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RESUMEN

Helicobacter pylori es una de las bacterias mas peligrosas en México y en todo
el mundo y que van relacionados con los niveles socioecondémicos. De esta
manera, el estatus es el determinante mas importante para el desarrollo de la
infeccién por H. pylori, siendo las clases sociales mas bajas las que exhiben

mayor prevalencia por contaminacion.

Helicobacter pylori ocupa una posicion destacada entre los patdgenos humanos
emergentes, siendo una de las causas mas comunes de infeccion crénica
bacteriana en la humanidad y estrechamente relacionada con la Ulcera pépticay
el cancer gastrico. Se ha sugerido que H. pylori puede ser adquirido por diferentes
vias de transmision, entre ellas el agua. La creciente demanda de agua debido
al aumento de la poblacion mundial y a la concurrente expansion de la industria
hace necesario el aprovechamiento de las aguas residuales depuradas. Sin
embargo, la resistencia de H. pylori a los tratamientos de desinfeccion del agua
constituye un riesgo para la salud.

Esta investigacion recopila informacion sobre la morfologia, fisiologia y
epidemiologia de helicobacter pylori asi como su presencia y viabilidad de este
patégeno en el ambiente acuatico como en sistemas de agua residual y potable

y las diferentes técnicas para identificacion de Helicobacter pylori.

Palabras claves: Helicobacterpylori en el agua, deteccion de Helicobacter pylori,

contaminacion por helicobacter pylori.
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INTRODUCCION

Helicobacter pylori es reconocido por la organizacion mundial de la salud como
la causa primaria de Ulceras pépticas, gastritis cronica y cancer de estomago,
aunque la fuente de la infeccion humana no esta bien entendida.

La presencia de Helicobacter pylori se ha investigado en aguas naturales,
potables y hasta en aguas residuales como foco de infeccion por
microorganismos, usando métodos para la identificacion, uno de ellos método de
PCR (reaccion en cadena de la polimeriza) desde Helicobacter pylori tiene la
propension de presentarse en dos formas: espiral y coccéide (Shin-Yi et al.,
(2016)).

La prevalencia de la infeccion por Helicobacter pylori en algunos paises en
desarrollo es superior al 80% y 20% en algunos paises desarrollados. EI hombre
se le considera como portador porinfeccion de enfermedades ya que la presencia
de helicobacter pylori permanece durante toda la vida a menos que se lleve un
control para el equilibrio. Sin embargo, varios estudios muestran que el bajo nivel
de vida y los hogares son el principal factor de riesgo contratante infeccidén por

Helicobacter pylori.

Enla actualidad esta bacteria estan presentes en los alimentos y bebidas el agua
es la fuente de vida en todos los seres vivos. En paises en vias de desarrollo y
subdesarrollo el agua juega un gran papel en la transmisién de enfermedades
causadas por microorganismos (Akcam et al., 2000). Elagua es la principal razén
de esta situacion por el alto costo que representa los puntos de procesos de
tratamiento y el mantenimiento de infraestructuras (Langford, 2005).

En este trabajo se aborda la morfologia, fisiologia y epidemiologia de
Helicobacter Pylori en sistemas de agua potable y residual. Que son los medios

principales que emplea este microorganismo para invadir sistemas bioldgicos.



OBJETIVOS

GENERAL

Determinar la morfologia, fisiologia y epidemiologia de Helicobacter pylori en el

ambiente acuatico

ESPECIFICO

Hacer una investigacion bibliografica sobre la morfologia, fisiologia y
epidemiologia de Helicobacter pylori en ambiente acuatico: agua potable y agua

residual.



REVISION DE LITERATURA

Helicobacter pylori, PATOGENO ACUATICO EMERGENTE
ANTECEDENTES HISTORICOS Y SITUACION TAXONOMICA ACTUAL

A finales del siglo XIX se realizaron las primeras descripciones de
microorganismos espirales en el estdmago de animales. Durante una ponencia
en 1881, Rappin menciondé que habia observado una bacteria espiral en el
estdbmago canino, a la que denomindé Spirocheta rappini. En 1893, Bizzozero
publicé varios dibujos de organismos espirales en el estbmago de perros, que
hoy conocemos como Helicobacter heilmannii. Tres afios después, Salomon
presentd un informe bacteriolégico de organismos espirales, probablemente
Helicobacter felis, en el estbmago de perros y gatos, incluyendo su estructura
flagelar, motilidad y manejo en el laboratorio (Blum, 1997).

En 1939, Doenges, tras realizar autopsias a un gran nimero de adultos jovenes,
encontrd organismos espirales en el 40% de los estbmagos; probablemente se
trataba de Helicobacter pylori.

Marshall y Warren, en 1982 lograron el primer cultivo de Campylobacter pyloridis,
el actual Helicobacter pylori (Marshal y Warren, 1983), hecho que revolucioné la
ciencia de la gastroenterologia, y por el que se les concedié el Premio Nobel de
Medicina en octubre de 2005. H. pylori esta hoy en dia considerado como el
agente infeccioso mas extendido en humanos, se distribuye a lo largo de todo el
mundo y se estima que alrededor de la mitad de la poblacion humana esta
infectada con este patégeno.

El camino hasta su clasificacion taxonémica actual ha sido largo. En 1989, el
andlisis del rRNA vy el estudio de ultra estructurales dieron como resultado el
establecimiento del género Helicobacter, transfiriéndose las especies
Campylobacter pylori (anteriormente Campylobacter pyloridis) y Campylobacter
mustelae (anteriormente Campylobacter pylori subesp. mustelae) (Goodwin et
al., 1989). Las claves para el descubrimiento de los microorganismos al género

fueron: bacterias curvadas Gram negativos, moviles mediante un flagelo



envainado, capaces de formar estructuras de cocos, microaerofilicas,
quimiorganotrofas, incapaces de fermentar u oxidar carbohidratos, con
crecimiento 6ptimo a 37 °C e incapaces de crecer a 25 °C (Percival et al., 2004).
Segun la clasificacion descrita en el Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology
on line, (Euzéby, 2016), el género Helicobacter, junto con Sulfurimonas,
Thiovulum y Wolinella, se agrupan formando la familia Helicobacteraceae
(Vandamme, 2000), que junto a la familia Campylobacteraceae, Nautillaceae e
Hydrogenimonaceae conforman el orden Campylobacterales de las
Proteobacterias (Trust et al, 1994). La Tabla 1 muestra la taxonomia de

Helicobacter.

Tabla 1. Taxonomia del género Helicobacter

DOMINIO BACTERIA

Phylum BXII Proteobacteria

Clase V Epsilonprotecbactena

Cirden | Campylobacterales

Familia | Campylobacteraceae
(Género | Campylobacter
Género Il Arcobacter
Género I Sulfurospinlium

Familia |l Helicobacteraceas
(Genero | Helicobacter
Genera || Sulfunmonas
Género |l Thiovulum
Género IV Walinella

Familia Il Nautillaceae

Familia IV Hydrogenimonaceas

Euzéby, 2016 (LPSN: List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature. www. baterio.net)



Dentro del género Helicobacter, las especies pueden clasificarse en dos grupos
en funcion de su reservorio, el estbmago o el intestino. Existen algunas especies
como Helicobacter aurati, Helicobacter bilis y Helicobacter muridarum, que
pueden ser aisladas tanto del estbmago como del intestino.

Las Tablas 2 y 3 muestran las distintas especies del género, segun el reservorio

donde se encuentran y los hospedadores de los que se han aislado.

Tabla 2. Especies intestinales del género Helicobacter

NOMBRE HOSPEDADOR REFERENCIA
H. aurati hamsters Patterson ef al. (2002)
H.bilis raones, perros y Fox et al. (1997)

hombre

H. canadensis

hombre

Fox et al. (2002)

H. canis

perros, hombre

Stanley et al. (1994)

H cholecystus

hamsters

Franklin &t &l (1997)

hombre, hamsters y

Totten ef al (1988); Vandamme ef al.

A cinaed) macacos (1991)

H. equorum caballos Maoyarert st al. (2007)

H fannellize hombre Lﬂgﬁq ef al. (1988); Vandamme ef al_
H. ganmani ratanes, perras y Robertson ef al. (2001)

hombre

H. hepaticus

ratones, perros y
hombre

Fox et al. (1994)

H. macacae mMonas Fox et al. (2013)
H. mesocncetorum hamsters Simmons ef al. (2000)
H. muridarum ratones, ratas Lee ef al. (1992)
H. pametensis aves, cerdos Dewhirst ef al. (1994)

H. pullorum pollos, hombre Stanley et al. (1995)
H. rodentium ratones Shen ef al. (1997)

H. trogontum ratas Mendes ef al_ (1996)
H. typhionius ratones Franklin ef al_ (2002)
H. valdiviensis pajaros Collado ef al. (2014)

Euzéby. 2016 (LPSN: List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature. www.bacterio.net)



Tabla 3. Especies gastricas del genero Helicobacter

NOMERE HOSPEDADOR REFEREMCIA

H. acinonychis aWepardos Eaton af al (1993)

H. baculiformis gatos Baele et al. (2004)

H. bizzozeronii peras Hanninen ef al. (1996)

H. cynogasincus peras Van de Bulck ef ai. (2006)

H. felis gatos, perros Pasier ef al (1991)

H. heilmanni gatos, hambre Smet ef al. [2092)

H. himalayensis marmotas Hu et af. (2013

H. musisiae huraRes Fox et al. (1988); Goodwin ef ai, (1989
H. nemssinae Macacas Bromsdon ef al (1991)

H pylari T I['.'I; 'EE-;:-J" ef al. (1983); Goodwin &t al.
H. salomonis peras Jalava et al. (1947)

H. suis cerdos Baele et al. (2004)

Euzaby, 2018 (LP3N: List of Prokaryotic names with Standing in Nomanclatura. www bactsrio.net)

Las especies descritas en las tablas 2 y 3 son especies validadas para el género
Helicobacter. Actualmente existen otras especies que no cumplen los criterios
para ser consideradas como especies, en muchos de los casos debido a la
imposibilidad de obtener su cultivo, por lo que pasan a ser Candidatus. La
categoria Candidatus se propuso para designar provisionalmente especies de
procariotas de descripcién incompleta (Murray y Stackebrandt, 1995).
Actualmente encontramos como especies Candidatus del género Helicobacter a
Helicobacter marmotae (Fox et al., 2006), Helicobacter mastomyrimus (Shen et
al., 2006), Helicobacter brantae (Fox et al., 2006), Helicobacter anseris (Fox et

al., 2006) y Helicobacter centorum (Harper et al., 2006).



CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y FISIOLOGICAS DE LA ESPECIE

Helicobacter pylori

El género Helicobacter agrupa 31 especies, caracterizadas por ser bacilos Gram-
negativos, helicoidales, espirales o rectos, de 0.3-1.0 um de ancho y de 1.5-5 um
de largo. Presenta extremos redondeados y cuando son curvados muestran
periodicidad espiral (Vandamme et al., 1991). Pueden tener un unico flagelo polar
(Helicobacter cinaedi y Helicobacter fenneillae) o mdltiples flagelos laterales,
unipolares o bipolares (H. pylori), con una protuberancia terminal, de 30 um de
longitud y 2.5 um de grosor, Confiriéndoles movilidad. (Owen, 1993).

Son bacterias microaerofilicas, con metabolismo de tipo respiratorio. No utilizan
carbohidratos.

En los medios de cultivo tipicos para Helicobacter, de 2-5 dias de incubacion a
37 °C, se forman colonias no pigmentadas, translicidas, de 1-2 de diametro.
Crecen a 30 °C pero no a 25 °C. Son catalasa y oxidasa positivo. Producen H2S
y no son capaces de hidrolizar el hipurato(es un compuesto organico aromatico
que puede ser hidrolizado enziméticamente originando benzoato y glicina). Las
especies gastricas son productoras de enzima ureasa. Su contenido en varia
entre 35y 44% (Vandamme et al., 1991).

Helicobacter pylori es la principal especie del género y la mas importante en
patologia humana por su estrecha relacion con la Ulcera péptica y el cancer
gastrico (Dunn et al., 1997). En el estbmago aparece como bacilos cortos
espirales o en forma de S, de 0.5 a1l um de ancho y aproximadamente 3 pm de
largo (Figura 1).

El nicho ecolégico de Helicobacter pylori es la mucosa gastrica, presenta
caracteristicas peculiares y Unicas. Para alcanzar este microambiente la bacteria
debe pasar a través de la cavidad oral y el tracto del es6fago. Cuando llega al
piloro, el pH en el lumen del estbmago es mucho mas bajo, con valores de entre
1y 4, condiciones que desnaturalizan la mayoria de las proteinas. Helicobacter
pylori sobrevive a estas condiciones ya que es capaz de establecer el pH en su

zona, debido a que sintetiza la enzima ureasa.



El amoniaco actia como un neutralizador de la acidez, aumentando el pH de
alrededor de la bacteria y permitiendo que el microorganismo sea capaz de

sobrevivir en la mucosa gastrica a pesar de la acidez del lumen.

AW MEcrongl BvarybRg0skoney !

Figura 1. Micrografia electronica de Helicobacter pylori (ASM MicrobeLibrary)

EPIDEMIOLOGIA Y PATOLOGIA DE Helicobacter pylori

EPIDEMIOLOGIA

La infeccion por Helicobacter pylori es una de las infecciones cronicas mas
comunes en la humanidad (Graham et al., 1991). En 1983, se han efectuado en
diferentes localizaciones numerosos estudios epidemiol6gicos, con los objetivos
de determinar la prevalencia de la infeccion, identificar factores de riesgo que
pudiesen participar en su adquisiciony detectar el modo de transmisiéon. De este
modo, se ha estimado que esta infeccion afecta al menos al 50 % de la poblacién
mundial. En general, dos patrones epidemiologicos definen su extensiéon: en los
paises con condiciones higiénico-sanitarias se presentan tasas elevadas de
infeccién en la infancia (70-80 %), mientras que en la mayor parte de los paises
desarrollados la infeccién se concentra en la edad adulta, con una prevalencia

entre el 10y el 60 % (Bassily et al., 1999). Percival (2004) indicaron que el riesgo



de infeccién, en ambos casos, va disminuyendo a lo largo de generaciones
sucesivas.

Algunos estudios han descrito una serie de factores que estan asociados a un
aumento del riesgo dentro una comunidad (Malaty y Niren, 2003; Michel y
Mégraud, 2002; Eusebi, 2014). Las principales fuentes fueron en la edad y la
clase social, encontrandose una mucosa gastrica normal con el 50 % de los
sujetos menores de 30 afios, pero sélo el 20 % en los mayores de 60 afios. El
65 % fueron pertenecientes a clases sociales altas mostrando una histologia

normal, comparados con el 27.5% de las clases bajas (Graham et al., 1991).

! j' :

(0%

Figura 2. Distribucion de |a infeccion de H. pylori en la poblacion mundial, vinculada con el grado de
desarrollo economico, (www.helico.com, 2014).

TRANSMICION DE Helicobacter pylori

El hecho de que la infeccion de Helicobacter pylori esté tan extendida a nivel
mundial sugiere que H. pylori puede ser adquirido por multiples vias, y plantea la
posibilidad de diferentes rutas de transmision, entre ellas, oral-oral, gastro-oral,

fecal-oral, alimentos y agua (Percival et al., 2009).



10

Transmision persona-persona: Una de las rutas que se ha establecido como la
mas probable es el contacto directo persona-persona, siendo las posibles vias

de propagacion de H. pylori la via oral-oral, la via gastro-oral y la via fecal-oral.

Algunos autores sugieren que la ruta oral-oral se limita a la transmision
intrafamiliar, debido al hecho de que cepas procedentes de miembros
pertenecientes a la misma familia ya que son genéticamente indistinguibles,
mientras que las cepas aisladas de personas no relacionadas entre si presentan
perfiles Unicos (Marshall, 2000). Sin embargo, otros autores opinan que la
cavidad oral es el principal reservorio extragastrico y la ruta oral-oral la principal

forma de dispersion del microorganismo (Nabwera y Logan, 1999).

Transmisién por alimentos: En los (ltimos afios, varios estudios han abordado
el papel de la alimentacion en la transmision de H. pylori. Los principales
alimentos analizados han sido leche y las verduras. Jiang y Doyle (2002)
comprobaron que H. pylori puede sobrevivir en leche cruda esterilizada inoculada
con 106 u.f.c. /mL durante 6 dias. En 2012, Rahimi y Kheirabadi realizaron un
estudio, en Iran, sobre la presencia de H. pylori en leche cruda de vaca, oveja,
cabra, camello y bufalo. Detectaron la presencia del gen ureC de H. pylori
mediante PCR, en 56 de las 448 muestras analizadas (12.5%). En ninguno de
los casos se consigui6 el aislamiento de la bacteria.

Se ha descrito que los individuos que consumen verduras son mas propensos a
adquirir H. pylori. Dicha asociacion sugiere la posible presencia de H. pylori en el
agua utilizada para el riego de las hortalizas. Ademas, hay que remarcar que hoy
en dia existe una demanda creciente de consumo de vegetales con un minimo

proceso de tratamiento de la materia prima (Atapoor et al., en 2014).

Transmision por aguas: Aungue el habitat natural de H. pylori es el estbmago

humano, para su transmision indirecta el organismo necesita sobrevivir en el
medio ambiente externo. Mientras que la principal ruta de transmision queda muy

lejos de aclararse, la prevalencia de la infeccion por H. pylori muestra una fuerte
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correlacion con el acceso del agua. La transmisién de H. pylori por el agua puede
ser muy mala particularmente en regiones del mundo donde la calidad del agua
es baja, pudiendo ocasionar la diferencia de prevalencia de H. pylori entre paises

desarrollados y en vias de desarrollo (Bunn et al., 2002).

PATOLOGIA

Helicobacter pylori se asocia especificamente con la mucosa gastrica
produciendo una gastritis de tipo inflamatorio. Sin embargo, en la mayoria de los
casos esta inflamacion resulta asintomatica (Dunn et al., 1997). La presencia de
Helicobacterpylori esta asociada también con la aparicion de gastritis crénica con
un tipo superficial y/o Ulcera géstrica, aunque no todos los pacientes afectados
de gastritis inflamatoria puede desarrollan finalmente una Ulcera géstrica.

Kreiss (1995), estableci6 que una compleja interaccion entre distintos
mecanismos, como los factores de virulencia, la respuesta por parte del
hospedador y los factores ambientales, se originan como conductores hasta el
proceso final de la Ulcera. Los sintomas mas comunes cuando los individuos
presentan manifestaciones clinicas de gastritis o Ulcera son nauseas, dolor
abdominal, acidez o sangrado. La mayoria de los sintomas desaparecen
rapidamente tras la erradicacionde la bacteria mediante terapias con antibiéticos.
Hoy en dia existe controversia sobre el mecanismo de infeccion de Helicobacter
pylori en el ser humano. Se conoce que el hospedador desarrolla una respuesta
inmune que es inefectiva para eliminar esta bacteria, pero que puede tener un
papel fundamental en la evolucion de la infeccion hacia distintas formas clinicas
tan variadas como una gastritis superficial leve a una ulceracion gastroduodenal
(Pakodi et al., 2000)

Existen también factores genéticos del hospedador que aumentan o disminuyen
el riesgo de la infeccién. Parece ser que algunos individuos pueden ser mas
susceptibles a presentar Ulcera pépticas en el desarrollo de la gastritis activa por
Helicobacter pylori (Wyatt, 1992). Los antigenos del grupo sanguineo de Lewis
estan asociados con la adhesion a la superficie de las células epiteliales (Boren
et al., 1993).
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Si Helicobacter pylori permanece en la mucosa gastrica durante afios puede
conducir a la produccién de cancer gastrico (Cover y Blaser, 1995). Helicobacter
pylori en la actualidad es la Unica bacteria con accion carcinbgena demostrada.
En 1994 fue clasificado como carcin6geno humano de Clase | por la Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) perteneciente a la
Organizacion Mundial de la Salud, por su estrecha relacién con el cancer gastrico
y el linfoma gastrico de tipo MALT (tejido linfoide asociado a mucosas).

También ha surgido una nueva hipotesis sobre la relacion entre infeccion en la
nifiez y el riesgo del cancer gastrico en adultos, lo que ha llevado a propugnar la
necesidad de programas preventivos para reducir la infeccion en nifios y
adolescentes (lwanczak, etal., 2014). A pesar de ello, la misma IARC sefiala que
en estos momentos ningln pais ha implementado algun tipo de estrategia de
prevencion, debido en gran parte al desconocimiento existente sobre su
epidemiologia.

Hasta el momento, lo que se conoce sobre los mecanismos de patogenicidad del
microorganismo que nos lleva a pensar que probablemente su intervencién en
estas enfermedades se han indirecta, Sin embargo, aun estan muy lejos de
conocer exactamente con qué enfermedades se relaciona, por qué mecanismos
interviene en su produccion y qué nivel de riesgo aporta la infeccion (Eusebi,
2014; Lin and Koskella, 2015).

Dado que la infeccion por Helicobacter pylori constituye un problema sanitario,
con una alta prevalencia de infeccion a nivel mundial, (Suerbaum et al., 2002).
Helicobacter pylori exhibe la diversidad genética entre cada una y con diferentes
patogenicidad y distribuciones en diferentes partes del mundo o entre los seres
grupos étnicos. Esta variacién es al menos parcialmente, de varios factores
conocidos de virulencia que no son presente en todas las cepas, incluyendo la
actividad ureasa que facilita la colonizacion gastrica y los flagelos que son
esenciales para moverse a través de la capa gastrica mucosa. Los estudios han
demostrado que las tasas de infeccion por H. pylori son mayores en los paises

en desarrollo con una mala infraestructura higiénica o mala gestion de los
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recursos hidricos por el consumo humano, lo que sugiere que las factores facilitan
la transmision de H. pylori.

Un obstaculo importante para la deteccion de H. pylori es la dificultad de su
aislamiento en las muestras ambientales utilizando meétodos tradicionales de
cultivo. Esta es una probablemente consecuencia de la transformacién de H.
pylori en muestras de agua de una forma cultivable, en espiral a una coccoide.
Para superar este problema, en desarrollado métodos para el analisis de
desarrollo para muestras ambientales, tales como inmune y la prueba de la
actividad ureasa, y diferentes métodos basados en el ADN, incluyendo la
fluorescencia hibridacién in situ (FISH) y PCR (ez et al., 2008).

Los agentes patdégenos transmitidos por el agua pueden causar enfermedades
agudas o cronicas la investigacién del agua como vector de la enfermedad
requiere evaluar la presencia de patdgenos en las fuentes de agua potable.
Recientemente ha utilizado la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa
(DPCR) para las bacterias en el agua y otras en muestras ambientales. Este
enfoque racionalizado evita la recuperacién de células o la extraccion de ADN
mediante PCR.

La colonizacién con H. pylori no es una enfermedad en si, pero es una condicion
que afecta el riesgo relativo a desarrollar varios desérdenes en el tracto
gastrointestinal superior y posiblemente en el tracto hepatobiliario. H. pylori es
moderadamente invasivo, que coloniza la superficie de la mucosa gastrica. El
microorganismo se adapta fuertemente al nicho ecolégico de esta mucosa,
debido a sus caracteristicas que le permiten entrar dentro del moco, nadar, atacar
a las células epiteliales, evadir la respuesta inmune y como resultado, la
colonizacion y transmision persistentes.

Aungque la colonizacion gastrica con H. pylori induce gastritis en todos los
individuos afectados, so6lo una minoria desarrolla los sintomas propios de la
colonizacion. Otras enfermedades asociadas con H. pylori son; gastritis aguda,
gastritis crénica, hemorragia digestiva alta y cancer gastrico. Adicionalmente, H.
pylori se ha relacionado con una variedad de desérdenes extragastricos, como

enfermedades coronarias, anemia por deficiencia de hierro, migrafa, parpura
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trombocitopenica, diabetes mellitus, encefalopatia hepética, urticaria crdnica,
tiroiditis autoinmune, entre otras patologias, posiblemente generadas por los
des6rdenes autoinmunes a los que conduce la infeccibn con este
microorganismo (Alba-Posse et al., 2006).

CONTAMINACION DE AGUA

En la historia de la humanidad, los centros culturales siempre fueron fundados en
areas con un suministro de agua dulce. A medida que aumentaba la poblacion,
el suministro natural de agua se hizo muy limitada, y todas las grandes culturas
desarrollaron sofisticadas técnicas y sistemas para obtener acceso a nuevos
depésitos de agua (por ejemplo, perforacibn de pozos y construccion de
acueductos) y distribuir agua para regar y beber. Inicialmente, las comunidades
en desarrollo descubrieron que suministrar y distribuir un volumen suficiente de
agua potable presentaba grandes problemas. De pronto hubo complicaciones
derivadas de la presencia de zonas de alta densidad de poblacion, como el
aumento de los residuos, y otros tipos de contaminacién, que ponian en peligro
el acceso al agua potable fresca y segura. (Szewzyk et al., 2000).

El control de riesgos bioldgicos originados por bacterias o virus patdégenos en el
agua y los alimentos supone un importante reto para la prevencion de la salud.
A nivel mundial, las enfermedades transmitidas a través de aguas y alimentos
contaminados representan un problema que en las Ultimas décadas se ha
complicado considerablemente. Entre los factores determinantes se pueden
sefialar, el crecimiento de la poblacién, la urbanizacion en los paises
subdesarrollados, la pobreza, la limitacion de recursos naturales y la demanda
de produccién de alimentos. Durante siglos el hombre ha utilizado los recursos
de agua, tanto superficiales como subterraneos. La industrializacién, el
crecimiento de la poblacién y las exigencias crecientes de la sociedad han
incrementado de manera espectacular, reduciendo en su calidad y en su
capacidad al natural de auto purificacion. La naturaleza, a traves del ciclo del

agua, actta limpiandola como si fuese un filtro natural; sin embargo, en la
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actualidad este proceso natural no es suficiente para eliminar todos los
contaminantes existentes en el agua. El agua es una fuente de calidad que
satisface las necesidades humanas y hoy en dia es un recurso que cada vez se
esta agotando, ya que constituye un factor esencial de civilizacion. Por otra parte,
muchos de los rios que sirven como fuentes de consumo humano transportan
cantidades variables de aguas de desecho, que se ven incrementadas en los
urbanizacion de los paises desarrollados y de los que se encuentran en via de
desarrollo que han dado lugar a problemas graves en el suministro de agua.
Debido a la creciente demanda de fuentes de agua utilizable, ya que es
provocado por el aumento de la poblacion mundial y la continua expansion de la
industria, la reutilizacion de las aguas residuales urbanas se perfila como una
fuente adicional de agua que sirve como segunda opcion en tratamientos de
aguas para el consumo humano.

Las aguas residuales sin tratamientos suponen un foco de contaminacion, por lo
que se hace necesaria la depuracion de éstas para su posterior vertido o
reutilizacion.

El acceso a fuentes mejoradas de agua potable y un mayor control de los vertidos
de aguas residuales domésticas han sido los mayores logros alcanzados por la
comunidad internacional en los ultimos 10 afios. Mas de 2.5 mil millones de
personas han obtenido suministros desde 1990, con un dato del 91% de la
poblacién mundial goza ahora de agua potable de mejor calidad, segun datos de
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS, 2015).

La construcciéon de sistemas de saneamiento y potabilizacion de agua ha
supuesto un triunfo en la lucha contra enfermedades de transmisién hidrica. Pero
el agua potable que circula por estos sistemas de distribucion en los centros
urbanos presenta niveles altos de contaminacion. Porello, se hace necesario una
continua vigilancia de los sistemas de distribucion de agua potable para evitar
riesgos en la salud de la poblacién que la consume (Ingerson-mahar y Reid,
2012). Esto esta forzando a los suministradores y a la comunidad investigadora
a mejorar el control de la calidad del agua dentro de los sistemas de distribucion

y a buscar nuevas alternativas de tratamiento (Cohn et al., 2002)
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AGUAS RESIDUALES

Las aguas residuales se pueden definir como aquellas que de forma natural o por
uso de la poblacion representan un peligro para la comunidad viviente y que
deben ser desechadas (Espigares y Pérez, 1985). Si bien los sistemas de
recoleccion de aguas residuales han disminuido, con esta practica solo se
transportan desechos, donde se aplican tratamientos de depuracion (Anejo D.1).
El factor que mas influye sobre el proceso de depuracion del agua residual es su
composicion (Metcalf y Eddy, 2003). En este sentido, la procedencia de un agua
residual es un aspecto determinante en gran parte, de sus caracteristicas fisicas,
quimicas y biologicas. Segun su origen, las aguas residuales pueden ser
clasificadas en: domésticas o urbanas, industriales, agropecuarias, de origen
incontrolado (vertidos ilegales, infiltraciones) y pluviales.

Las aguas residuales de origen doméstico tienen una composicién muy variada
debido a la naturaleza de la poblacién residente. La mayor parte de la
contaminacion tiene su origen en los excrementos humanos y animales y, en
menor proporcion, en las aguas resultantes del lavado de ropa, preparacion de
alimentos y duchas. Por otra parte, las aguas pluviales o de lavado de calles de
las zonas urbanas aportan altas fuentes de contaminacién por el arrastre de
materia soélida inorganica en suspension y materia organica soluble e insoluble
(Espigares y Pérez, 1985). La elevada cantidad de materia organica presente en
las aguas residuales ofrece un sustrato idoneo para el desarrollo de toda clase
de microorganismos, muchos de los cuales son causantes de enfermedades
(Metcalf y Eddy, 2003).

La mayoria de los paises, con mayor o menor grado de industrializacion tienen
grandes problemas para garantizar un adecuado suministro de agua, asi como
para asegurar la proteccion de las fuentes de suministro frente a la creciente
contaminacion de las aguas. Estos problemas en su conjunto han servido como

catalizadores al concepto de regeneracion y redtilizacion del agua y lo han
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elevado a un plano de gran importancia, considerandolo como una prioridad en
el ambito internacional. (Segui, 2004).

Uno de los usos mas comunes es el empleo de aguas residuales para riego
agricola. Sin embargo, el riego con aguas residuales no tratadas o sometidas a
un proceso de depuracion ineficiente ha provocado la aparicion de brotes
epidémicos importantes a lo largo del ultimo siglo.

La reutilizacién de aguas residuales exige, por tanto, la adopcion de medidas de
proteccion de la Salud Publica, ya que en todo proceso de recuperacion y
reutilizacion de aguas residuales existe riesgo por exposicibn a agentes
infecciosos.

El tratamiento de las aguas residuales para su redutilizacion tiene como enfoque
principal la reduccién de dichos agentes, como bacterias, virus, protozoos o
helmintos, ademas de la eliminacién de malos olores u otras sustancias que
pudiesen tener un efecto negativo durante su reutilizacion. (Calduch-Broseta et
al., 2003).

EL AGUAPOTABLE

El acceso al agua esta reconocido por la ONU (Organizacion de las Naciones
Unidas) como un derecho econémico, social y cultural; y conseguir la mejor
calidad del agua para poder suministrarla a la poblacién ya que se convierte en
una de las principales demandas de las sociedades avanzadas. Pero por
desgracia no todos los habitantes del mundo pueden acceder al agua potable con
tanta facilidad. La calidad del agua potable es una cuestibn que preocupa en
paises de todo el mundo, por su repercusion en la salud de la poblacion.

El agua de bebida salubre (agua potable), segin la OMS, no ocasiona ningun
riesgo significativo para la salud cuando se consume durante toda una vida,
teniendo en cuenta las diferentes sensibilidades que pueden presentar las
personas en las distintas etapas de su vida. El término se aplica al agua que ha
sido tratada para consumo humano segun unos estandares de calidad

determinados por las autoridades locales e internacionales (OMS, 2014).
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El agua potable es un producto que se “fabrica” a partir de agua natural o cruda
captada en rios, lagunas, pozos 0 manantiales. Estas aguas pueden contener
cantidades apreciables de polvo, polen, microorganismos, esporas y productos
quimicos téxicos. Debido a esto, es de suma importancia realizar un tratamiento
de potabilizacion al agua (descrito en el Anejo E.1) antes del consumo humano,
para evitar que sea un riesgo para la salud.

Por todo ello y teniendo en cuenta que el agua es una via de transmision de
enfermedades infecciosas, esta adecuado con el control de la eficacia del
tratamiento depurador de las aguas residuales y el proceso de potabilizacién, asi
como el control de la calidad del agua a lo largo de las redes de distribucion que

suministran el agua para consumo, con el fin de evitar brotes infecciosos a la
poblacién y la aparicion de focos de contaminacion ambiental.

TECNICAS PARA LA DETECCION E IDENTIFICACION DE Helicobacter
pylori

El método de aislamiento por cultivo, es la técnica de eleccion para detectar
cualquier microorganismo patdgeno, si no que no solo permite asegurar su
presencia, sino que en la cultivabilidad se considera prueba eficientes de su
capacidad. Por otra parte, y de acuerdo a los postulados de Koch, la infectividad
de una muestra contaminada por un microorganismo, solo se considera probada
si éste es capaz de crecer en un medio de cultivo apropiado.

Sin embargo, en la eleccibn de un medio apropiado, los requerimientos
gaseosos, el tiempo necesario para su crecimiento y la pérdida de cultivabilidad
debido a las condiciones de estrés, son los principales problemas derivados de
la utilizacion del método por cultivo para la deteccibn de diversos
microorganismos. Para evitar estas limitaciones se han desarrollado
metodologias alternativas de diagndstico rapido y seguro, basadas en el andlisis

de los &cidos nucleicos.
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Entre estos, destacan dos técnicas moleculares, la Reaccién en Cadena de la

Polimerasa (PCR), por su extrema sensibilidad y versatilidad, y la técnica de
Hibridacién in situ con Sondas Fluorescentes (FISH), puesto que permite
examinar las secuencias de acidos nucleicos dentro de las células, sin alterar su

morfologia o la integridad de sus compartimentos (J.Engberg et al., 2000).

DETECCION Y AISLAMIENTO POR CULTIVO

El método tradicional por excelencia para la deteccion e identificacion de
microorganismos es la observacion de su crecimiento en sustancias nutritivas
preparadas en el laboratorio. La capacidad de recuperacion de bacterias a partir
de una muestra viene determinada principalmente por la técnica empleada, la
naturaleza de la muestra, el nimero de microorganismos presentes en ella y el
estado fisiologico de las células presentes.

Los medios de cultivo se basan su utilidad en la combinacion de antibiéticos para
inhibir el crecimiento de la microbiota acompafiante, y la adicion de nutrientes
para estimular el crecimiento del microorganismo a detectar. El aislamiento se
consigue con la técnica de siembra por triple estria en medios de cultivos sélidos.
Una vez sé que obtienen colonias del patdgeno, se siembran en un medio de
mantenimiento para conseguir un cultivo masivo. Posteriormente se realizan los
ensayos para su identificacion.

Jiang y Doyle (2002) realizaron estudios para evaluar la supervivencia y
crecimiento de H. pylori en medios de enriquecimiento, probando distintos
suplementos como mucina, sulfato férrico o piruvato sédico, lo que aumenta el
nivel de microorganismos detectados. Degnan. (2003) desarrollaro un nuevo
medio con una nueva mezcla de suplementos de crecimiento al que afiadieron
anfotericina B, polimixina By un indicador rojo fenol para detectar la produccion
de ureasa. Fernandez. (2006). realizo estudios para ver la selectividad de dicho
medio selectivo en muestras de agua de mar y moluscos, y concluyeron que era

apropiado para el aislamiento de H. pylori en muestras de agua de mar.
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A pesar de todas estas modificaciones, todavia no existe ningin medio 6ptimo
para el aislamiento de Helicobacter pylori en muestras ambientales, ya que la
microbiota acompafante enmascara la bacteria.

Para el aislamiento a partir de muestras altamente contaminadas, como es el
caso de las muestras ambientales o de alimentos, es necesaria una primera fase
de enriquecimiento, que consiste en incubar la muestra en un medio liquido
selectivo, para eliminar parte de la microbiota acompafante, durante un periodo
de 24-48 horas en las condiciones ambientales adecuadas, segun el tipo de
microorganismo. En el caso de Helicobacter pylori, se incuba en condiciones de
microaerofilia (10 % de diéxido de carbono, 5 % de oxigeno y 85% de nitrdgeno)
a una temperatura de 37 °C durante 24-48 horas.

Los medios de cultivo basan su utilidad en la combinacion de antibioticos para
inhibir el crecimiento de la microbiota acompafiante, y la adicion de nutrientes
para estimular el crecimiento del microorganismo a detectar. El aislamiento se
consigue con la técnica de siembra por triple estria en medios de cultivos solidos.
Una vez se obtienen colonias del patdgeno, se siembran en un medio de
mantenimiento para conseguir un cultivo masivo. Posteriormente se realizan los
ensayos para su identificacion. Se han empleado una gran variedad de medios
de cultivo, selectivos o0 no selectivos, para el aislamiento de helicobacter
gastricos. Uno de los medios mas usados para el primer aislamiento en muestras
de biopsia fue el medio de Skirrow, que contiene Agar Brucella Sangre
suplementado con trimetoprim, vancomicina, polimixina B y anfotericina B.

Para favorecer la eliminacion de esta microbiota se han desarrollado técnicas
alternativas, utilizadas previamente al cultivo en medio sdlido. Dos de las técnicas
de eliminacion de microbiota acompafante mas usadas en el aislamiento de H.
pylori son la separacion inmunomagnética (IMS) y el tratamiento acido (Eaton et
al., 1991).
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REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Las bases para el método de amplificacién in vitro de &cidos nucleicos que fueron
establecidas en 1981 por Kleppe, quien describié una sintesis extensiva de ADN
catalizada por ADN polimerasas. Pero fue K. Mullis, cientifico de la compafia
Cetus, quien en 1983 desarrolld un proceso de amplificacion in vitro de acidos
nucleicos, apoyandose en la teoria de la sintesis automatizada de
oligonucleétidos, patentandola en 1987 (Mullis, 1990.).

La PCR es un método enzimatico que permite copiar de forma exponencial una
zona concreta de un genoma, pudiéndose obtener millones de copias de ella.
Este proceso se lleva a cabo ciclicamente. En la primera etapa
(desnaturalizacion) la doble hélice de ADN se separa en dos hebras. Para ello,
se realiza una incubacion de la muestra a altas temperaturas (93-97 °C). La re-
naturalizacion se producird cuando la temperatura disminuya. En el segundo
paso (hibridacién) los iniciadores se unen a las zonas una 3 ° complementaria
que flanquean el fragmento que se desea amplificar. En la tercera etapa
(elongacion) se produce la sintesis de una cadena sencilla, produciéndose un
fragmento de doble cadena por complementariedad, en la direccion 5°-> 3’
mediante la enzima ADN polimerasa, la cual incorpora los desoxinuclettidos
fosfato presentes en el medio, siguiendo la cadena molde.

Una vez completado el primer ciclo, se dispone de 2 copias de la muestra original:
al final del segundo ciclo se tienen 4, al final del tercero 8, y asi sucesivamente.
Si los ciclos se producen un nimero "n" de veces y suponiendo que el niUmero
de copias de ADN se duplica en cada ciclo, se obtiene una cantidad de ADN de
2n, por lo que la amplificacion se realiza en forma de progresion geometrica. Los
productos de la PCR, llamados amplicones, se detectan normalmente por
electroforesis en gel de agarosa y se visualizan en forma de bandas bajo luz
ultravioleta.

Entre las ventajas de esta técnica destacan su sencillez, rapidez y sensibilidad.
Ademas, se requiere muy poco material bioldgico de partida, mientras que la

mayoria de analisis quimicos precisan de grandes cantidades.
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Debidoa la sencillez de la técnica, su uso en los laboratorios clinicos ha supuesto
una revolucion en el concepto de la deteccion microbioldgica. Problemas tales
como la dificultad de deteccién de determinados virus y la imposibilidad de
aislamiento de algunos microorganismos por su dificultad o incapacidad para
desarrollarse in vivo, pueden obviarse mediante la PCR, lo que ha hecho que
esta técnica suponga una alternativa a veces obligada para su uso en
microbiologia. Ademas, la versatilidad de esta técnica ha permitido su aplicacion
a otros campos de interés econdémico como es el caso de la medicina forense,

identificacion genética o control de calidad de las industrias (Kabir, 2004).

Un aspecto importante para el éxito de la PCR es el disefio de los iniciadores.
Son moléculas de ADN monocatenario de entre 15 y 30 nucleétidos que la
polimerasa emplea para comenzar a polimerizar, de forma que el punto de inicio
de la sintesis de nuevas moléculas de ADN lo establece la posicion del iniciador.
Es condicién indispensable que los iniciadores sean especificos del ADN que se
vaya a amplificar. Enla mayoria de los casos, conocer la secuencia completa del
microorganismo de interés es muy complicado y por lo tanto es habitual recurrir
a la informacién recopilada por otros investigadores y almacenada en bases de
datos. La recopilacién de varias secuencias de 16Sy del 23S en los bancos de
datos es una excelente ayuda a los investigadores en el desarrollo de nuevos

iniciadores para la deteccion mediante PCR (Bou et al., 2011).

PCR CUANTITATIVA A TIEMPO REAL (Q-PCR)

Durante la PCR para la cuantificacion del ADN presente en la muestra. Hoy en
dia existen metodologias que permiten esta cuantificacion en cada ciclo de
amplificacion: en la PCR a Tiempo Real o PCR Cuantitativa (q-PCR) la
amplificacion y el analisis ocurren al mismo tiempo. Es una herramienta
poderosa, simple y rapida, y esta destinada a sustituir a muchas técnicas

tradicionales en los laboratorios de microbiologia.
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La fluorescencia es el indicador elegido para la PCR cuantitativa. Esta técnica
detecta la sefial de fluorescencia emitida tras la excitacion del o los fluoréforos
utilizados, ciclo por ciclo, durante el proceso de amplificacién, siendo esta sefial
proporcional al numero de copias generado en cada ciclo (Figura 4).
Estableciendo el nivel umbral sobre la sefial de fluorescencia basal, es posible
determinar el ciclo en el que se inicia la fase exponencial de la amplificacion del
ADN (ciclo umbral, CT), el cual esta relacionado directamente con la cantidad de
ADN inicial y es el parametro utilizado en la cuantificacion (Higuchi, 1993; Heid,
1996; Nazarenko, 1997).

Rn

Figura 3. Representacion grafica del aumento de la fluorescencia (ARn) con respecto al

numero de ciclos de la PCR y determinacion del valor de Cr.

Esta técnica puede emplearse para dos tipos de deteccion: En la deteccion
cualitativa, los ciclos de temperatura se emplean para amplificar las moléculas
diana, de forma que puedan ser facilmente detectadas. La fluorescencia de las
sondas unidas al ADN se monitoriza en cada ciclo de PCR. Las reacciones son
reconocidas como positivas por algoritmos que analizan los cambios de
fluorescencia en cada ciclo. En la deteccion cuantitativa, la construccion de una
curva estandar o recta patron a partir de concentraciones conocidas de ADN
diana permite la cuantificacion de la muestra problema, mediante la interpolacién

de los valores obtenidos.
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DETECCION DE CELULAS VIABLES POR METODOS MOLECULARES

Las primeras definiciones de viabilidad de una poblacion celular se referian a la
proporcion de células capaces de multiplicarse tras la incubacion en condiciones
microbioldgicas estandar. Se consideraria que una bacteria estad muerta cuando
no muestra crecimiento visible en un medio bacteriolégico en un tiempo
determinado. El método clasico para determinar la viabilidad es, por tanto, el

recuento en placa (Villarino et al., 2000.).

Esta definicion de viabilidad celular cuenta con muchas limitaciones, puesto que
no todas las especies bacterianas de muestras ambientales pueden ser
cultivadas en condiciones de laboratorio. Ademas, en el estado Viable pero No
Cultivable (VNC) las células habrian perdido su capacidad de formar colonias
bajo condiciones de andlisis, por lo que no serian detectadas. Por ello, ha sido
necesario desarrollar varios métodos alternativos para determinar la viabilidad
celular. Algunos métodos se basan en la demostracion de actividad metabdlica,
como la reduccion de sales de tetrazolio como indicador de un transporte activo

de electrones (Rodriguez, 2011).

DETECCION DE ADN DE CELULAS VIABLES MEDIANTE PCR

Las técnicas PCR y g-PCR tienen una alta sensibilidad de deteccion de
microorganismos pero poseen la desventaja de no poder diferenciar entre células
viables y no viables. Para solucionar la deteccion por PCR o q-PCR de células
viables se han desarrollado diferentes tipos de métodos, como el uso de un
agente intercalante del ADN, el fluoréforo Propidio Monoazida (PMA) (Nayak y
Rose, 2007Db).

La membrana celular es impermeable al agente intercalante PMA, por lo que éste
se unira selectivamente con el ADN de las células cuyas membranas estan
dafiadas, y por tanto no sean viables (Figura 4). EI PMA es capaz de ser ligado

foto quimicamente al ADN por un enlace covalente de nitrégeno-carbono estable.
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Figura 4: Mecanismo de accion del Propidio Monoazida

Esta modificacion del ADN inhibe la accion de la polimerasa, por lo que el ADN
de las células comprometidas, no viables, no es amplificado en la g-PCR o PCR.
Por lo tanto, mediante el uso de las técnicas PCR o g-PCR después del
tratamiento con PMA, la deteccidn, identificacion y cuantificacién, teGricamente,
se limita a las células con membranas celulares intactas, consideradas células
viables.

Existe controversia en la definicion de células viables, puesto que algunos
autores establecen dicha definicion a células que presentan Unicamente
integridad de membrana, mientras que otros autores establecen que ademas las
células debe presentar actividad metabdlica. Nocker y Camper, en el 2009,
advirtieron que la técnica de g-PCR combinada con PMA es una técnica rapida
para detectar integridad de la membrana celular pero que se deberia combinar
con otras técnicas de viabilidad para determinar la actividad metabdlica de la
célula y asi descartar la posible deteccion de células que mantienen su integridad

de membrana pero no su actividad metabodlica (Nocker et al., 2009.).
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RESISTENCIA DE H. pylori A LA CLARITROMICINA

La claritromicina y el metranidazol son los antibiéticos mas frecuentemente
usados en la terapia de erradicacién de H. pylori. Sin embargo, la resistencia a la
claritromicina ha aumentado en los Ultimos afos, lo que ha provocado una

disminucion en la velocidad de su erradicacion (Vallejo et al., 2007).

El mecanismo de accién de la claritromicina consiste en inhibir la sintesis de
proteinas al unirse directamente al ARN ribosoma 23S. Analisis genéticos
realizados demuestran la aparicion de diversas mutaciones puntuales en el
dominio V de este gen, especificamente, en la region que afecta la actividad
péptida transferida. Dichas mutaciones generan una disminucién de la capacidad
de union del antibidtico al ribosoma, de modo que la sintesis de proteinas no se
ve inhibida. La deteccién de estas mutaciones se utiliza en microbiologia clinica
para la deteccion de las formas resistentes de H. pylori mediante técnicas

moleculares (Trebesius et al., 2000).
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DISCUSION

Esta investigacion se ha centrado en la deteccion e identificacion de células
viables de Helicobacter pylori en agua. Concretamente, se ha buscado su
presencia en 2 tipos de matrices acuaticas: agua residual y agua potable. Estos
estudios tienen como finalidad esclarecer la posible transmision de H. pylori
mediante el agua y su potencial de infeccion en el ser humano. El estudio de la
presencia en agua residual queda justificado ya que el tipo de trasmision del
patdgeno es fecal-oral. En el caso de agua potable, es de suma importancia la
determinacion de la presencia de H. pylori en las misma ya que esta podria ser
fuente de contaminacion directa por ingestion continuada. Del mismo modo, el
estudio de la supervivencia de H. pylori a los diferentes tratamientos de
depuracion realizados en las EDARs, permite evaluar la eficacia de los mismos
en la eliminacion del patégeno, de maxima importancia cuando el efluente es
reutilizado en el riego de cultivos.

Se ha sugerido que Helicobacter pylori es capaz de sobrevivir en biopeliculas
cuando crece bajo altas condiciones de C: N (Percival, 2004), esta asociacion de
H. pylori con comunidades de biopeliculas dentro de un sistema de distribucion
de aguas podria ofrecer a la bacteria proteccion frente a la desinfecciéon y a la
predacion por protozoos (Watson, 2004). Se ha demostrado que H. pylori
presenta mayor resistencia a la cloracion que otros indicadores de contaminacion
fecal. Por tanto, aguas consideradas potables a nivel legislativo podrian contar
con la presencia del patdgeno. De hecho, es concebible que H. pylori sea capaz
de persistir durante largos periodos de tiempo en sistemas de distribucion de
agua que contengan bajos niveles de cloro residual (Moreno, 2007). Estudios
previos indican que esta bacteria pierde su cultivabilidad en contacto con cloro
durante periodos de tiempo cortos (1-5 min), aunque permanece en estado VNC

(viable no cultivable).

La capacidad de algunos microorganismos, como H. pylori, de pasar a una fase
viable no cultivable, ha hecho necesario el desarrollo de técnicas para su

deteccidon en muestras ambientales. Mediante éstas técnicas se evitan los



28

problemas que presentan los métodos tradicionales de recuento, como la
eleccion del medio de cultivo adecuado, la generacion de atmosferas controladas

y los largos periodos de incubacién.

Dada a la dificultad para aislamiento de Helicobacter en muestras ambientales,
diversos autores han intentado mejorar los medios de cultivo y permitir un mejor
aislamiento de la bacteria, sobre todo en muestras muy contaminadas, como es
el caso de aguas o alimentos (Dent, 1987; Eaton, 1991; Jiang y Doyle, 2002;
Degnan, 2003; Fernandez, 2006). A pesar de todas las modificaciones realizadas
durante los Ultimos afios en los medios de cultivo, en la actualidad no existe
ningin medio 6ptimo para el aislamiento de Helicobacter en muestras
ambientales, ya que la microbiota acompafante enmascara, en el caso de la
presencia de H. pylori, su crecimiento. En este trabajo se evaluaron dos
metodologias de siembra diferentes y dos medios de cultivo con distinta base.

Una de las limitaciones para aislar este patégeno debido a la baja concentracion
en la que se puede encontrar, es conseguir la maxima eficiencia en la
recuperacion de la bacteria desde las membranas de filtracién en el procesado

de muestra bruta. Para ello se realiz la evaluacién de diferentes metodologias

Algunos estudios epidemioldgicos los datos sugieren que el agua es una posible
ruta de transmision. En el medio ambiente, H. pylori se transforman en forma
coccoéide, que con frecuencia resulta en la falta de identificacion de estas
bacterias en las muestras ambientales por medio de técnicas de cultivo. Para
superar las limitaciones con enfoques moleculares basados en el ADN la
amplificacion por PCR se desarrollaron y se utiliza para detectar H. pylori en
muestras clinicas y ambientales.

Uno de los grandes inconvenientes que presenta la PCR es su susceptibilidad
frente a inhibidores presentes en este tipo de muestras, lo que puede ocasionar
la obtencion de falsos negativos, por la inhibicion de la accion de la Tag-
polimerasa. Las aguas pueden contener sustancias inhibitorias de la PCR como
acidos fémicos, acidos humicos, poli fenoles, metales pesados entre otros, que

provocan la inhibicion de la reaccién enzimatica y con ello la perdida de
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sensibilidad de la técnica. Por ello, es necesario controlar la presencia de estos
inhibidores para asegurar la fiabilidad de los resultados obtenidos (Schrader,
2012). Sin embargo, H. pylori no son aislados del medio ambiente mediante
técnicas de cultivo. Las formas cocoéides de H. pylori contienen poli fosfato como
una fuente de energia, que proporciona la energia necesaria para ciertos niveles
de metabolismo intercelular para salvar el ADNY ARN y construir configuraciones
tales como pared celulares y membrana durante al menos tres meses. La
degradacion de la estabilidad de las formas cocdides y la de esta, forma a los
bacilos. Por lo tanto, muchas investigaciones se centran en el estado fisiolégico
identificacion y capacidad de infeccion de las formas cocéides de estas bacterias.
Los investigadores demostraron que los pacientes infectados con las formas
cocoides de H. pylori en el estbmago son diagnosticados con cancer de estbmago
y Ulceras. También es un hecho probado que la virulencia de degradacion de las
formas cocoides inoculadas en agua tiene actividad de ureasa y capacidad de
adherencia a células epiteliales como hacen las formas en espiral(Chamanrokh
et al., 2015).

Debido al crecimiento excesivo de organismos interferentes en medios ricos
utilizados para este organismo. Ademas, H. pylori ha demostrado que entra en
un estado VNC en agua (Hegarty et al., 1999).

Un avance cientifico se produjo en 1982, cuando JR Warren y B. Marshall
aislaron una bacteria y demostraron que causa gastritis y Ulceras estomacales
que afectan a millones en todo el mundo. Hoy esta etiologia ha sido probada en
la medida en que los Institutos Nacionales de Salud dan tratamiento con
antibioticos para todos los pacientes con ulceras, que se atribuyen casi
exclusivamente a la infeccion por la bacteria Helicobacter pylori (Degnan et al.,
2003). H. pylori inducida, se caracteriza histolégicamente por infiltracion crénica
de neutréfilos. Helicobacter pylori estimula la produccion de ROS por los
neutrofilos podria ser relativa en el dafio gastrico de la mucosa (Shimoyama et
al., 2003).
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DPCR proporciona un método rapido para la deteccién de H. pylori en el agua
que es mas simple que las alternativas. Deteccion de H. pylori en las aguas
subterraneas se dispard con H. pylori indica que DPCR seria un método valioso
para probar las fuentes de agua para la contaminacion por esta bacteria. Su

utilidad es demostrada por la deteccién de H. pylori en muestras de agua potable.

Eluso de PCR cuantitativa ha sido reportado por Horiuchi, que utilizaron el ARNr
16S como blanco, y McDaniels et al., Que utilizaron una region conservada de la
gen de urea, que es especffico para H. pyloriy codifica la Ureasa Una subunidad
de la proteina ureasa. Una sensibilidad de deteccion De 100 células / ml en el
estudio anterior, mientras que 10 células por litro de agua fue demostrado por
este dltimo. Porque el nUmero de células en el agua potable puede ser pequefia,
con H. pylori ADN se detecta mediante amplificacion por PCR s6lo después de
grandes volimenes de agua potable), y Porque la dosis infecciosa del organismo
no se conoce, Se hace necesario cuantificar nimeros muy bajos.

El propésito de este estudio era investigar controles internos de amplificacion (IC)
que con el ensayo desarrollado por McDaniels por varios laboratorios para
estudios de validacién de métodos de los estudios de ocurrencia (Keya et al.,
2007).

La importancia de la deteccién de H. pylori en el agua potable agua en este
trabajo o en un estudio anterior se desconoce ya que se probaron pocas
muestras. es posible que H. pylori esta presente en muchas fuentes de agua
potable y el agua podria ser una fuente de infeccion (J.A. Benson et al., 2004).
Solo los sistemas de agua superficial o de tierra-Sistemas de agua bajo la
influencia directa del agua superficial para desinfectar sus aguas. Sin embargo,
MDEQ (Michigan Departamento) Calidad ambiental sugirié en 2005 la
desinfeccibn como posible mecanismo para el tratamiento de los
microorganismos agua bajo la actual regla de aguas subterrdneas. Esta regla
requiere que los sistemas de agua subterranea que estan en riesgo; Para tomar
medidas correctivas para reducir la Casos de enfermedades y muertes debidas

a la exposicion a micro- Patdégenos biliares (Nayak y Rose, 2007a).
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CONCLUSION

En la vida real aprendemos sobre los factores de virulencia que han hecho
Helicobacter pylori como un patégeno exitoso. Conocimiento adecuado de los
embalses y modos de transmision de H. pylori podria ayudar a explicar la Alta
prevalencia de las bacterias. La incidencia de H. pylori es Paises en desarrollo
(90%), mientras que en los paises en desarrollo paises industrializados, la cifra

es inferior (50%) y tiende a disminuir.

Los datos del presente estudio demostré que H. pylori puede ser detectado en el
agua de cualquier charco de agua y podria estar asociada con la presencia de
colonizacion del organismo.

El aislamiento de H. pylori a partir de las fuentes de agua por método de cultivo
y consecuente identificacion por PCR representa una clara sefial presencia de
este patdgeno peligroso pero ilusorio en nuestra Consumible. Ciertamente,
afectara nuestra busqueda de una mejor comprension epidemiolégicay medidas
de controlar. El método de cultivo no es adecuado para el aislamiento e
identificacion de H. pylori en aguas residuales, depuradas y potables, por su falta
de especificidad. La técnica de “siembra sobre membrana” permite eliminar la
microbiota acompafiante y mejorar la deteccion del patdgeno.

Los resultados de este estudio sugieren que la transmision de persona a persona
es la ruta plausible de la infeccion por H. pylori en esta poblacién, pero al agua
Merece una investigacion mas profunda de progresion de las lesiones gastricas

precancerosas (Linda et al., 2002).

Estos hallazgos son los estudios previos de los autores, pero se requiere una
investigacion mas avanzada para determinar si H. pylori es de alta prevalencia
en deteccion de los sistemas acuaticos.(Ramin et al., 2017).
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ANEXOS

ANEXO A: ESTACIONES DEPURADORAS DE AGUAS RESIDUALES (EDAR)
Segun la Entidad Publica de Saneamiento de Aguas Residuales (EPSAR), es
necesario tratar y depurar las aguas para evitar enfermedades y ayudar a la
naturaleza en su proceso de depuracion, que no es mas que un conjunto de
sistemas que nos permiten acelerar los procesos naturales para que podamos
devolver al medio el agua en las debidas condiciones. Este proceso de
depuracién se divide en cuatro fases: pre-tratamiento, tratamiento primario,
tratamiento secundario y tratamiento terciario. A continuacion se destacan sus
principales caracteristicas.

ANEXO A.1. FASES DEL PROCESO DE DEPURACION DE AGUAS
RESIDUALES

Pre-tratamiento: Consiste en una sucesién de etapas fisicas y mecanicas

destinadas a separar las materias voluminosas en suspension que de entrar en
el proceso, podrian comprometer gravemente el buen funcionamiento de las
instalaciones. Ademas consta de instalaciones para contener las avalanchas de
excesos de caudal de agua que se producen en las poblaciones que no cuentan

con red separada de aguas pluviales.

Tratamiento primario. Durante este proceso se lleva a cabo la sedimentacion de

los materiales suspendidos, mediante la utilizacién de tratamientos fisicos o
fisico-quimicos (decantacion primaria), que no se han conseguido retirar durante
el pre-tratamiento. En ocasiones dejando simplemente las aguas residuales un
tiempo en grandes tanques o, en el caso de los tratamientos primarios mejorados,
afladiendo al agua contenida en estos grandes tanques, sustancias quimicas que
permitan la union de pequefias particulas, formando unas mayores y que, de esta

forma, puedan sedimentar con mayor facilidad.

Tratamiento secundario: El efluente proveniente del tratamiento anterior es

sometido a un tratamiento secundario, también llamado tratamiento biolégico. En
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este proceso se eliminan las particulas coloidales y disueltas; asi como la
retencion de solidos en suspension. El proceso secundario mas habitual es de
caracter biologico y se lleva a cabo mediante la oxidacién de la materia organica
por via aerobia a través del uso de lodos activos. Consta basicamente de dos
unidades: el reactor y el decantador. Los reactores estan disefiados
especialmente para mantener los microorganismos bajo condiciones
controladas, acelerando el proceso natural de descomposicion y neutralizacién
de los residuos. En los decantadores se produce la separaciéon de los lodos

mediante sedimentacién, que pasaran a la linea de tratamiento de fangos.

Tratamiento terciario: Constituye un complemento a la depuracion del agua
residual para eliminar compuestos no biodegradables o microorganismos
patdbgenos que hayan sobrevivido a los anteriores procesos. Los componentes
de este tratamiento son todos de caracter opcional y van en funcion del tipo de
contaminante que se desee eliminar para los cuales tenemos: filtracion,
coagulacion, nitrificacion-desnitrificacion, absorcién por carbdn, intercambio
iénico, irradiacion con luz ultravioleta, O6smosis inversa y desinfeccion por

cloraciéon u ozonizacion.

Figura 5. Diagrama de bloques del proceso de depuracion de agua residual.
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ANEXO B. ESTACIONES DE TRATAMIENTO DE AGUA POTABLE (ETAP)

Se denomina potabilizacién al proceso por el cual se convierte un agua en mayor
o menor medida contaminada, en un agua apta para el consumo humano. El
agua potable debe pues estar ausente de microorganismos patdégenos y

sustancias toxicas.

Las potabilizadoras o Estaciones de tratamiento de agua potable (ETAP), son las
instalaciones donde se trata el agua para hacerla potable. El proceso de
potabilizacién de agua cruda, consiste en la eliminacién de turbidez y de
impurezas de distinto tipo, para obtener agua potable, apta para el consumo
humano. Este proceso tiene distintas fases, desde la misma toma de captacion
de agua cruda hasta antes de la salida del agua potable de la ETAP, mediante el

sistema de bombeo, a la red de distribucién.

Los diferentes tipos de estaciones de tratamiento de agua potable (ETAP) para

potabilizar el agua pueden clasificarse en:

ETAP de tecnologia convencional: incluye los procesos de decantacion,

filtracion, coagulacion y floculacion.

ETAP de filtracion directa: incluye los procesos de coagulacion-decantacion y

filtracion rapida.

ETAP de filtracion en mdltiples etapas: incluye los procesos de filtracion gruesa

dinamica, filtracién gruesa ascendente Yy filtracidn lenta en arena.
ANEXO B.1. FASES DEL PROCESO DE POTABLILIZACION DE AGUA

Fases del proceso de potabilizaciéon del agua en la ETAP: Procesos Fisico-

Quimicos de purificacion del agua.

Coagulacién: Proceso en que se emplean coagulantes que se utilizan para

desestabilizar la carga exterior de las particulas coloidales, evitando la repulsién

entre ellas, y favoreciendo las reacciones entre ellas, formandose codgulos de
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mayor densidad, lo que acelera su precipitacion. Esta fase esta influida por la
calidad del agua bruta, agitacion de la mezcla, dosis y tipo de coagulantes

empleados (sales de hierro y aluminio).

Floculacién: Proceso en que se emplean floculantes para la eliminacion de

sustancias que se encuentran presentes en las aguas en forma coloidal, por si
solas no sedimentan de forma rapida, puesto que se agrupan formando floculos.
La adicién de reactivos floculantes, hacen que los floculos formados sean mas
voluminosos y pesados, aumentando la velocidad de sedimentacién de éstos y

favoreciendo su precipitacion.

Decantacidon: Proceso por el que se produce la eliminacién de sélidos presentes

en el agua, por la accion de la gravedad.

Filtracidn: Proceso de finalizacion de la clarificacion del agua. El agua se hace

pasar a través de un lecho filtrante, de arena, grava de distinta granulometria o
carbon activado. Mediante la filtracion se retiene la materia que aun queda en
suspension en el agua, después de los procesos de decantacion. Ademas en el
lecho se adsorben particulas que podrian producir olores y sabores en el agua.
Par evitar atascamientos, la retenciébn de particulas debe producirse en la

superficie del lecho.

Cloracién o Desinfeccidn: El objetivo de la desinfeccion, es la eliminacién de los

organismos patdégenos que pueda llevar el agua, garantizando asi sanitariamente
su consumo. Asi se establece en la reglamentacion técnica sanitaria, en el
apartado de suministro y distribucién de las aguas potables, donde se articula
que las aguas potables de consumo publico, deberan contener a lo largo de toda
la red de distribucion, y en todo momento, cloro residual libre o combinado, u
otros agentes desinfectantes, en las concentraciones que determine la
Administraciéon (Valores de concentracion de cloro libre residual entre 0,2 y 0,6

ppm en la red de distribucion).
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La eleccién de los agentes desinfectantes depende de diversos factores como el
tiempo de contacto, calidad del agua, instalaciones y recursos disponibles. El
desinfectante mas generalizado para potabilizar el agua, es el cloro y sus
derivados (diéxido de cloro, hipocloritos). También se utiliza como desinfectando
el ozono, aunque se produccioén y aplicacidonrequiere una tecnologia mas costosa
de instalar, explotar y mantener que la de dosificacién de cloro, por ello su
aplicacion como agente desinfectante en menor en las estaciones de

potabilizacién de agua.

|7y Procesa de Potabilizacion
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Figura 6. Diagrama de bloques del proceso de potabilizacién de agua



ABREVIATURAS

+ ADN: Acido Desoxirribonucleico.

* (CWI) Unindice de agua limpia

* CagA: Antigeno asociado a citotoxina

* C: N: Relacion Carbono/ Nitrégeno

* EDAR: Estacion Depuradorade Aguas Residuales
+ EDTA: Acido entilendiaminotetracético

* EPA: Environmental Protection Agency (Agencia de Proteccion del
Medio Ambiente)

* EPSA: Entidad Publica de Saneamiento de Aguas
* EPSAR: Entidad Publica de Saneamiento de Aguas Residuales.
* FISH: Hibridacion in situ con Sondas Fluorescentes

* |JARC: International Agency for Research on Cancer (Agencia
Internacional parala Investigacién del Cancer)

+ LNA: Locked Nucleic Acid (Acidos Nucleicos Cerrados)
* LAMP: técnica de amplificacién isotérmica
* OMS: Organizacién Mundial de la Salud

* ONU: Organizacién de las Naciones Unidas
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* PCR: Polymerase Chain Reaction (Reaccién en Cadenade la Polimerasa)

* PFA: Paraformaldehido

* PMA: Propidio Monoazida

* -PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa a Tiempo Real
* RNA: Acido Ribonucleico

* RRNA: Acido Ribonucleico ribosémico

* VNC: Viable No Cultivable

* Mm: micrometro

* MALT: tejido linfoide asociado a mucosas

* Ug: Microgramo
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