284
1.831
0.124
0.582
0.047
0.050
0.069
2.968
0.127

0.782
1.774
0.539
1.331
1.272
0.866
0.838
2971
2.693
0.590
1.051
3.095
1.432
2.850
2.868
2.166
1.498
0.233
2.641
3.065
0.651
0.909
1.355
2.237

1.839
1.504

1.278
1.838
0.124
0.584
0.047
0.050
0.068
2.936
0.127

0.004
0.018
0.006
0.006
0.009
0.001
0.003
0.026
0.053
0.004
0.001
0.020
0.004
0.052
0.024
0.012
0.007
0.001
0.013
0.033
0.001
0.001
0.006
0.011

0.009
0.006

0.009
0.010
0.000
0.002
0.001
0.001
0.002
0.046
0.001

SE: Santa Eduviges; RE: Renacer; DO: densidad Optica; Hp: H. pylori. Resultado en rojo positivo a la

infeccion (concentracion mayor a 10 ng/mL)



En relacion al sexo de los individuos estudiados: El sexo femenino 42 (59,1%) y el
masculino 29 (40,84%) (Figura 3). Mientras que la distribucion por edad para ambos
géneros fue mayor en el grupo etario > 16 afios 70,42% y para los <15 afios 29,57%

(Figura 4).

B Femenino M Masculino

Figura 3. Distribucion por género de voluntarios de Mucuchies que participaron en el

estudio.

70,42%

29,57%

<15 afios > 16 afios

M Distribucién por edad

Figura 4. Distribucion por edad de voluntarios de Mucuchies que participaron en el

estudio.



En relacién a la presencia de sintomas en los individuos con infeccion por H. pylori,

43 resultaron sintomaticos (81,13%) y 10 asintomaticos (18,86%) (Figura 5).

B Sintomatico

M Asintomatico

Figura 5. Individuos sintomaticos con infeccion por H. pylori.

De los individuos positivos a infeccién por H. pylori, los sintomas fueron:
epigastralgia 32 casos (60,37%), distension abdominal 22 casos (41,50%), regurgitacion 12
casos (22,64%), meteorismo 6 casos (11,32%), pirosis y nauseas 3 casos (5,66%), pérdida

de peso 2 casos (3,77%) y eructos y anorexia 1 caso (1,88%) (Figura 6).
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Figura 6. Sintomas en pacientes con infeccion por H. pylori.



En relacion al uso rutinario de métodos de desinfeccion adicional del agua potable,

se encontrd que 22 familias (73,33%) aplicaron: filtracion (16,66%), agua hervida (53,33%)

y 0zono (6,66%), mientras que el 33,33% reportd consumir agua del grifo (Figura 7).

53,33%
33,33%
16,66%
. 6,66%
Agua Hervida Filtrada Ozono Ninguno

Figura 7. Métodos de desinfeccidn del agua potable empleados por habitantes de

Renacer y Santa Eduviges.

En cuanto a los habitos dietéticos, el 93,33% de las familias estudiadas refiere

ingerir vegetales crudos, de los cuales el 66,66% de las familias usa como método de

desinfeccion agua de grifo y vinagre (Figura 8), representando un 75% de los casos

positivos para H. pylori.

66,66%
30%
10%
6,66% 3,33%
N = ...
Agua + Agua del Agua Otros Ninguna
Vinagre grifo hervida

Figura 8. Métodos de desinfeccion de vegetales empleados por habitantes de Renacer y

Santa Eduviges.



Al evaluar la infeccion previa con H. pylori, se determind que ésta estuvo presente
en 12 familias (40%), de las cuales 8 (66,66%) recibieron tratamiento, mientras que 4 no
recibieron tratamiento (33,33%).

Respecto al antecedente familiar de cancer gastrico, este antecedente estuvo

presente en 8 familias, representando el 26,66% (Figura 9).

B Presente M Ausente

Figura 9. Antecedente de cancer gastrico en familias de Renacer y Santa Eduviges.

2.- Evaluacion bacterioldgica de H. pylori y CagA en las muestras de aguas.
2.1. Parametros fisico-quimicos.

Durante el muestreo de los tanques y nacientes de aguas, se registraron los
siguientes parametros fisicoquimicos del agua: oxigeno disuelto con valores comprendidos
entre 6,9 y 9 mg/L, temperatura entre 10,1 y 22°C y pH entre 5,1 y 6. De acuerdo con la
Normativa Venezolana para el control de la calidad de los cuerpos de agua publicada en el
Decreto 883, las aguas de los tanques de Mucuchies corresponden a aguas del sub-tipo 1A,
cuyos valores de oxigeno disuelto deben ser mayores a 4,0 mg/l y pH entre 6,0 a 8,5°. Los
resultados de pH se encontraron por debajo de lo estipulado por esta normativa, mientras

que los de oxigeno disuelto estuvieron dentro de los limites establecidos. Las temperaturas



determinadas se corresponden con las temperaturas locales durante el muestreo y similares

a las reportadas para el area de estudio®* (Tabla 3).

Tabla 3. Parametros fisicoquimicos del agua en los sitios de muestreo en Mucuchies.

Sitio de muestreo H Oxigeno disuelto Temperatura
de agua P (mg/L) (C)
1. Tanque
Misint > e 1
2. Tanque la 55 8,4 16.5
Hoyada
3. Tanque
Renacer o5 o9 #
4, Nac_:n_entfe de 55 7.9 14.5
Misinta
5. Quebrada los 5.3 9 10.1
Chorros
6. Tanque los 6 8,7 13
Aposentos
7. Tanque la 53 . 10-12
Toma

2.2. Deteccién de H. pylori por FISH y la isla de patogenicidad CagA por
Inmunohistoquimica.

En todos los filtrados de aguas de Mucuchies, se evidencio por FISH la presencia de
células predominantemente cocoides o coco-bacilares positivas a la sonda especifica de H.
pylori (Hpy-1, fluorescencia roja). De igual forma se identificaron por Inmunohistoquimica
celulas de esta bacteria que resultaron positivas a los anticuerpos primario (IgG anti-CagA
de H. pylori) y secundario (IgG anti-conejo asociado con FITC, fluorescencia amarillo-

verdoso) indicativas de la proteina o isla de patogenicidad CagA (Figura 10).



H. pylori

1. Tanque Misinta

2. Tanque la Hoyada

3. Tanque Renacer

4. Naciente de Misinta

5. Quebrada Los
Chorros

6. Tanque los
Aposentos

7. Tanque la Toma

Figura 10. Iméagenes representativas de microscopia de fluorescencia correspondientes a
filtrados de agua de Mucuchies. Se observan células positivas a H. pylori (rojas) por FISH
y CagA (verdes) por Inmunohistoquimica en aguas del tanque Misinta (A —B), Tanque la
Hoyada (C-D), Tanque Renacer (E-F), Naciente de Misinta (G-H), Quebrada Los Chorros

(1-J), Tanque los Aposentos (K-L) y Tanque la Toma (M-N). Barra A—N: 10 um.



Se determind en las muestras de aguas un rango de concentracion de H. pylori de
9,97x10° a 4,73 x10’ cel/mL y CagA de 5,33x10° a 3,03 x10 cel/mL, con una mayor
concentracion en la Quebrada Los Chorros (sitio 5). Adicionalmente, se identifico y
cuantificd con la sonda EUB-338 488 N-5’ el nimero de eubacterias en cada muestra de
agua como control de la presencia de bacterias generales y el contaje de células totales (CT)
mediante tincion de loduro de propidio para la estimacion del porcentaje y concentracion

de H. pylori y CagA (Tabla 4). Para este fin se emplearon las siguientes ecuaciones:

CT
= Z cél 5 cuadrantes x 50 (factor camara)x 0,8 (dilucién ioduro)x 20 x 200 (diluciones muestras)

% células Hp o CagA = (3 Hp o CagA)/ (3 Hp o CagA + Y, Eub) x 100

[Hp o CagA] = (% Hp 0 CagA) x CT

Tabla 4. Contaje de células totales y eubacterias, porcentaje y concentracion de H.
pylori y CagA (CT) en filtrados de aguas de Mucuchies.

a (nro total . .
. . . Contaje  Concentraci
Contaje de  Contaje de Contaje de . de celen . )
\ porcentaje total de onde H.  porcentaje
FA H. pylori Eu CaghA camara i , CagA/ml
Hp (%) células pylori de CagA (%)
(cel/campo) (cel/campo) (cel/campo) neubauer
) (cel/ml) (eel/ml)
mejorada)
11 41 32 30 56,16 2,00 3,20E+05 1,80E+07 29,13 9,32E+06
2.1 62 26 44 70,45 1,00 1,60E+05 1,13E+07 33,33 5,33E+06
3.1 48 29 45 62,34 1,00 1,60E+05 9,97E+06 39,34 6,30E+06
4.1 20 17 16 54,05 5,00 8,00E+05 4,32E+07 37,74 3,02E+07
5.1 39 27 37 58,09 5,00 8,00E+05 4, 73E+07 37,86 3,03E+07
6.1 26 123 21 17,45 4,00 6,40E+05 1,12E+07 15,29 9,79E+06
71 11 15 10 47,31 3,00 4,80E+05 2,03E+07 30,56 1,47e+07




Por otra parte, el control positivo del ensayo de FISH mostré morfologias caracteristicas
de H. pylori y la ausencia de células en el control negativo (Shigella spp.) (Figura 11),

indicando la especificidad de la sonda Hpy-1.

Figura 11. Controles positivo (A, cepa clinica de H. pylori) y negativo (B. Shigella spp.
ATCC11126) empleados para evaluar la sensibilidad y especificidad de los ensayos de
FISH en la deteccion de H. pylori en filtrados de aguas. Barra A—B: 10 um.

3. Evaluacién de agroquimicos por HPLC-DC en muestras de aguas.

Previamente a la evaluacion de agroquimicos por HPLC-DC, se prepararon curvas
de calibracion con absorbancias y concentraciones de los patrones bifentrina, clorpirifos,
famoxadona y cimoxanil (Figuras 12, 13, 14 y 15 respectivamente), estudiando
estadisticamente los pardmetros analiticos a través de la ecuacion de regresion lineal del
grafico de calibracién en cada analito. Estas curvas se utilizaron como referencia para la

deteccidn de agroquimicos en las muestras de aguas de Mucuchies.



Bifentrina
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Figura 12. Curva de calibracion que presenta los niveles de concentracion y
absorbancia para el pesticida Bifentrina.
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Figura 13. Curva de calibracion que presenta los niveles de concentracion y absorbancia
para el pesticida Clorpirifos.



Famoxadona

0,3

y =0,0013x + 0,0017
R?=0,9933

0,25

0,2
0,15

0,1

Absorbancia

0,05

0 50 100 150 200 250
Concentracion (ppm)

Figura 14. Curva de calibracion que presenta los niveles de concentracion y absorbancia
para el pesticida Famoxadona.
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Figura 15. Curva de calibracion que presenta los niveles de concentracion y absorbancia
para el pesticida Cimoxanil.



En el desarrollo del método, se establecieron los cromatogramas de los patrones
(Figuras 16, 17 y 18 respectivamente), que fueron comparados con cromatogramas de las

muestras de aguas de Mucuchies.

Figura 16. Cromatograma del producto Equation Pro, componentes activos cimoxanil
(pico ubicado en tiempo de retencién 2-3 min, color rojo) y famoxadona (pico ubicado en
tiempo de retencién 3,5-4 min, color azul). Pico ubicado entre 1,5-2,00 min corresponde a

algan ofro ingrediente activo del producto.
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Figura 17. Cromatograma del producto Lorsban (componente activo: Clorpirifos).
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Figura 18. Cromatograma del producto Brigadier (componente activo: Bifentrina).

Preliminarmente, en las muestras de aguas de Mucuchies se encontraron picos
indicativos de posibles compuestos con tiempos de retencion entre los minutos 2 y 3
(Figuras 19, 20 y 21 representativas de todos los sitios de muestreo), lo cual sugiere que
este pesticida podria estar presente en las muestras de aguas. Sin embargo, la confirmacién
de este resultado por el detector de arreglos de diodos UV, herramienta acoplada al HPLC
que permite identificar la longitud UV de los compuestos, indicé diferentes longitudes de
onda entre el cimoxanil (240,3 nm) y las muestras de aguas (221,5 nm) (Anexos 2 y 3),

descartando la presencia de este pesticida en las aguas de Mucuchies.
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Figura 19. Cromatograma de muestra de agua del Tanque la Hoyada (sitio 2).



Figura 20. Cromatograma de muestra de agua del Tanque Renacer (sitio 3).

Figura 21. Cromatograma de muestra de agua del Tanque la Toma (sitio 7).

Adicionalmente, se realiz6 un analisis de las muestras de aguas por espectrometria
de masas. Esta técnica arrojé resultados de algun compuesto quimico presente en estas
aguas de Mucuchies distinto a los pesticidas convencionales y a los reportados por los

agricultores de la localidad (Bifentrina, Clorpirifés, Famoxadona y Cimoxanil).



4. Analisis estadistico.

En vista de la ausencia de los principales agroquimicos usados por agricultores de
Mucuchies en las muestras de aguas de estudio, no fue posible realizar analisis de
correlacion entre ésta y las otras variables del estudio.

A pesar de ello, se realiz6 un analisis de varianza por la prueba no paramétrica Mann-
Whitney entre las concentraciones de antigenos fecales de H. pylori de las comunidades
Renacer y Santa Eduviges, encontrandose que no hay diferencia significativa (p>0,05) en la
prevalencia de infeccion de H. pylori presentada por los voluntarios habitantes de estas dos
comunidades.

Asi mismo, se evaluo el coeficiente de correlacion de Pearson (r) entre antigenos
fecales de H. pylori, concentracion de esta bacteria y CagA en muestras de aguas y
variables clinicas e higiénico-sanitarias de los individuos evaluados en la poblacion de
Mucuchies, considerandose una correlacion positiva en aquellas variables que presenten un
valor de r cercano a 1 y una correlacién negativa en variables con valores negativos
cercanos a -1.

Entre todas las variables evaluadas, se encontr6 una correlacion significativa entre la
concentracion de H. pylori en aguas con la concentracion de CagA en aguas (r=1) y una
correlacién con la concentracion de Antigenos fecales de r=0,9. Mientras que la
concentracion de antigenos fecales de H. pylori y la presencia de epigastralgia (r=0,3;
p=0,01) y a su vez una correlacion negativa entre la concentracion de antigenos fecales y
los individuos asintomaticos (r=-0,33; p=0,004). Otras variables que presentaron

correlacion se detallan en la Tabla 5.



Tabla 5. Variables del estudio que presentaron correlacion de Pearson.

Prueba de correlacion de Pearson

Variable Variable p r
Concentracion de H. pylori en aguas )
Comunidad 0 1
(cel/L)
Concentracion de CagA en aguas .
Comunidad 0 1
(cel/L)
Antecedente familiar de cancer Concentracion de H. pylori en 0 1
gastrico aguas (cel/L)
o ) Antecedente familiar de cancer
Individuo nunca infectado o 3,83E-11 -0,686632
géstrico
. ] Antigenos fecales H. pylori
Epigastralgia 0,0104585 0,302078
(ng/ml)
] ] Antigenos fecales H. pylori
Asintomatico 0,00479633 -0,3311
(ng/ml)
) ) Individuo nunca infectado
Asintomatico ) 0,0379045 0,246916
previamente
Desinfeccion de Agua por medio de |  Individuo nunca infectado
) ) 0,0120025 -0,29665
Filtrado previamente
Desinfeccion de Agua por medio de | Individuo con infeccién previa
) ) 0,0105765 0,301639
Filtrado de H. pylori
Ninguno método de desinfeccion de | Antecedente familiar de cancer
) 0,00947367 | 0,305917
Vegetales gastrico
. ] Antigenos fecales H. pylori
Epigastralgia 0,0104585 0,302078
(ng/ml)
) ) Antigenos fecales H. pylori
Asintomatico 0,00479633 -0,3311
(ng/ml)
Asintomatico Individuo nunca infectado 0,0379045 0,246916
Desinfeccion del Agua por filtrado Individuo nunca infectado 0,0120025 -0,29665
) ) ) Individuo con infeccion previa
Desinfeccion del Agua por filtrado ] 0,0105765 0,301639
de H. pylori
Ninguno método de desinfeccion de | Antecedente familiar de cancer
0,00947367 | 0,305917

Vegetales

gastrico




Por otra parte, por medio del analisis de conglomerados o “cluster” se determind la
similitud entre las variables a través del programa PAST, evidenciandose que existen
individuos como el N° 36 (Figura 22) que no presentan un comportamiento similar en las
variables evaluadas en relacion a los demas individuos, por lo que es preciso determinar en

estudios posteriores los factores que favorecen esta conducta.
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Figura 22. Anélisis de conglomerados o “cluster” que muestra la similitud entre los
individuos del estudio en relacion a las variables evaluadas.



DISCUSION

En la poblacién de Mucuchies se encontr6 en nuestro estudio una prevalencia de
infeccion por H. pylori de 74,65% determinada por medio del test cuantitativo de antigenos
fecales, cifra que coincide con lo descrito en la literatura para Venezuela®, siendo factores
que influyen la edad, género, ubicacion geografica y condicion socioecondémica de los
individuos, que permiten mantener variaciones en las poblaciones de un mismo pais, como
fue descrito en una comunidad pemon del estado Bolivar, Venezuela, con una prevalencia

baja de infeccion por H. pylori del 11%.°

En Mérida, se describen para Mucuchies una prevalencia entre el 68% Yy
77%,%4506182 simijlar a la encontrado en nuestro estudio, con una tasa alta en los jovenes
quienes adquieren la infeccion antes de los 10 afios.>® Por el contrario nuestra prevalencia

difiere de las cifras registradas en paises desarroilados donde no supera el 40%.5364

Los métodos cualitativos y cuantitativos permiten determinar la presencia del H.
pylori. Estos Gltimos con mayor valor, principalmente el test cuantitativo de antigenos
fecales, por permitir evaluar la densidad bacteriologica, ademas de demostrar ser un método
facil, rapido, econdmico e indirectos. Este test se puede realizar en cualquier edad con una
sensibilidad y especificidad del 96,1% y 90,6%, respectivamente, lo cual permite
determinar la infeccion en grandes poblaciones como método de despistaje.®® Mientras que
otros métodos como el test de la ureasa, cultivo y la histologia por ser métodos invasivos o
directos representan mayor riesgo, molestias para el paciente y requieren sedacion.?’

Estudios han demostrado una asociacion entre la infeccion por H. pylori y la fuente

de agua potable, actuando ésta como un reservorio en el cual la bacteria puede permanecer



por periodos prolongados en su forma VNC con potencial infeccioso antes de ser
ingerida.®>*'® En nuestro estudio se logro determinar y cuantificar por medio de FISH la
presencia de este patdgeno predominantemente en forma cocoide o VNC en todas las
fuentes de agua potable y aguas de riego estudiadas en Mucuchies, similar a lo encontrado
en estudios previos, resultados que sugieren la influencia del agua como fuente de infeccién
y reinfeccion.*

El H. pylori es una bacteria con multiples factores de patogenicidad y virulencia,
entre los que se describe la isla de patogenicidad CagA como factor asociado a patologias
benignas y malignas®. En nuestro estudio se determin6 y cuantifico la presencia de esta
proteina en fuentes de agua potable a través de la estandarizacién de ensayos de
Inmunohistoquimica acoplados a FISH para la deteccion simultanea de la bacteria y este
factor de virulencia, resultando positiva y en nimeros similares al contaje de células de H.
pylori en todos los sitios de muestreo. Estos resultados indican la presencia de la bacteria
en las fuentes de agua potable y de riego de vegetales de Mucuchies con potencial de causar
patologias importantes en esta poblacion, como el cancer gastrico. Otros estudios han
reportado ninguna o baja identificacion del gen cagA en fuentes de aguas por medio de la
técnica Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).*%” Fernandez-Delgado et al. (2016)
realizd un estudio en ambientes acuéaticos del Tepuy Roraima (Estado Bolivar) sin lograr
detectar el gen cagA por PCR, posiblemente debido a la baja concentracion o
fragmentacion del ADN en las muestras evaluadas y al disefio clinico de los cebadores, los
cuales podrian no ser suficientemente robustos para permitir la deteccion precisa de genes
de H. pylori en fuentes de aguas.>® Por ello, se propone la Inmunohistoquimica para la
deteccion de la proteina CagA en fuentes de aguas, asi como distintos trabajos han

propuesto al FISH como una técnica de mayor sensibilidad que la PCR para la deteccion de



genes especificos de H. pylori en muestras ambientales.*3*%® Los resultados del FISH
acoplado a la Inmunohistoquimica indican la prevalencia de células de H. pylori portadoras
de CagA en fuentes de aguas de los tanques de agua potable, quebradas que surten a estos
tanques y aguas de riego de Mucuchies, con el potencial de transmision por la via acuética
de la infeccidn y del principal factor de virulencia asociado a cancer gastrico a las personas

de la localidad que consumen estas fuentes de aguas.

El 63,6% de los individuos con infeccion por H. pylori fueron sintomaticos, lo cual
se corresponde con estudios previos realizados en la zona®* cuyos resultados reafirman que
la presencia del patdgeno en el tracto digestivo superior esta estrechamente relacionada con
diversas patologias®, aun cuando no sea especifico ni sensible para la sospecha diagndstica
y un buen porcentaje de infeccion se presenta en forma asintomatica.’® Este
comportamiento coincide con la evolucion natural de la infeccion comprobada por estudios
realizados en Estados Unidos y en Europa que demuestran 37% y 34,9% respectivamente
de pacientes infectados, son asintomaticos, resultados mas altos a los encontrados en
nuestro estudio (18,86%).%°

El analisis estadistico demostrd correlaciones positivas entre las concentraciones de
H. pylori y la isla de patogenicidad CagA en las muestras de aguas con las concentraciones
de antigenos fecales presentes en individuos de las comunidades estudiadas. Asi mismo, la
concentracion de H. pylori en aguas se correlaciond con la presencia de infecciones previas,
sugiriendo que las concentraciones de antigenos fecales encontradas en los voluntarios
estan relacionadas con las concentraciones de H. pylori en aguas de los tanques que surten a
cada comunidad. Por ello, se plantea la transmision acuatica como método de infeccion de

los individuos, como en otro estudio.”®



Adicionalmente, el andlisis estadistico indicd que los individuos nunca infectados
por H. pylori consumian y utilizaban el agua hervida como método de desinfeccion de
vegetales (r=0,86), lo que sefiala que el agua hervida puede ser un método de desinfeccion
adecuado de los vegetales para erradicar el H. pylori.

Los individuos no infectados por H. pylori no presentaban antecedentes de cancer
géstrico con una correlacion de -0,68, mientras que la variable concentracion de H. pylori
en aguas presentd correlacion positiva con los antecedentes familiares de cancer géastrico y
la concentracion de antigenos fecales, pudiendo sugerir la transmision acuética de la
bacteria en los habitantes de Mucuchies y estos a su vez condicionar un factor importante
en el desarrollo de cancer gastrico, como ha sido descrito en la literatura donde se describe
ael H. pylori como un carcindgeno de tipo 1.7

A pesar de que los habitantes que consumian agua y vegetales sin ningin método de
desinfeccion no reportaron resultados estadisticamente significativos, con relacion a la
infeccion, los habitantes que tenian consumo de agua sin ningin método de desinfeccion
presentaron con mayor frecuencia epigastralgia, siendo éste el sintoma que prevalecié en
los voluntarios infectados con mayores concentraciones de antigenos fecales (r=0,3 y
p=0,01). Por el contrario, la poblacion asintomatica presentaron correlacion negativa de -
0,33 (p=0,004) con respecto a la concentracion de antigenos fecales, sugiriendo este
resultado que la epigastralgia es un sintoma importante en los individuos con infeccién por
H. pylori, similar a lo reportado por Fernandez y col en el 2014, quienes observaron que la
epigastralgia era el sintoma mas frecuentemente asociado a la infeccion por H. pylori (409

afectados, 20%); sin embargo, estos autores reportan que a pesar que puede existir



infeccion en pacientes asintomaticos, la epigastralgia prevalece en los pacientes con
infeccion (r=0,24).7

Se encontrd correlacion positiva entre las concentraciones de antigenos fecales y la
familia evaluada (r=0,90), posiblemente debido a la transmision interpersonal de H. pylori,
similar a lo encontrado en estudios realizados en Austria y Canada’>"* donde observaron un
aumento de la prevalencia de la infeccion en miembros de la misma familia.

En relacion al estudio de agroquimicos en las fuentes de aguas de Mucuchies, la
técnica utilizada para este analisis (HPLC) no evidencio los pesticidas, Equation Pro®
(componentes activos cimoxanil y famoxadona), Lorsban® (componente activo clorpirifos)
y Brigadier® (bifentrina), mayormente usados por agricultores de la localidad, los cuales
fueron reportados en encuestas realizadas en el 2015 previo al muestreo de Julio de ese
mismo afio. Esta técnica presenta gran ventaja para la determinacion de multiresiduos de
pesticidas, debido a su gran potencial de separacion e identificacion y su aplicabilidad en
una gran variedad de matrices y compuestos (productos volatiles, termolabiles). A pesar de
no detectarse estos pesticidas convencionales en las aguas de Mucuchies, estas muestras
presentaron con el detector de arreglos de diodos UV picos con tiempos de retencion entre
los minutos 2 y 3 que no corresponden a los patrones de pesticidas estudiados. Estos picos
pueden pertenecer a otros tipos de pesticidas no reportados por los agricultores de la
localidad o derivados de los compuestos analizados que requieren mayores estudios
quimicos para su identificacion. En contraposicion a nuestros hallazgos, Flores y col. en el
2008 encontraron niveles elevados de pesticidas en aguas del municipio Rivas Davila,
Edo. Mérida, principalmente diazinon (26,31 pg/L), metamidofos (10,99 pg/L), malation
(2,03ug/L) y mancozeb (1,27 npg/L). Sin embargo, estos niveles de plaguicidas no

superaron los valores maximos permitidos por la Legislacion Venezolana.>®



CONCLUSIONES

El test cuantitativo de antigenos fecales es un método no invasivo para la deteccion
rapida de H. pylori que permite el diagnostico inicial y comprobar su eliminacion
posterior al tratamiento erradicador.

Por primera vez en Venezuela, se evalué por medio de las técnicas de FISH e
Inmunohistoquimica la presencia de H. pylori y su principal factor de virulencia (Cag
A) asociado con el cancer gastrico, encontrdndose en concentraciones elevadas en la
mayoria de las muestras de aguas potables y de riego de Mucuchies. Por lo cual se
comprueba que el agua actia como fuente de infeccion.

El consumo de agua sin método de desinfeccion representa una de las principales vias
de transmision de H. pylori en las comunidades estudiadas de Mucuchies.

Se confirmd que las fuentes de aguas estudiadas son inadecuadas para su consumo
como agua potable y uso en riego de vegetales, requiriendo métodos de tratamiento
efectivos para su desinfeccion.

Los principales agroquimicos empleados en Mucuchies (cimoxanil, famoxadona,
clorpirifés y bifentrina) no fueron identificados en las muestras de aguas evaluadas en
Mucuchies; sin embargo, se reportan picos de posibles compuestos agroquimicos o sus
derivados que requieren posteriores andlisis para su identificacion y estimacion de

riesgos a la salud publica.



RECOMENDACIONES

Promover ante los organismos correspondientes la conservacion del medio ambiente del
paramo meridefio (Municipio Rangel).

Mantener vigilancia a través de los programas de pesquisa y el seguimiento de los
casos diagnosticados y tratados, asi como aquellos pacientes con concentraciones de
antigenos fecales cercanas a 10 ng/ml.

Evaluar con las autoridades correspondientes, las medidas implementadas a partir de
septiembre del 2013 (en los tanques de consumo de agua potable y sistemas de riego en
la poblacion de Mucuchies).

Evaluar la campafia de educacion continua emprendida en Mucuchies por la
representante del IVIC en Mérida.

Realizar una campafia de concientizacion en la poblacion de Mucuchies, parta evitar el
consumo de zanahorias crudas, sin realizar las medidas de desinfeccion adecuadas.
Estudiar la presencia de otros tipos de agroguimicos en aguas y determinar la presencia
de los mismos en la poblacion de Mucuchies, a fin de establecer si existe 0 no
intoxicacion cronica en sus habitantes.

En los estados andinos con alta prevalencia de infeccion por H. pylori e incidencia de
carcinoma gastrico, se recomienda: hervir el agua de consumo, lavarse las manos con
agua y jabon después de realizar sus necesidades fisiologicas, no consumir lechugas y
los vegetales y legumbres deben ser cocinados. Promover el consumo de alimentos

ricos en antioxidantes como carotenos (vitamina A) vitamina C y Vitamina E.



8. Presentar estos resultados ante las autoridades del ministerio del poder popular para la
salud, ambiente, educacion, alcaldias, representantes de las comunidades y otras
organizaciones interesadas.

9. Insistir ante las autoridades correspondientes para establecer un programa de pesquisa
de cancer del aparato digestivo con sede en el Hospital de Mucuchies, con apoyo de la
unidad y del posgrado gastroenterologia del IA. HULA, de la Sociedad Venezolana de
Gastroenterologia, Sociedad Venezolana de Endoscopia Digestiva y Organizacion
Panamericana de la Salud.

10. La Metodologia aplicada en este TEG, puede ser aplicada en Bailadores donde existe

condiciones similares al municipio Rangel.
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ANEXOS

ANEXO 1. Consentimiento Informado.

CONSENTIMIENTO INFORMADO (Anexo 1)
Yo, , CI: Jefe de mi grupo

familiar, por medio de la presente confirmo que se me ha informado acerca de mi
participacion en el proyecto de investigacion “Evaluacion de la infeccion por
Helicobacter pylori y sintomas gastricos en la poblacion de Mucuchies y su asociacion
con la presencia de agroquimicos en aguas de consumo humano”.

Se me ha explicado que se me realizard un cuestionario y posteriormente se tomaran
muestras de orinas y heces de mi grupo familiar y muestras de aguas de los tanques de la
comunidad. Doy fe que se me ha informado acerca de los beneficios de ser participe en
este proyecto de investigacion, haciendo de mi conocimiento que contribuiré con el estudio
de contaminacion bacterioldgica y agroquimica de las aguas de consumo humano de
Mucuchies, la prevalencia de infeccion por H. pylori, posibles factores de riesgo asociados
con patologias gastricas en esta poblacion y otros conocimientos que puedan derivarse de
este proyecto.

Igualmente se me ha explicado que estoy en libertad de abandonar el estudio cuando asi lo
considere sin dar ninguna razon, sin que se afecte mi cuidado médico o mis derechos
legales.

Todas mis preguntas han sido respondidas a mi satisfaccion. Doy fe que mi participacion es
voluntaria. Asi mismo entiendo que recibiré una copia de este formato de consentimiento

informado por escrito.

NOMBRES Y APELLIDOS DEL PACIENTE FECHA
FIRMA
NOMBRES Y APELLIDOS DE TESTIGO FECHA
FIRMA
NOMBRES Y APELLIDOS DEL INVESTIGADOR FECHA

FIRMA



ANEXO 2. FORMATO DE RECOLECCION DE DATOS

FECHA: Casa #: NuUmero de Teléfono:

Direccion

I. Datos del Jefe del Grupo Familiar:

I1. Medidas Higiénico-sanitarias:

Meétodos de desinfeccion del agua:

Filtro Hierven el agua Directo del tubo Compran aguas
envasadas
Vegetales Crudos: Si No Cuales?

Meétodo de desinfeccidn de vegetales crudos:

Ninguno___ Agua Corriente directa del tubo Agua Hervida

Agua Corriente directa del tubo + Otro agente (Cloro-Vinagre)
I11. ¢A algin miembro de la familia le ha sido diagnosticada infeccién por H. pylori?
Si No

IV. ¢ Recibié tratamiento?: Si No
V. ¢Hay antecedentes de Cancer Gastrico en la familia? Si No
Parentesco

V1. ¢ Alguien del grupo familiar presenta alguno de los siguientes sintomas?

Nauseas Meteorismo Disfagia Regurgitacion Anorexia Pérdida
de peso
Vomitos Distension Odinofagia Pirosis Eructos
abdominal




ANEXO 3. Concentraciones, longitud de onda y parametros determinados por HPLC-
DAD en patrones de agroquimicos.

Producto Equation Pro (componente activo: cimoxanil y famoxadona)

Pesticida cimoxanil
Concentracion 200 ppm
Tiempo de retencion Aprox. 3min
Absorbancia 0,0248
Longitud de onda 240,3 nm
Pesticida famoxadona
Concentracion 200 ppm
Tiempo de retencién Aprox. 4 min
Absorbancia 0,0243
Longitud de onda 229,7 nm

Producto Lorsban (componente activo: clorpirifos)

Pesticida clorpirifés
Concentracion 100 ppm
Tiempo de retencién Aprox. 8 min

Absorbancia 0,3002 nm
Longitud de onda 228,5

Producto Brigadier (componente activo: bifentrina)

Pesticida bifentrina
Concentracion 100 ppm
Tiempo de retencién Aprox. 16 min
Absorbancia 0,3065
Longitud de onda 210,45 nm




ANEXO 4. Concentraciones, longitud de onda y parametros determinados por HPLC-
DAD en muestras de aguas de Mucuchies.

Muestras Tanques la Hoyada,
Renacer y la Toma
Concentracion desconocida
Tiempo de retencién Aprox. 2y 3min
Absorbancia 0,040-0,015
Longitud de onda 221,5nm






