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1. RESUMEN

H. pylori es un bacilo curvo de forma espirilar, Gram negativo, cuyo papel
etioldgico en el desarrollo de gastritis cronica activa, Ulcera péptica, tumores de
tejido linfoide asociado a mucosa y adenocarcinoma gastrico, ha sido demostrado
claramente mediante estudios epidemioldgicos. En México existen reportes que
indican seroprevalencia de hasta 82.6% asociada a un bajo nivel socioecondémico,
hacinamiento familiar, desnutricion, nadar en rios o albercas, alimentos
contaminados con tierra 0 agua, consumo de agua de fuentes no municipales,
consumo de vegetales crudos, entre otros. Por ello, y con el propésito de detectar
ADN procedente de Helicobacter pylori en agua potable y purificada, asi como
alimentos que se expenden en via publica, se implementd la técnica de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), Se seleccionaron iniciadores validados para la
deteccion vy tipificacion de los genes vacA y cagA de variantes genéticas de la
bacteria. Las reamplificaciones demostraron ADN de H. pylori en el 40% de las
muestras de alimentos totales analizadas, no asi en las de agua potable y purificada.
Se detectd un 30.6% en los vegetales, 50% en aguas frescas y 56% en tacos de carne.
El consumo de alimentos callejeros puede contribuir a la incidencia y persistencia de
H. pylori en el humano, sobre todo si no son preparados bajo las reglas de higiene

necesarias.
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ABSTRACT

Helicobacter pylori is a curved bacillus with spirillary shape, Gram negative, whose
etiologic role in the development of active chronic gastritis, peptic ulcer, tumors of
lymphoid tissue mucosa-associated and gastric adenocarcinoma, has been clearly
demonstrated by epidemiological studies. In Mexico there are reports indicating up
to 82.6% seroprevalence associated with low socioeconomic status, overcrowding,
malnutrition, swimming in rivers or pools, food or water contaminated with soil,
consumption of municipal water sources, and raw vegetables, among others.
Therefore, and in order to detect DNA from Helicobacter pylori in drinking and
purific water and food that is sold on street, technique Polimerase Chain Reaction
(PCR), was implemented. Validated primers were selected for detection and typing
of vacA and cagA gene variants of the bacteria. Amplifies demonstrated H. pylori
DNA in 40% of the total samples analyzed, but not in drinking and purific water.
30.6% was detected in vegetables, 50% fresh water and 56% in beef tacos.
Consumption of street foods can contribute to the incidence and persistence of H.
pylori in human, especially if they are not prepared under the rules of hygiene

required.
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2. INTRODUCCION

Caracteristicas generales:

Helicobacter pylori es un bacilo Gram negativo, curvo, de forma
espirilar, con aspecto de coma o “S” al microscopio Optico, movil por la presencia
de 4 a 6 flagelos unipolares envainados con un ensanchamiento en el extremo distal
y que juegan un papel fundamental en la colonizacién de esta bacteria en las células
gastricas. Mide de 2.5 a 5 um de longitud y 0.5 a 1.0 um de ancho. Crece lentamente
a 37°C, bajo condiciones de microaerofilia y en medios de cultivo con
requerimientos especiales. Es catalasa, oxidasa y ureasa positivo (Catrenich and
Makin, 1991; Solnick and Schauer, 2001). Las colonias son pequefias, de aspecto
brillante y tras subcultivos prolongados dan lugar a formas cocoides denominadas
formas viables no cultivables las cuales son metab6licamente activas pero sin

capacidad para desarrollarse in vitro (Bode et al., 1993).

Patogenia y Transmision:

Estudios realizados en los Gltimos afios han demostrado que H. pylori es uno de
los agentes infecciosos de mayor prevalencia en el hombre, implicAndose en
enfermedades como la patologia gastroduodenal crénica (Blaser, 1992), enfermedades
cardiovasculares (Mendall et al., 1994) y retraso de crecimiento (Patel et al., 1994). El
Unico reservorio en condiciones naturales es el hombre, aunque no es infrecuente el
aislamiento en primates. La ruta de transmision de la infeccion, no esta claramente
establecida, aunque numerosos estudios apuntan hacia la via oral o fecal oral como la
mas posible. Algunas hipétesis acerca de un mecanismo de transmisién a partir de
insectos como las moscas (Gribel et al., 1997) o animales domésticos como los gatos, se
han establecido (Stolte et al., 1994; Neiger and Simpson, 2000; Neiger, 2003; Morales
et al., 2010; Valdés and Astudillo, 2007). Asi mismo, se contempla la iatrogenia, a
través de los endoscopios, pinzas de biopsia 0 equipo medico en general (Akamatsu et
al., 1996; Thibaut et al., 2007) sobre todo en personal que los manipulan sin guantes

(Mitchell et al., 1989), como también las secreciones bucales por su presencia en la placa
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dental (Izzeddin et al., 2010; Scarano et al., 2005; Song et al 1999; Gabera et al.,
2004; Cheng et al 1996).

Se considera que la patologia que produce es la infeccion bacteriana cronica
méas comun alrededor del mundo, estimandose que hasta un 50% de la poblacion
mundial esta infectada y que su prevalencia varia ampliamente de acuerdo al area
geogréfica, edad, raza, etnia y nivel socioeconémico. En paises desarrollados se han
reportado incidencias que varian de 20 a 50%, a diferencia de los paises
subdesarrollados donde los reportes muestran hasta 90% (Brown, L.M. 2000; Dunn,
et al., 1997; Van Duynhoven and de Jonge, 2001). En México existen reportes que
indican seroprevalencia de hasta 82.6% ( Chihu et al., 2005) .

H. pylori es capaz de colonizar y persistir en su nicho bioldgico que es la mucosa
gastrica gracias a los factores de patogenicidad que presenta y que contribuyen a los
efectos patogénicos de la bacteria (factores de virulencia) y a colonizar y permanecer
dentro del huésped (Factores de mantenimiento) (Dunn et al., 1997). Los sintomas
iniciales son muy inespecificos y triviales, a tal punto que resulta muy dificil
determinar el momento exacto en el que ocurre la infeccion. En la mayoria de las
ocasiones la infeccion cursa de manera asintomatica y, a pesar de la cantidad de
personas que se encuentran colonizadas, la proporcion de individuos que desarrollan
sintomas es alrededor de 20% (Gonzalez-Morales et al., 2004). De este porcentaje
con sintomatologia, 10 a 15% presentara Ulcera péptica y hasta un 3% desarrollara
cancer gastrico. Esta estimacion sugiere que alrededor del 7% de la poblacién
mundial desarrollara eventualmente enfermedades gastroduodenales asociadas a H.
pylori (Torres et al., 2005).

En la actualidad se sabe que el cancer gastrico es el cuarto padecimiento mas
comun y la segunda causa de muerte en todo el mundo, y se estima aproximadamente
1 000, 000 de casos nuevos anualmente y mas de 850, 000 muertes en el mismo
periodo (Chihu et al., 2005; Konturek et al., 2006; Torres et al., 2005). Parece ser
que la mucosa gastrica y ectdpica (Es6fago de Barret y Diverticulo de Meckel)
humanas son el unico reservorio natural de H. pylori, aunque su asociacién con
fuentes no humanas como ganado bovino, ovino, felino, agua, alimentos y vegetales

alentd a los investigadores a buscar fuentes de transmision medioambientales
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(Brown, 2000; Gomes and De Martinis, 2004; Gonzalez-Morales et al., 2004;
Herrera, 2004; Luman, 2002).

Incidencia y condiciones de transmision

La elevada prevalencia reportada en paises subdesarrollados se asocia con
bajo nivel socioecondémico, hacinamiento familiar, dormitorios compartidos, padres y
hermanos infectados, pobre estado nutricional, nadar en rios o albercas, ausencia de
agua potable y presencia de letrinas en casa, alimentos preparados con practicas de
higiene inadecuadas o expuestos a tierra 0 agua contaminados, consumo de agua de
fuentes no municipales, consumo de vegetales crudos y leche de cabra (Brown, 2000;
Gonzélez-Morales et al ., 2004; Herrera, 2004; Luman, 2002; Ouaglia et al 2008;
Vale and Vitor, 2010) .

En paises en desarrollo hay evidencia de que su transmision puede ser
indirecta, involucrando vehiculos como alimentos, vegetales o aguas contaminadas
(Fox, 1995). En este ultimo caso, se ha encontrado ADN de H. pylori en agua para
consumo humano, de grifo, pozo, rio, mar, presa, estanque y subterrdnea (Bunn et
al., 2002; Cellini et al., 2004; Fujimura et al., 2004; Hegarty et al.,1999; Horiuchi et
al., 2001; Hulten et al., 1996; Mazari-Hiriart et al., 2001; Watson et al., 2004). Las
aguas residuales tratadas y no tratadas por supuesto que también han sido estudiadas
y la incidencia de la bacteria ha sido demostrada por lo que su uso como aguas de
riego para cultivo de vegetales y hortalizas puede ser critico para el humano en
México y otros paises latinos que llevan a cabo dicha actividad. (Hofman et al.,
2004; Mazari-Hiriart et al., 2001; Queralt et al., 2005).

Evidencias de transmision fecal oral

Los vegetales también han sido implicados en la transmision de H. pylori.
Hopkins et al., 1993 relacioné la seroprevalencia de la infeccién en mas de un 60%
con el consumo de vegetales crudos usando un andlisis de regresién logistica y
apoyado en estudios anteriores de contaminacion de agua de riego con aguas
residuales y por ende la contaminacion de los cultivos regados con dichas aguas. Los
vegetales consumidos crudos y sin desinfeccion previa pueden ser responsables de la

infeccion por H. pylori hasta en un 66.4 a 69%. ( Chen et al., 2005, Goodman et al.,
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1996) Asi mismo, se sugiere la posibilidad de que tocar y/o comer vegetales (como
pasto o flores) en jardines, los cuales son fertilizados con excremento humano o
regados con aguas residuales, podria ser una ruta para adquirir la infeccion
( Herbarth et al., 2001) .

Los alimentos preparados bajo condiciones insalubres o expuestos a factores
ambientales que puedan contaminarlos juegan un papel importante en la transmision
de la infeccion, por lo que los utensilios, moscas, agua o tierra contaminados, son
cruciales durante el proceso de produccion. Con respecto a esto, también se ha
asociado la prevalencia de la infeccién hasta en un 50%, con la ingestion de comida
procedente de vendedores ambulantes asi como en personas con habitos higiénicos
inadecuados debido a que no lavaban sus manos antes de consumir alimentos
( Begue et al., 1998, Brown et al., 2002)

El cultivo de H. pylori especificamente de agua y alimentos ha presentado
grandes dificultades. Cuando es expuesto a diferentes estimulos ambientales fuera de
su nicho sufre cambios morfoldgicos y fisioldgicos que lo llevan a transformarse en
formas cocoides viables no cultivables (VNC). Estas formas cocoides no llevan a
cabo division celular y no pueden ser cultivadas por métodos tradicionales,
incrementando la dificultad en su deteccidn; sin embargo, la viabilidad y virulencia
de estas formas ha sido demostrada (Adams et al., 2003; Fei-Fei et al., 2003;
Shahamat et al., 2004; Velazquez and Feirtag, 1999).

El aislamiento de H. pylori de heces de adultos y nifios implica la via de
transmision fecal oral y apoya la teoria de que los alimentos y agua (via
contaminacion fecal) pueden ser una fuente de infeccion. Ademas, proporciona
evidencia concluyente de que H. pylori tiene la habilidad de existir en el medio
ambiente como una forma VNC que puede replicarse después de la ingestién por un
mamifero, fortaleciendo considerablemente la hipétesis de que el agua y alimentos

son importantes fuentes de infeccion (Fei-Fei et al., 2003; Fox, 1995).

Entre los factores asociados a la infeccion, ademas de ser multifactoriales, ya

que puede incluir la interaccion con fuentes ambientales potencialmente
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contaminada, se menciona el bajo nivel socioeconémico, el hacinamiento, los padres
y hermanos infectados, familias numerosas, pobre estado nutricional, condiciones
insalubres, como ausencia de agua potable y de letrinas en casa, consumo de
vegetales crudos, tabaquismo en la madre, asistencia a guarderias, mascotas en el
hogar y contacto con borregos (Baker and Hegarty, 2001; Dunn et al., 1997,
Goodman et al., 1996). El agua potable local, el nadar en rios, asi como la ingestion
de vegetales contaminados con heces se han reportado como factores de riesgo y esto
ha originado que se considere a H. pylori como una bacteria capaz de sobrevivir en el
agua (Morales-Espinoza, 1999). Aun se desconoce el modo de transmisién, pero
existen pruebas que nos indican que la transmision puede ocurrir mediante varias
rutas como son la fecal - oral, gastro - oral y oral - oral puede ser directa de persona a
persona o indirecta por medio de fomites o por zoonosis. (Bohmler et al., 1996;
Dunn et al., 1997; Mapstone, 1993).

Evidencias de la Transmision Acuatica de H. pylori

Las primeras evidencias acerca de la transmision acuatica de este patdgeno a
humanos fueron aportadas por la epidemiologia realizada en paises latinos en vias de
desarrollo como Chile, Per, Colombia y Venezuela. En Lima, Perd, se demostro la
asociacion entre la prevalencia de H. pylori en nifios (48%) y el consumo de fuentes
externas de agua (drenaje comunitario) (Klein et al., 1991), mientras que Goodman
et al., 1996 determinaron que en nifios de un area rural de los Andes Colombianos
existia una prevalencia de H. pylori del 69%, incrementando la tasa de infeccion con
el uso de arroyos como fuente de agua potable. En Chile, se encontré una
seropositividad a la bacteria superior a 60% en los grupos socioeconémicos mas
bajos, asociada al consumo de vegetales no procesados, los cuales podrian haber sido

irrigados con aguas residuales (Hopkins et al., 1993).

En Venezuela (Dominguez-Bello et al., 2002), encontraron una frecuencia de
infeccion por H. pylori significativamente alta (96%) durante los meses de lluvia, lo
cual podria ser debido a un aumento en la densidad bacteriana o bien a cambios de
formas cocoides en estado de latencia a formas bacilares en division celular. Todos
estos estudios indican que el agua puede ser un vehiculo en la transmision fecal-oral,

actuando como una fuente de infeccion donde la bacteria puede permanecer por
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periodos prolongados antes de ser ingerida como agua potable, accidentalmente

durante el bafio o a través de alimentos contaminados.

Las enfermedades trasmitidas por alimentos (ETA’s) usualmente son
catalogadas por la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), como infecciosas o
toxicas debido a agentes microbianos que entran al hospedero a traves de la ingestion
de alimentos. Estas enfermedades estdn ampliamente distribuidas y son un problema
de salud puablica en crecimiento tanto en paises en desarrollo como en paises
desarrollados. Como el uso de un método microbiol6gico para la deteccidn de este
patdgeno la mayoria de las veces resulta en fracaso, debido a la particularidad de la
bacteria de inducir las formas viables no cultivables, la utilizacion de un método
alternativo para su deteccidén es importante considerando esta caracteristica de la
bacteria. El uso de una reaccién en cadena de polimerasa, para deteccion de DNA de
Helicobacter pylori, puede ser una buena eleccién para evidenciar su presencia en los
alimentos y el agua y asi podria pasar a formar parte de los agentes causantes de
ETA’s.

2.1.- Importancia.

Muchas son las incognitas que existen con respecto a la forma de transmision de
H. pylori al hombre asi como los reportes acerca de su presencia en diferentes tipos
de agua y alimentos vegetales, sin embargo, en nuestro pais existe poca informacion
acerca de su incidencia en este tipo de muestras. La importancia del presente estudio
radica en la implementacion de un método alternativo que pueda detectar el DNA de
la bacteria como la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), la cual
serd utilizada como prueba tamiz para determinar la incidencia de H. pylori en

alimentos y agua, como una forma de realizar control microbioldgico.

2.2.- Originalidad vy justificacion.

Los diferentes reportes publicados acerca de la presencia de H. pylori en agua y
alimentos provienen principalmente de Latinoamerica, sin embargo, en México no
hay reportes 0 son muy pocos los que registran la incidencia de H. pylori en los

productos alimenticios que la poblacion mexicana consume. Aungue se sabe que la
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incidencia de malestares gastricos ha ido en aumento, no se ha llevado a cabo alguna
relacion de la sintomatologia gastrica con la ingesta de alimentos y agua,
contaminados con H. pylori, por lo que el presente trabajo puede ser servir como un
primer intento que permita determinar la incidencia que esta bacteria puede tener en
nuestros productos alimenticios y que sirva como base para posteriormente llevar a
cabo estudios de relacion entre la enfermedad y el consumo de los alimentos que
cada individuo, con sintomatologia gastrica, ingiere. La metodologia que se propone
en el presente proyecto permitird la deteccion del patdégeno en forma facil y rapida
en alimentos con probabilidad de trasmitirlo como los vegetales, frutas y alimentos
reportados que ocasionan que el porcentaje de infeccion se siga manteniendo o

incrementando en nuestra poblacion.



Arturo Espinoza Mata / Capitulo 3. Hipétesis 10

3. HIPOTESIS

Mediante la prueba de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), se podra

detectar la presencia o ausencia de Helicobacter pylori en alimentos y agua.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general.

Implementar un método molecular para la deteccién de H. pylori en agua

potable y purificada, vegetales frescos y alimentos que se expenden en via publica.

4.2. Objetivos particulares.

4.2.1.- Estandarizar la prueba de PCR para la deteccion de H. pylori mediante el uso

de la cepa de referencia.

4.2.2.- Estandarizar la prueba de PCR para la deteccidn de H. pylori en muestras de

agua potable y purificada artificialmente inoculadas.

4.2.3.- Estandarizar la prueba de PCR para la deteccion de H. pylori en alimentos

artificialmente inoculados.

4.2.4.- Detectar DNA de H. pylori en muestras de campo como agua, vegetales y

alimentos que se expenden en la via publica.
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5. ANTECEDENTES

5.1.- Aspectos historicos y descubrimiento de H. pylori.

H. pylori es uno de los méas antiguos y cercanos acompafiantes de la
humanidad, le tomé a los cientificos mas de un siglo reconocerlo. En 1875,
anatomistas alemanes encontraron bacterias espirales colonizando la capa de mucus
del estomago humano sin embargo, el descubrimiento fue ignorado debido a que el
organismo no pudo ser cultivado (Blaser, 1992). En 1893 Bizzozero, seguido por
Salomon en 1896, demostraron la existencia de microorganismos espirales en el jugo
gastrico de perros y gatos. En 1906 Karienttz descubri6é organismos semejantes en el
jugo gastrico de pacientes con cancer de estomago. En 1938 Doenges, en un analisis
de necropsias, encontré organismos espirales en el estdmago de 43% de los humanos
estudiados. Por primera vez en 1975, la gastritis se asoci6 con la presencia de una
bacteria Gram negativa, en forma de espiral en la mucosa gastrica misma que Warren
observd en 1979, en biopsias gastricas localizadas debajo de la capa mucosa

(Gonzalez-Morales, 2004) .

Fue hasta 1982 que los doctores australianos J. Robin Warren y Barry J.
Marshall aislaron por primera vez de la mucosa gastrica humana a H. pylori. En

1983, Marshall y Skirrow acuerdan el nombre de Campylobacter pyloridis ya que el
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porcentaje de G mas C en su DNA fue de 34% que correspondia al rango normal de

Campylobacter (Dunn et al., 1997; Konturek et al., 2006).

Para demostrar la patogenicidad de esta bacteria el Dr. Marshall, decidié
ingerir una muestra de cultivo obtenido de un hombre de 66 afios de edad con
diagnostico de dispepsia no ulcerosa, 14 dias después resultdé con la misma
enfermedad y al cabo de 10 dias se demostro histolégicamente que se trataba de una
gastritis. En 1987 se le denomindé Campylobacter pylori para adaptarse a la
nomenclatura de la época. Finalmente en 1989, Goodwin, gracias a sus trabajos, lo
incluye en el género Helicobacter con base en la secuencia de bases de la molécula
16S del RNAr. Desde entonces se le denomin6 Helicobacter pylori y se han aislado
distintas especies de origen gastrico y no gastrico, del hombre y animales (Gonzalez-

Morales, 2004).

En 1994, la Agencia Internacional para la Investigacion del Céancer, una
institucion de la OMS, reviso la evidencia disponible y clasificé a H. pylori como
carcinégeno humano tipo | y en el afio 2005, el premio Nobel de Fisiologia y
Medicina fue otorgado a Barry Marshall y Robin Warren por su descubrimiento de
H. pylori y estudios acerca de su fisiologia y ecologia (Enroth et al., 1995; Konturek

et al., 2006).

5.2.- Caracteristicas bioguimicas.
H. pylori en medio sélido forma colonias brillantes y translucidas de 1-2 mm
de didmetro, es positivo a catalasa, oxidasa, ureasa, fosfatasa alcalina, DNasa,

leucina y arginina arilamidasa y negativo a hidrolisis del hipurato y reduccion de
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nitratos. Después de un cultivo prolongado, las formas cocoides son predominantes y
se denominan formas viables no cultivables (FVNC). En microscopio electrénico, las
formas cocoides se observan en forma de U. Estas estructuras son metabolicamente
activas; sin embargo, no pueden ser cultivadas in vitro. ( Dunn et al., 1997; Catrenich

and Makin, 1991; Gonzalez-Morales et al., 2004 ).

5.3.- Mecanismos de patogenicidad y virulencia.

Si definimos la patogenicidad como la capacidad intrinseca de un
microorganismo de producir enfermedad y virulencia como la medida o grado de
esta enfermedad, ello implica la interaccion de un conjunto de factores que le dan al
patdgeno la capacidad para invadir a su huésped, sobrevivir y multiplicarse dentro de
él. Asi, cada patdgeno utiliza durante este proceso, diferentes mecanismos y
estrategias para causar enfermedad siendo para H. pylori los que a continuacion se

citan.

5.3.1.- Componentes de patogenicidad.

a) Estructura espirilada: Le permite a la bacteria introducirse a través de la capa de
moco gastrico actuando de forma similar a un sacacorchos y favoreciendo por lo
tanto el acercamiento a las células epiteliales gastricas (Dunn et al., 1997; Gonzélez-
Morales et al., 2004)

b) Motilidad: Los flagelos le confieren gran movilidad y le permiten introducirse con
rapidez en la capa de moco del estbmago y no ser eliminado por los mecanismos

defensivos del huésped (Gonzalez-Morales et al., 2004; McGee and Mobley, 2000).
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c) Adherencia: Posee una gran variedad de adhesinas que reconocen en forma
especifica a los receptores de la mucosa gastrica y se unen a ellos comenzando la

colonizacion bacteriana (Dunn et al., 1997; Gonzéalez-Morales et al., 2004).

d) Ureasa: proteina potente que transforma la urea en amonio, el cual produce un
microambiente alcalino alrededor de la bacteria que le confiere proteccion ante la
acidez gastrica. La ureasa también tiene propiedades citotoxicas; junto con el amonio
dafian la mucosa y proporcionan nutrientes necesarios para la adhesion de la bacteria
al epitelio gastrico. Ademas, el amonio puede ser un precursor de la sintesis proteica
de algunas adhesinas de la bacteria (Gonzélez-Morales et al., 2004; Hofman et al.,

2004; Panchal et al., 2003).

e) Otras enzimas: La lipasa y proteasa propician la desintegracién del moco gastrico
y la pérdida de hidrofobicidad de la mucosa y posiblemente disminuyen la capacidad
de las células mucosas para secretar moco; la catalasa y superdxido dismutasa
protegen a la bacteria de los metabolitos toxicos producto de procesos oxidativos de
defensa de los macrofagos y neutrofilos; ademas, produce otras enzimas como la
fosfolipasa A2, fosfolipasa C, mucinasa, fosfatasa alcalina y acida, entre otras (Dunn,

et al., 1997; Gonzalez-Morales et al., 2004).

5.3.2.- Componentes de virulencia.

a) Citotoxina vacuolizante VacA: Tiene un efecto citopético, produce la formacién
de grandes vacuolas en las células eucariotas. La totalidad de las cepas de H. pylori
contiene el gen vacA, pero solo el 50% secretan la toxina activa. Se han descrito

variantes alélicas de vacA principalmente en la region del péptido sefial (s1y s2) y en



Arturo Espinoza Mata / Capitulo 5. Antecedentes 16

la porcion central de la proteina (m1 y m2). Las cepas que contienen los alelos s1/m1
(Tipo 1), asociado a la presencia de cagA, se consideran de alto potencial citotoxico
(Ayala et al., 2004; Blaser, 1992; Gomes and De Martinis, 2004; Hofman et al.,

2004; McGee and Mobley, 2000; Panchal et al., 2003)

b) Proteina cagA: Es codificada por el gen cagA (gen asociado a citotoxina), el cual
puede estar presente (cagA +) o no presente (cagA -). Esta proteina podria estar
implicada en el proceso de activacion de la toxina vacuolizante y podria influir en la
respuesta inflamatoria y aumentar la secrecion de Interleucina 8 (IL-8) por las células
epiteliales, lo que conduce a un estado de inflamacion de la mucosa géastrica. Las
cepas cagA+ y vacA+ se relacionan con alto riesgo de causar Ulcera duodenal,
gastritis atrofica y cancer gastrico (Blaser, 1992; Gonzalez-Morales et al., 2004;

Hofman et al., 2004; McGee and Maobley, 2000; Panchal et al., 2003).

c) Evasion de la respuesta inmune: La bacteria tiene la habilidad de inducir muerte
celular de los linfocitos T. La adherencia de H. pylori promueve el desarrollo de
autoanticuerpos contra las células parietales, resultando en una gastritis cronica y
pérdida de células parietales, asi pues el mecanismo involucrado en la produccién de
autoanticuerpos podria ser un mimetismo molecular entre los lipopolisacaridos
expresados constitutivamente en la bacteria y epitopes asociados en las células
parietales lo que permite la persistencia de esta bacteria en el epitelio ( Hofman et al.,

2004; McGee and Mobley, 2000; Panchal et al., 2005) .

d) Alteraciones de la funcion géstrica: La infeccion aguda da lugar a un periodo de

hipoclorhidria que propicia la colonizacion por esta bacteria. La infeccion se
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acompafia de elevadas concentraciones basales de gastrina posteriores a la
estimulacion, y disminucion de los niveles de somatostatina. Por lo tanto, la
infeccion eleva las concentraciones basales de acido estimuladas por la gastrina. Esto
da lugar a una descarga acida en el duodeno y promueve la metaplasia gastrica y la

formacion de Ulcera duodenal ( Blaser, 1992; Gonzalez-Morales et al., 2004).

5.4. Prevalencia mundial de la infeccion.

La prevalencia de la infeccion por H. pylori sigue variando mucho entre los
paises en desarrollo y los paises desarrollados segun el origen étnico, lugar de
nacimiento y los factores socioecondémicos entre las personas que viven en el mismo
pais. La propagacion intrafamiliar parece desempefiar un papel central en la
transmision de la infeccion, tanto en los paises en desarrollo y desarrollados. La
infeccion varia segun la region geografica, pero en general los paises industrializados
son los que tienen una menor prevalencia, de tal manera que regiones como Ameérica
del Norte, el Oeste de Europa y Australia tienen una prevalencia menor a 55%. En
los paises en vias de desarrollo como China y México la incidencia es de 55 a 64%.
Para la parte baja de América del Sur, el norte de Africa, el resto de Asia, Espafia y
Portugal es de 65 a 74% y para la parte superior de América del sur, el norte y este
de Europa y el sur de Africa es mayor a 75% (Perez-Perez, 2004; Konturek et al.,

2006 ) (Ver Figura 1).
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@ >75%
> 69-74%
B > 55-64%
0 <55%

Figura 1. Variacion geografica de la prevalencia de H. pylori alrededor del mundo (Tomado de

Konturek et al., 2006.)

Thomas et al., 1992, aislaron H. pylori de heces humanas de una persona
infectada en Gambia, lo cultivaron en medios selectivos después de la concentracion
de bacterias fecales por centrifugacion con una mezcla de gases microaerofilica,
logrando observar colonias con las mismas caracteristicas de crecimiento, apariencia
microscopica y actividad enzimatica, que las de un aislado gastrico de H. pylori.
Ademas, de que preparaciones de proteinas y los perfiles electroforéticos fueron
antigénicamente similares (bandas de proteinas principales de 62 y 26 KDa,
correspondientes a las subunidades de la enzima ureasa). En 9 nifios de 23
seleccionados al azar de entre 3-27 meses, usando la misma técnica se aislé esta
bacteria, concluyendo que la transmision fecal-oral es probablemente importante en

la propagacion de la infeccidn en esas comunidades.

Ortiz et al., 2003 evaluaron la prevalencia de H. pylori en nifios y adultos de
comunidades indigenas del estado Delta Amacuro, Venezuela, que son diferentes en

cuanto a condiciones higiénicas y de alojamiento. Se evaluaron 98 nifios (7 £ 3.37



Arturo Espinoza Mata / Capitulo 5. Antecedentes 19

afos) y sus madres (33.96 + 13.77 afios) de dos comunidades indigenas de la etnia
warao del estado Delta Amacuro, Venezuela. Se determinaron anticuerpos sericos
IgG anti-H. pylori e IgA secretora total y especificos, ademéas de antigenos de H.
pylori en heces. Se encontrd un 38% de seroprevalencia en la poblacion infantil y un
84% en las madres. En los nifios de la comunidad que tiene condiciones sanitarias y
ambientales més deficientes, los titulos de anticuerpos IgG especificos y los niveles
de IgA secretora total fueron significativamente (p < 0.0001) més bajos,
encontrandose un alto porcentaje de nifios que presentaron antigenos de H. pylori en
heces (p < 0.0001). Los niveles de IgA secretora especifica fueron positivos y
similares en ambos grupos. Ademas, los estudios de calidad de agua reflejaron mayor
cantidad de bacterias coliformes y solidos totales en la poblacion de Isla Misteriosa
que en Playa Sucia. Los resultados indican que en estas poblaciones existe una alta
prevalencia de infeccion por H. pylori y que las condiciones ambientales pueden

incrementar el riesgo de infeccién y el dafio en la mucosa gastrointestinal.

Paez et al., 2006 determinaron la prevalencia de la infeccion con H. pylori y
el patron de infeccion segun edad, sexo, estado nutricional y condiciones
socioecondmicas, en 170 nifios entre 3 y 14 afios de edad, de ambos géneros. Se
determind infeccion por la bacteria (test de aliento con urea-C13), edad, estado
nutricional y talla-edad, hemoglobina (cianometahemoglobina), ferritina sérica
(ELISA), estrato socioecondmico, condicién de vivienda, nimero de personas y
familias que viven en el hogar y calidad de los servicios. El 78,8% de los nifios
resultaron infectados, no encontrandose correlacion significativa con el género pero
si con la edad; 25,9% presentaron déficit nutricional y 46,5% talla baja. EI 98,1% de
las familias se encontraban en situacién de pobreza y 98% de las viviendas

presentaban deficiencias sanitarias; en promedio vivian 6,0+2,4 personas en el hogar
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y 3,2 personas compartian un mismo dormitorio. Se encontro que la probabilidad de
infeccion era mayor en aquellos nifios que presentaban déficit de talla y que el estrato
socioecondémico, el nivel de instruccion materno, las precarias condiciones de
alojamiento y el hacinamiento se asociaban significativamente a la infeccion. El
nivel socioecondmico en la nifiez esta asociado con una alta colonizacion por el
microorganismo, la edad, el hacinamiento y un bajo nivel de instruccién de la madre

pueden aumentar el riesgo a esta infeccion.

Martinez et al., 2008 estudiaron la presencia de esta bacteria en muestras de
biopsia obtenidas mediante endoscopia de 69 pacientes con Ulcera duodenal, Ulcera
gastrica, gastritis cronica y dispepsia. Los diagnosticos de Ulcera gastrica y gastritis
cronica fueron confirmados histologicamente. Se analizaron 27 Glceras duodenales,
12 Ulceras gastricas, 24 gastritis cronicas y 6 dispepsias. Se detectd la presencia de H.
pylori a traves de la amplificacion de un fragmento del gen Ure A mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa, en el 100 % de las Glceras duodenales, en el 100
% de las Ulceras gastricas, en el 83 % de las dispepsias y en el 92 % de las gastritis

cronicas, para una prevalencia total del 95,7 %.

5.5.- Prevalencia y distribucion geografica de H. pylori y su relacion con la
mortalidad por cancer gastrico en México.

En 1998 Torres et al., realizaron un estudio para detectar la infeccion con H.
pylori en México donde se analizaron 11,000 muestras de suero colectadas de 1987 a
1988. Las muestras fueron representativas de todas las edades y todas las regiones
del pais e incluyeron todos los niveles socioeconomicos. La seroprevalencia fue de
20% en nifios de hasta un afio de edad, casi 50% en nifios de diez afos. En

adolescentes, la prevalencia de la infeccion se incrementd considerablemente de tal
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forma que a la edad de 20 afios, 70% de la poblacion estaba infectada. En adultos

mayores de 20 afios la seroprevalencia fue de 82.6%.

Se analizaron los resultados obtenidos en el estudio de Torres et al., 2005 y se
correlacionaron con el indice de mortalidad por cancer gastrico en México que fue de
6.5 por cada 100, 000 habitantes reportado por el Instituto Nacional de Geografia y
Estadistica en 1991 (INEGI) ( Fig 2). Para el andlisis, los 32 estados del pais fueron
divididos en cuatro grupos de acuerdo a su indice de mortalidad y la seroprevalencia

fue calculada por estado, los resultados fueron los siguientes:

Mortality Hp sero-

Rate prevalence
1 =<4.0; 70.0%
B 40t04.9; 8674%
B Z0to59 652%
Hl =60 86.0%

Figura 2. Distribucién de la mortalidad por cancer gastrico y la seroprevalencia de H.

pylori en México. (Tomado de Torres et al., 2005).

1.- Grupo I: 70% seroprevalencia y <4.0 indice de mortalidad: Aguascalientes,

Estado de Mexico, Tabasco y Quintana Roo.

2.- Grupo II: 67.4% seroprevalencia y 4.0 a 4.9 indice de mortalidad: Coahuila,

Durango, Tamaulipas, Guanajuato, Colima, Guerrero, Hidalgo y Puebla.
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3.- Grupo I11I: 65.2% seroprevalencia y 5.0 a 5.9 indice de mortalidad: Nuevo Ledn,
Baja California Norte, Chihuahua, Sinaloa, Jalisco, Nayarit, Querétaro, Veracruz,

Oaxaca y Campeche.

4.- Grupo IV: 66.0% seroprevalencia y >6.0 indice de mortalidad: Baja California
Sur, Sonora, San Luis Potosi, Zacatecas, Michoacan, Tlaxcala, Chiapas y Yucatan

(Torres et al., 2005).

En el afio 2001, el INEGI reportd que el indice de mortalidad por cancer
gastrico habia decrecido en los ultimos diez afios y pasé de 6.5 a 4.9 por cada 100,

000 habitantes (Chihu et al., 2005).

Dos afios més tarde, Bosques-Padilla et al., 2003 examinaron 261 pacientes
con sintomatologia gastrica quienes fueron sometidos a endoscopia gastrointestinal
en el Hospital Universitario Dr. José Eleuterio Gonzalez en Monterrey, Nuevo Ledn.
Entre los pacientes estudiados, 209 (80.1%) padecian dispepsia no ulcerosa, 30
(11.5%) ulcera péptica y 22 (8.4%) alto grado de displasia o cancer gastrico. La

prevalencia total de H. pylori fue de 67.8%.

Ese mismo afio, Leal et al determinaron la magnitud de la reinfeccién contra
recrudescencia de la infeccion por H. pylori después del tratamiento. Se estudiaron
pacientes nifios y adultos con sintomas gastrointestinales superiores tratados en el
Centro Médico Nacional Siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS)

de la Ciudad de México. La infeccién fue diagnosticada con la prueba de aliento de
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la urea (UBT por sus siglas en inglés), histologia y cultivo. Los pacientes infectados
recibieron terapia triple y aquellos que resultaron UBT negativos después de 4-6
semanas del tratamiento se consideraron con la infeccion erradicada y fueron
incluidos en el estudio. A 141 pacientes que se les erradico la infeccion se les
monitore0 la reincidencia con la UBT a los 3, 6, 9, 12, 18, y 24 meses. La bacteria
fue aislada de biopsias géastricas antes del tratamiento y al tiempo de la reincidencia y
los cultivos obtenidos se compararon por genotipificacion. Durante este periodo, 32
(22.7%) casos de reincidencia fueron documentados la mayoria ocurrié durante el
primer afio. En 9 de los 32 (28.1%) casos, la reincidencia fue erradicada
espontaneamente, sugiriendo que fueron reinfecciones transitorias. Los aislamientos
de H. pylori de 12 casos de reincidencia fueron genotipificados; 9 (75%) fueron

clasificados como verdaderas reinfecciones y 3 como recrudescencias.

Garza-Gonzalez et al., 2006 reportaron la genotipificacion de los genes vacA
y cagA de 50 aislamientos de H. pylori de pacientes de la region noreste del pais. Los
cultivos fueron caracterizados mediante la PCR y se investigo la correlacion entre los
genotipos y los diferentes diagndsticos clinicos. El genotipo mas frecuente de vacA
fue s2/m2. De los aislamientos 32 (64%) fueron cagA positivos. El genotipo s1/ml
fue asociado con cepas cagA negativas. No se encontrd relacion entre los genotipos

de vacA y cagA y los diagndsticos clinicos.

Vallejos y colaboradores en el afio 2009 realizaron un estudio transversal,
retrospectivo y descriptivo de revision de expedientes de enero a diciembre de 2007
sobre pacientes de la tercera edad infectados por H. pylori atendidos en el Hospital

Regional de Puebla-ISSSTE. De 74 pacientes atendidos en el Servicio de Geriatria en
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el tiempo estipulado, se encontraron 27 pacientes (36.48%) infectados por H. pylori:
17 hombres (62.96%) y 10 mujeres (37.04%). El rango de edad predominante fue de
80 a 84 afos (40.74% y las lesiones histologicas sobresalientes correspondieron a
gastritis crénica en 19 pacientes (70.37%); cinco de ellos (18.52%) con ulcera
duodenal; dos (7.41%), con Ulcera gastrica y uno (3.7%), con carcinoma gastrico. El
tipo de tratamiento predominante fue administracion de amoxicilina, omeprazol y
claritromicina (66.66%). El grupo de investigacion concluy6 que la prevalencia de
infeccion por H. pylori aumenta considerablemente en la poblacion geriatrica
proponiendo continuar las investigaciones en estos pacientes con la exclusion de
factores importantes predisponentes de patologia digestiva y una evaluacion conjunta
de las condiciones histopatoldgicas de la mucosa gastroduodenal a fin de determinar

con mayor exactitud el papel etioldgico que cumple este microorganismo.

5.6.- H. pylori en agua y su asociacién con la infeccion en el hombre.

Parra y Carballo, 1998 mencionan que uno de los primeros ensayos que
relacionaron el agua contaminada con el riesgo de infeccidn por Helicobacter pylori,
se llevo a cabo en una poblacion infantil (de 2 meses a 12 afios) en diversas
comunidades de Peri mediante un estudio epidemiolégico similar al que en 1855
llevé a John Snow para desentrafiar los origenes de una epidemia de célera en
Londres y por el que identificaba la procedencia del agua como el principal factor de
riesgo de la misma. El estudio peruano llegd a esta misma conclusién y demuestra
que el agua es la variable de riesgo mas importante, por encima incluso del estado

socioecondémico de los grupos poblacionales.
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En 1991, Klein et al., realizaron un estudio epidemiolégico en nifios que
tenian fuentes de agua externa en sus hogares, mismos que fueron tres veces mas
propensos a estar colonizados por la bacteria que aquellos con provision de agua
interna. Similarmente, en 1995, Fox, J.G. refiere que en estudios epidemioldgicos de
poblaciones en desarrollo, el agua y los vegetales crudos estan relacionados con la
transmision de H. pylori y que su aislamiento a partir de heces de adultos y nifios era
indicativo de que la transmision de la bacteria se realiza por via fecal — oral y
sostiene la teoria de que los alimentos y el agua pueden ser vehiculos de
contaminacion, debido a que el patégeno tiene la habilidad de existir en el ambiente

de una forma viable no cultivable e infectar si es digerida por un hospedero.

Ese mismo afio, Enroth y Engstrand utilizaron una técnica de
inmunoseparacion magnética como tratamiento previo a la PCR para facilitar la
deteccion directa de H. pylori en muestras de agua y heces. Produjeron antisuero
hiperinmune de conejo y recubrieron perlas magnéticas con inmunoglobulina G
purificada, la cual reaccionaba con las formas cocoides y bacilares de H. pylori y se
unia a ellas. Muestras de agua de rio inoculadas con ambas formas fueron tratadas
con la técnica resultando positivas por PCR, mostrando que la deteccion del

microorganismo es posible en muestras de agua del medio ambiente.

Posteriormente, Hulten et al., 1996 colectaron 48 muestras de agua para
beber en Pueblo Jovenes, cerca de Lima, Peru. Ellos usaron perlas magnéticas
recubiertas con inmunoglobulina G anti H. pylori para concentrar la bacteria y dos
ensayos de PCR, uno para detectar el gen codificante de la adhesina y otro

previamente validado para detectar el gen de la subunidad 16 del acido ribonucleico
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ribosomal (ARNr 16S). Se amplificé el fragmento del gen de la adhesina de 24
muestras y se amplificaron los fragmentos de ambos genes de 11 muestras.
Concluyeron que los resultados confirmaron la presencia del patdégeno en agua para
beber en Peri y que fueron consistentes con las conclusiones de estudios

epidemioldgicos anteriores de la misma poblacion.

Afos después en los Estados Unidos de Norteamérica, Hegarty et al., 1999,
utilizaron anticuerpos monoclonales anti H. pylori para detectar al patogeno,
encontrando bacilos vegetativos en la superficie y a poca profundidad de la mayoria

de las 62 muestras de agua subterranea analizadas.

Horiuchi et al., 2001 emplearon la PCR para detectar H. pylori en 10
muestras de agua de grifo, 6 de pozo, 10 de rio y 10 de mar. Las muestras fueron
filtradas en membranas con poro de 0.05 a 0.22 um. La PCR fue hecha para
amplificar el gen de la adhesina especifica de la bacteria y el gen ureA. También se
realizd una PCR tiempo real utilizando iniciadores para el gen ARNr 16S. Ninguna
de las muestras de grifo, rio o mar fueron positivas para algin gen, pero 2 de las
muestras de pozo amplificaron el fragmento de gen ARNr 16S. Algunos de los
usuarios del agua de pozo habian padecido infeccién por H. pylori en el pasado. El
mismo afio, Mazari-Hiriart et al., 2001 se valieron del gen ARNr 16S para detectar
H. pylori en 5 sistemas de agua de la Ciudad de México. Las muestras fueron
tomadas entre 1997 y 2000 de pozos de extraccion (sistema 1), presas usadas como
fuente de agua para uso humano, antes y despues de tratamiento (sistemas 2 y 3),
aguas residuales tratadas (sistema 4) y no tratadas (sistema 5). La deteccién del gen

se llevd a cabo usando PCR anidado en 139 muestras. Los resultados mostraron la
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presencia del microorganismo en 58 (42%) de las muestras totales con prevalencia de

68% en el sistema 1, 100% en el 2,0% enel 3, 17% en el 4 y 20% en el 5.

Baker y Hegarty, 2001 detectaron H. pylori en agua para consumo humano de
pozos de extraccion mediante el uso de métodos moleculares, la presencia de este
patogeno se correlaciond con la infeccion en consumidores y con la presencia de

Escherichia coli, indicador de contaminacion fecal.

Bunn et al., 2002, demostraron la relacion existente entre la colonizacién por
H. pylori en infantes menores de un afio con el consumo de agua contaminada. Este
grupo de investigadores detectaron el ADN de H. pylori en biopeliculas presentes en
agua para beber almacenada en ollas en una villa de Keneba, Gambia. EI ADN fue

95% homologo al gen ARNr 16S de una cepa de referencia.

Al igual que otros microorganismos que producen biopeliculas como una
forma de protegerse en sus nichos, Helicobacter spp. también es capaz de realizar
este tipo de ambientes para soportar condiciones inadecuadas para su superviviencia
como agotamiento de fuentes de carbono, temperaturas inadecuadas, entre otras; esto
ha quedado demostrado por las investigaciones de Park et al., 2001 quienes
analizaron una seccion de la pipa de distribucién de unas cafierias removida de un
ambiente urbano en el noreste de Escocia durante un trabajo de mantenimiento de
rutina. Al retirarla, recolectaron una capa de biopelicula. Realizaron el anélisis para
detectar la presencia del DNA de H. pylori empleando PCR y éste produjo un

resultado positivo.
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Watson et al., 2004 investigaron los sistemas de distribucion de agua en
Inglaterra como una fuente de infeccion. Las muestras de agua y biopeliculas que
ellos estudiaron fueron obtenidas de 11 propiedades domeésticas, 7 educacionales, de
hidrantes y reservas de agua. Las muestras fueron cultivadas en medio no selectivo
con antibioticos, combinado con separacion inmunomagnética. No fueron aisladas
bacterias viables en ninguna de las 151 muestras pero detectaron ADN de H. pylori
en 26% de las muestras de propiedades domeésticas, escuelas e hidrantes con la
frecuencia mas alta en biopeliculas (42%). Watson concluyé que las biopeliculas en
las superficies de los sistemas de distribucion podrian actuar como sitios para la
acumulacién pasiva del microorganismo o0 como reservorio potencialmente

importante de la infeccion.

Fujimura et al., 2004, colectaron muestras de agua de 4 rios en Japon en tres
puntos de cada uno, corriente arriba, a la mitad de su trayecto y corriente abajo. Se
buscé ADN de H. pylori utilizando un PCR anidado y también se incluyeron 224
niflos que vivian cerca de alguno de los rios para medir la prevalencia de la
infeccion. EI ADN de la bacteria fue detectado en la parte media y corriente abajo de
los 4 rios. La prevalencia en los nifios fue de 9.8% en aquellos que vivian cerca de la
parte media y 23.8% corriente abajo, ambas fueron mayores que el valor en areas
distantes de los rios (0%). Krumbiegel et al., 2004, realiz6 dos estudios
independientes. En el primero de ellos, determind la prevalencia de H. pylori en
nifios de segundo afio de dos condados rurales de las afueras de la ciudad de Leipzig,
Alemania. Les realiz6 un cuestionario completo a los padres indagando detalles de
las condiciones y estilo de vida incluyendo preguntas sobre beber agua de fuentes no

publicas, nadar en aguas naturales, etc. El segundo estudio consistio en detectar ADN
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de H. pylori en 157 muestras de agua de pozos privados utilizados en ambos
condados. Los resultados mostraron que en el condado I, 5.7% de los nifios dieron
positivo y en el condado Il, 6.6%. EI andlisis de grupo del cuestionario en ambos
condados apuntd a “beber agua de fuentes no municipales”, como la variable
asociada mas cercana a la infeccion. La PCR mostré6 fragmentos de ADN del

patogeno en 10.8% de las pozos en el condado |y 9.2% en el condado 1.

Un estudio similar fue realizado por Cellini et al., 2004 para determinar la
presencia de H. pylori libre y asociado al plancton; ellos colectaron mensualmente
agua de la costa Italiana del mar Adriatico la cual primeramente filtraron utilizando
redes de nailon con poro de 200 y 64 um y posteriormente a través de membranas
con poro de 0.22 um. Utilizaron un PCR anidado con iniciadores dirigidos al gen
ureC. La secuenciacion del ADN de productos amplificados confirmé la
especificidad del ensayo. La sensibilidad del PCR anidado fue de 62 unidades
formadoras de colonias (UFC) por 100 ml en muestras de agua inoculadas; de las 12
muestras colectadas mensualmente, 7 dieron positivas a la presencia del patdégeno
por lo que sugieren que el plancton puede ser un significante reservorio y una ruta de

transmision potencial para el microorganismo.

Un afio después, Queralt et al., 2005 us6 un PCR semianidado para detectar
H. pylori en el noreste de Espafia en heces humanas y muestras de agua del ambiente
con alto rango de contaminacion fecal, ambas matrices con una biota compleja. Se
usaron antigenos para detectar la bacteria en heces y fue detectado en 33% de 36
muestras de heces, en 66% de aguas residuales y 11% de rio. La contaminacion fecal

fue probada por la presencia de organismos indicadores.
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Giao et al., 2008, 2010 estudiaron el efecto de parametros adversos sobre la
persistencia y cultivo de H. pylori en biopeliculas formadas en agua de beber; para
ello, formaron biopeliculas que posteriormente inocularon con el patdégeno. El total
de células de H. pylori se determind usando un péptido del acido nucléico 16S
rRNA, mientras que el cultivo se realizd en un medio selectivo en el que no se
detectd a la bacteria en ninguno de los tiempos analizados. Sin embargo, la
transformacion morfoldgica persistio y en los aglomerados no se detectd una
disminucion en el total de células que se inocularon a los 31 dias de haber iniciado el
estudio. Por el contrario, cuando el patdgeno se coloc6 como cultivo puro, se obtuvo
una disminucion de la poblacion total inoculada, lo que sugiere que la poblacion
autoctona juega un papel importante en la permanencia del patdgeno, posiblemente
por la formacion de ambientes de microaerofilia o enlazando las biomoléculas a las
cuales se adhiere. Por lo tanto, concluyen que los biofilms ofrecen no solo un refugio
seguro para la bacteria sino también un mecanismo de concentracién cuyo
desprendimiento libere constantemente una especie de pastilla de células con caréacter
infeccioso por lo que es un motivo de preocupacion para la salud pdblica; ademas,
estudios posteriores llevados a cabo en el 2010 demostraron que H. pylori puede
persistir en biopeliculas expuestas a bajas concentraciones de cloro ( 0,2 — 1,2 mg/l)
durante 26 dias aunque sin recuperarse células viables lo que sugiere que la bacteria

puede sobrevivir a la cloracion.

5.7.- Correlacion entre la prevalencia de H. pylori y la ingesta de vegetales crudos.
En México y América del Sur es comun llevar a cabo el riego de cultivos
vegetales para consumo humano con aguas residuales, de ahi que los vegetales

pueden ser un vehiculo importante de transmision de infecciones gastrointestinales,
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especialmente aquellos que crecen a nivel de suelo. Diversos estudios relacionados
con la incidencia de H. pylori y el consumo de vegetales han sido realizados;
Hopkins et al., 1993 utilizaron una prueba de ELISA para detectar anticuerpos anti
H. pylori en 1815 Chilenos menores de 35 afios de edad. La seroprevalencia fue
mayor al 60% en grupos de bajo nivel socioeconémico y mediante un anélisis de
regresion logistica, se relaciond su presencia a personas de mayor edad, bajo nivel
socioecondmico y al consumo de vegetales crudos Estudios previos habian sugerido
que la contaminacion de aguas de riego por aguas residuales y la subsiguiente
contaminacion de vegetales que se comen crudos es un factor clave en la transmision

de patogenos entéricos en Chile.

Goodman et al., 1996 reportan una prevalencia de H. pylori de 69%, la cual
se incrementd de 53% en nifios de 2 afios de edad a 87% en nifios de 9 en una
comunidad rural de los Andes Colombianos. Los nifios que nadaban en rios y
albercas, bebian agua de rio, tenian contacto con ovejas y consumian vegetales

crudos fueron mas propensos a tener la infeccién.

Herbarth et al., 2001 realizaron la prueba UBT a 3,347 personas de la ciudad
de Leipzig, Alemania. La prevalencia fue de 6.5 % en la ciudad y 5.7 % en condados
rurales. Encontré que la infecciébn con H. pylori en condados se incremento
considerablemente cuando los nifios bebian agua de fuentes no municipales y sefial6
la posibilidad de que tocar y/o comer vegetales (pasto o flores) de jardines que son
fertilizados con excremento humano puede ser una ruta de adquisicion de la

infeccion.
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Para evaluar la supervivencia de H. pylori artificialmente inoculado en
muestras de lechuga y zanahoria sanitizadas y/o esterilizadas, Gomes y De Martinis,
2004, tomaron porciones de 25 g y las inocularon con aproximadamente 10° UFC/g
(de una cepa de referencia y un aislado clinico por separado), las empacaron bajo
atmosfera normal y modificada (3% O,, 10% CO,, y 87 % N). Las muestras fueron
almacenadas a 8 °C, con enumeracion de colonias diariamente en Agar Sangre
Columbia (CBA) y Agar Peptona Especial para H. pylori (HPSPA). Cuando se uso
CBA con antibidticos, el microorganismo fue detectado hasta por 72 h en lechuga y
zanahoria sanitizadas. En zanahorias esterilizadas, permanecié viable hasta por 96 h.
El CBA sin antibidticos permitié la recuperacion de la cepa de referencia de
zanahorias almacenadas en ambas atmodsferas hasta por 120 h. Los investigadores
concluyen que con estos datos se refuerza ain mas la transmision de este patdgeno a

través de alimentos.

Recientemente Buck y Oliver, 2010 determinaron la capacidad de H. pylori
para sobrevivir en una forma viable pero no cultivable (VBNC) cuando se asocia con
espinacas encontrando que las células de H. pylori se convirtieron rapidamente en no
detectables mediante siembra, sin embargo, las transcripciones de mRNA se
detectaron 6 dias después de que las células se introdujeron a la espinaca. Se
encontré que la exposicion a la luz blanca rapidamente inducia el estado viable no
cultivable en la bacteria, lo que sugiere que la luz del sol puede ser un factor en la
pérdida de la capacidad para ser cultivada. Esto, mencionan los investigadores,
indica que las células de H. pylori asociadas a estos vegetales pueden permanecer
viables y virulentas a pesar de su incapacidad para ser cultivados y explicar porque

se dificulta su aislamiento a partir de fuentes ambientales
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Chen et al., 2005 realiz6 un estudio epidemioldgico para evaluar la incidencia
de la infeccion en zonas rurales y urbanas de Shangai, China. Analizd6 a 1925
personas, 976 hombres y 949 mujeres de entre 26 y 48 afios de edad. Colect6 sangre
periférica para detectar anticuerpos anti H. pylori. El rango de infeccion fue de
66.4% en general; 68.4% en mujeres y 64.3% en hombres. La prevalencia de la
infeccion se relaciond con factores como ingerir vegetales crudos y frutas sin previa

desinfeccion.

5.8.- H. pylori y el potencial papel de los alimentos en su transmision.

Bohmler et al., 1996 inocularon grandes cantidades de H. pylori en leche y
algunos productos lacteos. En las muestras de leche refrigeradas, la bacteria pudo ser
reaislada después de 6 dias a una densidad de hasta 10° UFC/ml. A 37 °C, el
patdgeno pudo ser detectado en leche por 3 0 4 dias. En yogurt el agente permanecio
viable solamente por 3 h, mientras que en kefir por 24 h y en queso con pH neutro

por 10 h.

H. pylori ha sido cultivado de biopsias gastricas en medios que contienen
agentes minimamente selectivos. Sin embargo, se requiere de medios mas selectivos
para aislarlo de fuentes que contienen un mayor nimero de microorganismos
contaminantes. Por ello, Stevenson et al., 2000 realizaron un estudio para desarrollar
técnicas de deteccion que fueran suficientemente selectivas en el aislamiento de la
bacteria de fuentes potenciales de alimentos y animales. El patdgeno crecid bastante
bien en HPSPA suplementado con 10 mM de urea a pH 4.5, pero este pH no inhibid

suficiente el crecimiento de contaminantes. Entonces, se compararon varias
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combinaciones de antibioticos, y la combinacion de 10 mg/l de vancomicina, 5 mg/I
de anfotericina B, 10 mg/l de cefsulodine, 62 000 1U/I de sulfato de polimixina B, 40
mg/l de trimetroprim, y 20 mg/l de sulfametoxasol resultd ser altamente selectivo

pero aun permitid el crecimiento de colonias robustas de H. pylori.

En otro estudio de supervivencia, Poms y Tatini, 2001 inocularon 10* UFC de
una cepa de referencia de H. pylori en varios alimentos frescos y semiprocesados
listos para consumirse y en pollo crudo. Los alimentos fueron almacenados a 4 °C.
Las células fueron concentradas por dos ciclos de centrifugacién seguidos por cultivo
en agar sangre selectivo hecho de agar Wilins-Chalgren suplementado con 5% de
sangre de caballo, y 30 mg/l de colistin metasulfonato, 100 mg/l ciclohexamida, 30
mg/l &cido nalidixico, 30 mg/l trimetoprim, y 10 mg/l vancomicina. La bacteria fue
recuperada de leche pasteurizada y tofu hasta por 5 dias y de hojas de lechuga y pollo
crudo por 2, no asi de yogurt. EI mismo afio, Dore et al., 2001, quien previamente
habian demostrado una prevalencia de casi 100% en pastores de una comunidad,
detecto la presencia de H. pylori en leche y tejido gastrico de ovejas. Se efectuaron
cultivos y PCR de las muestras utilizando 3 pares de iniciadores, uno para el gen
ARNr 16S y dos para vacA. Se encontr6 ADN en 60% (38/63) de las muestras de
leche y 30% (6/20) de tejido gastrico. También se cultivé la bacteria de ambas

muestras.

Brown et al., 2002 realizaron un estudi6 para determinar la infeccion en 3288
adultos de la provincia de Shandong, China. Encontraron que 1994 personas fueron
seropositivos, 1019 seronegativos y 275 indeterminados. La seroprevalencia fue

elevada para aquellos que no se lavaban las manos antes de comer sugiriendo que los
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alimentos pueden ser un vehiculo para transmitir la infeccion. En el mismo afio,
Fujimura et al., 2002 demostraron la presencia de H. pylori en leche de vaca
mediante el uso de PCR semianidado, cultivo y micrografia electronica. EI PCR
semianidado demostrd presencia del gen ureA del patdgeno en 13 de 18 (72.2%)
muestras de leche sin procesar y en 11 de 20 (55%) de leche comercial pasteurizada.
Se demostrd la presencia de formas bacilares y cocoides de la bacteria unidas a
perlas magnéticas recubiertas con anticuerpos anti H. pylori a través de microscopia
electronica. Ademas, se cultivo el patdgeno de una muestra de leche sin procesar, no

asi de muestras pasteurizadas.

En el 2004, Gomes y de Martinis, evaluaron la sobrevivencia de cepas
clinicas y de referencia de H. pylori, inoculadas artificialmente en 25 g de muestra
de lechugas y zanahorias ( 10° CFU/g ) y empacadas bajo atmosferas normales y
modificadas ( 3% Oxigeno, 10% Dioxido de Carbono y 87% Nitrogeno). Las
muestras fueron incubadas a 8 °C y se cuantificd diariamente la poblacion de la
bacteria en agar sangre Columbia con y sin antibiéticos (CBA). Los resultados
mostraron recuperacion del patégeno en CBA hasta por 72 h en lechuga y zanahoria
sanitizadas, mientras que en zanahoria esterilizada permanecio viable hasta por 96 h
mientras que en el medio de cultivo sin antibi6ticos la recuperacion fue hasta por 120

h; resultados similares fueron obtenidos en ambas atmosferas de empaque.

5.9.- Factores ambientales que podrian influir en la transmision de la infeccion.
La existencia de la via fecal-oral en la transmision de H. pylori depende
parcialmente de la habilidad de este microorganismo para sobrevivir al menos por un

tiempo limitado en el ambiente. Cuando la bacteria es expuesta a condiciones
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adversas, su morfologia cambia de bacilos viables a formas cocoides viables no
cultivables, las cuales siguen siendo infectivas y con una resistencia tal que cuando
llegan a un ambiente propicio, revierten su estado a formas viables que pueden
infectar, estos aspectos son sustentados en trabajos de investigacion en donde se
establece que las moscas, debido a su constante contacto con la materia fecal del
hombre y de los animales, esta involucrada con frecuencia en la diseminacion de
bacterias de importancia en salud pablica, como las causante de colera, shigelosis y
salmonelosis. Algo similar se puede presentar cuando la bacteria forma biopeliculas
para protegerse de algin ambiente hostil que se le pueda presentar. (Greenberg,
1965; Greenberg, 1971; Fotedar et al., 1992; Gribel et al., 1997; Andersen and

Rasmussen, 2009).

Dado que las moscas habitualmente producen y se alimentan de excremento,
es posible que actien como vectores en la transmision de H. pylori si cargan la
bacteria y contaminan los alimentos del hombre. Grubel et al., 1997 realizaron un
experimento donde desinfectaron pupas de mosca (Musca doméstica) y las moscas
resultantes fueron expuestas a cultivos frescos de H. pylori. Al contrario de las
moscas control, bacterias viables pudieron ser aisladas del cuerpo de las moscas
expuestas hasta por 12 h y del intestino y excreta hasta por 30 h. Analisis
histoldgicos revelaron organismos parecidos a Helicobacter spp. en el lumen y
adheridos a células epiteliales del intestino. Otro factor importante y que puede
influir en la diseminacion de la bacteria es cuando las moscas vierten enzimas para
digerir los alimentos antes de tragarlos, ya que si la bacteria esta presente en el
intestino, hay posibilidad de que en las enzimas que vierte al alimento también vaya

la bacteria.
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Se han realizado varios estudios con el proposito de demostrar la viabilidad
de las formas cocoides no cultivables de H. pylori. Uno de los primeros trabajos
encaminados a este proposito fue realizado por Adams et al., 2003 investigaron la
capacidad de este microorganismo para desarrollar cuando se sembraba en un medio
de cultivo simple como el agar para cuenta en placa; verificando su viabilidad y
morfologia mediante tincién con ensayos BacLight de vida/muerte en cultivos de
laboratorio y ambientes acuaticos naturales. Los resultados mostraron que, a pesar de
la pérdida de células cultivables en todas las condiciones ambientales probadas, un

gran numero de células permanecieron viables.

Fei-Fei et al.,, 2003 demostraron que las formas cocoides de H. pylori
presentes en agua son capaces de colonizar la mucosa gastrica y causar gastritis en
ratones. Para ello, convirtieron tres cepas aisladas de biopsias gastricas en formas
cocoides al exponerlas 40 dias a agua de grifo estéril. Después, infectaron ratones
con 0.4 ml (10° UFC/ml) de una suspension de las formas cocoides y bacilares por
separado. La colonizacién fue comprobada con la prueba de ureasa en la mucosa
gastrica, cultivo y micrografia electronica. De los ratones infectados con bacilos,
93% (15/16) dieron positivo en la prueba de ureasa y de 87.5% (14/16) se cultivo la
bacteria. De los ratones infectados con formas cocoides, 50% (8/16) y 68.8% (11/16)
respectivamente. Los resultados demuestran que, aunque la virulencia de las formas
cocoides inducidas por agua disminuye, estas aun retienen una considerable actividad
de ureasa y habilidad de adherirse a células del epitelio gastrico. Ademas, los
flagelos fueron todavia observados como componente celular de las formas cocoides

en el microscopio electronico.
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Sasaki et al., 1999 intentaron detectar la bacteria en el ambiente natural en
una regién de Japon con alto indice de infeccién. Para ello colectaron agua de grifo
y pozo asi como tierra de los alrededores de residencias de personas que habian dado
positivo en un estudio epidemioldgico anterior y muestras de agua de rios y
estangues, moscas y heces de vaca en la region. Los resultados fueron totalmente
satisfactorios ya que encontraron ADN de H. pylori en todas las muestras utilizando

un PCR anidado para su deteccion.
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6.- MATERIAL Y METODOS

6.1.- Material Bioldgico.

Un total de 226 muestras de agua y alimentos se analizaron para la deteccion de H.
pylori. 126 muestras de alimentos consistieron de vegetales horticolas frescos como
lechuga, repollo y cilantro; aguas frescas sabor limén, pifia y mel6n; asi como tacos que
se expenden en la via publica a base de carne picada, cilantro y cebolla. Todas se
remitieron al laboratorio, bajo condiciones de refrigeracion, para su estudio. Las
muestras de agua, correspondientes a 100 en total, consistieron de agua purificada, agua
de la red, agua de pozo y agua de rio que, de igual forma, fueron remitidas a la zona de
trabajo en condiciones controladas de baja temperatura.

Se utilizé como control positivo la cepa de referencia de H. pylori ATCC 43504,
procedente del Centro de Investigacion sobre Enfermedades Infecciosas (CISEI)
perteneciente al Instituto Nacional de Salud Publica (INSP), Cuernavaca, Morelos, y
crioconservd hasta su uso como cepa testigo y para continuar obteniendo cultivos

nuevos.

6.2.- Seleccion de iniciadores.

Se seleccionaron aquellos iniciadores que amplificaran secuencias del genoma de H.
pylori y que estuvieran reportados en el Banco de Genes del Centro Nacional de
Informacion Biotecnoldgica (NCBI) de los Estados Unidos de América. Se analizaron
también secuencias de nucleotidos reportadas para H. pylori.

6.3.- Simulacion de PCR.

Se realizaron simulaciones de la reaccion en cadena de la polimerasa a través del
programa AmplifiX 1.37 para seleccionar los iniciadores que presentaron una mejor
alineacion y aquellos que resultaron mas adecuados fueron seleccionados para realizar

su sintesis e iniciar su uso en las pruebas correspondientes.
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6.4.- Procesado de las muestras.

6.4.1.- Vegetales

La lechuga (Lactuca sativa), el repollo (Brassica oleraceae var. viridis) y el cilantro
(Coriandrum sativum), se procesaron pesando 50 g de cada una de ellas los cuales se
lavaron con solucion salina fisioldgica estéril con agitacion manual durante 30
segundos. El agua de lavado resultante se filtro a través de gasa estéril con la finalidad
de eliminar los solidos remanentes del enjuague; la solucion obtenida se filtro
nuevamente a través de una membrana estéril (Millipore) cuyo tamafio de poro
correspondio a 0.22 um. Se recuperd la membrana del portafiltros y se cortd en trozos
pequefios para introducirlos en un tubo Eppendorf de 1.5 ml y a partir de ellos se llevo a
cabo la extraccion de ADN de los microorganismos retenidos.

6.4.2.- Aguas frescas sabor limon, pifia y melén.

Fueron homogeneizadas en el recipiente de colecta y enseguida se tomaron 100 ml para
filtrarlos a través de gasa estéril. Del filtrado obtenido se tomaron 20 ml y se diluyeron
con 180 ml de solucién salina fisiologica, se homogeneiz6 esta dilucion para
posteriormente ser filtrada con membrana estéril misma que se procesé de igual forma

que en el apartado 6.4.1.

6.4.3.- Tacos.

Las muestras fueron sometidas a lavado con 100 ml de solucion salina estéril, la
solucidn resultante se filtro a través de la gasa estéril para eliminar todos los residuos de
la muestra. Del agua de lavado se realizé una dilucion de 10™ la cual se volvi a filtrar a
través de la membrana estéril misma que se proceso siguiendo el mismo protocolo

descrito en el apartado 6.4.1.

6.4.4 Agua purificada.

Un litro de agua de diferentes marcas fueron filtrados a través de una membrana estéril
(Millipore) cuyo tamafio de poro correspondié a 0.22 um; posteriormente, la membrana
se cortd en pedazos pequefios mismos que se colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 mly
a partir de ellos se llevd a cabo la extraccion de ADN de los posibles patogenos

buscados y retenidos en la membrana de celulosa.



Arturo Espinoza Mata / Capitulo 6. Material y Métodos 41

6.5.- Cultivo de cepa de referencia H. pylori ATCC 43504.

6.5.1.- Cultivo en medio solido.

Se descongeld en hielo un criotubo que contenia cepa congelada a -70 °C en caldo BHI
con 30% de glicerol, se tomaron 200 ul utilizando micropipeta y puntillas estériles y se
agregaron en diferentes zonas de una placa con agar soja triptica (Difco™) adicionado
con 5% sangre de caballo (OXOID) y vancomicina (FLUKA) 10 mg/l; posteriormente
se esparcio mediante movimientos laterales de la placa. Se incub6 en atmosfera
microaerofilica (10% de CO,) a 37 'C de 48 a 72 horas, hasta 4 dias. Después de la
incubacion se realizaron pruebas bioquimicas (oxidasa, catalasa y ureasa) y tincion de
Gram. Si las pruebas bioquimicas resultaban positivas, la tincion de Gram negativa y la
morfologia bacilar espirilada se levantaba el crecimiento bacteriano utilizando asa
bacterioldgica y se estriaba en todo el agar de una placa nueva. Se incubd de 48 a 72

horas y se realizaron de nuevo pruebas bioquimicas y tincién de Gram.

6.5.2.- Cultivo en medio liquido.

Con un hisopo estéril se levantd el crecimiento bacteriano de una placa de agar sangre
de 48 a 72 horas de incubacion y se inoculé en 25 ml de caldo Brucella (BBL™)
adicionado con suplemento selectivo (Helicobacter pylori Selective Supplement
(OXOQID): Vancomicina 10 mg/l; Cefsulodine 5 mg/l; Trimetroprim 5 mg/l;
Anfotericina B 5 mg/l) y 10% de suero fetal bovino (GIBCO) contenido en tubos
conicos de 50 ml. Se incub6 en atmosfera microaerofilica durante 48 a 72 horas en
agitacion constante. Finalmente se centrifugé por 20 minutos a 10,000 gravedades a 4
°C y se realizaron pruebas bioquimicas y tincion de Gram.

6.6.- Pruebas Bioguimicas

6.6.1.- Prueba de Oxidasa: En un cuadro de una placa de Dry Slide Oxidase se colocé
una porcion pequefia de cultivo; en un tiempo breve, ocurrié una reaccion que dio
coloracion azul cuando la bacteria fue oxidasa positiva e incolora cuando fue oxidasa

negativa.

6.6.2.- Prueba de catalasa: En un portaobjetos se colocé una gota de perdxido de
hidrogeno y se le adicion0 una pequefia asada del cultivo, cuando se produjeron

burbujas la prueba se consideré positiva.
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6.6.3.- Prueba de ureasa: En una placa de 96 pozos se colocaron 200 pl de urea 6M pH
6 con rojo fenol por pozo y se agregd una asada de cultivo, si la enzima ureasa se
encontraba presente la urea se degradaba a CO, y NH,4", este tltimo alcalinizo el medio

provocando el viraje a rosa intenso, indicando un resultado positivo.

6.7.- Proceso de congelacion de cepa.

6.7.1.- A partir de cultivo en medio solido.

Con un hisopo estéril se levantd todo el crecimiento bacteriano, se disolvié en un
criotubo con 1 ml de caldo BHI (Bacto™) con 30% de Glicerol (Analytyka®) vy se
congeléa -70°C.

6.7.2.- A partir de cultivo en medio liquido.

Los tubos conicos que contenian el medio con crecimiento bacteriano fueron
centrifugados a 10, 000 gravedades por 20 minutos a 4 °C. Posteriormente se desecho el
sobrenadante y se resuspendio la pastilla en 1 ml de caldo BHI con 30% de Glicerol.
Empleando micropipeta y puntilla estéril se transfirié a un criotubo y se congelé -70
°c.

6.8.- Extraccién de ADN de cepa de referencia.

De las cajas Petri con cultivo bacteriano se tomaron un par de asadas y se
resuspendieron en 400 pl de solucion de extraccion A (Tris HCI pH 7.5, 0.1 M; EDTA
0.1 M; NaCl 0.1 M; SDS 0.5 %) contenido en tubos Eppendorf de 1.5 ml, se incubé a
65 °C por 30 min, se atemperd la muestra por 5 min y posteriormente se le agregaron
800 pl de solucion de extraccion B (LiCl 6M; KOAc 5M, en proporcion 10:4) y se
mezclé por inversion. Enseguida se incubd en hielo de 10 min a 2 horas, luego se
centrifugd 15 min a 14,000 rpm para posteriormente transferir 1 ml del sobrenadante a
un tubo nuevo. Se volvié a centrifugar 15 min a 14000 rpm y se decant6 el sobrenadante
a un tubo nuevo. A continuacion, se agregaron 500 pl de isopropanol frio y se mezclo6
por inversion, luego se incubé a -20 °C por 20 min. Pasado el tiempo de incubacién se
centrifugé nuevamente 15 min a 14,000 rpm y se decantd el sobrenadante, los tubos se
colocaron en posicion invertida sobre papel absorbente para permitir evaporar los restos
de isopropanol. La pastilla de ADN se lavo con 200 pl de etanol al 70 %. Después se
centrifugd 5 min a 14,000 rpm y se decantd el sobrenadante utilizando micropipeta. El

exceso de etanol se secd a 37 °C sin permitir que se secara totalmente la pastilla de
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ADN. Finalmente se resuspendio el ADN en 20 pl de agua mili-Q y se almaceno a -20

°C hasta su utilizacion.

6.9.- Reaccion de PCR de cepa de referencia.

El protocolo de amplificacion fue: en un tubo de reaccion de 500 pl se mezclaron 25
pmol de cada iniciador especifico para cada gen, 5 pl de solucién de reaccién 10X (NH,4
sin MgCly), 2.5 pl de MgCl, 25 mM, desoxinucleotidos en concentracion final de 200
UM cada uno, 2.5 unidades de la enzima Biolase™ DNA polimerasa (Bioline). Se
agregaron 2 ul de DNA templado y se completé con agua mili-Q esteril a un volumen
de 25 pl. La reaccion se llevd a cabo en un termociclador ThermoHybaid con un
programa de temperaturas de 5 minutos de predesnaturalizacién a 94 °C, seguido de 30
ciclos, cada uno de los cuales incluy6 un paso de desnaturalizacion de 50 segundos a 94
°C, uno de alineamiento de 55 segundos a 67 °C y uno de polimerizacion de 50

segundos a 72 °C, finalmente se incubd por 5 minutos a 72 °C.

6.10.- Extraccion de ADN de las muestras.

6.10.1.- Lechuga, repollo y cilantro.

A las membranas resultantes del procesado de las muestras de vegetales se les realizé la
extraccion de ADN segun protocolo del apartado 4.1.

6.10.2.- Aguas sabor limén, pifia y melén.
A las membranas resultantes del procesado de las muestras de aguas de frutas se les
realizo la extraccion de ADN segun protocolo del apartado 4.2.

6.10.3.- Tacos.

A las membranas resultantes del procesado de las muestras de tacos se les realiz6 la
extraccion de ADN segun protocolo del apartado 4.3, pero se agregé un lavado con 0.6
volimenes de cloroformo antes de agregar el isopropanol para eliminar el exceso de
materia organica. Se agregaron 600 pl de cloroformo, se mezclé por inversion y se
centrifugdé 5 minutos a 10, 000 rpm, la fase acuosa se transfirié a un tubo nuevo y se

procedio segun el protocolo.
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6.10.4.- Agua purificada

Las membranas cortadas y colocadas en el tubo Eppendorf se resuspendieron en 400 pl
de solucién de extraccion A (Tris HCI pH 7.5, 0.1 M; EDTA 0.1 M; NaCl 0.1 M; SDS
0.5 %) contenido en tubos Eppendorf de 1.5 ml, se incubé a 65 °C por 30 min, se
atemper0 la muestra por 5 min y posteriormente se le agregaron 800 pl de solucion de
extraccion B (LiCl 6M; KOAc 5M, en proporcion 10:4) y se mezclé por inversion.
Enseguida se incubd en hielo de 10 min a 2 horas, luego se centrifugd 15 min a 14,000
rpm para posteriormente transferir 1 ml del sobrenadante a un tubo nuevo. Se volvio a
centrifugar 15 min a 14000 rpm y se decant0 el sobrenadante a un tubo nuevo. A
continuacidn, se agregaron 500 ul de isopropanol frio y se mezclé por inversion, luego
se incub6 a -20 °C por 20 min. Pasado el tiempo de incubacién se centrifugé
nuevamente 15 min a 14,000 rpm y se decanto el sobrenadante, los tubos se colocaron
en posicion invertida sobre papel absorbente para permitir evaporar los restos de
isopropanol. La pastilla de ADN se lavé con 200 pl de etanol al 70 %. Despues se
centrifugd 5 min a 14,000 rpm y se decant6 el sobrenadante utilizando micropipeta.

6.11.- Reaccion de PCR de las muestras.

Para realizar las PCR de las muestras se procedi6é conforme a la metodologia descrita en
el apartado 9, solo que la cantidad de ADN templado (2 pl) se sustituy6 por un volumen
de 7 ul de extracto crudo de la muestra a analizar. Ademas, para su correcta
visualizacion en gel de agarosa, se debid reamplificar en una segunda PCR con estas
mismas condiciones utilizando como ADN templado el contenido en la primera PCR,
aungue la cantidad de ADN templado (7 pl) se sustituy6 por 4 pl.

6.12.- Electroforesis en gel de agarosa.

Una vez terminada la reamplificacion, los productos se analizaron por electroforesis en
gel de agarosa al 1.5% (p/v) (AMRESCO) disuelta en solucion amortiguadora TBE 1X
(445 mM Tris-borato, 10 mM EDTA pH 8).

Del producto reamplificado, o del producto de la PCR directa en el caso de la
cepa de referencia, se tomaron 5 pl y se mezclaron con 1 pl de jugo azul (Xilen cianol
mas azul de bromofenol). El volumen total se deposito en el gel y en un extremo 5 pl
del marcador de peso molecular. EI gel permanecié sumergido en una camara de

electroforesis (Labnet) que contenia solucion amortiguadora TBE 1X, la migracion de
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los fragmentos se realizé a un flujo eléctrico de 90 V y cuando el frente del corrimiento
(dado por la banda azul del colorante) lleg6 a ¥ partes del gel, se elimind la corriente y
el gel se tifid con bromuro de etidio (0.005 pg/ml) por 8 minutos. Pasado el tiempo de
tincién el gel se coloco sobre la superficie de un transiluminador (UV Transilluminator
UVP Model 20) para observar las bandas de DNA tefiido por el bromuro de etidio y el
tamarfio de los fragmentos obtenidos se compar6 con los del marcador de peso molecular
preestablecido. Finalmente los geles fueron fotografiados con una camara Olympus C-

4000 Zoom adaptada con filtro para luz ultravioleta.

6.13.- Determinacion de la sensibilidad de la metodologia empleada.

6.13.1.- Conteo de células por diluciones.

A partir de una caja de agar con crecimiento de H. pylori se tomd cepa y se disolvio en
caldo BHI adicionado con suplemento selectivo hasta ajustar su absorbancia a 0.100 a
600 nm de longitud de onda (Espectrofotdmetro SP-830 TURNER®). Se realizaron
diluciones hasta 10”. De las diluciones 10°, 10*, 10°, 10° y 10" se inocularon por
triplicado 100 pl en agar soja triptica adicionado con 7.5% sangre de caballo mas
suplemento selectivo y se incubaron en microaerofilia a 37 °C por 10 dias. Al pasar el
tiempo de incubacién se contaron las colonias tipicas de H. pylori por cada dilucion y se

les realizé pruebas bioguimicas y tincién de Gram.

6.13.2.- Inoculacién de células en muestras vegetales.

Se inocularon 1-2, 15, 30 y 45 células de H. pylori en muestras de 25 g de lechuga y
repollo y 10 g de cilantro previamente desinfectadas segin Jonson et al., 1997. Las
muestras se mantuvieron a temperatura de refrigeracion durante 168 horas hasta

procesarlas.

6.13.3.- Extraccion de ADN y PCR de muestras inoculadas.

Se procesaron las muestras segun protocolo del apartado 4 y se realizd extraccion de
ADN a las membranas resultantes, pero las muestras inoculadas con 1-2 células se
resuspendieron en 10 pl de agua mili-Q vy las inoculadas con 15, 30 y 45 células en 20
pl. Posteriormente se llevo a cabo la PCR directa utilizando 10 pl de ADN templado
para reducir a la mitad la cantidad de ADN obtenido, por lo que teéricamente fueron 1-
2, 7-8, 15y 22-23 células las que se intentd detectar, y se visualizaron los productos en

gel de agarosa al 1.5 %. Se efectu6 una segunda PCR para reamplificar ADN a partir de
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la primera utilizando 2 pl de ADN templado y se visualizaron los productos en gel de

agarosa al 1.5%.
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7. RESULTADOS

7.1.- Seleccion de iniciadores.

Se seleccionaron iniciadores previamente validados para la deteccion vy
tipificacion de variantes genéticas de H. pylori asociadas a la enfermedad
gastroduodenal. Para la tipificacion de los genes vacA y cagA se utilizaron iniciadores
modificados a partir de los reportados por Zamudio et al., 2002. Para la region del
péptido sefial del gen vacA se utilizaron los iniciadores VALFM
(5’GGAAATACAACAAACACACCGC3) y VAIXR
(5’CCTGARACCGTTCCTACAGC 3°). Para la region intermedia del gen vacA se
utilizaron los iniciadores HPMGF (5’CACAGCCACTTTCAATAACGA3’) y HPMGR
(5’CGTCAAAATAATTCCAAGGG3’). Para detectar la presencia del gen cagA, se
emplearon CagAF (5’TTGACCAACAACCACAAACCG3’) y CagAR

(5’CTTCCCTTAATTGCGAGATTCC3’).
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7.2.- Simulaciones de PCR.

Gen vacd secuencia sefial genotipo 1
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Fig. 3. Region del péptido sefial del gen vacA.
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Fig 4. Region intermedia del gen vacA.
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Fig 5. Gen cagA.

7.3.- Procesado de las muestras.
7.3.1.- Lechuga, repollo y cilantro.

Para solucionar que se taparan las membranas cuando se quiso filtrar una
dilucion del vegetal que fue homogeneizada en licuadora, las muestras de vegetales
fueron colocadas en un vaso de precipitado estéril de 1000 ml en donde se realizé un
lavado de cada una de las muestras y el agua resultante se filtrd a través de una

membrana milliporo de 0.2 p misma que fue utilizada posteriormente para la extraccion

del DNA.

Para las muestras de repollo la cantidad de solucion filtrada fue mayor que para
las muestras de lechuga y cilantro, esto debido a que el repollo es un vegetal de
consistencia mas rigida que la lechuga al ser remojados en solucién y con ello desprende
menor cantidad de fibra, ademas de que no liber6 grandes cantidades de pigmentos
como el cilantro. Ambas situaciones, la fibra y los pigmentos, fueron la causa de que se
filtrara menos solucion en las muestras de lechuga y cilantro que en las de repollo (Tabla

1).
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Tabla I. Cantidad de solucion filtrada de las muestras vegetales.

Vegetal Cantidad de solucién filtrada (ml)
Lechuga 63.3
Repollo 79.6
Cilantro 65.0

7.3.2.- Aguas sabor limon, pifia y meldn.

Para poder filtrar las aguas sabor limén y pifia se llevé a cabo una dilucién 10
mientras que para las aguas sabor meldn se realizé una dilucién mas (102), pese a esto la
cantidad de solucidn filtrada fue 33% menor (Tabla 2). La causa de ello fue la misma
que para la lechuga y el cilantro, la gran cantidad de fibra y pigmentos liberados en la

preparacion del producto obstruyé con facilidad los poros de las membranas.

Tabla 1. Cantidad de solucién filtrada de las aguas de frutas.

Aguas de frutas Dilucién Cantidad de solucioén filtrada
(ml)
Limon 10 75
Pifia 10 70
Melon 10 50
7.3.3.- Tacos.

Los tacos tuvieron una mayor cantidad de componentes lo que dificulté ain mas
su procesamiento. Ademas de la fibra producto del licuado de las salsas y de la carne y

tortilla al ser remojadas en solucién, las muestras presentaban gran cantidad de grasa
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liquida. Para lograr filtrar en promedio la mitad de la solucion (50 ml) primero se lavo,

luego se diluyé (10%) y finalmente se utilizaron dos membranas para filtrar.

7.3.4.- Agua potable y agua purificada.
En el caso de las muestras de agua que fueron analizadas no se presentd
dificultad alguna para su proceso, sin embargo, no se logré demostrar amplificacion de

DNA de H. pylori en ninguna de ellas.

7.4.- Extraccion de ADN.

Para la extraccion de ADN de todas las muestras y de la cepa de referencia se
utilizo la técnica de precipitacion con cloruro de litio, la cual implica la desestabilizacién
de membranas con un agente quelante (EDTA) y un detergente (SDS) y posteriormente
la formacion de poros a bajas temperaturas. Las primeras muestras procesadas fueron los
vegetales, se extrajo ADN de los microorganismos atrapados en las membranas
utilizadas en el proceso de filtracion y posteriormente se realizd una electroforesis en
gel de agarosa al 1% para verificar si habia ADN lo cual, y a pesar de la tincion con
bromuro de etidio no se lograron visualizar las bandas que denotaran la presencia de
ADN, por lo que se decidid, en lo posterior, no verificar la presencia de ADN en los

extractos crudos Yy realizar directo la PCR.

El proceso de extraccion de ADN se vio afectado por la fibra y pigmentos
liberados por las muestras, no obstante esto se disminuyé al agregar un paso mas de

centrifugacion en el caso de vegetales y aguas de frutas y ademas otro de separacion de



Arturo Espinoza Mata / Capitulo 7. Resultados 52

componentes organicos con cloroformo en el caso de los tacos. A pesar de esto,

quedaron trazas de ambos componentes al resuspender el ADN extraido.

7.5.- Reaccion de PCR directa.

La PCR directa no demostr6 ADN de H. pylori en ninguna de las muestras
analizadas por lo que se tomaron como negativos. Sin embargo, los productos de PCR
de las muestras de agua sabor limén evidenciaron la presencia de fragmentos de ADN de
tamafo similar al esperado, aunque en forma de barrido que no permitié distinguir con
claridad las bandas de ADN. Por lo anterior, se decidié realizar una reamplificacion a
partir de la PCR directa de las aguas sabor limén. La reamplificacion permitio observar
claramente las bandas de ADN esperadas por lo que también se reamplificé a partir de
las PCR directas de las muestras de lechuga, repollo, cilantro, aguas sabor pifia, melén y

de tacos.

7.6.- Reamplificacion de ADN a partir de la PCR directa.

Las reamplificaciones demostraron la presencia de ADN de H. pylori en el
41.26% de las muestras totales analizadas: 5 de 25 muestras de lechuga, 9 de 25 de
repollo y 9 de 25 de cilantro. También en 8 de 10 muestras de agua sabor limon, 6 de 10
sabor pifia y 1 de 10 sabor melon. Ademas, en 14 de 25 de las muestras de tacos. En las
muestras de agua potable y agua purificada no se logré detectar amplificacion en

ninguna de las muestras analizadas (Tabla 3 y IV) (Figura6y 9).
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Tabla 3. Total de muestras positivas y su porcentaje total e individual.

Tipo de muestra NuUmero de muestras positivas Porcentaje (%)
Lechuga 5/25 20
Repollo 9/25 36
Cilantro 9/25 36
Agua sabor limén 8/10 80
Agua sabor pifia 6/10 60
Agua sabor melén 1/10 10
Tacos 14/25 56
Agua potable 0/25 0%
Agua purificada 0/25 0%

TOTAL 52/180 28.8%

Tabla 4. Fragmentos de genes amplificados de las muestras positivas.

Tipo de muestra vacA (+) cagA (+) vacAy cagA (+)
Lechuga - 5 -
Repollo - 8 1
Cilantro 1 8 -

Agua sabor limoén - 8 -
Agua sabor pifia - 6 -
Agua sabor mel6n - 1 -
Tacos - 14 R
Agua potable - - -
Agua purificada - - -

Nota: De las 52 muestras positivas, una de cilantro amplificé solo el fragmento m2 del gen
vacA,; una de repollo amplificé el fragmento del gen cagA vy el fragmento m1 del gen vacA,;

las restantes muestras amplificaron solo el fragmento del gen cagA.
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Figura 6. Fragmentos derivados de las reamplificaciones a partir de la PCR directa de las
muestras y su genotipificacién. Carril 1: marcador de peso molecular; carril 2: lechuga cagA (+);
carriles 3: repollo cagA (+): carril 4: repollo cagA (+), vacA m2 (+); carriles 5: cilantro cagA (+);
carril 6: cilantro vacA m1 (+); carril 7: agua sabor limén cagA (+); carril 8: agua sabor pifia cagA
(+); carril 9: agua sabor melén cagA (+); carril 10: tacos cagA (+); carril 11: control negativo;

carril 12 control positivo; carril 13: marcador de peso molecular.

7.7.- Determinacion de la sensibilidad de la metodologia empleada.
7.7.1.- Conteo de células por diluciones.
Se observaron colonias de H. pylori en las 3 placas inoculadas con 100 ul de la dilucién

10 El promedio de colonias positivas fue de aproximadamente 15 por placa.

7.7.2.- Inoculacion de células en muestras vegetales y PCR.
De las muestras de lechuga, repollo y cilantro inoculadas con 1-2, 15, 30 y 45 células, la
PCR directa evidencio ADN de H. pylori en 1 de 3 cuando se usaron 7-8 cadenas de

ADN templado, 2 de 3 cuando se usaron 15 y 3 de 3 cuando se usaron 22-23, sin
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embargo los fragmentos se observaron tenues (Figura 7). La reamplificacion permitid
observar con mayor claridad ADN de H. pylori en cada una de las muestras inoculadas
con 15, 30 y 45 celulas, no asi en las muestras inoculadas con 1-2 células, por lo que el

limite de deteccion fue de 7 a 8 células (Figura 8).
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Figura 7. PCR directa de lechuga, repollo y cilantro artificialmente inoculados. Carril 1:
marcador de peso molecular; Carriles 2 a 4: vegetales inoculados con 1-2 células; carriles 5 a 7:
vegetales inoculados con 15 células; carriles 8 a 10: vegetales inoculados con 30 células; carriles 11 a

13: vegetales inoculados con 45 células; carril 14: control negativo; carril 15: control positivo.
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Figura 8. Reamplificacion de ADN a partir de la PCR directa de lechuga, repollo y cilantro
artificialmente inoculados. Carril 1 a 3: vegetales inoculados con 1-2 células; carriles 4 a 7: vegetales
inoculados con 15 células; carriles 7 a 9: vegetales inoculados con 30 células; carriles 9 a 12: vegetales
inoculados con 45 células; carril 13: control negativo; carril 14: control positivo; carril 15: marcador

de peso molecular.
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Figura 9. Reamplificacién de ADN a partir de agua potable y agua purificada. Carril 1: marcador
de peso molecular; carriles 2-7: muestras de agua purificada; carril 8: testigo positivo (201 pb gen

vacA) ; carriles 9-14 agua potable; carril 15:testigo negativo.
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8. DISCUSIONES

8.1. Cultivo y deteccion de H. pylori

La dificultad para el aislamiento de H. pylori fue quizds uno de los principales
obstaculos para demostrar que este microorganismo espirilado estaba verdaderamente
implicado en un cuadro clinico que afecta a una gran cantidad de personas en todo el
mundo; hubo de transcurrir mucho tiempo para que los estudiosos de la bacteria pudieran
demostrar que era el agente causal. Muchos han sido los argumentos emitidos acerca de los
requerimientos nutricionales de este patégeno exigente con respecto a las condiciones de
transporte, atmosfera y tiempo de incubacion y ninguno de ellos resulta gratuito a la hora de
conseguir el crecimiento en un medio de cultivo s6lido o liquido. Uno de los medios
empleados y con el que se ha obtenido mejor resultado para el desarrollo de esta bacteria ha
sido el medio de Brain Heart suplementado con 7 % de sangre de caballo y una mezcla de
antibidticos que contiene vancomicina, trimetoprim, cefsulodina y anfotericina B. Algunos
investigadores mencionan el adecuado crecimiento y aislamiento de este microorganismo en

medio de Agar Sangre (Hachem et al., 1995).

Cuando se trata de biopsias gastricas, la mucosa puede estar colonizada por otros
gérmenes, que facilmente pueden tener un crecimiento mas rapido que H. pylori, lo que
representa un impedimento para el aislamiento cuando las placas se incuban por un periodo
de 7 a 10 dias. Esta misma situacion se puede presentar en los alimentos estudiados en este
trabajo, en donde las condiciones de higiene durante la preparacion de los mismos en
ocasiones no es de lo mas adecuada y en consecuencia, pueden estar presentes una gran

diversidad de microorganismos que pueden interferir en su deteccion.

Muchos de los trabajos reportados han sido realizados utilizando métodos

moleculares para su deteccién, pocos de ellos se han llevado a cabo utilizando medios de
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cultivo y estos han sido medios de cultivo muy elaborados con sustratos adecuados para
el patogeno, inhibidores para otros microorganismos no deseados, atmosferas de
incubacion especificas, etc. Por ello el uso de sondas de DNA para hibridizacion,

inmunoblot o reaccidn en cadena de la polimerasa se usan con mayor frecuencia.

8.2. Iniciadores para el gen cagA y vacA

Considerando esto, los tres pares de iniciadores seleccionados para la realizacion
de este trabajo fueron modificados a partir de los reportados por Zamudio et al., 2002
para la deteccion vy tipificacion de los genes cagA y vacA involucrados en las patologias
gastricas ligadas a H. pylori. Sin embargo, los fragmentos derivados de los iniciadores
CagAMF y CagAR dirigidos al gen cagA y VALIMF y VA1XR dirigidos a la region del
péptido sefial del gen vacA tuvieron tamafios muy similares, 183 y 174 pb
respectivamente, lo que hizo dificil su visualizacion en geles de poliacrilamida a
diferentes concentraciones al igual que en agarosa. Lo anterior impidié utilizar ambos
pares de iniciadores en una misma reaccion de PCR por lo que se decidié no usar los
iniciadores VALIMF y VA1XR. No obstante, el gen vacA fue detectado con el uso de los
iniciadores HPMGF y HPMGR dirigidos a la region media del gen y con un tamafio
suficiente para visualizar ambos fragmentos en una sola reacciéon de PCR sin

dificultades.

Antes de realizar la PCR directa la calidad del ADN obtenido de las muestras no
fue corroborada por ningin método, por lo que con la finalidad de conocer la condicion
de la muestra y no tener falsos negativos al llevar a cabo la deteccion vy tipificacion de
los genes vacA y cagA se recomienda realizar previamente una PCR para amplificar el
gen codificante 16S rRNA, cuya secuencia entera de nucledtidos ya ha sido determinada

y es caracteristica de las bacterias (Zamudio et al., 2002).

8.3. Sensibilidad del método para deteccion de H. pylori
Previo a la inoculacién de la bacteria en muestras vegetales para determinar la
sensibilidad de la metodologia, se llevo a cabo el ajuste de células. El experimento se

efectud dos veces disolviendo la bacteria en solucion salina, pero esta no crecio en
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ninguna ocasion. Sin embargo, cuando la bacteria se disolvio en caldo BHI si se
observaron y comprobaron colonias de H. pylori, este experimento se realizé en un par

de ocasiones.

La PCR directa de las muestras inoculadas evidencié con claridad y consistencia
los fragmentos del gen cagA cuando se utilizaron tedricamente 22-23 cadenas de ADN
templado de H. pylori, y en una de tres muestras el fragmento del gen vacA. Cuando se
emplearon 7-8 y 15 cadenas de ADN se observaron con poca claridad fragmentos del
gen cagA en 1 de 3 y 2 de 3 muestras respectivamente, no asi fragmentos del gen vacA.
No se observaron fragmentos de ningln gen cuando se usaron 1-2 cadenas molde. Lo
anterior indica que cuando se realiza una PCR directa y se visualizan a simple vista los
productos, la metodologia utilizada en esta investigacion detecta con seguridad 22-23
células de H. pylori usando como blanco el gen cagA y que, cuando se usa como blanco
el gen vacA la cantidad de células debe ser mayor.

Para determinar con mayor exactitud la sensibilidad del método y evitar falsos
negativos se reamplific6 ADN a partir de la PCR directa. La reamplificacién mostré con
certeza fragmentos del gen cagA en todas las muestras, excepto en aquellas inoculadas
con 1-2 células estableciendo asi que el limite de deteccién de la metodologia empleada
es de 7-8 células cuando se usa este gen como blanco. Ademas, reafirmé que para

detectar consistentemente el gen vacA se necesitan mas de 22-23 células.

8.4. Deteccion de H. pylori en alimentos y aguas frescas

En lo que respecta a las muestras analizadas, las aguas sabor limén obtuvieron el
mayor porcentaje de positividad seguidas por las aguas sabor pifia con un porcentaje
similar, ademas de que ambas fueron también las mas contaminadas ya que la PCR
directa evidencid, aunque en forma de barrido, fragmentos de ADN de tamario similar al
del gen cagA, del cual se confirmd su presencia en la reamplificacién. El barrido
observado en la PCR directa de ambas muestras sugiere un exceso de ADN templado y
de sales. De manera contraria, las aguas sabor melon obtuvieron el menor porcentaje de

positividad lo que nos podria indicar que H. pylori sobrevive con mayor facilidad en
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aguas de frutas acidas de acuerdo a sus caracteristicas bioquimicas, sin embargo debe
tomarse en cuenta que al procesar las aguas sabor melon se realiz6 una dilucion mas y se
filtr6 menor cantidad y con ello se disminuyo considerablemente la cantidad de
organismos contaminantes reduciendo asi la posibilidad de detectar el patogeno. Estos
resultados indican que beber aguas frescas de frutas preparadas y ofrecidas en la via
publica es un riesgo para adquirir la infeccion ya sea porque H. pylori se encuentra
intrinsecamente en el agua de dudosa procedencia con que son preparadas o porque los
vendedores son quienes contaminan el producto; ademas, son consistentes con los
resultados obtenidos por Bunn et al., 2004 quien demostré la relacion entre el momento
de la infeccion en infantes con el inicio del consumo de agua contaminada con la
bacteria; asi mismo, los estudios reportados por Hulten et al., 1996; Horiuchi et al.,
2001; Baker y Hegarty, 2001; Krumbiegel et al., 2004; y Fujimura et al., 2004 quienes
relacionaron la infeccion al hecho de beber agua de fuentes municipales y/o ambientales;
Mazari-Hiriart et al., 2001 y Watson et al., 2004 quienes detectaron ADN en fuentes de
agua para uso y consumo humano y Hegarty et al., 1999, quien detectd la bacteria

metabolicamente activa en el mismo tipo de muestra.

De los vegetales analizados la lechuga y repollo crecen a nivel de suelo y en
ocasiones son regados con aguas residuales sin tratar en las cuales se ha detectado ADN
de H. pylori por Mazari-Hiriart et al., 2001, y Queralt et al., 2005. Ademas, también se
ha detectado en aguas de rio por Fujimura et al., 2004 y Queralt et al., 2005; de presa
por Mazari-Hiriart et al., 2001 y estanque por Sasaki et al., 1999, las cuales son
continuamente utilizadas como aguas de irrigacion para cultivos. Ninguno de los
productos de la PCR directa evidencié fragmentos de ADN. Posteriormente en la
reamplificacion, una quinta parte de las muestras de lechuga resultaron positivas y poco
mas de la tercera parte lo fue para las muestras de repollo y cilantro. Lo anterior revela
que este tipo de muestras tuvieron una menor cantidad de células de H. pylori debido
quizd al tiempo que transcurre desde que los cultivos son regados hasta que son
ofertados al consumidor (tiempo de cosecha, almacenaje, transporte, revision y

adquisicion por los comerciantes).
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El hecho de haber detectado al patdégeno en vegetales que se consumen crudos
como lechuga, repollo y cilantro, favorece considerablemente la idea de que su consumo
sin previa desinfeccion adecuada es una ruta de adquisicion de la infeccion sugerida por
Hopkins et al., 1993; Goodman et al., 1996 y Chen et al., 2005.

Las condiciones antihigiénicas en las cuales los alimentos son preparados y
ofrecidos por vendedores ambulantes son bien conocidas y han sido previamente
implicadas como puntos de inicio de enfermedades gastrointestinales (Ries et al., 1992,
Begue et al., 1998). Ademas de esto, estdn expuestos a factores ambientales como
moscas o tierra contaminados los cuales pueden servir como vectores segun Griibel et
al., 1997 y Sasaki et al., 1999. En nuestra investigacion mas de la mitad de las muestras
de tacos analizadas resultaron positivas para el fragmento del gen cagA. Este hallazgo,
los de Dore et al., 2001, Fujimura et al., 2002 quienes aislaron H. pylori y detectaron su
ADN en leche de oveja y vaca respectivamente y el de Brown et al., 2002 quien
relaciond una alta prevalencia de la infeccion con las personas que frecuentemente no
lavaban sus manos antes de comer, fortalecen la idea de que a través de los alimentos se

puede transmitir la bacteria.

8.5. Deteccion de H. pylori en agua potable y agua purificada

Aunque no se logro la amplificacion de material genético a partir de las aguas
que se analizaron, muchos trabajos apuntan a que existe mucha probabilidad de que el
agua sea una forma de trasmision de la bacteria; sin embargo, como en todos los
microorganismos causantes de enfermedades siempre es importante las condiciones de
insalubridad que prevalezcan, para que exista la posibilidad de que el agua u otro
producto que se consuma presente contaminacion biolégica. Desafortunadamente para
este trabajo, las condiciones de higiene de las redes de agua potable en la ciudad de
Monterrey, N.L. al parecer se encuentran Optimas, al igual que los procesos de
purificacion del agua, motivo por el cual no se tuvo el éxito que se esperaba para
verificar la incidencia de H. pylori y apoyar lo reportado por Hulten et al., 1996 en su
estudio de incidencia de la bacteria en agua potable. Definitivamente las condiciones en



Arturo Espinoza Mata / Capitulo 8. Discusiones. 62

las que se encuentren los sistemas de distribucion del agua potable pueden influir en la
presencia de bacterias sobre todo si existen dafios en las tuberias que permitan la entrada

de contaminantes procedentes del suelo contaminado con materia fecal.

8.6. Frecuencia de cepas Cag Ay Vac A

Del total de 52 muestras positivas, una resulté cagA negativo y el resto cagA
positivo; ademas una resulté con vacA genotipo ml y otra con m2. Esto Gltimo en
particular concuerda con los resultados obtenidos por Van Doorn et al., 1998; Morales-
Espinoza et al., 1999 y De Guzmao et al., 2000 quienes obtuvieron 50% de genotipos
ml y m2. Sin embargo, difiere de los hallazgos de Zamudio et al., 2002; Rudi et al.,
1998;Gomez et al., 1999 y Alarcon et al., 1999 quienes detectaron el gen vacA en la
totalidad de las muestras positivas. Este hecho tal vez se pueda explicar con la
procedencia de los ADN templados, de muestras clinicas en el caso de los autores
mencionados y de muestras que ofrecieron condiciones sumamente adversas a la
bacteria lo que la indujo a transformase en formas VNC en el caso de nuestra
investigacion. Ha sido probado por Narikawa et al., 1997 que estas formas disminuyen
su cantidad de ADN, y que ademas este sufre rupturas lo que podria conducir a la
pérdida de la integridad de algunos genes y de la capacidad para multiplicarse. Pese a
esto, la capacidad infectiva de estas formas ha sido claramente demostrada por Adams et
al., 2003 y Fei-Fei et al., 2003.

Hasta la fecha no se ha reportado la deteccion de ADN de H. pylori en muestras
de alimentos como vegetales frescos, aguas de frutas o tacos, este trabajo es el primero
en hacerlo. En general los resultados obtenidos en esta investigacion apoyan la hipétesis
de que los alimentos, vegetales y agua contaminados son un importante reservorio de H.
pylori y que juegan un papel importante en la adquisicion de la infeccion. De igual
manera, parece ser que la teoria fecal-oral de transmision y/o reinfeccion es por mucho
la mas factible. Asimismo, los resultados muestran que el gen vacA, el cual se encuentra
en todas las cepas de H. pylori, no se puede amplificar regularmente con seguridad de

muestras de vegetales horticolas, aguas de frutas y tacos. Contrariamente, el gen cagA si
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se puede amplificar con certeza de este tipo de muestras, sin embargo no se encuentra

presente en todas las cepas.
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9. CONCLUSIONES

La prueba de PCR para la deteccion de H. pylori en la cepa de referencia ATCC
43504, fue estandarizada satisfactoriamente en este trabajo.

Se implementd la metodologia para extraer ADN en los alimentos que fueron

artificialmente inoculados con la cepa testigo.

Se estandarizd la metodologia para extraer ADN en muestras de alimentos

expendidos en via publica.

Se estandariz6 la prueba de PCR para la deteccion de H. pylori en alimentos

artificialmente inoculados.

Mediante la reaccién en cadena de la polimerasa implementada, se logré detectar
porciones de DNA de H. pylori en un 20% (5/25) de las muestras de lechuga,
36% (9/25) de repollo y 36% (9/25) de cilantro; asi mismo, 80% (8/10) en
muestras de agua sabor limén, 60% (6/10) sabor pifia y 12.5% (1/8) sabor meldn

y en un 60.8% (14/23) de las muestras de tacos.

No se detectd DNA de la bacteria en las muestras de agua potable y purificada.

Se demostré que cuando se usoO el gen cagA como blanco de deteccion de H.
pylori, el nimero minimo detectable de células fue de 7-8. En cambio cuando se

uso el gen vacA, la minima cantidad de células requeridas fue de 22-23.
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El fragmento del gen vacA fue amplificado en el 3.8% (2/52) de las muestras

positivas y el gen cagA en el 98% (51/52).

El gen cagA puede o no estar presente, por lo que no se recomienda utilizarlo

como blanco para determinar presencia o ausencia de H. pylori.
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