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RESUMEN

Introduccidn:Helicobacter pylori es agente causal de gastritis, Glcera duodenal y
cancer gastrico. Estudios epidemioldgicos han demostrado que el agua contaminada con
heces es la principal fuente de infeccion en paises en vias de desarrollo incluyendo
Venezuela. Particularmente, una prevalencia de infeccion superior al 75% ha sido reportada
en Mucuchies (estado Mérida). Objetivos: este estudio propuso determinar la asociacion
entre la infeccidén por H. pylori y el consumo de agua potable en Mucuchies.Materiales y
métodos: Muestras de aguas de tanques de distribucion y grifos de viviendas de Renacer y
Santa Eduviges fueron analizadas por cultivo e hibridacion fluorescente in situ (FISH)
cuantitativa. Resultados:El aislamiento de H. pylori no fue exitoso; sin embargo, usando
FISH fue detectado principalmente como células cocoides (viables no cultivables) y
cuantificado en nimeros elevados. Se identifico infeccion activa por la prueba de antigenos
fecales en 17/39 habitantes y se evalu6 estadisticamente su asociacion con la concentracion
de la bacteria en aguas de grifo y variables higiénicas y clinicas de estos voluntarios. El
andlisis de modelo lineal generalizado indic6 que el tratamiento del agua es el modelo que
mejor explica la incidencia de infeccion. La prueba de Mann-Whitney mostrd diferencias
significativas (p[10.05) en la concentracion bacteriana de las aguas entre las dos
localidades. Concentraciones mas altas se encontraron en Renacer posiblemente debido a
un menor tratamiento del agua.Conclusiones:Esta investigacion representa una
contribucion al conocimiento de la transmisién acudtica de H. pylori y por primera vez
muestra analisis cuantitativos de FISH para su estudio en aguas.

Palabras claves: Helicobacter pylori, transmision acuatica, técnicas de deteccion,
biopeliculas, estado VNC.

SUMMARY

Introduction:Helicobacter pylori is causing agent of gastritis, duodenal ulcer and
gastric cancer. Epidemiological studies have established that water contaminated with feces
is the main source of infection in developing countries including Venezuela. Particularly, a
high prevalence over 75% has been reported in Mucuchies (Mérida state).Objetives:
Therefore, this study aimed to determine the association between H. pylori infection in
Mucuchies and drinking water consumption. Materials and methods: Water samples of
distribution tanks and house taps from Renacer and Santa Eduviges localities were analyzed
by culture and quantitative Fluorescence in situ Hybridization (FISH). Outcomes: H. pylori
isolation was unsuccessful; however, using FISH it was detected mainly as coccoid (viable
non cultivable) cells and quantified in high numbers. Active infection was identified by the
stool antigen test in 17/39 habitants, and its association with bacterial concentration in tap
waters and hygienic and clinical variables of volunteers was statistically evaluated.
Generalized linear model analysis indicated that water treatment is the best model
explaining the incidence of infection. The Mann-Whitney test showed significant
differences (p10.05) in bacterial concentration of tap waters between the two localities.
Higher concentrations were found in Renacer possibly due to a less treatment of water.



Conclusions: This study represents a contribution to the knowledge of H. pyloriwaterborne
transmission and for first time shows quantitative FISH analysis for its study in waters.

Keywords: Helicobacter pylori, water transmission, screening techniques, biofilms, VNC
state.



INTRODUCCION

ElHelicobacterpylori (H. pylori)es una bacteria espiral, Gram negativa,
microaerofilica, flagelada, productora de ureasa y que coloniza la mucosa gastrica del ser
humano. Las complejas variaciones en las relaciones entre la bacteria y el huésped, que en
ocasiones acaban en enfermedad, son el resultado de la diversidad de ambos y de las
interacciones con otros factores ambientales. La infeccion por esta bacteriaen la actualidad
es una de las causas mas frecuentes de enfermedades infecciosas crénicas.H. pylori origina
gastritis cronica en la mucosa gastrica de los infectados, y en algunos sujetos puede causar

Glcera péptica, adenocarcinoma o linfoma gastrico™?.

Desde su descubrimiento en  1982por Warren y Marshall la infeccion por
Helicobacter pylori constituye uno de los fendmenos cientificos de mayor relevancia en la
literatura biomédica mundial®. Se estima que esta infeccién afecta a més de la mitad de la
poblacion mundial, con mayor prevalencia (80- 90%) en los paises en vias de desarrollo y
menor prevalencia en los méas desarrollados (30-509%)"°.Estas notables diferencias
posiblemente puedan explicarse por una mayor facilidad para el contagio de la infeccion en
poblaciones que relnen ciertas caracteristicas como higiene y salubridad deficientes,
tratamiento inadecuado de las aguas, hacinamiento y mayor incidencia de la infeccion

durante la infancia (Fernandez-Delgado y col. 2008)°.

En paises latinos como México, Colombia y Peru la cifra de infeccion alcanza el
90% de los sujetos evaluados. Asi mismo, en Venezuela existe una alta prevalencia de
infecciébn. Se ha detectado la presencia del patégeno en 62% de sujetos sanos
asintomaticos, 90% de pacientes con gastritis y Ulcera duodenal y 20% con cancer
gastrico.”® Estudios realizados en las ciudades de Mérida y Mucuchies del Estado Mérida,

muestran una prevalencia de 75% de infeccion®™.

El mecanismo exacto de transmision de esta infeccion se desconoce. Actualmente se
acepta, aun sin poder descartar otras rutas, que el contagio se realiza principalmentea través
de las vias fecal-oral yoral-oral. La primera via mediada por alimentos o aguas

contaminadas y la segunda por fomites, saliva y el contacto de persona a persona. Ambas



vias estan sustentadas por multiples investigaciones donde la bacteria ha sido cultivada
odetectada por técnicas moleculares enaguas o alimentos contaminados conheces (fecal-

oral) y enplaca dental y saliva de humanos (oral-oral)®*?%.

Diversos estudios ambientales y comunitarios son consistentes en plantear que el
agua juega un rol importante en la transmision. Se ha determinado que H. pyloriesta
presente en aguas subterraneas y superficiales, lagos, rios, aguas de consumo humano,
biopeliculas formadas en sistemas de almacenamiento y distribucion de agua potable,
acueductos municipales, aguas residuales no tratadas y ambientesmarinos costeroscomo
microorganismo libre en el agua de mar y asociado a organismos planctonicos, lo que

implica la existencia de una ruta acuética de transmisién a los humanos®.

En este Trabajo Especial de Grado sepropusodeterminar la asociacién entre la
infeccion por H. pyloriy el consumo de agua potable en la poblacion de Mucuchies,como
un aporte al entendimiento de los factores involucrados en la transmisidn de este patégeno

que representa un problemaactual de salud publicapara la localidad.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA E IMPORTANCIA DEL ESTUDIO

En Venezuela existe una alta prevalencia de infeccién por H pylorique alcanza 62%
en sujetos asintomaticos, 90% en pacientes con gastritis y Ulcera duodenal y 20% en
pacientes con cancer gastrico. Entre los estados mas afectados por céncer gastrico en
nuestro pais se encuentran en primer lugar el estado Tachira, con una tasa de mortalidad del
22,47%, seguido del estado Mérida con 22,04% con mayor afectacién en los municipios
Bailadores, Mesa Bolivar, Santa Cruz de Mora y Tovar que limitan con el estado Tachira
por el valle del rio Mocoties®*2.Asi mismo, la poblacién de Mucuchies en el Estado
Mérida es una zona de alta incidencia de cancer gastrico, asi como de infeccion por H.

pylori, y ello constituye un problema importante de salud publica.

Existe gran incertidumbre sobre su transmision ambientaldebido a la dificultad
paracultivar y detectar a la bacteria en fuentes acuéticas y a la presencia de mecanismos de
supervivencia que le permiten persistir por periodos prolongados en el ambiente en un
estado latente o Viable no Cultivable (VNC) o a través de biopeliculasformadas en los
sistemas de distribucion del agua de consumo humano. Estas estrategias de supervivencia y
resistencia a las condiciones de estrés ambiental favorecen la transmision acuética de la
bacteria y las altas tasas de infeccion en poblaciones de paises en vias de desarrollo, como
el 4rea de estudio, donde son deficientes los sistemas de tratamiento del agua potable °.

Ante esta problematica de salud publica, en la actual investigacionse evalud
estadisticamente la asociacion que existe entre la presencia de infeccion por H. pylorien la
poblacion de Mucuchiesy el consumo de agua como fuente de infeccion. La realizacion de
este estudio constituye una contribucién significativa al conocimiento delaprincipal ruta de
transmisionde H. pylorien la localidad y la adopcion de medidas higiénico-sanitarias que
permitandisminuir el riesgo de infeccion ylas enfermedades digestivas causadas por este
patdgeno, principalmente elcancer gastrico.



MARCO TEORICO
Estudios epidemioldgicos y ambientales sobre la transmision acuética de H. pylori.

EIH. pylori es una bacteria Gram negativa que coloniza el estomago de
aproximadamente las dos terceras partes de la poblacion humana mundial y esta
involucrada en la patogénesis de enfermedades gastroduodenales®. Su importancia real
empieza a tenerse en cuenta cuando Warren y Marshall en 1982 notaron su presencia en la
mucosa gastrica y cultivaron por primera vez al microorganismo®.La infeccion por
H.pylori actua en la etapa inicial en la cadena de eventos para el desarrollo del cancer
gastrico, desde la gastritis crdénica atréfica, metaplasia intestinal y displasia hasta
carcinoma. Asimismo, se relaciona con el linfoma gastrico asociado a la mucosa
(MALT)®Puede adquirirse durante la infancia, siendo mayor su prevalencia en grupos

familiares numerosos, con hacinamiento y bajos niveles socioeconémicos y educacionales’.

La bacteria coloniza la mucosa gastrica, se adhiere y penetra la capa de moco que
recubre el epitelio géstrico. La adherencia de la bacteria a la mucosa gastrica es uno de los
pasos iniciales de la infeccion por H. pylori y es un factor importante de
virulencia®®. Ademés, la bacteria tiene diversos mecanismos para eludir las defensas del

hospedero primario y asi establecer una infeccion persistente®”.

Las vias de transmisidon de la bacteria ain no estan plenamente identificadas. Las
vias fecal-oraly oral-oral han sido las rutas principalmente descritas. Algunos autores han
sugerido que la transmisién fecal-oral podria ocurrir a través de aguas
contaminadas®. También la transmision por el agua potable se ha propuesto como
explicacion de la via fecal-oral ya que se ha detectado la presencia deADN de H.pylori en
sistemas de agua potablede los Estados Unidos, Inglaterra, Alemania, Japdn, Suecia,
México, Gambia, y Perd®.

Las primeras evidencias sobre la transmisién acuatica fueron aportadas por estudios
epidemioldgicos realizados en algunos paises en vias de desarrollo (Perd, Colombia, Chile,
y Venezuela). En Lima, Pert, Klein y cols. (1991)*° demostraron la asociacién entre la
prevalencia de H. pylori en nifios (48%)y el consumo de fuentes externas de agua (drenaje
comunitario)®. En Colombia, Goodman et al.(1996)*° evidenciaron que nadar en rios,

10



arroyos Yy piscinas se asociaba con mayores probabilidades de infeccion, asi como el uso de
agua corriente para consumo®.Un estudio de prevalencia de H. pylori en una cohorte de
nifios de Gambia encontrd que el consumo de agua potable estuvo asociado con un aumento
en la proporcion de nifios jovenes colonizados con H. pylori. Ademas, la colonizacion fue
mayor en nifios nacidos durante el periodo de recoleccion del agua de la superficie de pozos
que en nifios nacidos en periodos de consumo de agua del grifo. Los datos anteriores
demuestran que el consumo del agua a principios de la infancia, sobre todo en un momento
de deficiente potabilizacion, esta asociado con un aumento en la tasa de colonizacion por H.
pylori. La presencia de ADN amplificable de H. pylori en ollas de agua sustenta las
evidencias reportadas sobre la transmision de esta bacteria a través del agua potable
contaminada. Estos hallazgos aportan pruebas sobre H. pylori en la cadena del agua,

posiblemente presente en biopeliculas de sistemas de almacenamiento del agua®".

Un estudio epidemiolégico sobre infeccion por H. pylori y el uso de agua realizado
en Kazajstan indicé una prevalencia elevada de infeccion entre los individuos que utilizaron

agua de rio o pozo para beber en comparacion a los que utilizaron el agua de grifo™.

Giaoet al.en Portugal (2009)*, apoyan la idea que el cloro en el agua puede inhibir
la actividad de H.pylori, pero no lo elimina de lasbiopeliculas en los sistemas de
distribucién de agua donde puede sobrevivir en el estado VNC.

En Venezuela, Dominguez—-Bello y cols. (2002)*, encontraron que la frecuencia de
infeccion por H.pylori es significativamente més alta (96%) durante los meses de lluvia,
sugiriendo que esto podria deberse a un aumento en la densidad bacteriana y/o cambios de

formas cocoides en estado de latencia a formas bacilares en division celular.
Estrategias de supervivencia de H. pylori en ambientes acuaticos.

Varias hipotesis han sido propuestas para explicar las estrategias de supervivencia
de H. pylori en ambientes acuaticos. La formacion de biopeliculas, la asociacion al plancton
y el estado (VNC) han sido las estrategias mas importantes reportadas para este
microorganismo. H. pylori se somete a un cambio morfologico de bacilo a cocoide y en
forma de U en el agua. Se ha sugerido que dicha transformacion es una forma de resistencia

a los efectos potencialmente adversos de entrar en los ambientes acuaticos’.
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Trabajos realizados en laboratorios han puesto de manifiesto alguna informacion
sobre el comportamiento de H. pylori en el medio acuoso. Seha reportado que el tiempo de
supervivencia de la bacteria en agua destilada es de 20 dias. Un aumento de la
supervivencia esta asociado con temperaturas mas bajas y niveles de pH entre 5.8y 7.0. La
supervivencia puede ser dependiente de las condiciones especificas del entorno acuatico,
incluyendo la presencia de otros microorganismos como el zooplancton y las amebas de

vida libre®.

La capacidad de supervivencia de H. pylori en sistemas de aguas tratadas ha sido
cuestionada, con la sugerencia de que este microorganismo es muy sensible al cloro
utilizado en las plantas de tratamiento. Sin embargo, Baker et al.sostuvieron que H. pylori
podia tolerar mejor los desinfectantes que la Escherichia coli*®.

Adams et al. (2003)*" publicaron los resultados de su investigacién sobre la
supervivencia de H. pylori en un ambiente natural de agua dulce, encontrando que la
exposicion al ambiente puede inducir a que la bacteria ingrese al estado VNC y que
permanezca asi hasta que acceda a un huésped susceptible, representando estas formas

cocoides de la bacteria una amenaza para la salud publica.

Azevedo y cols. (2008)*, desarrollaron una investigacién sobre la supervivencia de
las formas gastrica y enterohepatica de Helicobacter en el agua y sus implicaciones para la
transmisién, en donde se evalué la influencia de diferentes temperaturas y la presencia de
luz, observando que H. pylori fue la especie que sobrevivié mas tiempo en el agua (mas de
96 h en la oscuridad a 25 °C), por lo que el agua puede jugar un papel en su transmision.

Métodos de diagnostico de H. pylori en pacientes y de deteccion en ambientes

acuaticos.

El diagndstico de infeccion por H. pylori en pacientes con sintomas clinicos puede
realizarse a través de métodos directos o endoscdpicos o indirectos o no endoscopicos. Los
métodos directos incluyen la toma de muestra de biopsia seguida por cultivo y evaluacion
histologica o deteccion directa de la actividad ureasa caracteristica de la bacteria. Su costo
es elevado y genera molestias a los pacientes. Por otra parte, entre los métodos indirectos se
encuentran la prueba del aliento y los métodos seroldgicos. La prueba del aliento
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C"%requiere de infraestructura sofisticada, costosa y de experiencia técnica para la
realizacion del estudio, mientras que entre las limitaciones de las pruebas serolégicas se
encuentra su incapacidad de distinguir entre infecciones activas y pasadas (Boixeday
Martin de Argila, 2000).

El test de deteccién de antigenos fecalescomo herramienta diagndstica es un ensayo
inmunocromatografico que usa anticuerpos para la deteccién de antigenos fecalesde H.
pylori. Esta prueba indica infeccion activa y, entre otras ventajas, no depende de la
respuesta inmune del hospedero(Vaira et al., 2002)*°.En 1997 Meridian Bioscience Inc.
introdujo la deteccion de antigenos fecales para el diagndstico de H. pylori. Premier
platinumHpSA fue el primer método inmunoenzimético (ELISA) no invasivo, que utiliz6
anticuerpos policlonales como anticuerpos de captura para H. pylori en heces (Gisbert y
Pajares, 2001)*. La precisién de este método en el diagnéstico de H. pylori en pacientes no
tratados ha sido evaluada en 89 estudios efectuados en paises desarrollados y en paises
latinoamericanos como Chile, Perd, Brasil y Venezuela, encontrandose una especificidad y

sensibilidad promedio de 91 y 93%, respectivamente***,

La deteccién de antigenos fecales es un método de bajo costo comparado con la
endoscopia y la histologia y ha sido recomendado y aprobado por directrices oficiales
europeas y estadounidenses (FDA) para el diagnéstico de la infeccién por H. pylori*.
Ademés, es utilizado para monitorear la respuesta después del tratamiento®?.Guias europeas
recientes recomiendan su uso, ya sea de la deteccion de antigenos fecales o del test de
aliento para el diagnostico y confirmacion de erradicacion de la infeccion hasta cuatro
semanas después de finalizado el tratamiento, siempre y cuando este estudio haya sido
positivo al inicio del abordaje diagndstico®.

Por otra parte, la deteccion de este microorganismo en fuentes de agua se ha
fundamentado principalmenteen diferentes métodosmoleculares, basados principalmenteen
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),técnica que emplea cebadores para la
amplificacion de genes especificos de H. pylori. Sen et al. (2007)?, desarrollaron y
estandarizaron una prueba de PCR cuantitativa para la deteccion de H. pylori en agua
potable que permite la deteccion del ADN de la bacteria en concentraciones muy bajas de 5
a 10 células por litro de agua.Janzon et al. (2009)*, no lograron detectar ADN de H. pylori
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en agua potable y ambientes acuaticos de Dhaka, Bangladesh. Por ello, procedieron a
desarrollar dos pruebas de PCR en tiempo real especificas para el microorganismo a fin de
cuantificar su ADN en el agua, no pudiendo identificar ADN en ninguna de las muestras
tomadas. Estos resultados sugieren que en el area estudiada, es poco probable que la ruta
predominante de transmisiébn de Helicobacter sea a través del agua.En Karashi,
PakistanKhan et al. (2012)*" detectaron por PCR ADN de H. pylori en 2 de 50 muestras de
agua potable (4%).

Diversos trabajos se hadetectado por PCR este patdgeno enambientes acuaticos de
distintas partesdel mundo, donde existe contaminacién fecal animal o humana.
Otrosestudios han considerado la separacidon inmunomagnéticacomo un paso previo a
laPCR para mejorar la sensibilidad de estemétodo molecular y obtener una
mayorrecuperacion de ADN***° Asi mismo, otros autores han propuesto el cultivo,
separacion inmunomagnética, inmunofluorescencia, hibridacion fluorescente in situ (FISH),
confirmacién de la secuencia del gen 16S del ARNr o la integracion de algunas de estas
técnicas con el proposito de mejorar la sensibilidad y especificidad de estos ensayos™'”
%28 Estos métodos han sido capaces de detectar la presencia de la bacteria en biopeliculas y
aguas de pozos, rios y redes de distribucion®.

En relacion al FISH,esta técnica ha sido efectiva y de granutilidad para la deteccion
de este patdgenoen muestras de agua,permitiendo la visualizacionde &cidos nucleicos de
microorganismosmorfolégicamente intactos ensu ambiente. El proceso involucra
marcarsondas de ADN o ARN acopladas a unfluoréforo, seguido de su hibridacién conla
muestra y finalmente la visualizaciénde las células marcadas usando microscopiade
fluorescencia®.Pocos estudios han evaluadola efectividad de FISH para la deteccidndirecta
de células viables de H. pylori en muestras de agua dulce, potable,marina y agua tratada
con hipocloritode sodio®.Aunque esta técnica necesita una evaluaciénmas exhaustiva, ha
demostrado sersensible, especifica, cuantitativa y rapida para detectar células completas de

H. pylori en muestras ambientales®.

El cultivo de H. pylori en ambientes distintos al estbmago humanoha sido dificil,
debido a cambiosmorfoldgicos de esta bacteria y al sobrecrecimientoo competencia de

otrosmicroorganismos. Se han realizado esfuerzospor cultivar esta bacteria enmuestras de
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agua usando medios de crecimientoalternativos bajo condicionesmicroaerofilicas

variables49’51’54’55’56.

Los resultados negativos del cultivo de H. pylori a partir de ambientes marinos
reseflados por Carbone et al. (2005)%, concuerdan con los obtenidos por Moreno et al.
(2003)**, cuyo trabajo tuvo intentos infructuosos por cultivar este microorganismo a partir
de muestras de aguas residuales y de rio, debido posiblemente a la entrada de la bacteria al
estado VNC y a la competencia con otros microorganismos dominantes. Estos autores
consideran el cultivo un método inapropiado para la deteccién de H. pylori en muestras
ambientales. Sin embargo, los medios de cultivo (agar sangre Columbia y agar Pylori)
propuestos en estos dos estudios, no suministran suplementos selectivos y/o factores de
crecimiento que pueden ser requeridos para el aislamiento de cepas ambientales de H.

:56,57

pylori

Degnanet al. (2003)°® desarrollaron un medio selectivo para el aislamiento deesta
bacteria de muestras de aguapotable que contienen poblaciones microbianas mixtas,
formulado para permitir la investigacion rutinaria y a gran escala de este patdgeno.
Inicialmente, probaron 5 medios convencionales, como el agar infusién cerebro corazon
suplementado con 7% de suero bovino, agar brucella, agar sangre base Columbia, agar
SkirrowCampylobacter y el medio HPSPA (Agar Hp con peptona especial), todos
complementados con suplementos selectivos para H. pylori (Hpselectivesupplement,
OxoidLimited) y Campylobacter (Campylobacterselectivesupplement S,
BectonDickinson). Utilizaron 8 cepas de microorganismos adquiridos por agua
(Acinetobacter, Aeromonas,Bacillus, Escherichiacoli, Enterobacter, Enterococcus,
Pseudomonas) e incluyeron a H. pylori. Se evalud la recuperacion de colonias de H. pylori
y la inhibicién de la microbiota acompafiante, determinando que sélo Acinetobacter, E.
coliy H. pylori eran capaces de crecer en todos los medios estudiados. En vista del
crecimiento muy lento de H. pylori, se considerd necesario una mayor inhibicion de los
organismos competentes, y para ello los investigadores desarrollaron un medio mas
selectivo que denominaron agar HP, cuya formula incluyd una mezcla nueva de
suplementos nutricionales, mas los antibioticos anfotericina B y polimixina B.

Adicionalmente, se incorpor6 urea, rojo de fenol y &cido clorhidrico 1 N para facilitar la
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identificacion presuntiva de colonias de H. pylori por el cambio de color inducido por la
actividad ureasa. Finalmente, la combinacion novel de este medio fue evaluada con una
muestra de agua de tanque adulterada con las 8 cepas empleadas en el ensayo anterior, cuya
microbiota nativa (Flavobacterium, Serratia, Citrobacter, Pasteurella,Ochrobactrum y
Rahnella) fue identificada previamente por el sistema APl 20E. Se sembraron alicuotas del
agua adulterada en el agar HP, observandose s6lo colonias de H. pylori luego de 7 dias de
incubacion a 37°C en condiciones microaerofilicas, a pesar de la contaminacién microbiana
presente en la muestra. También se determind que el sistema indicador de color del agar
HP, comparado con los otros medios evaluados, permitié la identificacion presuntiva de las
colonias de esta bacteria en un tiempo mas corto. Este trabajo realizO un aporte
significativo en el mejoramiento de las técnicas de cultivo para el aislamiento de este
microorganismo dificil de cultivar, permitiendo obtener células viables a partir de muestras

de agua potable™.
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ANTECEDENTES

En estudios regionales sobre H. pylori realizadosen Mucuchies, municipio Rangel
del estado Meérida, se ha reportado una incidencia de 78,7% para la infeccion, siendo mayor
para el género femenino con un 71,1% (Albarracin, 2009). En un estudio realizado en la
misma comunidad, se encontr6 una asociacion positiva entre la ingesta de vegetales crudos,
asi como de agua directa del grifo o de fuentes ambientales y la infeccion por H. pylori con
un valor de Odds Ratio (OR) de 1,47 y 2,29, respectivamente, mientras que no se encontrd
asociacion con el consumo de bebidas alcohélicas o el habito de fumar (Flores, 2009)>°. A
pesar del tratamiento erradicador indicado a los pacientes, se han encontrado altas tasas de
reinfeccion de hasta 76% como se reporta en el trabajo realizado en esa comunidad por
Villarreal (2011)%.

Ramirez y Vera (2012)° realizaron por PCR convencional el estudio de H. pylori en
distintas fuentes de agua de consumo de Mucuchies como posibles fuentes de infeccion y
reinfeccién en la poblacion estudiada. Los resultados obtenidos mostraron la presencia de
ADN de H. pylori en el 16.67% de 30 muestras de agua de grifo tomadas al azar de hogares
del casco central y 50% de los tanques que abastecen de agua al casco central®.

Otros estudios han evaluado la efectividad del FISH comparada con otros métodos
de deteccién, como el cultivo y PCR, encontrando que a partir del cultivo es dificil el
aislamiento de H. pylori y que la técnica FISH presenta una mayor sensibilidad que la PCR.
En este sentido, Moreno et al. (2003)>* detectaron H. pylori mediante FISH en muestras de
agua de rio y aguas residuales de Valencia, Espafia.

Gisbert (2001)*! realiz6 una revisién de la experiencia del test de antigenos en heces
para el diagnostico de H. pylori en adultos y nifios. Se ha evaluado el antigeno en heces
para el diagndstico de esta infeccion con una sensibilidad de 92.4% vy especificidad de
91.9%. Se analizaron un grupo de 25 estudios para verificar la erradicacion post-
tratamiento (mayor a 4 semanas), cuyos resultados proporcionaron 88.3% de sensibilidad y
92% de especificidad. Las conclusiones del estudio indicaron que el antigeno para
deteccion de H. pylori es una prueba rapida, facil de realizar y puede ser considerada como
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un método indirectoy preciso en el diagndstico de pacientes no tratados. Sin embargo, el
uso de este método para confirmar erradicacion post-tratamiento requiere mayores

estudios™.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de H. pylori en fuentes de agua de consumo de la poblacion
de Mucuchies, su asociacion con la infeccion por este patdgeno y variables clinicas e

higiénico-sanitarias de la poblacion en estudio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Cultivar H. pylori a partir de muestras de aguas de lostanques principales de
abastecimiento de agua potable de la localidad y aguas de grifo de familias voluntarias
de las comunidades Renacer y Santa Eduviges, Mucuchies.

2. Detectar por Hibridizacién Fluorescente in situ (FISH) la presencia de regiones
especificas de la familia Helicobacteriaceae y H. pylori y morfologias microscopicas
asociadas a esta bacteria en cultivos y filtrados de las muestras de aguas obtenidas de
tanques principales y domicilios.

3. Cuantificar por FISHel nimero de células positivas a H. pylori en las muestras de aguas
en estudio.

4. Determinar la infeccion por H. pylori en los residentes de las casas encuestadas de las
comunidades Renacer y Santa Eduviges de Mucuchies a través del test de antigenos
fecales.

5. Analizar estadisticamente la asociacion entre la concentracion de H. pylori en las
muestras de aguas, la presencia de infeccion en residentes de ambas comunidades y

variables clinicas e higiénico-sanitarias de la poblacion.
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MATERIALES Y METODOS

Disefio del estudio.

Se trata de una investigacién observacional descriptiva de muestras de agua
recolectadas en julio 2014 en las comunidades Renacer y Santa Eduviges de Mucuchies,
para determinar la presenciay concentracion de H. pylori asi como la infeccion en los

residentes y factores de riesgo asociados.

Area de estudio y muestreo.

Mucuchies se encuentra ubicada a 48 km de la ciudad de Meérida (coordenadas
8°45° N y 70°55” O), a una altitud de 2.983 m.s.n.m., con temperaturas que varian de los 4
a 12°C y 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®.

En julio de 2014 se realizo un muestreo de lasdistintas fuentes deaguas de consumo
de la poblacion de Mucuchiesseleccionada para este estudio.Un volumen comprendido
entre 250ml y 1 L de muestras de aguasfue recolectado de las siguientes localidades:

1. Aguas de grifo de las viviendas de pacientes reclutados para el estudio de los
sectores Renacer (n=8) y Santa Eduviges (n=8). Adicionalmente, se tomaron
muestras de aguas provenientes de sistemas de tratamiento como filtracion (Pasteur
y Renapur) y ozono en aquellas viviendas que contaban con los mismos.

2. Muestras de tanques que surten de agua potable a los sectores estudiados en la
poblacion de Mucuchies:

- Tanque Renacer que abastece de agua potable a estesector (capacidad 29.000 L).

- Tanque La Hoyada que abastece de agua potable a la poblacion del casco central de
Mucuchies, incluyendo el sector Santa Eduviges (capacidad 200.000 L).

Al momento de la toma de las muestras se registraron los parametros fisicoquimicos
pH (pHepl, Hanna Instruments), temperatura y oxigeno disuelto (oxigendmetro OXDP-02,

VWR) de las fuentes de aguas en estudio. Las muestras se transportaron refrigeradas en
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cavas con hielo hasta ser procesadas en un lapso aproximado de 8 hen el laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Los Andes.

Procesamiento de las muestras de agua para el cultivo y deteccion de H. pylori.

Se filtraron por duplicado volimenes de 250 ml de las muestras de aguas en
membranasDurapore (diametro 47 mm; tamafio de poro 0,22 pum; Millipore®) bajo
condiciones de esterilidad. Las membranasfueron lavadas con 5 ml de tampon salino
fosfato (PBS, por sus siglas en inglés; 0.32 M) a pH 7,2 y este volumen fue destinado para
los siguientes ensayos: (1) una alicuota de 0,5 mifue inoculado en tubos que contenian 4,5
ml de caldo HP para el cultivo de H. pylori, (2) otra alicuota de 1 ml fue empleado para
ensayos de FISH y(3) el volumen restante fue conservado como respaldo a -80°C.

Cultivo de H. pylori.

Se realiz6 el cultivo de esta bacteria a través del medio HP que incluye medios
selectivos y de enriquecimiento para su aislamiento de fuentes de aguas contaminadas™.
Para ello, una alicuota de 0,5 ml de las muestras de aguas filtradas se inoculd en 4,5 ml de
caldo HP en atmdsfera microaerofilica con la mezcla de gases 85% N, 10% H, y 5% CO,y
se incub6 a 37°C por 5-7 dias®. Alicuotas de 50ul de cada uno de los cultivosprovenientes
de los caldos HP se sembraron en agar HP bajo las condiciones anteriormente descritas por
5-7 dias adicionales para el aislamiento de colonias.Posteriormente, se realizaron repiques
sucesivos en agar HP para la purificacién de colonias y para su selecciénse les practicé la
prueba de ureasa yobservacion preliminar de tincion Gram por Microscopia optica.

Deteccion de H. pylori por Hibridacion Fluorescente in situ (FISH).
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Los andlisis de FISH se realizaron siguiendo los protocolos reportados por
Trebesiuset al. (2000)%y Contreras y col. (2012)%. Alicuotas de 1ml de los filtrados de
agua(réplicas 1.1 a 17.1) y de los cultivos de agua en caldo HP que presentaron crecimiento
a los 7 dias(réplicas 2.2, 6.2, 11.2, 13.2, 16.2y réplicas desde 1.1 a 17.1, excepto 6.1) fueron
centrifugados a 8.000 r.p.m. por 15 min. Seguidamente, se retird el sobrenadante, se realizé
un lavado al precipitado con 500 pl de PBS y se centrifugd a 8.000 rpm por 15 min
adicionales. Se descarto el sobrenadante y el precipitado se resuspendiécon 100 ul de PBS
y 100 pl de etanol absoluto segtn el protocolo de Samarbaf-Zadehet al. (2006)**. Luego se
coloco 20 ul por muestra en los 3 pozos de cada fila de la lamina y se dejé secar al aire por
toda la noche. Las ldminas secas se conservaron a —20°C hasta que se realizd la
hibridacion.Adicionalmente, una cepa clinica de H. pylori (facilitada por la Dra. Ménica
Contreras del Laboratorio de Fisiologia Gastrointestinal, CBB, IVIC) y una cepa de
Shigellasp. (ATCC11126) fueron usadas como controles positivo y negativo de los ensayos
de FISH, respectivamente.

Hibridacion.

Las células fijadas en laminas portaobjeto se deshidrataron con etanol al 50%, 80% y
98% por 3 minutos para cada concentracion de etanol. En oscuridad, se afiadié para cada
pozo de las muestras 18 pl de tampon de hibridacion (0,9 M NaCl; 0,02 M Tris/HCI, pH
8,0; 0,01% SDS) conteniendo 30% formamida (12ul) y 5 ng/ul de las sondas en estudio (5
pl). Se utilizaron cuatro sondas fluorescentes dirigidas al gen 16S ARNr bacteriano: la
sonda EUB338 marcada con el fluoréforo Alexad88N-5’para detectar eubacterias, es decir,
todas las bacterias presentes en las muestras (fluorescencia verde), dos sondas especificas
de Helicobacter HEL274 y HEL717 ambas marcadas con el fluor6foro Cy3-5’
(fluorescencia roja) y una sonda especifica de H. pylori Hpy-1 marcada igualmente con el
fluoréforo Cy3-5" (fluorescencia roja). La hibridizacion se llevé a cabo en una cdmara
himeda a 54°C por 2 h y luego cada pozo se lavétres veces con tampén de lavado (112
mMNaCl; 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, se secaron al
aire y se incubaron por 10 min en oscuridad con la tincion 4’,6-diamidino-2-fenil-

indol(DAPI, por sus siglas en inglés)a 0,5 pg/ml. EI DAPI se une a regiones enriquecidas
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en adenina y timina de las secuencias de ADN (Porter y Feig, 1980)%° y se utilizé en los
ensayos de FISH como marcador fluorescente del total de células. Se realizéun lavado con
PBS y se colocd a los pozos de las laminas medio de montaje para su visualizacion en un
microscopio de epifluorescencia Nikon, modelo eclipse E 600 TE2000-U, equipado con los
siguientes filtros: G2A para Cy3 (filtro de excitacién: 510-560 nm), B2A para Alexa Fluor
488 N (filtro de excitacion: 450-490 nm) vy filtro triple (filtro de excitacién: 320- 580). Las
imagenes fueron digitalizadas con una cdmara NikonCoolpix 8700.Hibridaciones positivas
fueron visibles como células naranjas o rojas para Helicobacter o H. pylori y células verdes
para eubacterias.Se cuantifico el nimero de células positivas a H. pylori en un minimo de
10 campos Yy se expreso en porcentaje en funcion del nimero total de células bacterianas

por L determinadas en una camara de Thomas para contaje de células.
Deteccion de antigenos fecales de H. pylorien voluntarios de Mucuchies.

Adicionalmente, en este estudio se determind cualitativamente el estado de infeccion
por H. pylori en voluntarios de las comunidades Renacer y Santa Eduviges en la poblacion
de Mucuchiescon previo consentimiento informado. Para ello, se utilizé el kit CERTEST
H. pylori + transferrin (CERTEST BIOTEC S.L.) para la determinacion de antigenos de H.
pylori en un nimero de 39 muestras de heces de los participantes en el estudio. Esta prueba
fue realizada por el Laboratorio de la Clinica SANATRIX en la ciudad de Caracas

siguiendo las recomendaciones de la casa comercial.
Recoleccion de datos epidemioldgicos.

Se realizaron encuestasa voluntarios residentes enlos sectores Renacer y Santa
Eduviges quienes suministraron muestras de heces y aguas de grifo de sus viviendas para

los fines del estudio. Se recolectaronlos siguientes datos clinicos e higiénico-sanitarios:

Variables clinicas:
- Sintomas gastrointestinales.
- Antecedentes de cancer géastrico familiar de ler grado.
- Infeccion previa por H. pylori y tratamiento en algin miembro del grupo

familiar.
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Variables higiénico-sanitarias:
- Tratamiento del agua de consumo: filtrada, hervida, directa del grifo, envasada,
filtrada y/o hervida.
- Ingestion de vegetales crudos.
- Método de desinfeccion de los vegetales: lavado con agua directa del grifo,

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

Analisis estadistico de los datos.

Se realiz6 un analisis exploratorio de los datospara determinar el tipo de
distribucién de las variables clinicas e higiénico-sanitarias evaluadas en la poblacion
encuestada en Mucuchies. Las variables utilizadas fueron de tipo categéricas (método de
tratamiento del agua de consumo y tipo de paciente) y una variable continua que
correspondi6 al contaje de células positivas a H. pylori por FISH. Se evalud si hubo
diferencias entre los contajes de H. pylori entre los dos sitios muestreados utilizando la
prueba no paramétrica Mann-Whitney. Ademés, se evalud si hubo diferencias en el contaje
de células de H. pylori en las aguas de grifo en relacion alos métodos de tratamiento del
agua y grupos de pacientes, mediante la prueba no parametrica de Kruskal Wallis.
Finalmente, se desarrollaron modelos lineales generalizados para determinar las variables

que mejor explicaron la incidencia de H. pylori en la poblacion evaluada.
RECURSOS.
1.- Recursos humanos

e Tutoresy Asesores.

e MSc. Galo Buitron.

e Personal del Laboratorio de Fisiologia Gastrointestinal y Servicio de
Microscopia de Luz del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas
(IVIC).
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2.- Recursos Institucionales:

e Laboratorio de Fisiologia Gastrointestinal y Servicio de Microscopia de Luz,
IVIC.

e Laboratorio Clinico de la Clinica Sanatrix, Caracas.
e Universidad de Los Andes y sus dependencias.

e Recursos bibliograficos y hemerogréaficos locales, nacionales e internacionales.
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RESULTADOS

1. Parametros fisico-quimicos del agua de los tanques evaluados en Mucuchies.

Para la fecha del muestreo los parametros fisicoquimicos del agua de los tanques
Renacer y La Hoyadacomprendieron valores promedio de oxigeno disuelto de 7,83 y 8,55
mg/L, temperatura de 15,0 y12,1°C y pH de 5,3y 5,0, respectivamente. De acuerdo con la
Normativa Venezolanapara 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
(aguas que desde el punto de vista sanitario pueden ser acondicionadas con la sola adicion
de desinfectantes), cuyos valores de oxigeno disuelto deben ser mayores a 4,0 mg/l y pH en
el rango de 6,0 a 8,5 (Decreto 883, 1995)%. Los resultados del pH evaluado en aguas del
sub-tipo 1A de este estudio se encontraron por debajo del rango permitido, mientras que los
de oxigeno disuelto estuvieron dentro de los limites establecidos. Las temperaturas
determinadas en las muestras de agua de los tanques se corresponden con la altura de los

sitios y las horas de muestreo (Tabla 1).

Tabla 1. Parametros fisico-quimicos del agua de los tanques evaluados en Mucuchies.

Sector Fecha Ubicacion Altura Oxigeno Temperatura H
geogréfica  (Msn.m)  disuelto (mg/L) C) P
N 08°45,187’;
Renacer 070°55 080" 3043 7,83 15,0 5,3
13/07/14
N 08°45,027’;
La Hoyada 3026 8,55 12,1 5,0
Y 070°28,5’

2. Cultivo de H. pyloria partir demuestras de aguas de Mucuchies.

Inicialmente, se observo turbidez en 16 cultivos en caldo HPde las muestras de
aguas de los tanques y grifos de las viviendas de Mucuchies luego de 7 dias de incubacion.
El cultivo en placas de agar HP permitié el aislamiento de 5 colonias diferentes a partir de
las muestras de aguas del tanque La Hoyada (réplicas 2.1 y 2.2) y grifos de viviendas de
Renacer (réplica 6.2 correspondiente a la familia nimero 6) y Santa Eduviges (réplicas 11.2
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y 13.2 correspondiente a las familias 11 y 13 respectivamente).Entre estas colonias, solo el
aislado de la muestra 11.2 resultd positivo al test de ureasa, cuya actividad enzimética
ocasiond alcalinizacion en el medio por la produccion de amoniaco y CO; que se evidencia
con el cambio de color amarillo a rojo-fucsia del indicador rojo de fenol presente en el
medio(Figura 1).

Figura 1. Visualizacidn del test de ureasa aplicado a 5 colonias obtenidas del
cultivo de muestras de aguas del tanque La Hoyada (réplicas 2.1y 2.2) y grifos de
viviendas de Renacer (réplica 6.2 correspondiente a la familia nimero 6) y Santa Eduviges
(réplicas 11.2 y 13.2 correspondientes a las familias nimero 11 y 13, respectivamente). Se
observa produccion de ureasa en lamuestra 11.2 (cuarto tubo de izquierda a derecha) que se
evidencia por el cambio de color del medio de amarillo a rojo-fucsia.

La observacion microscopica preliminar por tincion Gram indico en los aislados 2.1
y 2.2 la presencia de cultivos mixtos con morfologias de cocos y bacilos Gram positivos y
Gram negativos, mientras que en los aislados 6.2, 11.2 y 13.2 se observaron
predominantemente cocos Yy bacilos rectos Gram negativos.En estos cultivos en agar no se
pudo obtener el aislamiento de colonias cuyas morfologias celulares fuesen observadas al
microscopio con la morfologia bacilar curva o espiral caracteristicade H. pylori. En los
otros cultivos no se obtuvo continuidad en el crecimiento luego de repiques sucesivos.En
vista de la imposibilidad de aislar coloniaspresuntivas de H. pyloria partir de las muestras
de aguas utilizando el agar HP, se continud trabajando con los cultivos de aguas en caldo
HP para la determinacion de esta bacteria por FISH.

3. Deteccion por FISH de Helicobacterspp. y H. pylori.
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Los ensayos de FISH mostraron evidencias de Helicobacterspp. yH. pylorien los
filtrados y cultivos de aguas de los tanques Renacer y La Hoyada y aguas de grifo de
viviendas de las familias estudiadas en estas dos localidades de Mucuchies. En las
Figuras2y 3 se presentan microfotografias de células rojas cocoides (forma mas
frecuentemente observada), coco-bacilares y bacilares positivas (fluorescencia roja) a las
sondas especificas de Helicobacter(primera columna)y H. pylori(fluorescencia amarilla)
asociada a eubacterias o0 bacterias generales (fluorescencia verde) presentes en estas
muestras. La tercera columna de estas figuras corresponde a unpozo control negativo
destinada para cada muestra con el fin de descartar interferencias en la visualizacion de la

fluorescencia o falsos positivos del ensayo.
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Helicobacteriaceae H. pylori + eubacterias Control negativo

Helicobacteriaceae H. pylori + eubacterias Control negativo

L- Tanque
Renacer

A

1-Comunidad
Renacer

1.- Tanque La
Hovada

2 -Comunidad
Santa
Eduvizes

Figura2. Imagenes representativas de FISH que demuestran la presencia de células
positivas aHelicobacterspp. (fluorescencia roja con filtro G2A) y H. pylori(fluorescencia
amarilla con filtro triple) asociada a otras bacterias generales (fluorescencia verdecon filtro
triple)en filtrados de aguas de los tanques principales (Tanque Renacer y La Hoyada) y
grifos de viviendas de las comunidades Renacer (muestra 3.1, familia namero 3) (A) y
Santa Eduviges (muestra 11.1. familia nimero 11) (B).
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Helicobacteriaceae H. pylori + eubacterias Control negativo

Figura 3. Imégenes representativas de FISH que demuestran la presencia de células
positivas aHelicobacterspp. (fluorescencia roja con filtro Cy3) y H. pylori(fluorescencia
amarilla con filtro triple) asociada a otras bacterias generales (fluorescencia verde) en
cultivos de aguas de grifo de viviendas de(A) Renacer (muestra 6.2, familia nimero 6)
y(B)Santa Eduviges (muestra 13.1, familia namero 13).

Adicionalmente, se presentan microfotografias del ensayo de FISH con cepas de
referencias usadas como controles positivo (cepa clinica de H. pylori facilitada por la Dra.
Monica Contreras del Laboratorio de Fisiologia Gastrointestinal, CBB, IVIC) y negativo
(cepa de Shigellasp. ATCC11126) que muestran en el control positivo morfologias
caracteristicas de H. pylori y en el control negativo la ausencia de células confirmando la

especificidad y sensibilidad de las sondas empleadas (Figura 4).

Control positivo H. pvlori Control negativo Shigella sp.

Controles

Figura 4. Controles positivo (cepa clinica de H. pylori) y negativo (Shigelaspp.
ATCC11126) empleados para evaluar la sensibilidad y especificidad de los ensayos de
FISH en la deteccion Helicobacterspp. yH. pylori en filtrados y cultivos de aguas.
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Los ensayos de FISH mostraron en todos los filtrados de aguas y cultivos estudiados
la presencia de células con fluorescencia positiva a eubacterias (fluorescencia verde),
familia Helicobacteriaceae y H. pylori (fluorescencia roja) utilizando los filtros B2A y
G2A, respectivamente, y la co-localizacién de células con fluorescencia amarillo-naranja
positivas a H. pylori y células con fluorescencia verde positivas a eubacterias mediante el
uso del filtro triple.

4. Cuantificacion por FISH de H. pylori en filtrados de aguas estudiados en
Mucuchies.

A partir del FISH cuantitativo realizado en los filtrados de aguas de los dos tanques
y en las viviendas de las familias en estudio fue posible determinar una concentracion
elevada de células positivas a H. pylori en el agua del Tanque Renacer y las aguas de grifo
de las familias numero 6 y 7 de esta comunidad, mientras que en Santa Eduviges se
encontraron concentraciones de uno a dos 6rdenes de magnitud inferior en el Tanque La

Hoyada y las aguas de grifo de las familias nimero 11 y 13 deesta comunidad (Tabla 2).
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Tabla 2.Cuantificacion por FISH de H. pylori en filtrados de aguas de los tanques
principales y aguas de grifo de viviendas de Renacer y Santa Eduviges

Comunidadestudiada Identificacion Concentracidn de células
en Mucuchies filtrado de agua de H. pylori/L de agua
1.1. TanqueRenacer 554563107
3.1. Familia 23430079
4.1. Familia 90207715
5.1. Familia 291881188
Renacer 6.1. Familia 1346746988
7.1. Familia 1205919662
8.1. Familia 158490566
9.1. Familia 82000000
10.1. Familia 47505633
2.1. Tanque la Hoyada 138775510
11.1. Familia 826979472
12.2. Familia 73813600
13.2. Familia 92128800
Santa Eduviges 14.1. Familia 63673200
15.1. Familia 73813600
16.2. Familia 29091200
17.1. Familia 29091200
18.1. Familia 73813600

5.- Deteccidn de antigenos fecales de H. pylorien voluntarios de Mucuchies y variables

clinicas e higiénico-sanitarias evaluadas en esta poblacion.

En la Tabla 3 se presentan los resultados del test de antigenos fecales de H.
pylorirealizado en muestras de heces de voluntarios residentes de las comunidades Renacer
y Santa Eduviges, asi como las variables clinicas encuestadas a estas personas. Se
determindpor este test un nimero total de 17 (43,59%)individuos positivos a H. pyloripara
familias de las dos comunidades (7 individuos de Renacer y 10 de Santa Eduviges), y de
este total7 (17,95%) personasreportaron infeccion pasada y tratamiento para H. pylori (3 de
Renacer y 4 de Santa Eduviges).Entre estas personas con infeccidn previa, un nimero de 4
(1 habitante de la familia namero 5 de la comunidad Renacer y 1 de la familia nimero 13,
15, 17 de la comunidad Santa Eduviges, ver Anexo 5)presentan infeccion actual, es decir,

se encuentra una tasa de reinfeccion por este patdgeno de 10,26%en estas dos comunidades
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para la fecha del estudio. Adicionalmente, sélo 2 familias (1 de cada comunidad)
manifestaron antecedente familiar de cancer gastrico (12,5%).

Tabla 3. Infeccidon porH. pyloriy variables clinicas en voluntarios de Mucuchies.

. Antecedente
Deteccion actual de - . . .
; Infeccion previa a Tratamiento familiar de
. . antigenos fecales de - . .
Comunidad Familia . Julio/2014 para H. pylori cancer
H. pylori P
gastrico
Positivo Negativo Positivo Negativo Sl NO Sl NO
Famllla 3 1 2 1 ’ X X
n=3
Famllla 9 1 1 0 5 X X
n=2
Famllla 8 0 2 0 5 X X
n=2
Famllla 6 0 4 0 4 X X
n=4
Renacer B
n=22 Familia 7 2 1 0 3 X X
n=3
Famlll_a 4 0 3 0 3 X X
n=3
Famllla 5 1 1 1 1 X X
n=2
Famllla 10 5 1 1 ? % X
n=3
Famllla 16 3 1 0 4 X X
n=4
Famllla 12 0 1 1 0 X X
n=1
Famllla 14 1 0 0 1 X X
n=1
Santa -
Eduviges Familia 13 1 1 1 1 X X
~ n=2
n=17
Famllla 17 1 1 0 2 X X
n=2
Famllla 15 3 0 1 5 X X
n=3
Famllla 11 1 1 1 1 X X
n=2
Famllla 18 0 2 0 2 X X
n=2

En la Tabla 4 se describen las variables higiénico-sanitarias encuestadas a las
familiasvoluntarias residentes de las comunidades Renacer y Santa Eduviges. Se
determinéun mayor nimero de familias de Renacer con consumo de agua hervida y directa

del grifo, en comparacion a Santa Eduviges con mayor nimero de familias que consumen
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el agua tratada por filtracion y ozono. En general, predomin6 el agua hervida en 15
(38.46%) de los individuos estudiados frente a 10 (25.64%) que no utiliz6 ningiin método
de desinfeccion y consumen agua directamente del grifo, 9 (23.07%) utilizaron ozono y 5
(12.8%) agua filtrada. En relacion al tratamiento de los vegetales, las familias de Renacer
reportaron principalmentelavado con agua de grifo y adicion de vinagre y agua hervida,
mientras que en Santa Eduviges predominé el lavado con agua directo del grifo o ningdn
tratamiento previo a su consumo. Un namero de 23 (58.97%) individuos de los estudiados
utilizaron diferentes métodos de tratamiento como el agua hervida acompafiada de cloro,

vinagre frente a 16 (41.02%) que utilizaban agua del grifo para el lavado de los mismos.

Tabla 4. Variables higiénico-sanitarias encuestadas en las familias de Renacer y Santa E.

Meétodo de desinfeccion o tratamiento del agua Meétodo de desinfeccion de vegetales

potable
Comunidad Familia Ninguno Agua de AG Aqua
Filtrado Hervido Ozono (consumo grifo masvin u Otros Ninguno
. hervida
del grifo) (AG) agre
Fam_l lia3 X X X X
n=3
Faml_lla 9 X X
n=2
Fam_l lia 8 X X
n=2
Faml_lla 6 X X
n=4
Renacer -
n=22 Familia 7 X X X
n=3
Faml|lil 4 X X
n=3
Faml_lla 5 X X X X
n=2
Faml_l ia 10 X X X
n=3
Faml_l ial6 X X X
n=4
Faml_l ial2 X X X
n=1
Faml_l ial4 X X X
n=1
Santa -
Eduviges Faml_lla 13 X X X
n=2
n=17
Faml_l ial7 X X X
n=2
Faml|li 15 X X X
n=3
Faml_l iall X X X
n=2
Faml_l ial8 X X X
n=2
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6.-Analisis estadistico de los datos.

A partir del analisis exploratorio se determin6 que todos los datos del estudio son de
tipo frecuencia (resultados de antigenos fecales de H. pylori y datos clinicos e higiénico-
sanitarios de la poblacién obtenidos en las encuestas), a excepcion de la concentracion de
celulas de H. pylori determinadas en los filtrados de aguas de los tanques principales de las
comunidades y grifos de las viviendas considerada como una variable continua.
Adicionalmente, se encontré que la distribucion de estos datos no es normal y presenta

varianzas heterogéneas.

En vista del tamafio de muestra (n=39) de personas voluntarias que participaron en el
estudio, cuyo numero fue limitado por el costo y disponibilidad de reactivos para los
andlisis de antigenos fecales y ensayos de FISH, se evaluaron modelos de variables
generalizadas solamente para tres variables seleccionadasdel total incluidas inicialmente en

el estudio:

1. Deteccion de antigenos fecales (variable respuesta de tipo binomial) que indica
infeccion activa de H. pylori.

2. Tipo de paciente (variable categorica): pacientes nunca infectados, con infeccién
previa o antecedente familiar de cancer gastrico.

3. Método de desinfeccion del agua (variable categdrica): ninguno, filtrado, ozono,
hervido.

En la Figura 5 se demuestra que la variable respuesta (incidencia de infeccién de H.
pylori en la poblacion de estudio) se explica por el tratamiento del agua de consumo. Las
personas que no emplean ningun tratamiento tienen mayor concentracion de H. pylori en
las fuentes de aguas de grifo de sus viviendas. Las aguas que reciben tratamiento con 0zono
tienen una mediana mas baja que el tratamiento de filtrado seguido por hervido del agua y
una probabilidad menor de infeccidn por H. pylori en las aguas de consumo.
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Figura 5. Analisis exploratorio de variables evaluadas en el tratamiento del agua que
responden a la concentracion de H. pylori en las aguas de consumo de Mucuchies.

Por la prueba de Kruskal Wallis se evalud si hubo diferencias en el contaje de
células de H. pylori en las aguas de las dos comunidades en relacion a los métodos de
tratamiento del agua, no encontrandose diferencia significativa entre Renacer (p=0,768) y
Santa Eduviges (p=0,273). Por la prueba Mann-Whitney, se encontrd diferencia
significativa (p=0,033) al comparar los contajes de concentraciones de H. pylori en las
aguas de grifo de las dos comunidades (Figura 6).
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Figura 6. Analisis de Mann-Whitney que muestra diferencia significativa (p=0,033)
entre los contajes de concentraciones de H. pylori en las aguas de grifo de las comunidades
Renacer y Santa Eduviges.

Finalmente, se empled un anélisis de modelo lineal generalizado para determinar si la
frecuencia de infeccion por H. pylori en la poblacion de estudio esta mejor explicada por el
método de tratamiento del agua, tipo de paciente o numero de células de H. pylori
cuantificadas por FISH en las aguas de grifo de las dos comunidades estudiadas en
Mucuchies. Este analisis indic6 que la variable o modelo que mejor explica la frecuencia de
infeccion de H. pylori en la poblacion de Mucuchies es el método de tratamiento del agua
dado por un indice AIC (Criterio de Informacion de Akaike) de 54,984 menor al modelo
nulo y los otros modelos evaluados (AIC entre 56,477 y 59,2).
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DISCUSION

La infeccion por H. pyloriconstituye un problema de salud publica relevante con
una prevalencia a nivel mundial del 50% (Brown, 2000)%”. En Venezuela la prevalencia
alcanza 62% mientras que en Mucuchies-Mérida se ubica en 75%°. Asi mismo estudios
previos realizados, Villarreal (2011)°° mostraron una tasa de re-infeccion del 76% en
pacientes previamente tratados.

Varios estudios han mostrado una asociacion entre la prevalencia de la infeccion y
la fuente de agua potable (Percival et al.,2004)%. Duarte (2013)* determind la presencia de
H. pylori porReaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y FISH cualitativo en distintas
fuentes de aguaspotables y aguas de riego de Mucuchies. Los resultados de este estudio
sugirieron que las aguas de consumo de esta poblacion pudiesen estar involucradas en la

transmision fecal-oral como fuente de infeccion o re-infeccion de H. pylori.

En el presente trabajo el estudio de los parametros fisico-quimicos de las aguas de
los tanques de distribucién en las comunidades Renacer y Santa Eduviges cuyo medio de
desinfeccion es la cloracién, reportaron valores de pH inferiores al rango permitido. La
cloracion es el método mas frecuente para la desinfeccion del agua potable; sin embargo,
algunos estudios han analizado la resistencia de H. pylori a los niveles habituales de cloro

en los sistemas distribucion del agua®®".

Después de obtener el acceso a sistemas de distribucion de agua, H. pylori puede
permanecer viable en la forma viable no cultivable en agua potable durante el tiempo
suficiente para llegar a los puntos de consumo de la poblacién®. También se ha demostrado
que las células de H. pylori formas agregados adhiriéndose a la superficie de las tuberias .
Por lo tanto, es posible que si el organismo entra en un sistema de distribucion, puede

sobrevivir al tratamiento de desinfeccién dentro de la matriz de biopeliculas®.

No se logro el aislamiento de H. pylori por el agar HP, posiblemente debido a su
entrada al estado VNC o a la competencia de otros microorganismos. El estado VNC fue
confirmado por FISH a través de la observacion de células predominantemente cocoides
positivas a H.pylori y la presencia de bacterias generales.
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El cultivo presenta muchas limitaciones para la identificacion y cuantificacion de
este patdgeno en fuentes de agua. FISH demuestra mayor sensibilidad que el cultivo y otros
métodos moleculares para la deteccién de formas VNC de esta bacteria en muestras

ambientales.

La implementacion de FISH cuantitativo permitioé identificar una concentracion
mayor de H. pylori en las aguas de grifo de las familias de Renacer, posiblemente
relacionado con un menor uso de métodos de tratamientos de las aguas de consumo por esta
comunidad. Por primera vez, se reporta un anélisis cuantitativo de FISH para la deteccion
de células cultivables y VNC de H. pylori en las muestras de agua. Otros estudios s6lo han
detectado H. pylori por FISH cualitativo en ambientes acuaticos (Moreno y cols. 2003,
Ferndndez-Delgado y cols. 2008). Esta técnica se propone como un método altamente
sensible y especifico de mayor alcance que otros métodos moleculares para la
determinacion fidedigna de este patdgeno en fuentes de agua.

No existe en la literatura valores comparables por FISH de nimero de células de H.
pylori en fuentes de agua. Las normativas ambientales no han establecido valores aceptados
de este patdgeno en cuerpos de agua. Sin embargo, H. pyloriesta propuesto como candidato
para indicador de contaminacion fecal por la USEPA (Agencia de Proteccién Ambiental de
EE.UU).

Recientemente, un estudio reportd estimaciones menores 1 organismo/litro para H.
pylori como Nivel de Contaminante Maximo (MCL) en agua potable, basado en modelos
matematicos calculados en datos experimentales de infeccion por H. pylori en monos y
humanos en UFC/ml (Ryan et al.2014)"®,

La probabilidad de adquirir infeccion por H. pylori estd mas estrechamente
relacionada con el tratamiento del agua. Independientemente del nimero de células de H.
pylori presentes en las aguas de grifo, el tratamiento del agua va a controlar o minimizar la

probabilidad de infeccién.

Otros factores no considerados en el estudio podrian influir en la frecuencia de
infeccion por H. pylori en la poblacién estudiada en Mucuchies.
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Se requieren futuros estudios que incluyan un ndmero mayor de muestra en los

andlisis estadisticos.

Por otra parte, los intentos para aislar H.pyloride heces humanas han demostrado
que el microorganismo o partes de él pueden estar presentes en estas muestras y el tracto
gastrointestinal humano. Por ello, distintas casas comerciales han desarrollado una prueba
de diagnéstico indirecta para la deteccion del antigeno bacteriano en las heces*’. La prueba
de antigenos fecales es facil, simple y rapida para llevar a cabo.La muestra de heces puede
ser almacenada a 2-8°C hasta por 3 dias o indefinidamente a -20°C antes de la
prueba.CerTestH. pylori + transferrina es una prueba cualitativainmunocromatogréfica para
la deteccion de H.pylori y transferrina en muestras de heces. El limite de deteccion de
CerTestH.pylori + transferrina es 6.25 x 10° UFC/ml. Distintos estudios han determinado
por ensayos inmunoenzimaticos sensibilidad y especificidad elevadas para este test con el

fin de detectar H.pylori y transferrina humana en heces’ "2,
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CONCLUSIONES

1.- La dificultad en el cultivo y aislamiento de H. pylori de fuentes de agua potable de
Mucuchiesprobablemente fue debido a su entrada al estado VNC.

2. Se comprobo por FISH la presencia de H. pylori en muestras de aguas de los tanques y
grifos de las comunidades Renacer y Santa Eduviges en Mucuchies.

3.- Por primera vez, se reporta con el uso de FISH concentraciones del patégeno en
ambientes acuaticos.

4.- H. pylori se encuentra principalmente en forma cocoide o VNC en las fuentes de agua
potable de las comunidades estudiadas en Mucuchies y podria ser responsable de la
transmisién de esta infeccién.

5.- El test de antigenos fecales para H. pylori demostré ser un método rapido, sensible,
especifico y no invasivo para la deteccion de la infeccion por H. pylori en la poblacion
estudiada en Mucuchies.

6.- El analisis estadistico indic que el tratamiento del agua es el mejor modelo que explica
la incidencia de infeccion de H. pylori.

7.-Esta investigacion representa una contribucion significativa al conocimiento de la
transmision acuética de H. pylori.
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RECOMENDACIONES

En vista de los resultados reportados en nuestro estudio se sugiere mejorar el
sistema de tratamiento de las aguas de distribucién para consumo de la poblacion
de Mucuchies, debido a que el tratamiento con cloracién no es suficiente para
garantizar la eliminacion de este patdgeno.

Fomentar campafias de concientizacion en la poblacion de Mucuchies paraestimular
habitos de higiene como el consumo de agua hervida y de ser posible previamente
filtrada y tratada con ozono.

Estudiar otras comunidades con distintas prevalencias de infeccién de H. pylori a
fin de comparar estos resultados y determinar si predominan otras rutas de

transmision.
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ANEXO 1: CONSENTIMIENTO INFORMADO

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 “Asociacion entre infeccién por H. pylori y el
consumo de agua potable en la poblacion de Mucuchies, Estado Merida”

Se me ha explicado que se me realizara un cuestionario y posteriormente se tomaran

muestras de agua de los grifos de mi vivienda y algin alimento vegetal.

Asi mismo doy fé que se me ha informado acerca de los beneficios de ser participe en este
proyecto de investigacion, haciendo de mi conocimiento que se buscara identificar la
presencia 0 no de Helicobacter pylori en el agua de consumo humano. Asi mismo soy
consciente de que contribuiré con el conocimiento cientifico para el estudio de la fuente de

infeccion por H. pylori y los otros conocimientos que de este proyecto puedan derivarse.

Igualmente se me ha explicado que estoy en libertad de abandonar el estudio cuando asi lo
considere sin dar ninguna razén, 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
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ANEXO 2: FORMATO DE RECOLECCION DE DATOS

HOSPITAL UNIVERSITARIO DE LOS ANDES - UNIDAD DE
GASTROENTEROLOGIA.

FECHA:

Casa #:

Direccién

NUmero de Teléfono

l. Datos del Jefe del Grupo Familiar

Nombres y apellidos

Il. Medidas Higiénico-sanitarias:
Métodos de desinfeccion del agua:
Filtro_
Hiervenelagua
Directo del tubo
Compran aguas envasadas

Vegetales Crudos: Si No Cudles?

Método de desinfeccidn de vegetales crudos:
Ninguno___
Agua Corriente directa del tubo
Agua Corriente directa del tubo + Otro agente (Cloro-Vinagre)

Agua Hervida
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¢Algun miembro de la familia tiene historia clinica en la Unidad de
Gastroenterologiadel 1LAHU.LA?

Si Cuantos:
No

¢Por qué?

¢A algun miembro de la familia le ha sido diagnosticada infeccion por Helicobacter

pylori?

Si No

¢ Recibié tratamiento?: Si No
¢ Hay antecedentes de Cancer Gastrico en la familia?
Si No

Parentesco

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

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

Nombre y apellidos de pacientes sintomaticos:
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Anexo 3:Tanque Renacer (tanque de abastecimiento comunidad Renacer)

Anexo 4 : Tanque La Hoyada (tanque de abastecimiento comunidad Santa Eduviges)
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