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RESUMEN

Helicobacter pylori es un microorganismo que infecta el estdmago de los seres humanos y causa
gastritis, enfermedad que si llega a complicarse puede ocasionar un cancer gastrico. Este
microorganismo se transmite por via oral- oral, gastro-oral y oral-fecal, recientes investigaciones
afirman que en ésta Gltima ruta de trasmisionH. Pylori sobrevive en el agua formando asi
biopeliculas con otros microorganismos. La literatura médica en los Gltimos afios ha desarrollado
multiples experimentos para comprobar la presencia de este microorganismo en el agua. Este
trabajotiene como objetivo hacer un paneo de las diferentes técnicas utilizadas hasta el momento
gue detectan la presencia de la bacteria en cuerpos de agua. Asi mismo, hacer recomendaciones que
permitan seleccionar la prueba que mejores caracteristicas ofrezca para verificar su presencia. El
métodopara cumplir dicho objetivo fue un estudio cualitativo, descriptivo y tedrico de la literatura
cientifica. Por tanto, los resultados obtenidos a partir de la revisidn muestran que las técnicas
inmunold6gicas y microbioldgicas convencionales son menos utilizadas en comparacion con técnicas
moleculares como la PCR y FISH debido a que éstas presentan falsos resultados en mayor cantidad.
Por su parte, las técnicas moleculares son Utiles siendo FISH la que presenta mayor precision y
exactitud para la identificacion de H. Pylori en aguas.

INTRODUCCION

Segln la literatura H. pylori puede no solo crecer en el estbmago sino también en muestras
medioambientales como el agua. Lo que indica que este microorganismo es tan versatil que puede
crecer en diferentes condiciones estresantes, modificando asi sus caracteristicas de adaptacion al
medio (6). Un ejemplo de esto, es el cambio de morfologia bacilar, el cual posee flagelos polares
gue se encuentran en el estbmago y cuyo metabolismo y virulencia es activa; a la forma cocoide
donde su metabolismo es pasivo y su capacidad infectiva es latente, ésta Ultima es la forma de la
bacteria como usualmente se encuentra en agua y alimentos. Debido a que las formas cocoides no
son cultivables pero si infectantes, muchas técnicas moleculares que se basan en la amplificacién
de genes conservados en la bacteria, se han utilizado para identificar estas formas en diferentes
muestras de agua.En este trabajo se realiza una revisién bibliogréafica de las principales técnicas,
entre ellas los procedimientos moleculares que actualmente son los mas comunes en la
identificacién del microorganismo en el agua. Asi mismo, se sefialan otros procedimientos basados
en dos técnicas: las inmunolégicas y las microbiolégicas como el cultivo,las cuales ofrecen
informacion para determinar de forma indirecta o directa la presencia del microorganismo en el
agua. Teniendo en cuenta éstas técnicas y los resultados que se encuentran en las publicaciones
cientificas se puede conocer y valorar cuales son las pruebas que proporcionan una mayor utilidad
en la deteccién H. pylori en agua.



JUSTIFICACION

Recientes investigaciones han demostrado la presencia de Helicobacter pylorien su forma cocoide
en el agua (5), condicion que aumenta el riesgo de infeccion en los seres humanos ya que se suma a
otras vias de transmisién comola oral-oral, que deviene del contacto salivar y la gastro-oralpor su
parte, se obtiene por contacto con vomito o jugo gastrico.La forma de transmision de H.pylori en el
agua ha llamado la atencién de muchos autores, sobre todo por la destreza manifiesta de la bacteria
para aislarse de ambientes acudticos, protegida por biopeliculas (1,3,47) que amparan al
microorganismo de las diversas condiciones ambientales y potencian su crecimiento. A partir de
ésta habilidad del microrganismo torna necesario encontrar técnicas para su identificacion, en
procura de hallar la prueba més eficaz (15) y asi prevenir la amenaza de este microrganismo para el
hombre (37)



MARCO TEORICO

Helicobacter pylori es un microorganismo gram negativo y microaerofilico, que se establece en el
estdmago humano y puede llegar a causar ulcera péptica y linfomas, asociados muchos de ellos al
cancer,(1,2) especialmente en pacientes con antecedentes de gastritis crénica. Su ruta de
transmisién adn no es clara, pero segin modelos experimentales se ha encontrado que el agua es
una de las principales vias de transmision, ya que protege al microorganismo de condiciones
medioambientales estresantes como la temperatura, la presencia y/o ausencia de luz, la
concentracion baja de carbono vy las altas concentraciones de oxigeno (3,22,17).

Segun ensayos médicos, el agua acta como un reservorio ya que la bacteria se mantiene por largos
periodos de tiempo y luego es consumida por los humanos en bebidas o alimentos que pueden tener
un alto potencial infectivo (15,16,49). La prevalencia de la infeccion porH. pylori en paises en
desarrollo es aproximadamente del 80%, mientras que en paises desarrollados es del 20 al 50% (5).
La premisa anterior indica que el desarrollo de esta infeccion esta estrechamente relacionado con las
condiciones de salubridad de cada regién del mundo (3,16).

Segun recientes publicaciones se ha encontrado que H. pylori no sélo se encuentra en el estomago,
sino que también puede localizarse en otros medios como la placa dental (36), el plancton y las
heces humanas (50), lo que indica que el consumo de agua contaminada con heces humanas podria
transmitir el microorganismo(15). Los investigadores (21,23), plantean que esta infeccion es
asintomatica (34) y que afecta en su mayoria a la poblacion joven, por tanto, ha habido un aumento
dramaético del contagio a nifios que viven en paises en desarrollo (4,20,34).

Las inquietudes de los investigadores por hallar y brindar informacion sobre las vias de transmision
de la bacteria y las técnicas utilizadas para su aislamiento y deteccién en el agua han sido diversas.
Los estudios, muestran que esta bacteria cambia gradualmente de morfologia cuando esta en el
agua, llevandola finalmente a su forma cocoide (3,5,27). Esto genera que el microorganismo resista
a las diversas condiciones medioambientales, de esta manera se ha demostrado que la bacteria en
condiciones estresantes modifica la composicidn de la pared celular por una alta concentracién de
lipidos entre los que se encuentrael colesterol-6-O-tetradecanoilalfa-D-glucopiranosida y la
cardiolipina(6); la bacteria que sufre estos cambios al tomar la forma cocoide, no puede ser
cultivada en los medios tradicionalmente utilizados para su recuperacién. Dada esta dificultad, en la
actualidad,hay métodos diferentes al cultivo para determinar la presencia de la bacteria en las
fuentes de agua.

En todo sistema de laboratorio que se emplee técnicas para la deteccién de los distintos
microorganismos, se hace obligatorio conocer cuales son apropiadas para detectar de forma exacta
la presencia deéste, (40) para ello es necesario comparar el procedimiento utilizado con una prueba
de oro. Una prueba de oro es un método confiable que evalla la técnica que se va a utilizar y que
ofrece la certeza de que ésta es la correcta a partir deparametros usados por la comunidad cientifica
(39) Asi que; la sensibilidad es la probabilidad de que se detecte la bacteria en las muestras de agua
cuando ésta se encuentra realmente alli, mientras que la especificidad por su parte es la probabilidad
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de que en una muestra de agua sin la bacteria, seobtenga un resultado negativo, por lo tanto es de
importancia conocer las caracteristicas operativas de las pruebas ya que en toda técnica utilizada se
pueden presentar falsos positivos como falsos negativos y el aumento de estos disminuyen
notoriamente la calidad de la técnica.

Los métodos moleculares siguen siendo los de uso regular. Cabe destacar procedimientos de este
corte como el PCR (reaccion en cadena de la polimerasa), la hibridacidn in situflourescente (FISH),
y otras técnicas como el inmunoensayo y los métodos tradicionales tal como el cultivo el cual ha
sido modificado. (18, 25)

La hibridacion in situ fluorescente (FISH), se basa en utilizar la sonda de ADN (16SrDNA y
23SrDNA) que ha sido previamente marcada con flurocromos, la cual se va a unir al DNA
bacteriano por complementariedad de las bases nitrogenadas en el momento de la replicacion del
DNA. La metodologia que se utiliza al hibridar acidos nucleicos es: 1) La preparacién de la muestra
gue va a detectar la presencia de la secuencia diana, 2) la preparaciéon de la sonda, es decir la
secuencia complementaria que se desea localizar y que debe ser marcada para permitir su posterior
reconocimiento 3) El proceso de hibridacién, en el que se facilita la unién de las dos secuencias
complementarias (sonda marcada con flurocromo y cadena del DNA) v, 4) la deteccion de hibridos
es decir cuando se observa la unién de las dos secuencias.(63)

Otro elemento basico de esta técnica es el tipo y marcaje de la sonda. Tres tipos de sonda son los
que se usan actualmente. La primera, son las sondas para secuencias repetidas, que estan dirigidas a
regiones con secuencias cortas en varios cientos de copias. La segunda son las sondas de secuencia
Unicaque permite conocer la posicion de esas secuencias en una Unica copiay finalmente la tercera,
que son llamadas sondas de pintado cromosdmico en el que se usan secuencias de DNA de un
cromosoma entero, ésta Ultima es usada para experimentos en seres humanos. El marcaje de la
sonda es de dos tipos: uno indirecto (la sonda se une a una molécula que es reconocida por un
anticuerpo) y el otro directo (la sonda se une a un fluorocromo) (63).Esta técnica ha demostrado ser
efectiva para la visualizacion de acidos nucleicos de microorganismos morfoldgicamente intactos
en su ambiente y en aguas. Ademas permite observar la forma en espiral y las formas cocoides de
ésta bacteria al usar un microscopio de fluorescencia. (13,14)

Segun los estudios que determinan la presencia de H. pylori en aguas con la técnica de FISH, la
sensibilidad es de 95% .(33) Sin embargo varia dependiendo del tamafio de la sonda utilizada
(entre més corta mayor precision), los oligonucleétidos fluorescentes, la preservacion de los acidos
nucleicos tras la manipulacion de la muestra y las condiciones de los reactivos (14). Diferentes
ensayos (13, 32) demuestran que esta técnica puede presentar también falsos positivos y falsos
negativos por la presencia de material bioldgico en las muestras ya que pueden emitir
autofluorescencia (13); asi como también la aparicion de otras bacterias que podrian compartir
caracteristicas filogenéticas con H. pylori y llevar a la emisién de falsa fluorescencia. Para evaluar
la especificidad (14) de la técnica se utilizan otros microorganismos que Se encuentren en aguas
pero que no emitan fluorescencia al colocar la sonda molecular.Algunas herramientas que aumentan
la sensibilidad de la técnica son el método de conteo directo viable (DVC- FISH).



Otra técnica empleada para detectar la bacteria en aguas es la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR); una técnica molecular que se basa en la amplificacion de genes especificos a partir de la
etapa de replicacion del DNA. Los componentes que utiliza una PCR consta de oligonucleétidos de
DNA, nucleétidos trifosfatados (NTPs), DNA polimerasa termoestable (taq polimerasa), cloruro de
magnesio (MgCl,) y agua 6 buffer que actGa como una solucion reguladora. A principios de los
afios 90 esta técnica revoluciond el mundo de la biologia molecular ya que con esto se conocio6 a
profundidad la genética humana y microbiana. La estandarizacion de esta técnica permitio
acercarnos mas al comportamiento genético y con el tiempo se definieron las fases que son bésicas
para esta técnica tales como: 1) La etapa de desnaturalizacién del DNA, 2) hibridacién del cebador
y 3) extension del cebador.

En la primera fase, hay una separacion del DNA bicatenario de la muestra. Al usar temperaturas
iguales 0 alrededor de los 95 grados centigrados se puede romper los puentes de hidrégeno que
unen las bases nitrogenadas, de esta forma se puede obtener cadenas sencillas del DNA (hebra).
Para la segunda fase, los oligonucle6tidos 6 primers son cadenas de DNA que reconocen una region
especifica de la hebra sencilla del DNA molde, después de esto, por complementariedad las bases
nitrogenadas se unen. Los cebadores usados deben tener el mismo (forward) e inverso (reverse)
sentido de la cadena DNA, con el fin de reconocer los fragmentos y pares de bases seleccionadas en
cualquier sentido de la cadena. El problema que se presenta regularmente es el encontrar la
temperatura adecuada para la union del cebador a la cadena molde del DNA. Temperaturas entre
45-60 grados han sido las méas utilizadas en experimentos con el H.pylori (25, 9). Finalmente se
llega a la ultima fase que es la extension de la cadena de DNA, en donde la DNA polimerasa
sintetiza la hebra complementaria. Para ello la tag polimerasa (conocida asi por la capacidad de ser
labil a altas temperaturas) se usa para facilitar este proceso. (63)

Para aumentar la sensibilidad y especificidad de la PCR convencional se ha modificado la PCR a lo
largo del tiempo, sin embargo persiste el mismo procedimiento. Los tipos de PCR que tienen mas
demanda a nivel internacional por la confianza de deteccion son;: PCR anidada, PCR en tiempo real,
PCR mudltiple y RT-PCR 0 de transcriptasa reversa (62)

La PCR anidada consta de dos grupos de cebadores dirigidos a la misma region de DNA. El primer
oligonucle6tido reconoce al azar la regién diana, el segundo grupo de cebadores por su parte se
encuentra dentro del primer cebador,y su tarea consiste en hacer mas facil la deteccién de la region
blanco (15, 43,44). Por otro lado, la PCR mudltiple es un método alternativo para la deteccion de
varios microorganismos en un momento especifico. (62)

La PCR en tiempo real surgi6 como respuesta a factores distractores como el tiempo y la
temperatura ya que cuando se utilizaba la PCR convencional, el protocolo utilizado podia variar
dependiendo de la amplificacién de los genes del microorganismo. La duda consistia entonces en si
el tiempo en la etapa de calentamiento y enfriamiento tenia un cambio notorio entre fase y fase, para
ello se implemento el uso de ventiladores. Otro avance de este tipo de PCR fue la implementacion
de fluorocromosy el SYBR Green ha sido utilizado para la deteccion del H. pylori en aguas (28,62).
Esta PCR, tiene dos modalidades una cualitativa y cuantitativa (29) ésta Gltima es la mas usada
debido a que permite conocer la concentracion de DNA del microrganismo en el agua.



Con la intencién de conocer la presencia de Helicobacter pylori en aguas, la region 16S rRNA de la
bacteria se ha amplificado ya que ésta secuencia se ha mantenido a lo largo de la evolucion y
permite observar las caracteristicas filogenéticas de cada microrganismo (19) .Otros genes
especificos de Helicobacter pylori que se han amplificado son : ureAque codifica para la ureasa uno
de los factores de virulencia mas conocidos por este patdgeno, el cual le permite a la bacteria
alcalinizar el pH acido del estomago por medio de la produccion de amoniaco y didxido de carbono.
Los genes hpaAy babA, codifican las adhesinas que son glicoproteinas 6 lipidos que median la
interaccion entre las células epiteliales del estémago y la bacteria. El gen cag A (gen que codifica
para una proteina inmunodominante de la isla de patogenicidad), ha demostrado ser una proteina
gue promueve una respuesta exagerada por parte del sistema inmune y conlleva a la inflamacion
debido a la secrecidn de interleuquinas como la IL-8, IL-1 e IL-17 (7,23).

Cabe resaltar que las especies de Helicobacterspp que han sido aisladas en el agua hasta el
momento no han presentado este gen, por lo que se infiere que su presencia es especificamente de
H. pylori y puede desarrollarse con la forma bacilar de la bacteria que se encuentra especificamente
en el estomago. Ademas en los Ultimos afios, algunos autores (26,35,45) han podido aislar este gen
de H. pylori en aguas no tratadas y han concluido que el consumo frecuentemente de aguas conlleva
a sintomas asociados como dispepsia que esta ligada a Ulceras y carcinomas (8). Por ultimo, el
genureCconocido  anteriormente  comoglmM,  codifica para una enzima llamada
fosfoglucosaminamutasa, ésta enzima cataliza la conversion de glucosamina-6-fosfato a
glucosamina-1-fosfato, que es transformado finalmente a N-acetilglucosaminala cuales vital para la
formacidn del peptidoglicano, uno de los componentes fundamentales de la pared bacteriana. (9)

La técnica de PCR tiene una sensibilidad de aproximadamente el 90 y el 95% (10,29) Sin embargo
si no se utiliza un tipo de PCR adecuado, no se puede conocer la cantidad de microorganismos y
conllevaria a un analisis incorrecto sobre la presencia de H.pylorien aguas (9). Generalmente para
probar la especificidad de este método se usan especies de enterobacterias a partir de esto, se
conoceque ésta técnica sélo amplifica genes de H. pylori. Los falsos positivos y negativos que se
presentan pueden deberse a la inadecuada utilizacion de primers(12), la presencia de inhibidores en
el agua (33) y caracteristicas operativas del procedimiento como los cambios de temperatura, el
tiempo incorrecto, exceso 6 aumento de DNA y pipeteo inadecuados. De la misma manera, los
métodos de pretratamiento como la filtracion de membrana son necesarios para detectar
concentraciones bajas de microorganismos en el agua (45).

Algunos de los inconvenientes que pueden presentarse con el método de filtracion son el tamafio del
poro grande en la membranayademas del uso de sales quimicas como cloruro de hierro (FeCI3) y
sulfato de aluminio (Al2(S04)3) que retienen en su filtro poca cantidad de materia organica y
coloides que se encuentran en medios acuaticos lo cual imposibilita el adecuado procesamiento en
la PCR (38). Adicionalmente, en las técnicas moleculares como FISH y PCR la presencia de acido
hamico (material organicoque se encuentra en el agua), puede generar falsos positivos y negativos y
generar un comportamiento inhibidor en la tag polimerasaal efectuar la PCR (57). Por lo tanto, para
eliminar la presencia de éste &cido, los métodos de pretratamiento han cambiado las sales
comunmente usadas y han implementado el uso de etilendiaminoacetico (EDTA), siendo ésta sal
efectiva para remover metales cationicos y aniénicoscontaminantes que se encuentran en el agua de
suelo(61)
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Otras técnicas que complementan la sensibilidad de la PCR son dos, la primera es la separacion
inmunomagnetica y la segunda es la microscopica electronica. La primera permite recuperar células
eucariotas y/o procariotas del agua y emplea perlas inmunomagneticas cubiertas con anticuerpos de
antigenos de la bacteria. De esta manera, la bacteria se une a las perlas y forman agregados, luego
con un iman se descarta los elementos que pueden generar falsos positivos, aumentando la
sensibilidad de esta técnica (60,2).

La segunda por su parte, determina una relacién entre morfologia y capacidad de crecimiento de la
bacteria en muestras de agua, para ello utiliza un kit conocido como LIVE/DEAD baclight que
reconoce las células viables (verdadero crecimiento y presencia de la bacteria) de las no viables
(células muertas) usando asi losreactivos como yoduro de propidio y SYTO 9. Este procedimiento
se corrobora en el microscopio de fluorescencia al identificar la presencia y morfologia de la
bacteria (48,58,47).

Otras técnicas como el inmunoensayo son usadas para detectar, identificar y cuantificar antigenos
en diferentes muestrasespecialmenteen heces humanas. (44) Se basa en mostrar la presencia de
antigenos tipicos de este microrganismo utilizando anticuerpos monoclonales marcados con
fluorocromos que van dirigidos Unicamente contra estos antigenos. A finales de los afios noventa,
en las muestras de agua se encontro que los anticuerpos dirigidos contra Helicobacter pylori eran
especificos contra este microrganismo y no emitian fluorescencia a otras especies de enterobacterias
(24). Lo cual permite inferir la buena especificidad de esta técnica, sin contar con las nuevas
tecnologias utilizadas en el campo de la inmunologia donde se adquiri6 mayor sensibilidad y
especificidad con la citometria. Esta técnica permite determinar el tamafio y el nimero de
microorganismos en una pequefia cantidad de muestra (29)

Las técnicas menos utilizadas segun los modelos experimentales son los cultivos ya que es dificil
aislar las formas cocoides de Helicobacter pylori que se conoce por los investigadores como células
viables pero no cultivables (VBNC) provenientes de ambientes acuaticos.Estas formas cocoides
tienen la capacidad de promover su metabolismo y crecer lentamente. Algunos autores (25,18) han
logrado crear medios de cultivo, como HP y MCUA que se basan en la alta concentracion de urea y
rojo de fenol con el fin de evidenciar la enzima ureasa (especifica del H. pylori), el objetivo de esta
iniciativa es que al resuspender la bacteria que se halla en el agua se pueda evidenciar el
crecimiento de la bacteria y asi predecir que tanto porcentaje de sobrevivencia a tenido, siendo el
conteo de la bacterias una ventaja que ofrece el cultivo frente a la PCR.

Los medios de cultivo comunes manejan agar Columbia con sangre de caballo desfibrinizada que
oscila entre el 5-7%, medios liquidos como brucella complementado con suero de caballo e incluso
sulfato ferroso, (34) que le brindan al microorganismo elementos necesarios para su crecimiento
como el carbono y el nitrdgeno, y de la misma manera se hace obligatorio emplear la presencia de
antibiéticos como vancomicina, cefsulodina, trimetropin, cicloheximida, &cido nalidixico (42,14)
gue inhiben el crecimiento de otros patégenos como hongos ¢ bacterias.
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De los experimentos que han realizado los investigadores para aislar Helicobacter pylori en aguas,
solamente Lu Y. et al (2) han podido aislarla de manera satisfactoria lo que indica que es tedioso
encontrar un medio de cultivo apto para el crecimiento e identificacion de formas cocoides de
Helicobacter pylori.A raiz de esto, los métodos de cultivo han sido modificados con componentes
especificos que ofrece el ambiente estomacal como la presencia de fumarato/formiato, aminoacidos
como metionina, glutamato, bicarbonato (59), con el objetivo de simular las condiciones
estomacales en donde las formas cocoides viables no cultivables pasan a la forma bacilar cultivable.

Se ha encontrado que en aguas residuales, aguas de rio, aguas de grifo, agua de tanque, aguas de
mar & aguas subterrdneas e incluso en aguas potables de diversos paises (en desarrollo y
desarrollados) se encuentra la presencia de H. pylori lo que indica que esta bacteria tiene una
estrecha relacién con aguas contaminadas y con la resistencia a desinfectantes comunes como el
cloro y el ozono (1,32). Puede ser que esta bacteria tenga un mutualismo con ciertos
microorganismos como E.coli (38,11), Legionellapneumophila(51), Vibrio spp, Acinetobacter,
Proteus, PseudomonasyKlebsiella, Ademas de parasitos como Giardiaintestinalis(53,54) y
Acantamoebacastellani(52) levaduras como Candidasp(56)y con el virus de la hepatitis A
(55).Todo esto nos lleva a pensar que H. pylori puede comportarse como un patdgeno del agua
(33,10,47) relacionado con enfermedades gastrointestinales. Al tener el H. pyloricontacto con estos
tipos de microorganismos se puede disminuir la sensibilidad de las técnicas denominadas y pasar
desapercibida en algunas ocasiones.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION: ;Qué técnicas de deteccion y aislamiento son actualmente
utilizadas para identificar Helicobacter pylori en aguas?

OBJETIVO GENERAL

Proveer un conocimiento general sobre las técnicas y procedimientos utilizados para la
identificacién de H. pylori en muestras de aguas a partir de los articulos cientificos con el fin de
encontrar una técnica adecuada para su deteccion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar que técnicas y métodos son actualmente utilizados para la identificacion de H.
pylori en aguas

e Evaluar de acuerdo a los articulos citados que técnica es la mas adecuada para identificar la
presencia de H. pylori en muestras de agua.

METODOLOGIA

e DISENO

Revision de la literatura de diferentes fuentes de informacién cientifica como Medline,
Academicsearch complete (EBSCO), Biomed central, sciencedirect (elselvier) y otras
fuentes literarias. Para ello, se busco por campos especificos como palabras claves, titulo
del articulo y autores relacionados. Como criterios de inclusion se contemplaron estudios
comprendidos entre los afios 1993-2012 en donde se evallen diferentes técnicas utilizadas
en muestra de agua para la deteccidn de Helicobacter pylori, ademas de articulos en inglés
en espafol que hablaran sobre el tema, en cuanto a los criterios de exclusion se tuvieron en
cuenta publicaciones hechas antes de 1993, asi como articulos relacionados con técnicas
usadas en otros tipos de muestra diferente a aguas y por Ultimo articulos en idiomas
diferentes al inglés y el espafiol

Palabras clave: agua, Helicobacter pylori, identificacion en formas cocoides, PCR,
inmunoflourescencia, hibridacién in situ, cultivo, sensibilidad, especificidad
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RESULTADOS

A partir de los articulos seleccionados de la revision del tema se presenta a continuacion un
resumen gréfico de las técnicas usadas cominmente para la deteccion de Helicobacterpylori en
aguas

Revision de la literatura sobre el tema escogido

31 no fueron incluidos

63 articulos fueron

seleccionados

32 articulos fueron incluidos ya
gue mencionaban las siguientes

técnicas
19 Art sobre PCR 5 Art FISH 7 ArtCULTIVO | — | 1 Artsobre
X con otras técnicas ELISA
3 PCR anidada
3 FISH
| 9 PCR convencional 2FISHY 2 Microscopia
cultivo electronica y cultivo
- 5 PCR tiempo real 2FISH, PCRy cultivo  {—
. - 2 cultivosy PCR  —
1 PCR cuantitativa, convencional y

microscopia electronica de barrido

1 Microscopia electrénica,
cultivoy PCR

1 PCR anidada y cultivo

e Epidemiologia de la infeccion
e Asociacion de H. pylori con otros microorganismos

e Formas cocoides de H. pylori (solo se habla de comportamiento y presencia en muestras
ambientales, mas no de técnicas)

Alteracién de la respuesta del sistema inmune en la infeccion por Helicobacter pylori
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En la siguiente tabla se muestran los articulos incluidospara la evaluacion de H. pylori en aguas,
haciendo referencia a la técnica utilizada, los falsos positivos y negativos que presenta la prueba, asi
como la técnica estandar para la exactitud de la misma.

TABLA DE RESULTADOS

resultados

Art Autores técnica empleada — _ Técnica estandar
Afio Falsos positivos 6 falsos
Detecta 6 no negativos
24 Posibilidad de reaccion cruzada
con otros microorganismos
Si, en 42 muestras 25 diferentes a H. pylori, la Anticuerpos
HEGARTY J, P. Et inmunologia fueron positivas para reduccion del colorante cloruro | monoclonales,
al. 1999 H. pylori tetrazoilocianotidol (CTC) no reduccién del
prueba realmente la presencia CTC
de viable- infecciosa de H.
pylori
11 El  uso de  plasmidos
Si, la qPCR permite | recombinantes de E. colipuede
cuantificar el nimero | generar falsos positivos ya que | UFC/ML,
KEYA SEN, et al. | gqPCR, utilizando el | de células de H. pylori | al aumentar la cantidad de | diluciones
2007 gen ureA alrededor de 20 | células de E. coli hay presencia
células por cada 300 | de H. pylori (reactividad
células de E.coli. cruzada) e inhibidores de la
PCR
58 Si, se observaron | Es necesario identificar el
microscopia formas en espiral y | medio de cultivo que recupera | UFC/ML,
KONISHI K, et al. | electronica de | cocoides de H. pylori | de forma adecuada las formas | SYTO-9 y
2007 barrido (SEM) vy | en el medio de cultivo | en espiral y cocoide de la | yoduro de
cultivo y en el microscopio | bacteria ya que el caldo | propidio
electrénico brucella no es el adecuado. (Baclight)
48 Con el cultivo no se coloracion
aisla H. pylori por la | cultivos con baja cantidad de | fluorescente
ADAMS B.L, et al. | Microscopia incapacidad de formar | fosforo e inadecuada | SYTO-9, yoduro
2003 epifluorescencia colonias. Si, detecta | temperatura conllevan a un bajo | de propidio
(SEM) y cultivo 33% de formas | crecimiento de la bacteria y | (Baclight)
cocoides después de | pobre penetracion del colorante | UFC/ML
10 dias con SEM
47 Si, se pudo detectar coloracion
microscopia formas cocoides por | Necesario utilizar la tincion de | fluorescente
QUERALT N vy | electronica de | SEM el dia 14 en el | fluorescencia lo mas pronto | SYTO-9y
ARAUJO R. 2007 barrido (SEM), PCR | cultivo y por PCR al | posible por la pérdida de luz y | yoduro propidio.
y cultivo dia 21 fue positivo | por la perdida de viabilidad | UFC/ML,
para gen ureA celular dilucién
9 PCR genes gimM y
SHAHAMAT M, et | 16SrRNA region | Si, detecta H. pylori No se nombra. diluciones
al. 2004 hipervariable
38 Si, la PCR detecta H.
pylori  entre  6-60 | Usar un filtro de policarbonato
cel/ml por el genera mayores errores de | método filtracion
ZHANG Y, et al. | Método de filtracion | método de filtracion | recuperacion del DNA. Es | con FeCI3 6
2012 y PCR por membrana ya que | necesario usar filtros de | AI2(SO4)3.
es atil como | celulosa. Usar un kit de | Diluciones
pretratamiento para la | purificacion mucho mas
PCR especifico
33 Al utilizar varios primers entre
PCR genes la subunidad 16SrRNA, ureA y | Diluciones con
TWING K,2011 23SrRNA, 16SrRNA, | Si , detecta H. pylori | cagA puede disminuir la | concentraciones
vacA, ureA superior a un 20% deteccion de H. pylori ya que | conocidas
algunos se encuentran dentro
del ADN otros del plasmido
45 Si de las 77 muestras
positivas  para H.
MAZARI-HIRIART PCR 16SrRNA'y pylori, 16 son método de
M, et al. 2001 cagA positivas para el gen | No se nombra filtracion,
16SrRNA, 5 muestras dilucion
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son positivas para el
gen cagA

26 Si, la PCR en tiempo | Puede haber en el agua otras
YANEZ, M. Et al. | PCR en tiempo real | real encontr6 3 células | cepas de H. pylori que no
2008 cagE de H. pylori en 40 | presenten este gen. Ineficiente | Diluciones
muestras de agua. proceso de preparacion de las
muestras
46 Si, 24 muestras fueron
PCR gen 16SrRNA | positivas para diluciones,
HULTEN K.1996 y gen adhesina | 16SrRNA y 11 | No se nombra southernblot
especifica de H. | muestras de ellas para
pylori adhesina de H. pylori
27 Al analizar las biopeliculas
tienen una baja recuperacion de
La QRTPCR segun el | células de H. pylori y un alto
PCR tiempo real | estudio son positivas | nimero de células de otras
LINKE, S. Etal. 2010 | cuantitativa para H. pylori bacterias. Importante utilizar | Dilucion
MA&s cepas que se encuentren en
muestras medioambientales
para aumentar la especificidad
44 Es importante determinar el
PCR anidada para | Sl, se encontr6 el gen | método para eliminar los
gen ureA y PCR | ureA de H. pylori en | inhibidores de la PCR vy
FUJIMORA S. 2004 semi-anidada para | los cuatro rios, | excrementos de las muestras | Dilucion
cagAy cultivo mientras que el gen | de rio  porque  generan
cagA en 3 rios contaminaciéon ~ con  otros
microorganismos
28 PCR  cuantitativa | Si, 20 de las 23 | Pérdida de membrana celular al
utilizando el gen | muestras fueron | utilizar una PCR, presencia de | coloracion
NAYAK A. K y | vacA, PCR | positivas para H. | inhibidores lo que conllevaaun | fluorescente
ROSE J.B. 2007 convencional y | pylori utilizando la | aumento de falsos negativos. | SYBR green,
microscopia técnica SEM y PCR | No fue encontrada la presencia | diluciones
electrénica de | tiempo real | de H. pylori por PCR
barrido (SEM) cuantitativa convencional
15 La relacion de
Si, hay una fuerte | microorganismos eucariotas 6
CELLINI L. Et al. | PCR anidada, gen | correlacién entre la | procariotas puede  formar | dilucion
2004 gimMm presencia de H. pylori | biopeliculas que de forma
y el plancton indirecta dificulta la deteccion
de H. pylori
43 Si, se encuentra H.
QUERALT N, et al. | PCR semi-anidada, | pylori en  aguas
2005 gen ureA residuales (66%) y de | No se nombra dilucién
rio (11%)
42 44% fueron positivas | La variedad de especies de
MAZARI-HIRIART PCR 16SrRNA vy | para 16SrRNA y de | enterobacterias en  aguas
M, et al. 2008 cagA estas 14%  fueron | residuales pueden  aveces | diluciones
positivas para cagA encubrir el crecimiento de H.
pylori.
10 Si, en aguas | No se obtuvo la presencia de la
contaminadas las | bacteria cuando no se diluian
BENSON, J. Et al. | PCR paragen ureA diluciones més | bien las muestras y la presencia
2004 concentradas eran | de inhibidores en el agua. Poca | diluciones
positivas para H. | cantidad de células de H. pylori
pylori
30 Se hace necesario utilizar una
BUNN, JE.G.Et al. | PCR Si, utilizando el gen | concentracion estandar  del
2002 16SrRNA de H. pylori | microorganismo y identificar la | diluciones
cepa (HPC7058) calidad de los reactivos
29 Si, gracias a la | Se debe tener en cuenta el
QRTPCR utilizando | citometria de fase | estado de los fluorucromos
A.E MCDANIELS, et | el gen ureA, solida y QRTPCR se | (pérdida de emision de luz) y | diluciones
al. 2005 citometria pudo encontrar H. | los componentes inhibidores de
pylori la PCR.
21 Si, se encontr6 la
PCRy cultivo presencia de H. pylori | No se nombra diluciones,
SAMRA Zetal. 2011 | medio HP en muestras de agua UFC/ML

por PCR
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12 Puede deberse a la cepa
NO detecta la | escogida de Helicobacter pylori
JANZON A, et al. | PCR-tiempo real presencia de H. pylori | J99 como control positivo, | diluciones
2009 en muestras de agua. degradacion formas cocoides
en el agua a largo plazo.
35 Pérdida de DNA de H. pylori
PCR usando genes | SI, detecta por PCR | que puede deberse a las
CARBONE M, et al. | 16SfRNA, ureA y | H. pylori en aguas | repeticiones para confirmar la | diluciones
2005 cagA costeras verdadera presencia de este
microorganismo
31 Si, para ello se utilizé
PIQUERES P, et al. | DVC-FISH el método de conteo | Es importante tener en cuenta | Conteo  directo
2006 directo viable (DVC)- | las formas no elongadas de la | viable,
FISH bacteria como positivas microscopia
32 Agregados  celulares  que | Conteo  directo
pueden emitir falsa | viable,
Si, para ello se utilizd | fluorescencia, problemas en la | microscopia
MORENO Y, et al. | DVC-FISH el método de conteo | definicién de estado viable pero
2007 directo viable (DVC)- | no cultivable ya que hay
FISH perdida de definicion de muerte
bacteriana (cambios en
fluorescencia)
57 45 del total de | Muchas ocasiones la PCR no
muestras, 6 fueron | detecta totalmente las muestras
positivas en cultivo a | que son positivas para H. | dilucion,
MORENO Y pesar de que estaban | pylori, esto puede deberse a la | UFC/ML, conteo
FERRUS A. 2012 cultivo, FISH, PCR, | contaminadas con | presencia de &cido humico enel | directo viable
microbiota. 21 | agua y que inhibe la PCR. | (DVC)
muestras para PCR y | Contaminacién con microbiota
26 por FISH del agua por parte del cultivo
14 De las 15 muestras, 3
MORENO Y, et al. | FISH, PCR y | muestras por FISH | 1la muestra fue positiva por | conteo en placa,
2003 cultivo fueron positivas para | PCR y en el cultivo no se | UFC/ML,
H. pylori. Para PCR 1 | encontr6 la presencia de H. | dilucion
muestra pylori
13 Si, hay presencia de
BRAGANRA, M. Et H. pylori en aguas | Presencia de metales pesados
al. 2007 FISH profundas como hierro e el agua y otros | conteo  directo
contaminadas donde | materiales  biol6gicos  que | viable (DVC)
se puede encontrar | interfieren en la fluorescencia
biopeliculas
3 Autofluoresencia de plancton y
Si, crecimiento en el | material bioldgico por la
GIA™O M. S, et al. medio HP  de H. | técnica de FISH con el
2008 cultivoy FISH pylori en muestras de | colorante DAPI, el cultivo | UFC/MLYy DVC
agua. Se detectdé H. | recuper6 H. pylori sin otros
pylori por técnica de | microorganismos
FISH concomitantes
17 Si, el cultivo detectd
H. pylori en
condiciones de poca
AZEVEDO N.F, et | cultivo, luzya?25C.La
al.2008 hibridacion16SrRN hibridacion encontré no se nombra UFC/ML, DVC
A la presencia de
Helicobacterspp y H.
pylori
2 Por los tres métodos
se encontrd la
IMS, cultivo y PCR | presencia de H. pylori UFC/ML, perlas
LU Y, et al. 2002 16SrRNA y vacA que permitié concluir no se nombra inmunomagnetic
la variedad de gen a
vacA (alelos)
25 Si, los medios MCUA, | Al utilizar el gen 16SrRNA en
AL- SULAMI A, et | Cultivo (medio HP | HP y la PCR son | la PCR puede generar falsos | Dilucion,
al. 2012 Y MCUA) y PCR | efectivos para | positivos ya que se comparte | UFC/mI

16SrRNA

encontrar H. pylori de
agua

filogenéticamente  en las
bacterias.
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DISCUSION DE RESULTADOS

De los 63 articulos escogidos para esta revision de literatura, solo 32 fueron incluidos ya que
hablabanespecificamente sobre las técnicas de deteccion del DNA libre (42,43) o las formas
cocoides de H. pylorien aguas (47,48). Como se observa en la tabla de resultados la técnica méas
utilizada es la PCR. La principal ventaja que presenta, es una rapida identificacion de la bacteria
porque utiliza cebadores para la amplificacion de los siguientes genes cagA,vacA, 16SrRNA, ureA e
incluso cagE (25, 26, 9, 46).

Los tipos de PCR mas usados segln estos articulos han sido la PCR convencional, la PCR anidada y
la PCR en tiempo real cuantitativa. Cellini et al, 2004 (15), Fujimora et al, 2004 (44) y Queralt et
al, 2005 (43) han usado la PCR anidada y sus resultados revelan que los genes de H. pyloriureC,
ureA y cagA han sido encontrados en plancton y rios respectivamente. Un descubrimiento
importante es que donde nacen los rios (los que se encuentran cerca a las montafas) la cantidad de
enterobacterias y de H. pylori es nula, lo que indica que el contacto de estas aguas con los humanos
es lo que propicia la contaminacion con estos microorganismos (44, 43).

Otros investigadores han utilizado la PCR en tiempo real (11,38,27,12,28) y explican que la
utilizacion de flurocromos facilita la cuantificacién del microrganismo en aguas y por ende la
deteccion del DNA bacteriano como lo indican Nayak y Rose, 2007 (28) . Sin embargo, dentro de
las desventajas que presenta este tipo de PCR como lo sefiala Janzon et al, 2009 (12) esta la
degradacion de las formas cocoides en el agua, la poca especificidad de la secuencia de los primers
escogidos y la presencia de biopeliculas en el agua como lo explica Linke et al, 2010 (27) asi como
también la reactividad cruzada con otros microorganismos como E. coli que mencionaKeyaSen et
al, 2007 (11).

Para esto como lo exponen otros cientificos es necesario seguir rigurosamente el protocolo
estandarizado, usar diferentes cepas de Helicobacter pylori y de enterobacterias como controles que
permitan aumentar la especificidad de la prueba (27). En cuanto a la PCR convencional los
resultados han sido buenos, pero autores como Shahamat et al, 2004 (9) y Twing et al, 2011
subrayan que es importante utilizarvarios genes de la bacteria para amplificarlos en muestras de
agua, con el objetivo de aumentar la sensibilidad de este tipo de PCR, ya que pueden presentarse
falsos resultados. Igualmente investigadores como Moreno y Ferrus, 2012 (57) nombran la
presencia de particulas en el agua que corresponden a material organico, en especial el &cido
humico, que puede llegar a ser inhibidor de la PCR. Por lo tanto el proceso ineficiente de
preparacion de las muestras puede disminuir la sensibilidad de la técnica como lo sefiala Benson et
al, 2004 (10), de igual manera la prueba puede verse afectada por la calidad de los reactivos.

Otra técnica molecular que ha tenido un auge en los Gltimos afios es la técnica de hibridacion in situ
fluorescente (FISH). Moreno et al 2007 (32), Piqueres et al 2006 (31), han utilizado esta técnica
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para la identificacion de H. pylori en muestras de agua. Indican que incluso el sistema de FISH
permite reconocer efectivamente la presencia de esta bacteria mucho mejor que la PCR ya que en
dos de los experimentos realizados (32,57) hubo muestras positivas para H. pylori que la PCR no
reconocio.

Brangara et al, 2007(13) y Giao et al, 2008(3), encontraron en sus ensayos de FISH la presencia de
H. pylori, sin embargo mencionan que el material bioldgico y/o metales como el hierro en el agua y
el tipo de colorante influyen en la fluorescencia de esta técnica. Como herramientas
complementarias que aumentan la sensibilidad de la prueba también se ha utilizado la microscopia
electronica de barrido para observar la morfologia y realizar el conteo de bacterias de H. pylori
viables. Para mejorar la especificidad de esta prueba Moreno et al, 2003 (14) recomiendan utilizar
otras enterobacterias que pueden encontrarse en el agua. Asi como revisar la autofluorescencia
antes de empezar una prueba, verificando la calidad y preservacion de los reactivos y el
oligonucleotido usado.

El método de cultivo para aislar H. pylori en aguas no ha sido una estrategia satisfactoria. Con
excepcion de Lu. et al, 2002 (2) que pudo cultivar efectivamente H. pylori gracias a diferentes
métodos como la separacion inmunomagnetica y PCR; casi siempre las estrategias de cultivo deben
ir complementadas con técnicas de deteccion del DNA de la bacteria en el agua por métodos
moleculares como la PCR (57). Otros autores como Adams, et al (48) segun sus ensayos explican
que la cantidad de los nutrientes del medio de cultivo como el fosforo y los cambios de temperatura
influyen en el correcto crecimiento de H. pylori. Segin Konishi (58) H. pylori crece en aguas
profundas y rios de manera satisfactoria pero al colocarla en medios de cultivo como agar 6 caldo
brucella el crecimiento se inhibe. Cabe preguntarse si hay algin componente en el agua que
favorezca su apto desarrollo, esto hasta el momento no ha sido aclarado.

El Gnico método inmunoldgico que utiliza un ELISA indirecto fue el de Hegarty, et al (24). Segun
sus resultados en muestras de agua se encuentra H. pylori, sin embargo él menciona que muchos
falsos positivos se pueden encontrar. Por ejemplo, puede haber una posible reaccion cruzada con
otros microorganismos a pesar de que el anticuerpo utilizado sea especifico para H. pylori, y
ademasla presencia de células viables- infecciosas no siempre reducen el colorante cloruro-
tetrazoilocianotidol (CTC) a si posean actividad metabdlica y respiratoria. Seria importante
rectificar estos ensayos con otras pruebas inmunol6gicas como la citometria y técnicas moleculares
como lo nombra McDaniels et al, 2005 ya que segln este autor la complementacion de estas dos
técnicas y en especial de la PCR tiene una sensibilidad de un 95%. (29)
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CONCLUSION

Las técnicas utilizadas para la deteccion de H. pylori en aguas son microbioldgicas como el cultivo;
inmunolégicas como la ELISA y moleculares como PCR y FISH. Las técnicas que menos
sensibilidad y especificidad poseen son el cultivo y el ELISA por lo tanto no es recomendable
utilizarlas para encontrar H. pylori en aguas. Las técnicas moleculares son (tiles. La PCR es una
buena prueba para encontrar H. pylori y los tipos de PCR que actualmente se usan en el &mbito
cientifico son la PCR anidada y PCR en tiempo real, en especial esta Gltima porque permite conocer
la cantidad de DNA del microrganismo en el agua. Otras técnicas sirven como complemento para
la PCR, ofrecen seguridad y exactitud de los resultados como es el caso de la microscopia
electrénica de barrido y la separacién inmunomagnetica. Sin embargo, la técnica de FISH es la que
se recomienda para detectar H. pylori por su adecuada sensibilidad y especificidad, ademas que con
ella se puede evaluar la viabilidad, morfologia y cantidad del microrganismo presente en las
muestras de agua.
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