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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo detectar Helicobacter
pylori en muestras de agua. El tipo de investigacion fue no experimental -
descriptivo. Para el estudio se tomaron muestras de agua correspondientes a la
Planta Potabilizadora de Agua “Quicapata”, a la Planta de Tratamiento de Aguas
Residuales “La Totora” y a los rios Alameda, Chacco, Huatatas y Muyurina de la
ciudad de Ayacucho. El muestreo se realizO de manera intencional en tres
puntos de cada rio y dos puntos en las Plantas de Tratamiento, 16 muestras por
mes. El muestreo se llevé a cabo durante 10 meses obteniéndose un total de
160 muestras (mayo 2015 — febrero 2016). El transporte de las muestras se
realizé en un Cooler a temperatura ambiente, el tiempo que se tardé en llevar las
muestras de agua al laboratorio fue no mas de 2 horas. Las muestras fueron
procesadas en el Laboratorio de Microbiologia Ambiental de la Universidad
Nacional de San Cristébal de Huamanga, las muestras de agua se dejaron en
reposo durante 24 horas a temperatura ambiente para su sedimentacion, al cabo
del tiempo establecido se decantaron. De cada muestra obtenida se realiz6 el
cultivo del sedimento obtenido en la decantacion, con ayuda de un asa de Kolle,
se tomé una asada y se sembré por la técnica de agotamiento en superficie en
las placas petri conteniendo el medio Skirrow, se incubaron a 37 °C por 5 a 10
dias en una camara bajo condiciones microaerofilas, al cabo de 5 dias se hizo la
observacion de las placas que contenian las colonias tipicas: pequefias, blancas
y brillantes, luego se hizo la coloracién Gram correspondiente. Se observaron las
bacterias curvas Gram negativas, para identificar Helicobacter pylori se hicieron
las pruebas bioquimicas confirmativas (ureasa, oxidasa y catalasa) las cuales
fueron positivas para 1 muestra del efluente (2 cepas) y 1 muestra del afluente (1
cepa) de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales “La Totora”.

Se concluye que de las 160 muestras de agua (100%) que se analizaron solo se
obtuvieron tres cepas positivas de Helicobacter pylori, dos cepas provenientes
del afluente y 1 cepa del efluente de la Planta de Tratamiento de Aguas
Residuales “La Totora”, las cuales equivalen al 1,88 % del total de cepas que
eran Gram negativas y curvas.

Palabras clave: Helicobacter pylori, agua.
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l. INTRODUCCION

Los estudios realizados en los ultimos tiempos han convertido a Helicobacter
pylori en uno de los agentes mas infecciosos de mayor prevalencia en humanos,
al implicarlo en la patogenia de la gastritis crénica activa, la Ulcera péptica vy el
adenocarcinoma gastrico.' La infeccién por Helicobacter pylori es una de las
enfermedades cronicas mas frecuentes en la actualidad, pudiendo afectar a
cualquier estrato social, raza, sexo o grupo etario.?

A pesar de que, al igual que ocurre con otras enfermedades de tan alta
prevalencia, es dificil establecer cifras exactas, se estima que la infeccién por
Helicobacter pylori afecta a mas de la mitad de la poblacion mundial. Esta
bacteria tiene la capacidad de producir una enzima llamada ureasa que convierte
la urea quimica en amonio, este se encarga de proteger a Helicobacter pylori
frente al acido que presenta el estbmago, ademas de que la forma espiral de la
bacteria permite que penetre la capa mucosa y dirigirse hacia el espacio interior
que es menos &cida y asi adherirse a las células epiteliales del estémago.?

A pesar de la enorme adaptacion, que Helicobacter pylori posee para adherirse a
la mucosa gastrica, resulta dificil establecer que este sea su Unico habitat.
Diversos estudios se han enfocado en aclarar la existencia de otros reservorios
para este microorganismo. Se ha investigado Helicobacter pylori en animales,
agua y alimentos, con el fin de establecer si estos tienen participacion en la
diseminacion de la infeccion. Sin embargo, el dificil cultivo de este
microorganismo a partir de muestras con altas cargas de microbiota
acompafiante y su conversién a un estado viable pero no cultivable afecta el
conocimiento sobre el papel del agua y los alimentos en la transmision de la
infeccion con este patdgeno.®

Se considera que el medio ambiente juega un rol preponderante en la

adquisicion de la infeccion. En el escenario de multiples rutas, se estima que los



seres humanos se ven inmersos en una serie de intentos de Helicobacter pylori
del ambiente por colonizar la mucosa gastrica, reconociendo que se pueden
conjugar tres factores: bajo numero de la bacteria, baja actividad fisiol6gica y
posiblemente reaccion y resistencia humana a la mayoria de las cepas. De forma
contraria, el éxito de la bacteria en la colonizacioén y la infeccién de un individuo
corresponderian a la susceptibilidad natural del hospedero con cepas que
expresan factores de virulencia.®* Por mucho tiempo se consider6é que muchos de
los problemas que se han encontrado en la recuperacién de formas viables de
Helicobacter pylori en el agua, se debe a que estas pasan a formas cocoides.
Desde un punto de vista mas amplio, ahora se acepta que lo que ocurre es que
estas bacterias no se logran cultivar bajo métodos rutinarios y convencionales de
laboratorio, sin embargo se ha demostrado que formas cocoides de Helicobacter
pylori son capaces de colonizar la mucosa gastrica y causar gastritis.
Actualmente se cuenta con evidencia para el reconocimiento del agua de
consumo humano en el rol epidemioldgico de Helicobacter pylori, advirtiéndose
directamente que el consumo del agua no tratada deberia considerarse un factor
de riesgo para la infeccién en una poblacién dada.* Sin embargo pocos trabajos
en el mundo dan cuenta de su hallazgo en agua y menos en agua de consumo
humano de una poblacion, es por ello que los objetivos del presente trabajo son:
OBJETIVO GENERAL
Detectar Helicobacter pylori en muestras de agua de consumo humano,
naturales y residuales de la ciudad de Ayacucho.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Detectar Helicobacter pylori en muestras de agua del afluente de la Planta
Potabilizadora de Agua de la ciudad de Ayacucho.
2. Detectar Helicobacter pylori en muestras de agua del rio Alameda, Huatatas,
Muyurina y Chacco.
3. Detectar Helicobacter pylori en muestras de agua del afluente y efluente de

las Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales de la ciudad de Ayacucho.



II. MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES

Pocos trabajos en el mundo dan cuenta de su hallazgo en agua y menos en
agua de consumo humano de una poblacién. Las primera evidencia sobre la ruta
de transmisién acuatica de este microorganismo a humanos fueron aportados
por estudios epidemiolégicos realizados en algunos paises en vias de desarrollo
(Peru, Colombia, Chile y Venezuela). En Lima - Perl se demostré la prevalencia
de Helicobacter pylori en nifios (48 %) y el consumo de fuentes externas de agua
(drenaje comunitario). Un estudio similar desarrollado con nifios en un area rural
de los Andes colombianos determin6 una prevalencia de Helicobacter pylori del
69 %, incrementando las tasas de infeccion con el uso de arroyos como fuente
de agua potable. Otro trabajo realizado en una poblacion chilena, encontré que
la seropositividad a este patégeno fue superior a 60 % en los grupos
socioecondmicos mas bajos, asociada al consumo de vegetales no procesados,
los cuales pudieron haber sido irrigados con aguas residuales.®

La frecuencia de infeccion de Helicobacter pylori es significativamente mas alta
durante los meses de lluvia, sugiriendo que esto podria ser debido a un aumento
en la densidad bacteriana y/o cambios de formas cocoides en estado de latencia
a formas bacilares en division celular. Los resultados de estos estudios indican
gue el agua puede ser un intermediario en la transmision fecal — oral, actuando
como reservorio en el cual la bacteria puede permanecer por periodos
prolongados antes de ser ingerida como agua potable, accidentalmente por el
bafio 0 a través de alimentos contaminados.®

En el afio 2010 se realiz6 una investigacion en el cual se analiz6 un total de 122
muestras de agua de consumo de la poblacion de 20 cantones escogidos de
zonas de alta y baja incidencia de cancer gastrico de Costa Rica, donde ya es
reconocida en el mundo su alta incidencia, segun informacién estadistica del

Registro Nacional de Tumores.



Se logro el cultivo e identificacion molecular de Helicobacter pylori en el 40% de
las muestras de agua de las zonas de alta incidencia de cancer gastricoy en el 7
% de las muestras de zona de baja incidencia. La investigacion mostré6 una
comparacion estadistica que correlaciona la incidencia de céncer géstrico con
factores geomorfologica y fisicoquimica de los suelos donde nace el agua de
consumo de las poblaciones de ambas zonas.’

En el afio 1990, el Grupo de Fisiologia Gastrointestinal de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia y de la Universidad Johns Hopkins comunic6 que el
agua de la Atarjea era una de la fuentes de contagio del Helicobacter pylori en la
ciudad de Lima. Se demostro la presencia de ADN de esta bacteria en 24 de 48
muestras del agua de la Atarjea, tomadas en diferentes lugares de la capital.*

El agua tiene asi un rol significativo en la transmisién de la infecciobn por
Helicobacter pylori en el Perd. También se ha aislado ADN del Helicobacter
pylori en el agua para consumo humano en el Japén. Esto explica los altos
porcentajes de reinfeccion que se observa en el Peri.*

El cloro inhibe el crecimiento del Helicobacter pylori, bacteria que es mas
resistente al cloro residual que la Escherichia coli, indicador tradicional para la
calidad microbiologica del agua para consumo humano, por lo que la ausencia
de unidades formadoras de colonias de Escherichia coli no descarta la presencia
de Helicobacter pylori.*

2.2 Agua

2.2.1 Caracteristicas del agua

Es una sustancia liqguida formada por la combinacion de dos moléculas de
hidrogeno y una de oxigeno. Constituye el componente mas abundante en la
tierra llamada hidrosfera que cubre el 70 % de la superficie terrestre (97% agua
salada y 3% agua dulce), con un comportamiento caracteristico que lo hace
diferente de la mayoria de los liquidos siendo a temperatura ambiental un liquido
incoloro, inoloro e insipido, por tal razén es considerado como el liquido de la
vida. Las moléculas de agua estan constituidas por dos atomos de hidrogeno y
uno de oxigeno. El enlace entre estos atomos es covalente, cada atomo de
hidrogeno tiene necesidad de compartir un electron y el de oxigeno dos
electrones. El angulo formado entre los dos atomos de hidrogeno (H-O-H) es de
104.5°; mientras que la distancia de enlace entre el oxigeno e hidrégeno (O-H)
es de 0.096 nanémetros.®

El agua como compuesto quimico presenta propiedades que hace diferente de
los deméas, como:



- Es la Unica sustancia en estado natural que se presenta sobre la tierra bajo
los tres estados al mismo tiempo.

- El agua tiene la tension superficial més alta de todos los liquidos comunes

- Tiene una gran capacidad de cohesion y se adhiere a la mayoria de las
sustancias solidas con que entra en contacto.

- Tiene la capacidad de diluir muchas sustancias debido a su naturaleza dipolar
y alta constante dieléctrica

Es la sustancia que més se aproxima a ser el solvente quimico universal. Aparte

de elevado calor de vaporizacion, densidad, etc.®

2.2.2 Clasificacion del agua

a. Aguas superficiales

- Rio:

Es una corriente natural de agua que fluye con continuidad. Posee un caudal

determinado, rara vez es constante a los largo del afio, y desemboca en el mar,

en un lago o en otro rio, en cuyo caso de denomina afluente. La parte final de un

rio es su desembocadura. Algunas veces terminan en zonas desérticas donde

sus aguas se pierden por infiltracibn y evaporacion por las intensas

temperaturas.

- Lago:

Es un cuerpo de agua, generalmente dulce, de una extensién considerable, que

se encuentra separado del mar. El aporte de agua a todos los lagos viene de los

rios, de aguas freaticas y precipitacion sobre el espejo del agua.

- Arroyo:

Es una corriente natural de agua que normalmente fluye con continuidad, pero

que a diferencia de un rio, tiene escaso caudal, que puede incluso desaparecer

en la estacibn seca, verano o invierno, dependiendo de la temporada

de lluvia para su existencia. En el caso de tener un caudal muy escaso y

esporadico, es preferible usar el nombre de torrente o rambla.’

b. Aguas subterraneas

Representa una fraccion importante de la masa de agua presente en

los continentes, y se aloja en los acuiferos bajo la superficie de la Tierra. El

volumen del agua subterranea es mucho mas importante que la masa de agua

retenida en lagos o circulante, y aunque menor al de los mayores glaciares, las

masas mas extensas pueden alcanzar millones de kilbmetros cuadrados. El

agua del subsuelo es un recurso importante y de este se abastece a una tercera

parte de la poblacion mundial, pero de dificil gestién, por su sensibilidad a
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la contaminacion y a la sobreexplotacion. El agua subterrdnea es parte de la
precipitacion que se filtra a través del suelo hasta llegar al material rocoso que
esta saturado de agua. El agua subterranea se mueve lentamente hacia los
niveles bajos, generalmente en angulos inclinados (debido a la gravedad) y
eventualmente llegan a los arroyos, los lagos y los océanos.’

2.2.3 Importancia del agua

Es el factor abidtico mas importante de la tierra y uno de los principales
constituyentes del medio en que vivimos y de la materia viva. Aproximadamente
un 71 % de la superficie terrestre esta cubierta por agua en estado liquido, que
se distribuye por cuencas saldas y dulces, formando los océanos, mares, lagos y
lagunas. El 97 % de agua esta en los océanos. Se encuentra también como gas
constituyendo la humedad atmosférica, las nubes y también en forma sdélida
como la nieve o hielo.’

El agua constituye lo que llamamos la hidrésfera, sin limites precisos con la
atmaosfera y litosfera porque se compenetra con ellos. La vida depende del agua
tanto para los organismos que viven en ambientes acuaticos como para aquellos
que viven en ecosistemas aeroterrestres.

El agua es el liquido mas abundante de la corteza y uno de los pocos liquidos
naturales. No es de extrafiar entonces que el agua sea una sustancia esencial
en los seres vivos. El agua es el componente mas abundante en los medios
organicos, los seres vivos contienen por término medio un 70% de agua. No
todos tienen la misma cantidad, los vegetales tienen mas agua que los animales
y ciertos tejidos (por ejemplo: el tejido graso) contienen menos agua - tiene entre
un 10% a un 20% de agua- que otros como, por ejemplo: el nervioso, con un
90% de agua.’

2.2.4. Importancia del agua como medio de infeccion

La mayor parte de las enfermedades trasmitidas a través del agua son de
origen intestinal. La materia fecal de huéspedes o portadores infectados puede
introducirse de diversas maneras en un sistema de abastecimiento de agua o
en un area de natacion. La mas comun es por descarga directa de aguas
negras, sin tratamiento, en el agua receptora. Los retretes de fosa ubicados
cerca de un pozo o arroyo también pueden ser fuente de contaminacion. Se ha
rastreado el origen de brotes especificos de enfermedades a interconexiones
entre tuberias de agua y alcantarillado, a rupturas en cafierias de acueducto, y

a contaminacién de sistemas de abastecimiento de agua durante inundaciones


https://es.wikipedia.org/wiki/Contaminaci%C3%B3n

o fallas temporales de una planta de tratamiento de aguas negras. Los
organismos patdégenos son incapaces de crecer en el agua, pero pueden
sobrevivir en ella por varios dias. Los patégenos capaces de formar esporas o
quistes tienen la capacidad de existir fuera de un huésped durante un tiempo
mucho mas largo. Por ejemplo, las esporas de Clostridium tetani, el patégeno
que causa la infeccién de tétanos, sobrevive durante afios en la naturaleza.’
Con la progresiva demanda de recursos hidrolégicos es de esperar que
aumente las posibilidades de contaminacién por microorganismos entéricos.
Entre las bacterias que se transmite por las aguas limpias y residuales se
encuentran: Salmonella, Shigella, Campilobacter, Escherichia coli enteropatico
Vibrio cholerae, Leptospira y Yersinia. De descubrimiento reciente la familia
Legionellaceae, aunque no entérica se encuentra ampliamente distribuida en el
medio hidrico, y se han comunicado brotes epidémicos de neumonia asociados
con el agua corriente y de transmision por aerosoles.®

El analisis de aguas limpias y residuales para detectar patégenos es limitado
y la prueba de coliformes no siempre es un indicador adecuado de la inocuidad
microbiolégica del agua. Sin embargo, el andlisis de coliformes ha sido y
continla siendo una herramienta Gtil para valorar la calidad del agua. Otros
tipos comunes de enfermedades de transmision por agua son la hepatitis
infecciosa, la amibiasis, la giardiasis y la esquistosomiasis. En muchas partes
del mundo periddicamente se producen epidemias de todas estas
enfermedades, pero son poco frecuentes en Estados Unidos porque la mayor
parte de la poblacion cuenta con sistemas adecuados de abastecimiento de
agua y eliminacion de aguas residuales.™

2.3 Helicobacter pylori

2.3.1 Historia

Las primeras observaciones de bacterias espirales en el estbmago no son
recientes. Ya que en el afio 1881, Rappin pudo observar a estas bacterias en el
estobmago de los perros y a comienzos del siglo XX, Krienitz las describié en el
estbmago de pacientes con cancer gastrico. A pesar de que algunos autores
sugirieron su implicacion en la inflamacion géstrica como hizo Steer en 1975, el
hecho de que no lograran cultivarla implicaba que no podia pasar mas que de
una hip6tesis no demostrable.?

Ahi es donde radica la importancia del descubrimiento de Warren y Marshall. No

solo es describirlas en biopsias gastricas de pacientes con gastritis y Ulcera



péptica relacionandola con estas patologias sino que, y siguiendo la metodologia
que Skirrow utilizo para el aislamiento de Campylobacter, lograron cultivar la
bacteria a partir de biopsias de antro gastrico, y ante la incredulidad con la que la
comunidad cientifica acogio la noticia, decidieron demostrar los postulados de
Koch, para los cual Barry Marshall ingirid una solucion con el microorganismo y
padecio una gastritis aguda demostrada con datos histolégicos. Por el aspecto
curvo de la bacteria, sus requerimientos en el cultivo y su localizacién anatémica
fue llamado en un principio Campylobacter pyloridis, nombre después corregido
para adoptarlo a la forma cientifica correcta Campylobacter pylori.*

Pero en el afio 1989 datos provenientes del estudio de la secuencia 16S ARN
ribosomal llevaron a la conclusiéon de que se trataba de un nuevo género. Quedo
entonces clasificado Helicobacter pylori. La bacteria fue llamada inicialmente
Campylobacter pyloridis, después Campylobacter pylori (al corregirse la
gramatica latina) y en 1989, después de secuenciar su ADN se vio que no
pertenecia al género Campylobacter y fue emplazada dentro del género
Helicobacter. EI nombre pylori viene del latin pylorus, que significa
“‘guardabarrera”, y hace referencia al piloro (la apertura circulas del estbmago
que conduce al duodeno).*

2.3.2 Biologia de Helicobacter pylori

Helicobacter pylori es una bacteria que infecta el epitelio gastrico humano.
Muchas Ulceras y algunos tipos de gastritis se deben a infecciones por
Helicobacter pylori en muchos casos los sujetos infectados nunca llegan a
desarrollar ningln tipo de sintoma. Esta bacteria vive exclusivamente en el
estbmago humano. Es una bacteria espiral (de esta caracteristica morfolégica
deriva el nombre de Helicobacter) y puede enrollarse literalmente por si misma
para colonizar el epitelio estomacal.™®

Helicobacter pylori es considerado generalmente como un microorganismo
extracelular pero en varios estudios se ha encontrado en el interior de las células
epiteliales una invasion similar a la Yersinia enterolitica lo que sugiere que un
mecanismo invasivo puede ser el responsable del dafio a las células y la
ulceracion péptica.™

2.3.3 Microbiologia, estructura y taxonomia de Helicobacter pylori
Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa de forma espiral, de alrededor
de 3 micrémetros de largo y con un diametro aproximado de 0,5 micrémetros.

Tiene de 4-6 flagelos. Es microaerdfila, es decir, requiere oxigeno pero a bajas
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concentraciones de las encontradas en la atmdésfera. Es oxidasa y catalasa
positiva. Con su flagelo y su forma espiral la bacteria perfora literalmente la capa
de mucus del estbmago, y después puede quedarse suspendida en la mucosa
gastrica o adherirse a las células epiteliales.

Helicobacter pylori produce adhesinas, las cuales se unen a lipidos asociados a
membranas y a carbohidratos, se caracteriza por ser una bacteria de crecimiento
lento.

Este microorganismo segrega proteinas con conocidos efectos quimiotacticos,
atraen a los neutrofilos lo que produce inflamacién en la zona afectada. Su
caracteristica bioquimica mas sobresaliente es la abundante produccién de la
enzima ureasa, que cataliza la hidrélisis de la urea en amonio y CO,; lo cual
permite la formacién de una nube de amonio que es un mecanismo importante
para la sobrevivencia de la bacteria en un pH tan acido como lo es el jugo
gastrico.™?

Es la especie tipo de este género y el mas importante en cuanto se refiere a la
patologia humana. Las bacterias cultivadas in vitro son menos espirales y
aparecen como bacilos curvados, en los cultivos expuestos al aire, las bacterias
se hacen rapidamente cocoides y eventualmente degeneran esta capacidad
para transformarse en forma cocoide.™

La taxonomia del Helicobacter pylori

Reino : Bacteria

Filo  : Proteobacteria

Clase : Epsilon Proteobacteria

Orden : Campylobacterales

Familia: Helicobacteraceae

Género: Helicobacter

Especie: Helicobacter pylori*?

Especies de Helicobacter

Desde la descripcion del género el numero de especies incluidas en él ha
aumentado espectacularmente. En la actualidad al menos 24 especies de
Helicobacter han sido descritas de una forma valida y 35 o mas Helicobacter
nuevos esperan ser formalmente nombrados.’

Las especies de Helicobacter se clasifican segun el andlisis de la secuencia del
ARNr de 16S de sus genes, segln sus &cidos grasos celulares y la presencia

de flagelos polares.®



Una manera util y practica de agrupar las especies de Helicobacter es teniendo
en cuenta el habitat que ocupa. Asi tradicionalmente se han distinguido especies
de Helicobacter gastricas o enterohepéticas.”

2.3.4 Factores patogénicos

Existen diversos factores que influyen en la virulencia y patogenicidad del

Helicobacter pylori, algunos factores estan relacionados con el microorganismo y

otros con el hospedero que, juntos, modulan el riesgo de desarrollar la

enfermedad.™

Auln se desconoce el mecanismo patogénico, pero se ha descrito la produccién

de citotoxinas. La gran cantidad de ureasa producida por el microorganismo

puede contribuir en la supervivencia en el ambiente acido de la mucosa
gastrica.*

Helicobacter pylori es capaz de colonizar y persistir en su habitat: la mucosa

gastrica. Los factores de patogenicidad de Helicobacter pylori pueden dividirse

en dos grupos.’

a. Factores de virulencia, que contribuye a los efectos patogénicos de la

bacteria. Responsables de los tres grandes efectos patogénicos imputados a

Helicobacter pylori: induccion de la inflamacién gastrica, alteracién de la barrera

mucosa géstrica y alteracion de la fisiologia gastrica.

a.l. Induccién de lainflamacion gastrica.

La presencia de un infiltrado inflamatorio en la mucosa se ha relacionado con la

necesidad de éste, para permitir la supervivencia de Helicobacter pylori in vivo.™

¢ |Interleucina-8: es un péptido que actla como un potente mediador de la
inflamacién reclutando y activando neutréfilos. Cepas de Helicobacter pylori
VacA + / CagA + inducen una mayor produccién de IL-8 que cepas VacA (-) /
CagA ().

o Adherencia de los neutrdfilos: Existe una proteina, denominada HP-NAP, de
150 kDa que incrementa la expresion en los neutréfilos de la integrina
CD11b/CD18 y aumenta su adherencia a las células del endotelio.™*

e Factor activador plaquetario (PAF): se trata de un reconocido agente
ulcerogénico, ya que estimula la secrecion acida géstrica, via receptores
especificos de las células parietales. Helicobacter pylori puede metabolizar su
precursor inactivo Lyso-PAF en PAF, induciendo lesion gastrica.™

e Lipopolisacarido: el lipopolisacarido de Helicobacter pylori rompe la barrera
mucosa gastrica interfiriendo la interaccion entre la mucina y su receptor a
nivel de la mucosa. La ebrotidina, contrarresta este efecto.?
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e Ureasa: es un potente estimulo de la activacion de la fagocitosis mononuclear
y la produccion de citocinas inflamatorias. Producida en grandes cantidades
por todos los aislamientos de Helicobacter pylori, parece implicada en la
proteccion de la bacteria frente a la acidez del estomago.*

Estudios en modelos experimentales demuestran que mutantes ureasa-
negativas son incapaces de colonizar la mucosa del modelo animal en cerdos.™
La ureasa es la enzima mas abundante producida por Helicobacter pylori y su
actividad depende del pH alrededor de la bacteria. El habitat natural de
Helicobacter pylori se encuentra por debajo de la capa mucosa, donde el pH se
aproxima a la neutralidad. El mecanismo que utiliza para protegerse de ese pH
acido durante la colonizacién o de las bajadas de pH que pueden ocurrir por
dafios mecanicos en la mucosa, se basa en acumular una gran cantidad de
ureasa en el citoplasma, en el espacio periplasmico y en la superficie de la
bacteria. La ureasa es una metaloenzima que cataliza la hidrélisis de la urea
presente en el estbmago en amonio y diéxido de carbono. El amonio producido
aumenta el pH, elevandolo hasta 6 6 7 en su entorno.

De este modo puede alcanzar la superficie de las células de la mucosa, donde el

pH es practicamente neutro.

La ureasa se regula puesto que un aumento excesivo de la alcalinidad debida al

NH, producido mataria a la bacteria. La regulacion se produce mediante un

transportador dependiente de pH. El transportador Urel permite la entrada de

urea pero una vez que el pH alcanza el valor de 6-7, se inactiva.

El NH, liberado va a producir una serie de dafios que afectan a la

microcirculacion y a las células epiteliales superficiales. Origina una

necrotizacion del tejido profundo; colabora en el desarrollo de gastritis atrofica
cronica humana y facilta el incremento de infecciones virales y la
carcinogénesis.™

a.2. Alteracion de la barrera mucosa gastrica.

Helicobacter pylori puede inhibir la respuesta de las células productoras de moco,

lo que supone un efecto nocivo sobre el primer mecanismo de defensa de la

mucosa gastrica.

e Fosfolipasa. a través de las fosfolipasas A y C expresadas por Helicobacter
pylori, este microorganismo altera la capa de moco del epitelio gastrico. Su
efecto puede ser inhibido por el uso de sales de bismuto.

e Mucinasa. su expresion in vivo, contribuye probablemente a la alteracion de la

barrera mucosa gastrica.

11



e Radicales libres de oxigeno. Inducidos por Helicobacter pylori, se ha
relacionado su formacion en la mucosa gastrica in vivo con la extension de la
lesiébn gastrica, de modo que no existe evidencia de participacion de los
radicales libres de oxigeno en el dafio gastrico en casos no relacionados con
la infeccion por Helicobacter pylori.

¢ Induccion del 6xido nitrico sintetasa. Elevados niveles de éxido nitrico se han
asociado a activacion inmunitaria y lesion tisular. Helicobacter pylori induce su
produccién in vitro, a cargo de los macrofagos.

e Apoptosis Helicobacter pylori aparece como un inductor de la muerte celular
programada de las células de epitelio gastrico. Del mismo modo inhibe la
migracion y proliferacién de las células epiteliales.™®

a.3. Alteracién de lafisiologia gastrica.
La infeccion por Helicobacter pylori induce la secrecion de gastrina, que actla
como un estimulo para la secrecién acida e inhibe la secrecion de somatostatina,
péptido inhibidor de la secrecién acida. Este efecto esta relacionado también con
el grado de inflamacion gastrica presente, de forma que, cuando la secrecién
gastrica es inhibida con omeprazol, la presencia de Helicobacter pylori en el antro
se encuentra comprometida y se produce la migracion de la bacteria desde esta
localizacién hacia el cuerpo del estomago.'’

b. Factores de movimiento, que permite a la bacteria colonizar y permanecer

dentro del hospedero.

o Movilidad: los flagelos son los que le permiten su gran movilidad para
introducirse con rapidez en la capa de moco del estbmago. Los genes Fla-A 'y
Fla-B se han identificado como reguladores de los flagelos y las cepas que
carecen de ellos son incapaces de colonizar.™

e Catalasa y superdxido dismutasa: confieren resistencia a la bacteria frente a
la fagocitosis por los leucocitos polimorfonudeares.

e Heat shock proteins, inductoras de la respuesta inmune y moduladoras de la
actividad ureasa.

e ATPasa, diana del efecto bactericida de los inhibidores de la bomba de
protones en Helicobacter pylori.

e Adhesinas involucradas en la fijacibn del microorganismo a las células
epiteliales del estémago, resistiendo el peristaltismo.*’

e Evasion a la inmunidad. Helicobacter pylori para tener una cierta actividad

supresiva de la respuesta inmunitaria celular del hospedero, al mostrar
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resistencia a la fagocitosis, quiza debido a la gran cantidad de amonio que es
capaz de producir. La expresion del antigeno de Lewis en la superficie de
Helicobacter pylori, puede contribuir al camuflaje de la bacteria. La
modificacion de la morfologia de las bacterias también esta implicada, por
medio de las formas cocoides, que representa una forma de resistencia en
condiciones ambientales hostiles, que pueden ser revertidas a formas
bacilares virulentas in vivo."
2.3.5 Infeccion y transmisién de Helicobacter pylori
La infecciébn por Helicobacter pylori puede ser sintomética o asintomatica, se
estima que mas del 70% de las infecciones son asintomaticas. En ausencia de
un tratamiento basado en antibidticos, una infeccion por Helicobacter pylori
persiste aparentemente durante toda la vida. El sistema inmune humano es
incapaz de erradicarla.
Lo que parece mas claro son los factores de riesgo para adquirir la infeccién:
nacer en paises en vias de desarrollo; estatus socioecondmico bajo; vivir en
situaciones de hacinamiento e insalubres; comer alimentos y beber agua en
malas condiciones sanitarias y exposicion al contenido gastrico de personas
infectadas. En cuanto a la posible fuente ambiental la mas importante de las
propuestas es el agua. Son muy numerosos los estudios de deteccién del ADN
de Helicobacter pylori en el agua e incluso en uno de ellos se llegé a cultivar.*
Las infecciones por via ambiental o a través reservorios animales no pueden ser
descartadas. De hecho, los perros y gatos sirven de reservorio de Helicobacter
heilmannii, que se asocia a Helicobacter pylori en la infecciéon y produce casos
de gastritis en humanos.*®
Transmision de Helicobacter pylori
Aunque Helicobacter pylori esta en el estbmago de la mitad de la poblacién
mundial todavia no se conoce perfectamente como se transmite. Se han
propuesto distintas rutas que puede seguir la infeccién: oral-oral, fecal-oral, oro-
gastrica 0 a partir de una fuente ambiental. Los estudios, dependiendo en que
grupo poblacional se realicen, apuntan a favor de una u otra. Podria ser que en
paises desarrollados la ruta de transmisiébn mas habitual fuera de la oral-oral y
en aquellos donde las condiciones higiénico-sanitarias no sean correctas fuera la
fecal-oral.’

Existen tres rutas de transmision:
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e Latrogénica: material en contacto con la mucosa gastrica de una persona es
luego puesto en contacto con otra. La desinfeccion de material hospitalario
como reducen los indices de transmision. Endoscopistas que no usan
guantes, incrementan el riesgo de estar infectados.*®

e Transmision fecal-oral: es quizds la mas importante. Aunque es aislada de
heces de nifios infectados, los residuos fecales contaminan el agua que
puede ser entonces la fuente de infeccion.®

e Transmision oral-oral: fue identificada en mujeres africanas que
premasticaban alimentos para sus hijos. No hay asociacion relacionada con
transmision sexual. La transmisiébn por aspiracion del vomito es otra
posibilidad no documentada.*®

2.3.6 Enfermedades digestivas relacionadas con Helicobacter pylori
La asociacion de la bacteria Helicobacter pylori con un 90% de las Ulceras
duodenales y con un 70-80% de Ulceras gastricas ha quedado perfectamente
establecidas. En cambio resulta menos claro el papel de Helicobacter pylori en
dispepsia funcional o no ulcerosa, que habitualmente se manifiesta con dolor
recurrente o0 persistente en la parte superior del abdomen, sin pruebas
estructurales de la enfermedad. Est4 asociado a gastritis, Ulcera péptica,
dispepsia no ulcerosa, cancer gastrico y linfoma gastrico tipo MALT16.
Gastritis
La gastritis crénica asociada a Helicobacter pylori es una de las infecciones
cronicas de mayor prevalencia en la poblacién. El concepto de gastritis crénica
incluye todo tipo de inflamacion de la mucosa gastrica. Clasicamente se habia
utilizado la clasificacion de gastritis tipo A- atrofica, predominantemente en el
cuerpo del estbmago y a menudo con componente inmunolégico; gastritis tipo B-
superficial y predominante en el antro del estbmago y gastritis tipo C-de origen
guimico. En 1990 se propuso la clasificacion del sistema Sidney que incluye
sistemas endoscoépicos, histolégicos y etiolégicos. Con esta nueva clasificacion
las gastritis se clasificaron en aguda, cronica y formas especificas, dividiéndose
la gastritis cronica en dos grandes categorias: no atréfica y atréfica.

La gastritis que se origina después de la infeccién por Helicobacter pylori puede

desarrollarse sin manifestaciones o bien originar la expresién clinica propia de

gastritis aguda (dolor epigéstrico, nduseas y vomito), el cuadro es autolimitado.

Esta infeccibn va permanecer indefinidamente, tanto si se ha desarrollado

sintomatologia como si no. La infecciébn crénica dara lugar a una gastritis
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superficial cronica difusa que podria conducir a una gastritis atréfica multifocal, a
una atrofia gastrica y metaplasia gastrica.'’

Ulcera péptica

La asociacion de Helicobacter pylori con la Ulcera duodenal es clara ya que el
90-95 % de los pacientes con Ulcera duodenal presentan este microorganismo y
la Ulcera cicatriza al erradicar la bacteria. Con respecto a la Ulcera gastrica
también existe una clara relacion aunque solo con un 70% de este tipo de Ulcera
esta asociado con la presencia Helicobacter pylori, debido a que el resto de ellas
estan producidas por consumo de anti-inflamacion no esteroides.

En cuanto a la Ulcera péptica hay que destacar que mas del 90% de los
pacientes con Ulcera duodenal y entre el 50-80% de los pacientes con Ulcera
gastrica estan infectados por Helicobacter pylori. Pero solo es desarrollado por el
10% de las personas infectadas. Luego deben de existir otros factores
necesarios para su produccién. Quiza haya cepas mas virulentas que otras. *
Dispepsia no ulcera

Consiste en molestias gastricos de clinica heterogénea. Al no conocerse su
causa se postulé6 que la bacteria estuviera implicada en su etiologia. Pero
estudios recientes han demostrado que la erradicacion de la bacteria no resuelve
dichas molestias.*® *°

Linfoma gastrico MALT (tejido linfoideo asociado a mucosa)

El 90% de los pacientes con linfoma MALT son positivos para Helicobacter
pylori. Es un tipo de linfoma que se localiza preferentemente en el antro del
estobmago, dado que es la zona donde mas existe tejido linfoide. Ademas, varios
estudios apoyan la asociacién de Helicobacter pylori con esta enfermedad
puesto que tras la erradicacion de la bacteria se ha observado la regresion del
linfoma.*®

2.3.7 Diagnostico de la infeccion por Helicobacter pylori

La demostracién de que Helicobacter pylori era el principal agente causal de la
gastritis antral asociada a la Ulcera péptica y de que su erradicacion conducia a
la curacion definitiva de la mayoria de los casos de esta enfermedad, asi como
su implicacién en los sintomas gastricos tipo MALT y el cancer de estémago,
produjeron una auténtica eclosion de métodos de diagnostico.

Existen diferentes métodos para diagnosticar un infeccion de Helicobacter pylori.
El diagnéstico de la infeccion puede establecerse por métodos directos, cuando

se detecta la presencia del microorganismo en muestras obtenidas por

15



endoscopia (cultivo, tinciones histologicas, técnicas moleculares) o indirectos,
cuando se estudia alguna propiedad del mismo o la respuesta inmune
especifica. ** *°

Métodos invasivos

La obtencion de muestras para el diagnéstico puede realizarse por métodos
invasivos, si es necesario la realizacion de una endoscopia para la obtencion de
muestra.

Cultivo

El cultivo de Helicobacter pylori en ambientes distintos al estbmago humano ha
sido dificil, debido a cambios morfoldgicos de esta bacteria y al sobrecrecimiento
0 competencia de otros microorganismos. Se han realizado esfuerzos por
cultivar esta bacteria en muestras de agua usando medios de crecimiento
alternativos bajo condiciones microaerdfilas variables. Hasta el presente, se han
reportado algunos casos de cultivo viable de este patdgeno a partir de muestras
de aguas residuales, agua marina y asociado al plancton, confirmando la
presencia de Helicobacter pylori por analisis de secuencias del gen 16S del
ARNT.

El Helicobacter pylori es una bacteria muy exigente y para su crecimiento en
medios de cultivo necesita una atmdésfera adecuada, microaerdfila, con una baja
concentracion de oxigenoy presencia de CO, de 5 - 10%, asi como una
humedad de 70 - 90%.

Se recomienda el uso de estufas de CO, que permite mantener
una temperatura entre 35 a 37 °C o utilizar jarras de anaerobiosis para el
crecimiento del bacilo.™

Los medios de cultivo utilizados deben ser ricos en nutrientes y deben contener
sangre de carnero, caballo o humana o productos derivados de la sangre; por lo
que el medio mas adecuado es el de Skirrow.

El periodo de incubacién es prolongado (7 a 10 dias) pero al cabo de 2 a 5 dias
ya se pueden visualizar las colonias tipicas del Helicobacter pylori, las cuales
son pequefias, brillantes y blanquesinas.®

Histologia

La observacién de microorganismos de forma espiral en cortes histologicos con
diferentes tinciones es un método sencillo para diagnosticar la infeccidon
por Helicobacter pylori, asi como para determinar la densidad de la colonizacién.

Entre los métodos de tincién utilizados, unos son simples y faciles de realizar y
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otros son mas complejos. En la actualidad se emplean las tinciones con
hematoxilina-eosina, la de Warthin-Starry con nitrato de platay la tincion con azul
de metileno, aunque esta Ultima ha sido sustituida por la tincion con Giemsa,
probablemente una de las mas populares, por ser facil de realizar y econémica y
con buenos resultados en el diagndstico. Existen técnicas complementarias a la
histologia como la inmunohistoquimica y la técnica de FISH (fluorescent in situ
hybridization) que han sido empleadas para la deteccion de Helicobacter pylori
con esta Ultima se ha reportado hasta 98 % de sensibilidad y 100 % de
especificidad en la deteccion de la bacteria. A pesar de los buenos resultados
que se han reportado con la técnica de FISH, la misma necesita un microscopio
de fluorescencia, oligonucleétidos fluorescentes especificos y varios reactivos
que encarecen la técnica sustancialmente. Los analisis histolégicos son
importantes no sélo para el diagndstico de la infecciéon por Helicobacter pylori,
sino fundamentalmente para determinar el nivel de dafio histol6gico. Estos
estudios brindan informacién sobre la presencia de polimorfonucleares y
diagnostican la gravedad de la gastritis, metaplasia y/o de atrofia en el tejido
analizado. Las principales desventajas del diagnéstico histolégico en el caso
de Helicobacter pylori son que el resultado esta muy influenciado por la
experiencia del patdlogo y el tipo de tincibn que se emplee. Por otra parte,
existen algunos factores especificos que disminuyen su sensibilidad, como son:
la baja densidad de microorganismos y la desigual distribucion de la bacteria en
el estbmago, esto Ultimo afecta por igual a todos los métodos directos de
deteccion y, por tanto, se recomienda tomar varias biopsias para aumentar la
sensibilidad de la técnica en cuestion que se esté empleando. A pesar de que
aun no se ha podido visualizar Helicobacter pylori directamente en el epitelio
gastrico al realizar las endoscopias, recientemente fue empleado un
endocitoscopio Olympus XEC-120 para la visualizacién ex vivo de Helicobacter
pylori. En este experimento se tomaron alicuotas de 20 L. de cultivos
semiliquidos del microorganismo, se colocaron en portaobjetos y se logro
visualizar la bacteria en movimiento por al menos 5 min sin realizar ninguna
tincion previa. Este es el primer reporte del uso de un endocitoscopio para
visualizar microorganismos vivos y, aunque el mismo no fue disefiado con este
fin, se abre la posibilidad para que en un futuro cercano pueda construirse un
instrumento que permita la observacion de Helicobacter pylori directamente en la

mucosa géastrica cuando se realiza la endoscopia.
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La histologia ha sido una de las técnicas mas empleadas en la red hospitalaria
cubana para la deteccion de Helicobacter pylori, asi como en los estudios
realizados en nuestro pais sobre la infeccién con este microorganismo.?*
Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Mediante la técnica de PCR es posible detectar el acido desoxiribonucleico
(ADN) de Helicobacter pylori en concentraciones minimas, a partir de biopsias
gastricas, para lo cual se utlizan diferentes iniciadores de secuencias
(cebadores) para amplificar varios genes como: el gen ureA que codifica para la
subunidad A de la enzima ureasa, el genglmM que codifica para una
fosfoglucosamina mutasay secuencias altamente conservadas del gen que
codifica para el acido ribonucleico de la subunidad 16S del ribosoma (ARNr
16S). De todos los genes, el gen glmMha sido el mas empleado para el
diagndstico de Helicobacter pylori, y se reportan muy buenos valores de
sensibilidad y especificidad con su uso.?

La mayoria de los métodos basados en esta técnica tienen 100 % de
sensibilidad, también varios estudios sugieren que la PCR es tan valida como el
cultivo para confirmar la erradicacion del microorganismo y para detectar los
fallos de las multiples terapias empleadas en la erradicacion de este patégeno.
La PCR también permite detectar los genes de factores de patogenia especificos
de Helicobacter pylori como CagA y VacA. Es, ademas, un método rapido y
aplicable a diferentes tipos de muestras. Su principal inconveniente lo constituye
la presencia en la muestra de restos de tejido gastrico, lipidos u otros
componentes que inhiben la reaccion de la PCR y que por tanto favorecen la
obtencion de falsos negativos. Al igual que para el cultivo y la histologia, la
sensibilidad de la PCR se ve afectada por la desigual colonizacion de la mucosa
gastrica por Helicobacter pylori.*?

Recientemente, se emple6 un nuevo sistema para la identificacién
de Helicobacter pylori que consiste en la combinacién de la técnica de
endoscopia de barrido y el método LAMP (loop-mediated isothermal
amplification). En este sistema se emplearon cebadores para el gen ginMy se
logré 100 % de sensibilidad y especificidad. Este procedimiento tiene la ventaja
de no necesitar una muestra de biopsia gastrica, ademas, tiene menos
requerimientos que la PCR estédndar, pero se necesitaran mas estudios para

corroborar su eficiencia en el diagnéstico de Helicobacter pylori.*’
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La PCR no ha sido empleada hasta ahora en nuestra red asistencial de salud
para el diagndstico de Helicobacter pylori y solo en 2 estudios se ha usado como
método de deteccion de la infeccion por Helicobacter pylori.”

Métodos no invasivos

Prueba seroldgica

La técnica mas empleada, por mas de 20 afos, es el ELISA estandar y sus
variantes. Son muchos los juegos comerciales basados en esta técnica, gran
parte de los cuales contienen mezclas de antigenos especificos de Helicobacter
pylori, con lo cual se ha disminuido la reactividad inespecifica, y por tanto se ha
aumentado la especificidad de los ensayos hasta un 98 %.%

Los inmunoensayos sobre papel de nitrocelulosa (immunoblotting), como el
Western Blot, son muy Utiles para evaluar la respuesta inmune contra antigenos
especificos, como VacA y CagA, lo que permite establecer relaciones entre el
desarrollo de patologias mas severas y la presencia de determinados antigenos
de Helicobacter pylori.*

Uno de los juegos comerciales basado en la inmunocromatografia es el
AssureTM H. pylori Rapid Test. Al emplear este ensayo en estudios realizados
en distintas poblaciones, se ha alcanzado una sensibilidad del 96 % y una
especificidad del 94 %.

Las técnicas serolégicas son generalmente simples, reproducibles y econémicas,
pero ademas, son las Unicas que permiten realizar estudios epidemioldgicos y
determinar la prevalencia y la edad de adquisicibn de la infeccion
por Helicobacter pylori en diferentes poblaciones.

La limitacion principal de la serologia es su incapacidad para distinguir entre la
infeccién activa y una infeccion previa con Helicobacter pylori, ya que los niveles
de anticuerpos persisten alrededor de 6 meses en sangre y esto puede
determinar la obtenciébn de falsos positivos. Por otra parte, dada la
heterogeneidad de las cepas que circulan en las diferentes zonas geogréficas y
las variaciones en las preparaciones antigénicas de los diferentes juegos
serolégicos comerciales, es necesario validar cada juego comercial en la
poblacién particular donde se pretenda hacer extensivo su empleo. Hasta estos
momentos no se ha empleado en nuestro pais ningun juego seroldgico para el
diagnostico generalizado de la infeccion por Helicobacter pyloriy tampoco se
cuenta con un juego propio*’. No obstante, si se han empleado varios juegos
serolégicos comerciales para el diagnéstico de la infeccion en algunos estudios

realizados.?*
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La deteccién de antigenos de Helicobacter pylori en heces fecales, mediante
técnicas inmunoenzimaticas, se ha empleado para el diagnéstico inicial de la
bacteria y para confirmar la erradicacion de la misma después del tratamiento. El
primero de los juegos comerciales desarrollados fue el Premier Platinum
HpSATM (Meridian Diagnostics), que constaba de una mezcla de anticuerpos
policlonales para el reconocimiento de los antigenos y aunque su sensibilidad
era buena, la especificidad no era suficiente. Estos juegos han sido sustituidos
por otros que contienen anticuerpos monoclonales, los cuales muestran una muy
buena especificidad. Esta técnica tiene la ventaja de ser totalmente no invasiva y
por tanto muy 0til para el diagnéstico de la infeccién en pacientes de cualquier
edad, sobretodo en nifios.

Recientemente, un juego inmunocromatografico que detecta a la enzima
catalasa, en su estado nativo en heces fecales, fue desarrollado y empleado en
el diagndstico de la infeccion por Helicobacter pylori en nifios asintométicos y
personas de edad avanzada. Aunque con este juego se obtuvieron muy buenos
resultados, es necesario realizar otros estudios para corroborar su eficacia en el
diagnéstico.?

Los juegos comerciales basados en la deteccion de antigenos en heces fecales
se ven afectados por varios factores, entre los que se destacan: la excreciéon de
los antigenos muy diluidos o degradados, cuando hay problemas de diarreas u
obstrucciones intestinales, respectivamente; lo que compromete la sensibilidad
de estos juegos. Otro aspecto que limita su uso extensivo, son sus altos precios.
En nuestro pais no se encuentran reportes del uso de estos juegos comerciales
en la deteccion de Helicobacter pylori.?*

Prueba de aliento

La prueba del aliento se basa también en la actividad de la ureasa
de Helicobacter pylori, pero en este caso con urea marcada. Como resultado de
la ingestion de una suspension de urea marcada con C™o CY, ocurre la
hidrdlisis de la urea y se forma anhidrido carbdnico que se absorbe en los
tejidos, se difunde a la sangre, es transportado a los pulmones y de alli es
exhalado a través del aliento. La cantidad de CO, marcado que se exhala esta
en relacion directa con la intensidad de la hidrolisis de la ureasa del
microorganismo Yy, por tanto, con la presencia de Helicobacter pylori. La prueba
del aliento es un método cualitativo que, a diferencia de la prueba de la ureasa

rapida, estudia toda la superficie del estbmago, son muy altas su sensibilidad y
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especificidad, tanto en pacientes que no han sido tratados previamente, como en
aquellos que si han recibido un tratamiento erradicador. También es considerada
la mas fidedigna de las técnicas no invasivas por su robustez. En contraste con
otros métodos indirectos, como la serologia, cuando su resultado es positivo
indica infeccién actual. Esta técnica es costosa y en su realizacion existen
aspectos que pueden afectar el resultado, como son: las variaciones en cuanto
al punto de corte utilizado para la positividad, la ingestién previa de algunos
alimentos y el intervalo de tiempo para la toma de la muestra. Ademas, la
presencia de atrofia gastrica puede favorecer la obtencion de falsos negativos,
por lo que en estos casos se ha demostrado la utilidad de realizar ademas,
pruebas serolégicas para el diagnéstico de Helicobacter pylori.?®

Esta prueba, por ser tan costosa no se ha empleado en nuestro pais para el
diagnoéstico de Helicobacter pylori en la red asistencial de salud y no hay
reportes de su uso en estudios de esta infeccion.?

2.4 EPIDEMIOLOGIA

Los estudios realizados en la ultima década han convertido a Helicobacter pylori
en uno de los agentes infecciosos de mayor prevalencia en el hombre,
implicandose en la patogenia de enfermedades tan dispares como la patologia
gastroduodenal crénica.?®

La proporcién de infeccién varia de naciéon a nacion. En el mundo occidental
(Oeste de Europa, Norteamérica y Australia), la proporcion es de alrededor de un
25% de la poblacién, siendo mucho mayor en el tercer mundo. En este dltimo
caso, es comun, probablemente por las pobres condiciones sanitarias, encontrar
infecciones en nifios. En los Estados Unidos, la infeccion se da principalmente
entre personas de edad avanzada (mas del 50% de estas ocurren es personas
de las de 60 afios frente a un 20% entre personas de menos de 40) y entre
pobres.®

El dltimo reservorio en condiciones naturales es el hombre, aunque no es
infrecuente el aislamiento en primates. Todavia hoy, la ruta de transmision de la
infeccion, no esta claramente establecida y se piensa como via mas posible, la
via oral y oro-fecal. Se ha hipotetizado sobre el mecanismo de transmisién a
partir de insectos como las moscas o animales domésticos (mascotas), y mas
concretamente gatos, si bien implica especies diferentes como son Helicobacter

felis y Gastrospirillum hominis.*
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A prevalencia de la infeccion por Helicobacter pylori en el mundo es muy
elevada, aproximadamente del 50% y se divide en dos grupos. El grupo | esta
constituido por los paises en donde la mayoria de los nifios se infectan durante
la infancia y en los que la infeccién cronica producida por el microorganismo
persiste durante la edad adulta; el grupo Il esta integrado por aquellas zonas en
que solo una minoria de los nifios que viven actualmente estan infectados, pero
donde la prevalencia de la infeccion aumenta con relacion a la edad durante la
etapa adulta. En este ultimo grupo interviene el denominado efecto de cohorte o
generacional que se encuentra en poblaciones en que han cambiado o se han
modificado de modo importante las condiciones socioeconémicas en las Ultimas
décadas."

Estudios de prevalencia de la infeccion en poblaciones sanas muestran amplias
variaciones entre diferentes comunidades. Entre los paises del grupo | con
mayores porcentajes se encuentran dentro del continente africano. Nigeria con
85%, Argelia con un 79% y Costa de Marfil con 73%, mientras que en el grupo I
los mayores porcentajes corresponden a Israel con 65%. Reino Unido con
56,9%, EE.UU con 52% y Japén con 50%.

Las mas altas tasas de infeccibn estdn asociadas a los bajos estatus
socioeconomicos y hacinamiento en la vivienda, por eso, la prevalencia de la
infeccion de Helicobacter pylori es muy diferente tanto entre distintos grupos de
la poblacién como dentro de un mismo grupo.®

La prevalencia de la infeccion por Helicobacter pylori en Lima, Peru, esta
disminuyendo entre las personas de nivel socioeconémico medio y alto, y se
mantiene estacionaria entre la poblacion de nivel socioecon6mico bajo. La
infeccion es ligeramente mas frecuente en el sexo masculino y se adquiere en
edades tempranas de la vida, probablemente la via fecal-oral y el agua sean los
mecanismos de transmision mas importantes. No existen hasta el momentos
pruebas en nuestro pais que permitan afirmar que ciertas razas tengan
predisposicion para adquirir la infeccién. No hay diferencias en la prevalencia de
la infeccion por Helicobacter pylori entre las poblaciones de la costa, sierra y
selva del Peru; en la poblacion de altura es mas frecuente la gastritis cronica
secundaria al infeccion por Helicobacter pylori que en la poblacién que reside a
nivel del mar.?

En un estudio realizado en la ciudad de Lima, en pacientes con dispepsia la

deteccion de Helicobacter pylori en saliva fue de un 35,3% de un total de 34

22



muestras, estos resultados obtenidos podrian demostrar que la cavidad oral
puede ser un reservorio para Helicobacter pylori y las secreciones orales vias
importante de transmisién del microorganismo.*’

Actualmente se estima que el 60% de la poblacién mundial esta infectada por el
Helicobacter pylori. Aunque la infeccion del estbmago por el Helicobacter pylori
es una de las mas comunes en el mundo, su epidemiologia y otros aspectos
vinculados a su relacion con la patologia gastroduodenal no estan aun
completamente aclarados.®

Desde hace dos décadas, cuando el «Grupo de Fisiologia Gastrointestinal de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia y de la Universidad de Johns Hopkins»
inicid las primeras investigaciones en el Perl sobre el Helicobacter pylori, se ha
realizado importantes estudios, entre otros, sobre la epidemiologia de la
infeccién producida por esta bacteria. Al evaluar panoramicamente los reportes
efectuados por nosotros desde esos afos hasta la actualidad, se evidencia que
las caracteristicas epidemiolégicas de la infeccién por el Helicobacter pylori en el
Perd estdn cambiando considerablemente, al igual de lo que se reporta en el
resto del mundo desarrollado. De acuerdo a ciertos reportes, algunos grupos
raciales como los negros e hispanos en los Estados Unidos de Norteamérica,
tendrian una mayor predisposicion para la infeccion, aunque desde nuestro
punto de vista en estos casos las condiciones socioeconémicas y ambientales
gue son mas desfavorables condicionan la aparente diferencia de prevalencia.
En el Perl, desde el punto de vista epidemiolégico se ha encontrado iguales
tasas de infeccién en poblaciones de nivel socioeconémico bajo de la Costa,
Sierra 'y Selva. En personas de nivel socioecondémico alto, las mujeres tienen una
tasa de infeccion menor que los hombres (probablemente por una menor
exposicion que éstos a las formas de contagio). En la raza japonesa no se ha
encontrado diferencias estadisticamente significativas en comparacién con
peruanos del mismo nivel socioeconémico.?®

A nivel mundial, se ha establecido que en los paises desarrollados el 50% de los
pacientes con sintomas del tracto gastrointestinal superior son portadores de
esta bacteria y un 80% en los paises en vias de desarrollo. *°

La forma de transmision de la infeccion por el Helicobacter pylori no esta del todo
aclarada. Al parecer son multiples los modos de transmision (fecal-oral, oral-
oral), predominando algunos de ellos en relacion a las caracteristicas

ambientales y de la poblacién. La alta prevalencia de la infeccion en los paises
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en vias de desarrollo se ha asociado con las pobres condiciones sanitarias,
cloracién del agua, preparacion de los alimentos, y hacinamiento, observacion
apoyada por el rol del agua en la propagacion de la bacteria y la aparente
transmision fecal-oral de la infeccion. En el Peru, probablemente la transmision a
través del agua juegue el rol mas importante. Se ha encontrado al Helicobacter
pylori en el agua procedente de Lima, la Atarjea (central de procesamiento
desde donde se distribuye el agua a toda la ciudad), y la poblacién que la
consume tiene mayor riesgo de presentar la infeccion que la que bebe la
procedente de pozos.?

En pacientes con los sintomas del tracto intestinal superior que fueron
examinados mediante endoscopia en Ayacucho, se hall6 Helicobacter pylori en
un porcentaje de 85% de casos superior al 60% reportados en paises
industrializados y similar a los reportado en otros paises no desarrollados, con
relacién a la edad se prob6 que la infeccion de la bacteria se adquiere a edades
tempranas.®

De cualquier forma en los ultimos afios estan apareciendo cepas de Helicobacter
pylori que presenta resistencia a antibioticos. Hay cepas resistentes incluso a

metronidazol en el reino unido.?®
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. MATERIALES Y METODOS

3.1 FASE PRE ANALITICA
3.1.1 UBICACION DE ZONA DE MUESTREO Y DE TRABAJO
3.1.1.1Ubicacién de zona de muestreo
Los puntos de muestreo estan ubicados en los siguientes rios y Plantas de
Tratamiento que corresponden a los siguientes distritos:
¢ Rio Alameda
- Distrito de Carmen Alto (muestreo realizado en tres puntos a 2775
m.s.n.m, 2780 m.s.n.my 2787 m.s.n.m)
¢ Rio Chacco
- Distrito de Ayacucho - Tambillo (muestreo realizado en dos puntos a 2731
m.s.n.my 2744 m.s.n.m)
- Distrito de Tambillo (muestreo realizado en un punto a 2747 m.s.n.m)
¢ Rio de Huatatas
- Distrito de Andrés Avelino Caceres (muestreo realizado en tres puntos a
2748 m.s.n.m, 2750 m.s.n.m. y 2755 m.s.n.m)
¢ Rio Muyurina
- Distrito de Tambillo (muestreo realizado en tres puntos a 2741 m.s.n.m,
2744 m.s.n.my 2749 m.s.n.m)
¢ Planta Potabilizadora de Agua “Quicapata”
- Distrito de Carmen Alto (muestreo realizado en dos puntos: afluente 1 a
2796 m.s.n.m y afluente 2 a 2790 m.s.n.m)
¢ Planta de Tratamiento de Aguas Residuales “La Totora”
- Distrito de Jesus Nazareno (muestreo realizado en dos puntos: afluente a
2622 m.s.n.m y efluente a 2617 m.s.n.m)
3.1.1.2 Ubicacion de zona de trabajo
La investigacion se realizé en el laboratorio de Microbiologia Ambiental de la

Facultad de Ciencias Biol6gicas, de la Universidad Nacional de San Cristébal de
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Huamanga, ubicado en la ciudad universitaria a 2750 m.s.n.m latitud
13°08'50.92” S y longitud 74°13°09.84"” N.

3.1.2 MUESTREO

El muestreo se realizé de manera intencional en tres puntos para cada rio y dos
puntos en las Plantas de tratamiento (un muestreo por cada mes), para lo cual
se utilizaron muestreadores y botellas de vidrio previamente esterilizadas de 625
mL.%

Se realiz6 la colecta manual para las muestras de rios, tomando en cuenta los
cuidados de asepsia, se removio la tapa del frasco conjuntamente con el papel
protector, con una de las manos se aseguré el frasco por la base, se sumergio
rapidamente con la boca hasta abajo con la profundidad de 15 a 20 cm., para
evitar el ingreso de contaminantes superficiales. Se orientd el frasco de modo
gque la boca este en sentido contrario a la corriente de agua. Se incliné el frasco
lentamente hacia arriba, para permitir la salida del aire y permitir el ingreso del
agua; luego se retird el frasco del cuerpo de agua, se eliminé una pequefia
porcibn de muestra, dejando un espacio vacio de Y para permitir una
homogenizacién antes del inicio del analisis. En el caso de muestras de aguas
residuales crudas y tratadas, se llevo a cabo con la debia precaucion para lo cual
se utilizé un muestreador, guantes descartables y mascarilla. Se llené las %
partes del frasco y se cerré cuidadosamente.

El transporte de las muestras se realizé en un Cooler a temperatura ambiente, el
tiempo que se tardd en llevar las muestras de agua al laboratorio de

microbiologia ambiental fue de 2 horas.?

Tabla N° 1. NUumero de muestras obtenidas en los diferentes puntos de
muestreo de mayo de 2015 a febrero de 2016. Ayacucho.

Fuente de ﬂ ﬂ Muestra Total
agua A ulente A UITnte Efluente Punto 1 Punto 2 Punto 3 o
Planta

Potabilizadora 10 10 20
de Agua

Planta de

tratamiento de 10 10 20
Aguas
Residuales
Rio Alameda --- --- 10 10 10 30
Rio Chacco 10 10 10 30
Rio Huatatas 10 10 10 30
Rio Muyurina --- --- 10 10 10 30
Total 20 10 10 40 40 40 160
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3.2 FASE ANALITICA
3.2.1 PREPARACION DE MEDIO DE CULTIVO

Se preparo el medio de cultivo Skirrow, el cual contiene Agar Base Columbia,
5 % de sangre desfibrinada de carnero y antibiéticos (250 uL. de vancomicina
y 625 uL. de trimetoprima).

Antes que el medio solidifique se transfirié a placas petri estériles.*

3.2.2 AISLAMIENTO DE Helicobacter pylori

¢ Al llegar al laboratorio de microbiologia ambiental se dejaron las muestras de

agua en reposo durante 24 horas a temperatura ambiente para su
sedimentacion.

Al cabo del tiempo establecido se decantaron las muestras de agua.

Se realiz6 el cultivo del sedimento obtenido en la decantacién, con ayuda de
un asa de Kolle, se tomé una asada de muestra para sembrar por la técnica
de agotamiento en superficie en las placas petri conteniendo el medio
Skirrow.

Las placas se colocaron en una camara bajo condiciones microaerofilas (ver
anexo 8), para ello se utilizé un taper hermético de 29 cm de largo x 16 cm de
ancho dentro del cual se colocaron 4 velas pequefias que permitieron
consumir todo el oxigeno del taper, ademas se colocé un vaso con
efervescente para producir didxido de carbono.

Se incubaron a 37 °C de 5 a 10 dias, esperando el crecimiento de colonias
tipicas (pequefas, brillantes y blanquecinas).

Al cabo del tiempo de incubacion se hizo la observacion de colonias
caracteristicas de Helicobacter pylori.

Para la identificacion de Helicobacter pylori primero se realiz6 la coloracion

Gram en donde se observaron bacterias curvas y Gram negativas.*

3.2.3 IDENTIFICACION DE Helicobacter pylori

Después se procedié a realizar las pruebas bioquimicas que se detallan a

continuacion:

3.2.3.1 Pruebade laureasa

En un matraz se disolvié 1,5 g de Agar agar en 90 mL de agua destilada,
luego se llevo a esterilizar a 121 °C a 15 Lbs/pulg2 x 15 min.

Posteriormente se disolvié en condiciones asépticas el 2,9 g de Caldo base
urea en 100 mL. de agua destilada previamente esterilizado a 121 °C a 15

Lbs/pulg2 x 15 min.
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Al cabo del tiempo de esterilizacién se procedidé a mezclar el Agar agar con el
Caldo base urea, luego se trasvasé el medio en tubos de ensayo estériles y
se espero su solidificacion en posicion vertical.

Se inocularon las cepas en cada tubo de ensayo que mostraban tener las
caracteristicas culturales tipicas de Helicobacter pylori y que fueron Gram
negativas y curvas. Se llevé a incubar a 37 °C por 10 dias, dandole las
condiciones microaerofilas.

Al cabo de 2 dias de incubacién se observo el viraje del color inicial amarillo
claro a rosado o rojo claro, esto debido al indicador rojo de fenol contenido en
el Caldo base urea.

Como control positivo se utilizd la cepa de Klebsiella sp. y como control
negativo la cepa de Escherichia coli, las cuales se obtuvieron del area de
microbiologia del servicio de laboratorio del Departamento de Patologia
Clinica del Hospital Regional de Ayacucho “Miguel A. Mariscal Llerena”.*!

Los resultados fueron comparados con la tabla de diferenciacién de bacterias
moéviles, curvadas, Gram negativos y microaerdfilas del Manual de

Determinacion Bacteriologica de Bergey’'s — 9 (ver anexo 1).

3.2.3.2. Prueba de la oxidasa

Se tomd6 una asada de la colonia deseada y se extendid sobre las tiras del kit
de la prueba de oxidasa (Microbiologia Bactident Oxidasa — Merck Millipore).
Se esper6 10 segundos.

El cambio de color de la tira a color morado muestra el resultado positivo.*

3.2.3.3 Pruebade la catalasa

Con un asa de Kolle se transfirio parte del centro de una colonia a la
superficie de un portaobjetos.
Se agreg6 1 gota de perdxido de hidrégeno al 3% y observo la produccion de

burbujas como resultado positivo.*
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IV. RESULTADOS
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Tabla 2: Muestras de agua de los afluentes de la Planta Potabilizadora de Agua
“Quicapata” de las cuales se obtuvieron crecimiento de colonias con
caracteristicas culturales tipicas para Helicobacter pylori. Ayacucho 2015-2016.

Mes de
muestreo

Al

A2

Mayo
Junio
Julio
Agosto
Setiembre
Octubre

Noviembre

Diciembre
Enero

Febrero

Col PPAlla
Col PPA11b(a)
Col PPA12b(b)

Col PPA11a(c)
Col PPA11b(c)

Col PPA22a
Col PPA22b

Col PPA21a(a)
Col PPA21a(b)

Col PPA21a(c)

Al = Afluente 1
A2 = Afluente 2
Col = colonia

PPA = Planta Potabilizadora de Agua
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Tabla 3: Muestras de agua del afluente y efluente de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales “La Totora” de las cuales se
obtuvieron crecimiento de colonias con caracteristicas culturales tipicas para Helicobacter pylori. Ayacucho 2015-2016.

Mes de A E
muestreo
Mayo ~ eeeem emeeeemmeemmeeemmeee e e e
Junio  eeeee memee mmmee mmmee mmmee mmmee mmmee amaea
Julio  eeeee mmeee mmmee emmee mmmee emmee mmeee ameen
Agosto emeee mmeee mmmeemmeeemmeee mmee e e
Setiembre = ceeee e eeeee emeee mmeee mmmee mmeee s
[© o3 1] o] -
. Col PTARAla Col PTARA2a
Noviembre Col PTARALD Col PTARAZD Col PTARA3a Col PTARA4a Col PTARE1la Col PTARE2b Col PTARE3a Col PTARE4a
Col PTARA3a Col PTAREla Col PTARE4a
biciembre  COlPTARAla  Col PTARAZa @) ) @) Col PISREZE‘ Col PTARE3a @)
() () Col PTARA3b Col PTARE1b (a) Col PTARE4b
Col PTARE2b
@) @ @)
Col PTARA2a Col PTARE3a
(b) Col PTARA3a i Col PTARE1a Col PTARE2a (b) i
Enero ColPTARAlA () pTARAZD (b) (b) (b) Col PTARE3b
(b) (b)
Col PTARAla Col PTARE2a
(c) Col PTARA4a (c)
Febrero Col PTARA1b Col PTARA2a Col PTARA3a (c) Col PTARE1la Col PTARE2b Col PTARE3a Col PTARE4a
(c) (c) (c) Col PTARA4b (c) (c) (c) (c)
Col PTARALc (c) Col PTARE2c
() (©
A = Afluente
E = Efluente
Col = colonia

PTAR = Planta de Tratamiento de Aguas Residuales
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Tabla 4: Muestras de agua de los rios Alameda, Chacco, Huatatas y Muyurina de las cuales se obtuvieron crecimiento de colonias con
caracteristicas culturales tipicas para Helicobacter pylori. Ayacucho 2015-2016.

Rio Alameda Rio Chacco Rio Huatatas Rio Muyurina
Mes de
muestreo 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Mayo s ememe ememe emmee mmmee emeee emmee emmeemmmeemmmee mmeme e
Junio T T e e
Julio s ememe ememe emmee mmmee emeee emmee emmeemmmeemmmee mmeme e
Agosto T e e
Setiembre T T e e
Octubre et I
. Col Col Col Col
Noviembre Col RAlla - Col RA31a RC12a - - RH22a RM13a RM21a -
Col Col Col RH Col Col
Diciembre 2’)*11‘1 - Col ngm - RC22a  RC33a - - 32a RM1la - RM31a
(a) (a) (a) (a) (a)
Col RH3 Col
Col la RM21la
ColRAlla i ) ) i i ) (b) i (b) i
Enero (b) R%tf)la Col RH3 Col
1b RM21b
(b) (b)
Febrero - - - - - - - - - - - -

Col = colonia

RA = rio Alameda
RC =rio Chacco
RH = rio Huatatas
RM = rio Muyurina
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Tabla 5: Numero de colonias con caracteristicas culturales tipicas para
Helicobacter pylori aisladas de la Planta Potabilizadora de Agua “Quicapata”,
Planta de Tratamiento de Aguas Residuales “La Totora”, rio Alameda, rio
Chacco, rio Huatatas y rio Muyurina. Ayacucho 2015-2016.

Ubicacién de

muestreo Namero de colonias %
PPA 9 129
PTAR 42 60
Rio Alameda 5 71
Rio Chacco 4 57
Rio Huatatas 4 5.7
Rio Muyurina 6 8.8
Total 70 100

PPA = Planta Potabilizadora de Agua
PTAR = Planta de Tratamiento de Aguas Residuales
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Tabla 6: Resultados de la coloracién Gram de las colonias con caracteristicas
culturales tipicas de Helicobacter pylori de la Planta Potabilizadora de Agua
“Quicapata”. Ayacucho 2015-2016.

miestreo Al A2
Cdédigo de Gram Cédigo de Gram
cepa cepa
Noviembre PPAlla Cocos (+) PPA22a Cocos (+)
---------- PPA22b Bacilos (-)
Diciembre PPAllb(a) Cocos (+) PPA21a(a) Bacilos (-)
Enero PPA12b(b) Cocos (+) PPA21a(b) Bacilos (-)
Febrero PPAlla(c) Bacilos (-) PPA21a(c) Bacilos (-)
PPA11b(c) Cocos (+) - e

PPA = Planta Potabilizadora de Agua
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Tabla 7: Resultados de la coloracién Gram de las colonias con caracteristicas
culturales tipicas de Helicobacter pylori de la Planta de Tratamiento de Aguas
Residuales “La Totora”. Ayacucho 2015-2016.

Mes de

A E
muestreo

Cc')g(ia%c;de Gram Cég(ia%%de
Noviembre PTARAla Bacilos (-) PTAREla Bacilos (-)
PTARA1b Cocos (+) PTARE2b Bacilos (-)
PTARA2a Bacilos (-) PTARE3a Cocos (+)
PTARA2b Cocos (+) PTARE4a Cocos (+)
PTARA3a Bacilos(-) - e

PTARA4a Bacilos (-f) - e

Gram

Diciembre PTA(‘S)A 1a Bacilos (-) PTA(;Ela Bacilos (-)
PTARA2a . PTARE1lb
Bacilos (- Cocos (+
@ ) @ (+)
PTARA3a PTARE2a .
Cocos (+ Bacilos (-
@) (+) @) )
PTARA3b PTARE2b
Cocos (+ Cocos (+
@) (+) @) (+)
PTARE3a .
—————————————— Bacilos (-
@) )
PTARE4a
—————————————— Cocos (+
@ (+)
—————————————— PTA(;E% Cocos (+)
Enero PTA(‘E)A 1a Bacilos (-) PTA(E)Ela Bacilos (-)
PTARA2a . PTARE2a .
Bacilos (- Bacilos (-
PTARA2b PTARE3a .
Cocos (+ Bacilos (-
PTA(‘E)A 3a Cocos (+) PTA(‘E)ESb Cocos (+)
Febrero PTARAla Bacterias PTAREla Bacterias
(c) curvas (-) (© curvas (-)
PTARA1b . PTARE2a
Bacilos (- Cocos (+
© ) © (+)
PTARAlc Bacilos (-) PTARE2b Bacterias
(c) (©) curvas (-)
PTARA2a Bacterias PTARE2c
Cocos (+)
(c) curvas (-) (©
PTARA3a Bacterias PTARE3a Bacterias
(c) curvas (-) (© curvas (-)
PTARA4a Bacterias PTARE4a Bacterias
(c) curvas (-) (© curvas (-)
PTARA4b .
Bacilos(-) - e

(©)

PTAR = Planta de Tratamiento de Aguas Residuales
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Tabla 8: Resultados de las pruebas bioquimicas de las cepas procedentes
de colonias con caracteristicas culturales tipicas de Helicobacter pylori en
muestras obtenidas de la Planta Potabilizadora de Agua “Quicapata”.
Ayacucho 2016.

Al A2 Controles
Pruebas

Klebsiella  Escherichia  Helicobacter
bioquimicas T -A11a(c) PPA2la(c)

sp. coli pylori (*)
Prueba de la
- - + - +
ureasa
Prueba de la
- - - - +
oxidasa
Prueba de la
+ + + + +
catalasa

PPA = Planta Potabilizadora de Agua
E = Efluente

A = Afluente

(*) =Reaccion tipica
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Tabla 9: Resultados de las pruebas bioquimicas de las de las cepas procedentes de las colonias tipicas de Helicobacter pylori en
muestras obtenidas de la planta de Tratamiento de Aguas Residuales “La Totora”. Ayacucho 2016.

A E Controles
Pruebas  “prARAla PTARA2a PTARA3a PTARA4a PTAREla PTARE2b PTARE3a PTARE4a Klebsiella Escherichia Helicobacter
bioguimicas (c) (c) (c) (c) (c) (c) (c) (c) . .
sp. coli pylori (*)
Prueba de la
- - + + + - - - + - +
ureasa
Prueba de la
+ + + + + + - + - - +
oxidasa
Prueba de la
+ + + + + + - + + + +
catalasa

PTAR = Planta de Tratamiento de Aguas Residuales
E = Efluente

A = Afluente

(*) =Reaccion tipica
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Tabla 10: Porcentaje de numero de muestras, nimero de colonias tipicas,
nameros de bacterias curvas Gram negativas y nimero de cepas Helicobacter
pylori. Ayacucho 2015-2016.

N° de N° de cepas
o N° de i
Ubicacion de N° de ] bacterias de
colonias )
muestreo muestras . curvas Gram  Helicobacter
tipicas ) .
negativas pylori
PPA 20 9 5 0
PTAR 20 42 24 3
Rio Alameda 30 5 1 0
Rio Chacco 30 4 1 0
Rio Huatatas 30 4 2 0
Rio Muyurina 30 6 0 0
Total 160 70 33 3
% 100 43,75 20,62 1,88

PPA = Planta potabilizadora de agua
PTAR = Planta de tratamiento de aguas residuales
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V. DISCUSION

Tabla 2, 3 y 4. Se observan los resultados del crecimiento de colonias con
caracteristicas culturales tipicas para Helicobacter pylori aisladas de muestras
correspondientes a la Planta Potabilizadora de Agua “Quicapata”, Planta de
Tratamiento de Aguas Residuales “La Totora” y rios Alameda, Chacco, Huatatas
y Muyurina. Durante los meses de mayo a octubre de 2015 no se obtuvo
crecimiento de colonias tipicas de Helicobacter pylori. Segun Moreno, L.;
Navarrete, P. y Virgos, L. en su libro Conceptos basicos de microbiologia en
aguas, describen diferentes factores fisicos, quimicos y biolégicos que afectan el
crecimiento de microorganismos acuéticos. Estos factores influyen no sélo en el
tamafio y composicién de las poblaciones microbianas, sino en la morfologia y
fisiologia de sus componentes individuales, pudiendo producir cambios
considerables en el metabolismo, morfologia celular y reproduccion, por todo
ello, la supervivencia de los microorganismos en las aguas es muy variable,
incluso para especies relacionadas. La temperatura afecta a los procesos vitales
de todos los microorganismos, concretamente a la velocidad de crecimiento,
necesidades de nutrientes y composicién quimica y actividad enzimatica de las
células. Existe una diversidad de bacterias capaces de vivir en un amplio rango
de temperaturas, asi como bacterias que no. A baja temperatura se ralentiza
todos los procesos vitales, de modo que el desarrollo microbiano es mas lento,
pero también los nutrientes duraran mas y sera mayor la supervivencia de
microrganismos patdgenos; la presion hidrostatica también afecta a los
microorganismos, y determina que puedan vivir en zonas mas superficiales o
més profundas. La materia en suspension juega un papel importante como
sustrato para muchos microorganismos que colonizan la superficie. Los
microorganismos colonizan no solo las particulas de materia organica, que

pueden ser utilizadas directamente como alimento, sino también las particulas
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inorganicas. Las particulas en suspensién, de origen organico o mineral,
absorben a su superficie los nutrientes y como consecuencia los
microorganismos encuentran un ambiente nutricional mas favorable en esta
materia suspendida que libres en el agua. En aguas superficiales las particulas
en suspension suponen también una proteccion frente a los efectos dafiinos de
la luz. El potencial rédox afecta al metabolismo aerobio o anaerobio y por tanto al
tipo de microorganismos presentes Algunos incluso necesitan un rango concreto
de pH para sobrevivir o reproducirse La materia organica es la fuente de
nutrientes para las bacterias heterétrofas presentes en el agua, por tanto resulta
evidente que existe una alta correlacién entre el contenido de materia organica y
actividad biolégica. La concentracion de materia organica no sélo determina el
namero de individuos sino también su tipo. Existen microorganismos capaces de
crecer con concentraciones muy bajas en nutrientes, mientras que otros se
adaptan a altos contenidos. La presencia de enzimas o sustancias bactericidas,
generalmente producto del metabolismo de animales y plantas, también puede
condicionar las poblaciones microbianas.

Durante el desarrollo de la tesis se presentaron una serie de inconvenientes para
el aislamiento de Helicobacter pylori. La falta de experiencia en la preparacion
del medio de cultivo Skirrow, el cual requiere tres tipos de antibiéticos y sangre
desfibrinada de carnero, ademas de que se tuvo que adecuar un taper hermético
para darle condiciones microaerdfilas para el crecimiento y desarrollo de
Helicobacter pylori, para ello se utilizaron velas pequefas y sal efervescente, el
cual permitié la produccion de CO,. Al cabo del tiempo de incubacién de las
muestras se observo el crecimiento de colonias con diferentes caracteristicas
culturales las cuales no eran representativas a la bacteria. Para la coloracion
Gram solo se tomaron en cuenta las colonias pequefias, brillantes vy
blangquecinas, pero en la observacion microscépica no se vieron bacterias curvas
Gram negativas, si ho se observaron cocos Gram positivos o bacilos Gram
negativos, lo cual no permitia seguir con los siguientes procesos y por eso se
repetia el cultivo cada mes para tratar de obtener resultados. El no tener mucha
informacion sobre Helicobacter pylori en agua y su aislamiento en medio de
cultivo fue un gran inconveniente que se fue manejando para poder lograr los
objetivos trazados.

Montero et al. 2010 en la investigacion “Hallazgo de la bacteria Helicobacter

pylori en agua de consumo humano y su relacién con la incidencia de cancer
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gastrico en Costa Rica” mencionan que Helicobacter pylori muestra dos formas,
la primera es la espiral y la segunda es la cocoide. Sin embargo, el dificil cultivo
de este microorganismo a partir de muestras con altas cargas de microbiota
acompafiante y su conversién a un estado viable pero no cultivable afecta el
conocimiento sobre el rol del agua y los alimentos en la transmision de la
infeccion con este patdégeno. En respuesta a condiciones de estrés ambiental,
algunas bacterias adoptan un estado que se ha definido como viable no
cultivable (VNC); viable porque mantiene la capacidad de realizar funciones
metabdlicas, y no cultivable porque no puede aislarse mediante métodos de
cultivo en el laboratorio. Al entrar en contacto con el agua, Helicobacter pylori es
capaz de adoptar el estado VNC, transformandose de la forma tipica espiral a
una forma cocoide que probablemente dificulta su cultivo. Diaz et al. 2008
mencionan en la investigacion “Métodos para la deteccion de la infeccién por
Helicobacter pylori” que la transformacién a la forma cocoide de Helicobacter
pylori puede ser la manifestacion de la muerte celular mientras que otros autores
consideran que este estado es una forma durmiente y viable. Por otra parte, se
demostré que la forma cocoide de Helicobacter pylori en las células géastricas e
intestinales estimula el sistema inmune del hospedador, indicando que la
morfologia cocoide es una forma viable y activa de la bacteria.

A partir del mes de octubre del 2015 hasta enero de 2016 se pudo observar que
en el afluente 1 y 2 de la Planta Potabilizadora de Agua “Quicapata” y en el
afluente y efluente de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales “La totora”
hubo crecimiento de colonias con caracteristicas culturales tipicas (pequefas,
brillantes y blanquecinas) al cabo de 7 dias de incubacion, lo cual permitié que
se hiciera la coloracion Gram para observar bacterias curvas caracteristicas y
Gram negativas; en el caso de las muestras de los rios Alameda, Chacco,
Huatatas y Muyurina los resultados mostraron colonias con caracteristicas
culturales tipicas solo en algunos puntos de muestreo. Como se menciond
Helicobacter pylori es una bacteria que requiere condiciones especiales para su
crecimiento.

Tabla 5. Se observan resultados del nUmero de colonias con caracteristicas
culturales tipicas para Helicobacter pylori aisladas de la Planta Potabilizadora de
Agua “Quicapata”, Planta de Tratamiento de Aguas Residuales “La Totora” y los
rios Alameda, Chacco, Huatatas y Muyurina; se analizaron en total 160 muestras

de agua obtenidas en cada punto de muestreo de las cuales se obtuvieron 70
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colonias con caracteristicas culturales tipicas (100 %), como se puede ver en la
tabla el punto de muestreo que presenta mas colonias con caracteristicas
culturales tipicas es la Planta de Aguas Residuales, cabe resaltar que el efluente
de dicha planta se mezcla con el agua del rio Alameda el cual presenta mayor
carga microbiana; el agua proveniente del efluente de dicha planta permite la
irrigacion de gran cantidad de cultivos cercanos a la planta de tratamiento cuyos
productos vegetales no procesados son consumidos por la poblacién
ayacuchana, estando expuestos a la contaminaciébn por diferentes
microorganismos como Helicobacter pylori. De las muestras procedentes de la
Planta Potabilizadora de Agua “Quicapata” solo se lograron aislar 9 colonias con
caracteristicas culturales tipicas (12,9 %), esto no indicada que Helicobacter
pylori no esté presente en dichos afluentes, si no que las exigentes condiciones
para su crecimiento y desarrollo es una limitante para su aislamiento. En cuanto
a las muestras de los rios Alameda, Chacco, Huatatas y Muyurina se obtuvo en
total 19 colonias con caracteristicas culturales tipicas (27,3 %), aunque el rio
Alameda presenta una elevada carga microbiana no se pudo aislar Helicobacter
pylori. Segun Ludisleydis et al. 2008 describe las caracteristicas culturales tipicas
de las colonias de Helicobacter pylori las cuales son pequefias, blanquecinas y
brillantes de aproximadamente 1 mm de diametro las cuales los cuales crecen
de 5 a 10 dias.

Tabla 6 y 7. Se observa el resultado de la coloraciébn Gram de las colonias con
caracteristicas culturales tipicas de Helicobacter pylori de la planta
Potabilizadora de Agua “Quicapata”, Planta de Aguas Residuales “La Totora” y
rios Alameda, Chacco, Huatatas y Muyurina. Ayacucho 2015-2016, donde
podemos ver que hay mayor cantidad de bacterias curvas Gram negativas de
cepas aisladas de muestras de agua procedentes de la Planta de tratamiento de
aguas residuales esto indica lo ya mencionado en el cuadro 5, estas
caracteristicas mencionadas son las que presenta Helicobacter pylori, como
menciona Hernadndez, T. 2005. en su trabajo de investigacion “La bacteria que
mas infecta al ser humano”, Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa
de forma espiral, de alrededor de 3 micrémetros de largo y con un didmetro
aproximado de 0,5 micrémetros.

Tabla 9. Se registra los resultados de las pruebas bioquimicas que se realizaron,
se tomaron dos cepas bacterianas como controles, Klebsiella sp. como control

positivo para ureasa y catalasa pero negativo para oxidasa y Escherichia coli
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como control negativo para la prueba de la ureasa y oxidasa pero positiva para
catalasa procedentes del area de microbiologia del servicio de laboratorio del
Departamento de Patologia Clinica del Hospital Regional de Ayacucho “Miguel A.
Mariscal Llerena”. Diaz, L.; Torres, L. y Rodriguez, B. 2008. en su trabajo de
investigacion “Métodos para la deteccion de la infeccidn por Helicobacter pylori”
menciona que la prueba de la ureasa permite diferenciar a Helicobacter pylori de
diferentes especies de Campylobacter, las cuales también se desarrollan en el
mismo hbitat ya sea ambiental o en el tracto gastrointestinal que Helicobacter
pylori, ademas de que necesitan los mismos requerimientos para su cultivo
(sangre desfibrinada, antibidticos para inhibir el crecimiento de otros
microorganismos acompafiantes y una atmoésfera microaerdéfila), muestran las
mismas caracteristicas en cuanto a colonias (pequefias, brillantes vy
blanguecinas) y en su morfologia microscépica muestran bacterias curvas Gram
negativas. Por eso para diferenciar una bacteria de otro se realiz6 la prueba de
la ureasa, Campylobacter es negativa para la prueba de la ureasa en cambio
Helicobacter pylori es positiva, debido a que la ureasa es la enzima mas
abundante producida por Helicobacter pylori y su actividad depende del pH
alrededor de la bacteria. Para la realizacion de las pruebas bioquimicas se
utilizaron las cepas Gram negativas a las cuales se le realizaron la prueba de la
ureasa, oxidasa y catalasa, para determinar si efectivamente era Helicobacter
pylori estas tres pruebas deben salir positivas lo cual se observo en tres cepas,
dos en el afluente (PTARA3a(c) y PTARA4a (c)) y uno en el efluente
(PTAREla(a)). Estas cepas positivas indican la diferencia con Campylobacter
sp. El hallazgo de Helicobacter pylori en muestras de agua indica que la
poblacion de Ayacucho es propensa a la infeccion por esta bacteria y
probablemente a desarrollar enfermedades como gastritis y ulcera. Thomas, JE.
1995. en su investigacion “Epidemiologia de la infeccion por Helicobacter pylori”
menciona que las mas altas tasas de infeccibn estdn asociadas a los bajos
estatus socioeconémicos y hacinamiento en la vivienda, por eso, la prevalencia
de la infeccion de Helicobacter pylori es muy diferente tanto entre distintos
grupos de la poblacion como dentro de un mismo grupo. El “Grupo de Fisiologia
Gastrointestinal de la Universidad Peruana Cayetano Heredia y de la
Universidad de Johns Hopkins” inicio las primeras investigaciones en el Peru
sobre Helicobacter pylori, entre otros, sobre la epidemiologia y otros aspectos

vinculados a su relacion con la patologia de esta bacteria. En el Pert desde el
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punto de vista epidemioldgico se ha encontrado iguales tasas de infeccion en
poblaciones de nivel socioeconémico bajo de la costa, sierra y selva.

El aislamiento de Helicobacter pylori sigue siendo complicado pero, dandoles las
condiciones adecuadas se puede obtener resultados favorables. Actualmente se
cuenta con evidencia para el reconocimiento del agua de consumo humano en el
rol epidemiolégico, advirtiéndose directamente que el consumo del agua no
tratada deberia considerarse un factor de riesgo para la infeccion en una
poblacion dada, es por ello que al encontrar Helicobacter pylori en muestras de
agua del afluente y efluente de la planta de Tratamiento de Aguas Residuales
muestra que es un factor de riesgo para la poblacién de la ciudad de Ayacucho
debido a que los cultivos cercanos son regados directamente con el agua del
afluente de esta planta de tratamiento de aguas residuales “La Totora”,
resultando aun mayor el factor de riesgo y la trasmisién de esta bacteria’.
Garcia-Campos, J.; Alarcon, T. y Lépez-Brea, M. 2003 mencionan en su
investigacion “La infeccién por Helicobacter pylori” que a pesar de la enorme
adaptacion, que Helicobacter pylori posee para adherirse a la mucosa gastrica,
resulta dificil establecer que este sea su Unico habitat. Diversos estudios se han
enfocado en aclarar la existencia de otros reservorios para este microorganismo.
Se ha investigado Helicobacter pylori en animales, agua y alimentos, con el fin
de establecer si estos tienen participacion en la diseminacién de la infeccién. Sin
embargo, el dificil cultivo de este microorganismo a partir de muestras con altas
cargas de microbiota acompafante y su conversion a un estado viable pero no
cultivable afecta el conocimiento sobre el papel del agua y los alimentos en la
transmision de la infeccion con este patégeno. Lo que parece mas claro son los
factores de riesgo para adquirir la infeccion: nacer en paises en vias de
desarrollo; estatus socioecondmico bajo; vivir en situaciones de hacinamiento e
insalubres; comer alimentos y beber agua en malas condiciones sanitarias y
exposicion al contenido gastrico de personas infectadas. En cuanto a la posible
fuente ambiental la mas importante de las propuestas es el agua. Son muy
numerosos los estudios de deteccién del ADN de Helicobacter pylori en el agua e
incluso en uno de ellos se lleg6 a cultivar.

La infeccion por Helicobacter pylori ocurre mayormente en paises en vias de
desarrollo y estrechamente relacionado con factores socioecondmicos. Con
respecto al origen de Helicobacter pylori generalmente se han realizado a partir

de muestras directas o indirectas de pacientes humanos. Sin embargo, pocos
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trabajos en el mundo dan cuenta de su hallazgo en agua y menos en agua de
consumo de una poblacién. Montero, V.; Hernandez. A.; Masis, F. y Camacho, J.
en la investigacion “Hallazgo de la bacteria Helicobacter pylori en agua de
consumo humano y su relacion con la incidencia de cancer gastrico en Costa
Rica” analizaron un total de 122 muestras de agua de consumo de la poblacién
de 20 cantones escogidos de zonas de alta y baja incidencia de cancer gastrico
de Costa Rica, donde ya es reconocida en el mundo su alta incidencia, segun
informacién estadistica del Registro Nacional de Tumores. Se logré el cultivo e
identificacion molecular de Helicobacter pylori en el 40% de las muestras de
agua de las zonas de alta incidencia de cancer gastrico y en el 7% de las
muestras de las zonas de baja incidencia. La investigacibn mostré una
comparacion estadistica que correlaciona la incidencia de cancer gastrico con
factores geomorfolégicos y fisico quimicos de los suelos donde nace el agua de
consumo de las poblaciones de ambas zonas. A comparacién de los resultados
obtenidos en el presente trabajo se observa solo 1,88 % debido a su dificil

cultivo.

45






VI. CONCLUSIONES

De acuerdo a las evaluaciones realizadas en el trabajo se llegé a las siguientes

conclusiones:

1.

De las 160 muestras de agua (100%) que se analizaron solo se obtuvieron
tres cepas positivas de Helicobacter pylori, las cuales equivalen al 1,88 %
del total de cepas que eran Gram negativas y curvas.

De 20 muestras de agua de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales
“La Totora”, 2 muestran contenian las cepas de Helicobacter pylori as cuales
equivalen al 10 %.

De 140 muestras de agua provenientes de la Planta Potabilizadora de Agua
“Quicapata” y rios Alameda, Chacco, Huatatas y Muyurina, no se logro aislar

ninguna cepa de Helicobacter pylori.
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VIl. RECOMENDACIONES

Se debe continuar con la investigacibn de Helicobacter pylori en agua,
utilizando otras pruebas como PCR o Inmunofluorescencia las cuales
también permiten el hallazgo de esta bacteria.

Se debe tomar en cuenta los parametros establecidos para el aislamiento y

la incubacién ya que es una bacteria microaerofila.
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11.
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16.
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Anexo 1: Imagen de la tabla de la diferenciacién de bacterias moviles, curvadas,
Gram negativos y microaerdfilas.

Betgey's Manual of Determinative Bacteriology-9

Table 2.1  (continued)

Characteristlc Cellvibrio  Halovibrio  Helicobacter He}bésp.:rrffum Marinemonas

Pradominant shape:
Helical - - - - -
Curved in one piane + - - - .
Vibriold . - W + +9 -

Cell diameter {(pm) 0.2-0.5 0.5-08 G.5-1.0 0.6-0.7 0.7-1.56

Cultivabla on inanimate iaboratory .

mecia

Require host or host cells for cultivation - - - - -

Predacious on other Gram-negative

bacteria
Grows In pariplasmic space of
host cell
Expparasltic growth

Predacious on eucaryolic aigae - - - — -

Structures morphologically resembling

andospores are present

+ + + + +

Muiltiple at
Usual arrangement of polar flagella Mono- Mono' cne or both 1-3atone of Monotrichous
trichous trichous baoth poles
poles
Sheathed flagelfa prosert + -
Lateral flageila occur in addition to polar o’ _ o7 _ _
flagetia
Optimum growth temperature 5-9°G;
maximum temperature 20°C
Pathogenic fer humans or animals - - - + - -
fnhiblted by 3.5% NaCl + + -
Sea water or Na* required far growth - + - - +
Requires at least 7% NaCl for growth;
can grow with 28% NaCl
Nilrogenase activity under microaerchic
condilions
Relation 10 oxygen undef non-Ny-fixing
conditlons: i
Aerobic + + - - .
Microaarophilic’ - - + - -
Grows anaerobically by using Hp or
formate as electron donor and fumarate - ~ - -
as electron acceplor
Some carbohydrates catabolized
Glucose catabolized
Gallulose hydralyzed
Urease
Habitat:
Freshwater - - - - _
Marine - - - - +
Sail + - — v _
Within plant reots - B - - + -
Humans and/ar warm-blooded
animals
fritastinal contents of tadpoles - - - - R

T4

.

o
i
+

i
+
-

Footnotes are at end of table
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Anexo 2: Resultados de la coloracion Gram de las colonias con caracteristicas culturales tipicas de Helicobacter pylori de los rios
Alameda, Chacco, Huatatas y Muyurina. Ayacucho 2015-2016.

Rio Alameda Rio Chacco Rio Huatatas Rio Muyurina
Mes de
muestreo — — — —
Cdédigo de Gram Cdédigo de Gram Cdbdigo de Gram Cdbdigo de Gram
Cepa Cepa Cepa Cepa
RAlla C(()f)()S RC12a Ba(CI)los RH22a Ba(CI)IOS RM13a C(()_(:)OS
Noviembre Cocos Cocos
RA31la e e mmmmeee e RM21a
(+) (+)
RAlla Cocos RC22a Cocos RH32a Cocos RM1la Cocos
@ (@ (@ @
Diciembre (+.) (+) ) (*)
RA3la Bacilos RC33a Cocos RM31a Cocos
(@) ) (@) “ T T (@) +)
RAlla Cocos RC21a Cocos RH31a Bacilos RM21a Cocos
(b) (b) (b) - (0)
Enero +) ) ©) )
RH31b Cocos RM21b Cocos

""""""""""""""" (b) +) (b) +)

Col = colonia

RA = rio Alameda
RC = rio Chacco
RH = rio Huatatas
RM = rio Muyurina
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Anexo 3: Proceso de obtencion de muestras de agua de la Planta de
Tratamiento de Aguas Residuales “La Totora”. Ayacucho 2016.
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Anexo 4: Proceso de obtencion de muestras de agua del rio Muyurina. Ayacucho
2016.
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Anexo 5: Imagen del proceso de obtenciébn de muestras de agua de la Planta
Potabilizadora de Agua “Quicapata”. Ayacucho 2016.
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Anexo 6: Flujograma de obtencion de sangre desfibrinada de carnero.

60

1. Matraz de 500 mL
con perlas de

-—— - ——
—_——————

vidrio
N e e e e e e . /
TS T T T T s s s s EE T \\
2. Obtencion de
sangre

directamente del
cuello del carnero

-——— - —

3. Sangre de carnero
en agitacion

- -
_——————
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Anexo 7: Flujograma de la preparacion del medio de cultivo Skirrow.

2. Disolver el Agar
Base Columbia

——— =

1. Pesar el Agar Base
Columbia.

3. Agregar 250 uL. de
vancomicina y 625 uL. de
trimetoprima

4. Agregar la sangre :
desfibrinada al 5 % '

———-

5. Placas con medio de cultivo
Skirrow.

(
1
1
1
\
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Anexo 8: Flujograma del aislamiento de Helicobacter pylori.

1. Toma de una asada de muestra :
de agua sedimentada. :

superficie en placas con medio

,{ 2. Siembra por agotamiento en
[}
| Skirrow.

\

3. Incubar las placas petri a 37 °C
por 7 a 10 dias, con las
condiciones necesarias para el
crecimiento de Helicobacter pylori.

—————— -
—_——————



Anexo 9: Taper hermético acondicionado para darle condiciones microaerdfilas a
Helicobacter pylori.
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Anexo 10: Colonias con caracteristicas culturales tipicas de Helicobacter pylori.
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Anexo 11: Observacion microscopica de Helicobacter pylori de la cepa PTARA3a
(c) de la muestra de agua del efluente de la Planta de Tratamiento de Aguas
Residuales “La Totora”. Ayacucho 2016.
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Anexo 12: Observacion microscopica de Helicobacter pylori de la cepa PTAREla
(c) de la muestra de agua del efluente de la Planta de Tratamiento de Aguas
Residuales “La Totora”. Ayacucho 2016.
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Anexo 13: Flujograma de la preparacion del Agar Base Urea para la prueba de la
ureasa

2. Inoculacion de las colonias
tipicas en cada tubo.

-
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
- —————
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Anexo 14: Resultados de la prueba de ureasa de las cepas PTARA3a (c),
PTARA4a (c) y PTAREla (c) y controles positivo (Klebsiella sp.) y negativo
(Escherichia coli). Ayacucho 2016.
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Anexo 15: Resultado de la prueba de la oxidasa de la cepa PTARA3a (c) de la
Planta de tratamiento de aguas residuales “La totora”. Ayacucho 2016.
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Anexo 16: Resultado de la prueba de la catalasa de la cepa PTARA3a (c) de la
Planta de tratamiento de aguas residuales “La totora”. Ayacucho 2016.

Catalasa positivo

Catalasa negativo
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Anexo 16: Matriz de consistencia

Matriz de consistencia

Titulo: “Deteccion de Helicobacter pylori en muestras de agua de consumo humano, naturales y residuales de la ciudad de Ayacucho, 2015-2016".

Responsable: Bach. Sheyla Sayritupac Chihuan

Asesor: Dr. Blgo. Saul Alonso Chuchén Martinez

Problema

Objetivos

Marco tedrico

Variables e indicadores

Metodologia

¢ Habra Helicobacter pylori en

muestras de agua de
consumo humano, naturales
y residuales de la ciudad de
Ayacucho?

Objetivo General:

e Detectar Helicobacter
pylori en muestras de
agua de consumo
humano, naturales y
residuales de la ciudad de
Ayacucho.

Objetivos Especificos:

e Detectar Helicobacter
pylori en muestras de
agua del afluente y
efluente de las Planta
Potabilizadora de Agua
de la ciudad de
Ayacucho.

e Detectar Helicobacter
pylori en muestras de
agua de los rios Alameda,
Huatatas, Muyurina y
Chacco.

e Detectar Helicobacter
pylori en muestras de
agua del afluente y
efluente de la Planta de
Tratamiento de Aguas
Residuales de la ciudad
de Ayacucho.

Antecedentes Variables en estudio

Agua e Tipo de muestra de agua
Caracteristicas del agua e Localidad

Clasificacion del agua e Presencia/ausencia de
Importancia del agua Helicobacter pylori
Importancia del agua Indicadores

como medio de infeccién e Tiempo y temperatura de
Helicobacter pylori incubacion

Historia ¢ Medio de cultivo

Biologia de Helicobacter

pylori

Microbiologia, estructura 'y
taxonomia de Helicobacter
pylori

Factores patogénicos de
Helicobacter pylori
Infeccion y transmision de
Helicobacter pylori
Enfermedades digestivas
asociadas con
Helicobacter pylori
Enfermedades digestivas
asociadas con
Helicobacter pylori
Diagnéstico de la infeccion
de Helicobacter pylori
Epidemiologia

1. Tipo deinvestigacion
Descriptivo

2. Andlisis de datos
Poblacion

160 muestras de agua
Técnicas

e Para el aislamiento de
Helicobacter pylori se
realizé la siembra por
agotamiento en
superficie.

e Para laidentificacion de
Helicobacter pylori se
realizé la coloracion
Gram y las pruebas
bioquimicas de ureasa,
oxidasa y catalasa.

Equipos

Estufa, microscopio, etc.
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