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RESUMEN

Helicobacter pylori es una bacteria que coloniza la mucosa gastrica en los seres
humanos causando enfermedades como gastritis, ulceraciones e incluso cancer. Esta
bacteria se puede encontrar en el agua o adherida a las superficies formando
biopeliculas. Estudios anteriores han aislado la bacteria en muestras de agua en la
poblacién de Mucuchies. El objetivo de esta investigacion fue determinar la presencia
de H. pyloriy la proteina CagA de la isla de patogenicidad PAIl-cag asociada con
riesgo de céancer gastrico en biopeliculas y/o tapetes microbianos recolectados en
sistemas de almacenamiento y distribucion de agua de consumo de la poblacion de
Mucuchies, empleado técnicas de Hibridacion fluorescente in situ (FISH) e
Inmunohistoquimica. Se eligieron cuatro sitios de muestreo, con un total de 10
muestras, en los que identificd a la bacteria en tres muestras, las cuales resultaron
estadisticamente diferentes entre si (p<0.05). Sin embargo, no se encontré a la
proteina CagA en ningun caso. Estos resultados indican que las biopeliculas y/o
tapetes microbianos formados en los tanques de agua que abastecen a la poblacion de
Mucuchies actdan como reservorios ambientales de la bacteria, existiendo el riesgo
de contraer una infeccion o reinfeccion por transmision acuatica con implicaciones
para la salud publica.

Palabras claves: Helicobacter pylori, Hibridacion fluorescente in situ (FISH),

Inmunohistoquimica, CagA, biopeliculas, tanques de agua.



INTRODUCCION

Helicobacter pylori es una bacteria que se encuentra en la mucosa gastrica de los
seres humanos. En la mayoria de los casos es asintomatica; sin embargo, se ha
asociado a diversas patologias gastricas como la gastritis, Ulceras y el cancer gastrico
debido a que posee factores de virulencia como la ureasa que le permite adaptarse al
pH é&cido estomacal (Montero et al., 2011). Ademas, mediante los factores de
virulencia presentes en la Isla de Patogenicidad (PAl-cag), H. pylori es capaz de
desencadenar una accion patdgena en el hospedador gracias a la principal proteina de
virulencia CagA (Hatakeyama, 2009).

La proteina de virulencia CagA se ha asociado al cancer gastrico; ésta es capaz de
introducirse en el citoplasma de las células del epitelio gastrico interrumpiendo las
vias de sefializacidn dependiente e independiente de fosforilacién que conducen a una
proliferacion y motilidad anormal en la célula, asi como cambios en el citoesqueleto,
lo que provoca una reaccion inmunolégica celular e inflamacion asociada a
carcinoma gastrico (Cervantes, 2016).

H. pylori es capaz de sobrevivir fuera de la mucosa géstrica. La bacteria se ha
encontrado en el agua y biopeliculas formadas en superficies presentes en ambientes
acuaticos, donde permanece principalmente en un estado de latencia denominado
viable no cultivable (VNC). En este estado fisioldgico la bacteria modifica su
morfologia de bacilos a cocos, reduce el volumen celular y disminuye el
metabolismo, entre otros factores celulares, para sobrevivir a las condiciones

ambientales adversas del medio acuético; sin embargo, mantiene todo el potencial de



sintesis de factores de virulencia y resistencia a antibidticos con importantes
implicaciones a la salud puablica (Azevedo et al., 2006; Moreno et al., 2007;
Fernandez-Delgado et al., 2008).

Las biopeliculas bacterianas son microambientes donde existe asociacion entre una
0 varias especies de bacterias que forman conexiones unidas a un polisacarido. Este
polisacarido le facilita a las bacterias proteccion y adherencia a la superficie, asi
como les confiere resistencia a desinfectantes y antimicrobianos debido a que
restringe su acceso a las células bacterianas dentro de la biopeliculas, dificultando su
eliminacién (Yang et al., 2011; Schoenen, 2002). Por otra parte, los tapetes
microbianos se definen como biopeliculas de mayor complejidad conformadas por
comunidades funcionales de organismos estratificados e integrados en una matriz
organica que puede contener una gran cantidad de minerales como carbonatos o
silicatos. Estos tapetes se desarrollan en sustratos sélidos como arena, rocas y otros
sedimentos. Se consideran autotroficos en su mayoria ya que son capaces de utilizar
el carbon inorganico como fuente de carbono. Su estudio se ha enfocado
recientemente en identificar la biodiversidad microbiana o los miembros de la
comunidad microbiana que forman parte de estos ecosistemas con el fin de tener una
aproximacion de sus mecanismos de adaptacién y en algunos casos de su potencial
biotecnologico (Bolhuis et al., 2014).

Mucuchies es capital del municipio Rangel en el estado Mérida en la cual se
presentan cifras de infeccion por H. pylori de un 75% (De Farias et al.,2012) Estudios
realizados en la zona demostraron que en las redes de tratamiento de agua potable se

encuentra la bacteria, indicando que los métodos de desinfeccion utilizados no son



suficientes para erradicarla; sin embargo, esta bacteria puede encontrarse adherida a
la superficie de los tanques uniendose a las biopeliculas que alli se forman (Villarreal,
2011; Fernandez et al., 2014).

Se ha comprobado que la Hibridacion Fluorescente in situ (FISH) es un método
altamente sensible, especifico y eficiente para la deteccion de H. pylori en el
ambiente. Esta técnica se fundamenta en el uso de sondas de ADN dirigidas a
regiones especificas del gen 16S ARNr bacteriano unidas a fluor6foros que permiten
visualizar las células blanco empleando microscopia de fluorescencia (Azevedo et al.,
2003; Ferndndez-Delgado et al., 2008). De igual forma, por fluorescencia e
Inmunohistoquimica es posible detectar la proteina como la CagA de H. pylori,
utilizando anticuerpos especificos acoplados a fluoréforos que se unen a esta proteina
y emiten fluorescencia en rangos especificos de emision (Soler & Acosta, 2010;
Martinez, 2011).

En esta investigacion se determind si H. pylori se encuentra en biopeliculas
formadas en redes de distribucion de agua potable y si expresa la proteina CagA

asociada al riesgo de cancer géstrico.



CAPITULO |

Planteamiento del Problema

El cancer representa una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en el
mundo. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) reportdé en el afio 2012 un
millon de casos de cancer gastrico a nivel global, estableciéndose a esta enfermedad
como el cuarto cancer mas comun. Anualmente al menos unas 750.000 personas
sucumben al carcinoma (OMS, 2018). En Venezuela el cancer constituye la segunda
causa de muerte segun el Anuario de Mortalidad publicado en 2013 por el Ministerio
de Poder Popular Para la Salud (MPPP la Salud, 2013). Los estados andinos,
principalmente Tachira y Mérida, presentan tasas muy altas de cancer gastrico e
infeccion por H. pylori (De Faria et al., 2012).

La OMS y la Sociedad Americana de Cancer consideran a H. pylori como el
principal causante de la ulcera péptida y lo definen como un cancerigeno definitivo
clase 1. Esta bacteria es capaz de evadir la respuesta inmune del hospedador y
permanecer en el cuerpo humano durante toda su vida, provocando diferentes
patologias como Ulceras, gastritis, linfoma de MALT de células B y cancer gastrico
(Montero et al., 2010). La infeccion representa un problema de salud a nivel mundial
debido a su elevada prevalencia, con cifras superiores al 70% en los paises en vias de
desarrollo, donde es adquirida principalmente en edades tempranas por individuos

con deficientes condiciones econdémicas y socioculturales (Ramos et al., 2003).



El principal factor de virulencia de esta bacteria es un gen denominado gen A
asociado a la citotoxina que codifica junto a otros genes la proteina CagA y la PAI-
cag de H. pylori asociada con el carcinoma gastrico (Cervantes, 2016). Las cepas de
H pylori pueden dividirse en positivas o0 negativas para el gen cagA. Se estima que
entre el 60 al 70% de las cepas aisladas en los paises occidentales son cagA positivas
(Hatakeyama, 2009). Hasta la fecha no existen reportes de prevalencia de cagA en
Meérida o la localidad de Mucuchies, a pesar de las altas cifras de cancer gastrico en la
localidad (Ramirez & Vera, 2012; Duarte, 2013; Nieto, 2014).

El dnico reservorio conocido de H. pylori es el hombre; sin embargo, sus vias de
transmision no han sido completamente definidas hasta el presente. Se han propuesto
dos principales vias de transmision: i) fecal-oral, a través de aguas o alimentos
contaminados con heces de personas infectadas, y ii) oral-oral, mediante el contacto
de saliva entre familiares de pacientes infectados. Adicionalmente, se han planteado
otras vias de transmision como la gastro-oral a través del vomito y la iatrogénica por
equipos endoscépicos (Macenlle, 2007). Las infecciones por H. pylori pueden
presentarse ademas como epidemias, sugiriendo el rol del agua y los alimentos como
rutas mas frecuentes de transmision (Camargo & Boschian, 2012).

Las biopeliculas encontradas en los ambientes acuéticos representan un
mecanismo de supervivencia de las bacterias que favorecen su colonizacion a las
superficies y adaptacion a las condiciones de estrés ambiental (Yang et al., 2011).

El cloro es un método de desinfeccion cominmente utilizado al nivel mundial para
la potabilizacion del agua (Schoenen, 2002). Estudios realizados por Johnson et al.

(1997) demostraron que H. pylori es inactivado por la aplicacion del cloro; sin



embargo, la técnica utilizada fue mediante la recuperacion de cultivos y no
consideraron el estado VNC de la bacteria. Mé&s recientemente mediante técnicas de
biologia molecular se demostré que la bacteria puede sobrevivir a bajas
concentraciones de cloro en un estado VNC (Moreno et al., 2007). Ambos estudios se
realizaron usando cultivos puros para suspender células en el agua; sin embargo, se
ha reportado que en el ambiente H. pylori coloniza las superficies de tuberias y
tanques de distribucion de agua potable a traves de la formacion de biopeliculas que
les permite resistir a los tratamientos convencionales de potabilizacion manteniéndose
en un estado VNC (Bunn et al., 2002; Watson et al., 2004; Giao et al., 2010).
Mucuchies se encuentra ubicada en el municipio Rangel del estado Mérida y es
una region endémica de H. pylori, donde se reporta una prevalencia del 75% (De
Faria et al., 2012; Rojas, 2016) y una reinfeccion del 76% en pacientes tratados
(Villarreal, 2011). En vista de la alta prevalencia de H. pylori en esta localidad de los
Andes venezolanos y la alta resistencia de esta bacteria a la desinfeccion por la
formacion de biopeliculas, en este trabajo se planted la siguiente pregunta: ¢Las
biopeliculas presentes en redes de distribucion de agua potable y sistemas de riego de
hortalizas en la poblacion de Mucuchies pueden ser colonizadas por H. pylori y por

cepas positivas al factor de virulencia CagA?.



Justificacion

En Venezuela se estima que el 70% de la poblacion esta infectada por H. pylori,
este elevado numero de personas se infectan en las primeras dos décadas de su vida
debido a bajas condiciones de saneamiento publico. La infeccion al principio es
asintomatica y es a traves del tiempo van apareciendo sintomas cada vez mas severos.
H. pylori esta asociada a enfermedades severas como linfoma de MALT e incluso
enfermedades fueras del tubo digestivo como la anemia (Gutiérrez, 2008). A pesar de
aplicar un tratamiento adecuado, aun existe la posibilidad de reinfeccion y altas tasas
de resistencia a antibioticos como nitroimidazoles, macrolidos, quinolonas y
rifamicinas. Se han detectado variedad de cepas, unas son mas virulentas que otras y
son portadoras de la PAI-cag asociada al riesgo de cancer gastrico (Pajares et al.,
2007; Trespalacios et al., 2010).

Diversos estudios han demostrado que la bacteria puede encontrarse en redes de
distribucion de agua potable de forma libre, contaminando no sélo el agua para el
consumo de los habitantes sino también los sistemas de distribucion de las aguas de
riego de cultivos de hortalizas como otras fuentes de infeccion a los humanos (Nieto,
2014; Rojas, 2016). Asi mismo, se ha reportado que este patdgeno puede colonizar
biopeliculas formadas en las superficies de las tuberias y tanques de agua potable
como mecanismo de supervivencia ambiental y transmision a los humanos (Azevedo
et al., 2006; Fernandez-Delgado et al., 2008).

Debido a los elevados indices de infeccion por H. pylori en localidades de los

Andes venezolanos como Mucuchies, donde se reporta una prevalencia del 75% vy



reinfeccién del 76% (De Faria et al., 2012), y a la alta concentracion de la bacteria en
las redes de distribucion de agua potable de esta poblacion (Nieto, 2014; Rojas,
2016), se motiva este estudio que persiguié comprobar si la bacteria esta presente en
las biopeliculas y/o tapetes microbianos que se encuentran en las redes de
distribucion de agua de potable y riego de hortalizas en Mucuchies y si las mismas

podrian ser portadoras de la proteina antigénica CagA.

Objetivos de la Investigacion
Objetivo General

Determinar la presencia de H. pyloriy la proteina CagA de la PAI-cag- en
biopeliculas y/o tapetes microbianos recolectados de sistemas de almacenamiento y

distribucion de agua de consumo de la poblacion de Mucuchies.
Objetivos Especificos

e Detectar la presencia de regiones especificas del gen 16S ARNr de H.
pylori en las muestras de biopeliculas y/o tapetes microbianos formados en
tanques y tuberias principales de abastecimiento de agua potable y aguas
de riego de hortalizas de Mucuchies, empleando el método de FISH

e Evaluar por Inmunohistoquimica la presencia de la proteina CagA de H.
pylori en las muestras de estudio.

e Estimar la concentracion de H. pylori y células positivas a CagA en las

biopeliculas a través del analisis de imagenes con el programa ImageJ.



e Estimar el porcentaje de area de las biopeliculas colonizadas por H. pylori
y células positivas a CagA a través del analisis de imégenes con el
programa ImageJ.

e Evaluar estadisticamente diferencias en la prevalencia de H. pylori o CagA
en relacion al origen de las muestras de biopeliculas y los sitios de

muestreo.

Alcances y Limitaciones de la Investigacion
Alcances de la Investigacion

Entre los alcances de esta investigacion se encuentran la aplicacion de las técnicas
FISH e Inmunohistoquimica para evaluar la presencia y cuantificacion de H. pylori y
la proteina CagA en muestras de biopeliculas y/o tapetes microbianos. Para ello, se
emplearon sondas y anticuerpos marcados con fluoréforos de elevada sensibilidad y
especificidad que permiten la visualizacion de las células blanco, a través de un
microscopio de epifluorescencia equipado con filtros en rangos de excitacion de 320
a 580 nm vy disponible en el Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas
(IVIC).

Adicionalmente, se considera como otro alcance del estudio determinar mediante
pruebas estadisticas si existen diferencias en las estimaciones de H. pylori y/o su
factor de virulencia CagA en relacion al origen de las biopeliculas o los sitios de

muestreo. Este analisis permitid evaluar si la presencia de la bacteria en biopeliculas



encontradas en las redes de distribucion de agua de consumo de Mucuchies

representa un riesgo para la salud de esta poblacion.
Limitaciones de la Investigacion

Entre las limitaciones relacionadas al muestreo se encuentran el tamafo de la
muestra o0 nimero de muestras de biopeliculas y/o tapetes microbianos recolectados
en las areas mas externas o superficiales de las tuberias y tanques de aguas de los
sitios disponibles para el muestreo. Por ello se considera que estas muestras no
representan toda la biopelicula acumulada en las redes de distribucion de agua de
consumo de la poblacion de Mucuchies. Otra limitacién del estudio es el posible
desprendimiento de la biopelicula bacteriana antes de su recoleccion por
procedimientos de lavado o desinfeccion de los tanques realizados por personal de los
organismos competentes.

En relacion a la parte experimental, en el laboratorio no se disponia de suficiente
cantidad de sonda para la deteccion de Eubacterias en los ensayos de FISH, utilizada
como control del contaje de bacterias generales encontradas en las biopeliculas. Para
estos fines se empleo la tincion 4°,6-diamidino-2-fenil- indol (DAPI, por sus siglas en
inglés). Adicionalmente, se encontr6 como limitacion en los ensayos de FISH e
Inmunohistoquimica la autofluorescencia emitida por cianobacterias a la misma
longitud de onda empleada para la sonda de H. pylori (510-560 nm) y el anticuerpo
secundario unido al fluoréforo isotiocianato de fluoresceina (FITC; longitud de

emision 450-490 nm) en los ensayos de Inmunohistoquimica.
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En relacion al analisis estadistico, no se encontré uniformidad en los tipos de
biopeliculas recolectadas en los distintos sitios de muestreo, es decir, no fue posible
comparar estadisticamente biopeliculas procedentes de tanques de aguas, tuberias y

tapetes microbianos.
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CAPITULO 11

MARCO TEORICO

Trabajos previos

Estudios anteriores en la poblacion de Mucuchies del estado Mérida, determinaron
en su poblacion elevadas tasas de infeccion por H. pylori. En Mérida, Bracho et al.,
(1995) y De Sousa et al., (2004) describen para Mucuchies una prevalencia de 77% y
73,5%, respectivamente, mientras que Rojas et al. (2008) y De Faria et al. (2012)
describen una prevalencia de 68 a 75%, con una tasa mas alta en los pacientes

jévenes quienes adquieren la infeccidn antes de los 10 afios.

Nieto (2014) determind la presencia de H. pylori en muestras de agua de los
tanques y grifos de la comunidad, asi como también en muestras de heces de los
voluntarios de las comunidades de Renacer y Santa Eduviges en la poblacion de
Mucuchies mediante el test de antigenos fecales para H. pylori, demostrando una
asociacion entre la elevada prevalencia de H. pylori en esta poblacion y las fuentes de

agua potable.

Un estudio posterior determiné una prevalencia de infeccion del 74,65% en
individuos de la comunidad de Santa Eduviges y Renacer en Mucuchies mediante la
deteccidn cuantitativa de antigenos fecales de H. pylori. Ademas, mediante técnicas

de FISH e Inmunohistoquimica se detectaron elevadas concentraciones de
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H. pylori (9,97x10° - 4,73 x10” cel/mL) y su factor de virulencia CagA (5,33x10° -
3,03 x10" cel/mL) en la mayoria de las muestras de agua potable y riego de
Mucuchies. Se concluyo que estas fuentes de agua eran inadecuadas para su consumo

como agua potable o uso en riego de hortalizas (Rojas, 2016).

Cuervo et al. (2017) realizaron un estudio que se baso en la deteccion de H.
pylori en muestras de aguas Yy biopeliculas de los grifos de instituciones oficiales en la
ciudad de Medellin, Colombia, a través del cultivo en agar HPSP y la reaccion de la
cadena polimerasa (PCR). Sus resultados evidenciaron la presencia de la bacteria en
el acueducto y en las biopeliculas de los grifos, demostrando el riesgo de adquirir la
infeccion que presenta esta poblacion y como esta bacteria puede sobrevivir a los

métodos de desinfeccion.

Bases Tedricas
H. pylori

H. pylori es una bacteria descubierta por Marshall y Warren en 1983. Inicialmente
se nombr6 como Campylobacter like organism (Organismo parecido a
Campylobacter) y posteriormente renombrado H. pylori (Warren & Marshall 1983).
Es capaz de colonizar el epitelio gastrico humano donde se estima que ha infectado al
60% de la poblacion mundial, principalmente Africa (79,1%), América Latina
(63,4%) y Asia (54,7%), mientras que los menos afectados son Norte América
(37,1%) y Oceania (24,1%) (Hooi et al., 2017). Esta bacteria al colonizar la mucosa

gastrointestinal produce una gastritis cronica, donde el 20% de los infectados
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presentaran Ulceras péptidas (15-17%), linfoma de MALT gastrico (1/100.000) y
cancer gastrico (CG) (1-3%), siendo responsable del 90% de los casos reportados de
cancer gastrico (Otero, 2017).

La infeccion por H. pylori se adquiere generalmente durante la infancia en nifios
menores de 10 afios, aumentado su prevalencia en grupos familiares grandes con alto
hacinamiento y bajos niveles socioecondmicos y educacionales (Parsonnet, 1995;

Malaty et al., 2002; De Faria et al., 2010).
Caracteristicas morfoldgicas

Es una bacteria Gram negativa, de morfologia helicoidal, con cuatro a seis flagelos
que la dotan de movilidad, microaerofilica, con un crecimiento éptimo de 2-5% de
oxigeno, productora de catalasa, ureasa y oxidasa (Cuervo & Gaviria 2017). El bacilo
es de crecimiento lento, muy movil, midiendo de 2,5 a 4 um de largo y 0,5 a 1,0 um
de didmetro. Sin embargo, al estar expuesto a un estrés ambiental la bacteria adopta
una forma cocoide pasando a un estado VNC. Sobrevive brevemente a pH menores
de 4, con un rango de crecimiento de pH de 5,5 a 8 y dptimo crecimiento a pH neutro.
En cuanto al rango de temperatura de crecimiento es de 34-40 °C, con un éptimo
crecimiento a 37 °C. A temperaturas inferiores de 30 °C se ha encontrado que la
bacteria puede sobrevivir en alimentos como hortalizas frescas, carnes y algunos

productos lacteos, asi como también en agua y leche (Camargo & Boschian, 2012).
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Principales Factores de Virulencia de H. pylori
Isla de Patogenicidad PAI-cag

Es un segmento de 40 kb con un contenido de G+C del 35%. La isla tiene 27
marcos de lecturas abiertos, entre los cuales se encuentra el gen cagA. Estos genes no
se expresan constitutivamente. Su expresion dependera de las condiciones
ambientales a las que se exponga la bacteria. La PAI-cag codifica la secrecion de
proteinas tipo IV que inyectan la proteina CagA y peptidoglicanos a las células
epiteliales del hospedador. La traslocacion de esta proteina dependera de la presencia
de un canal de urea proton dependiente (Urel). Ante un descenso del pH, CagA se
mueve del centro a la porcion periférica del citoplasma para ser inyectada, donde

interactuara con las moléculas de la célula hospedadora (Cervantes, 2016).
Proteina Antigénica CagA

Es una proteina de 120 a 140 kD codificada en la PAIl-cag, constituida por 31
genes que incluyen el cagA. Este gen puede estar o0 no presente en las células de H.
pylori. El sistema de secrecién tipo IV transloca la proteina CagA al interior de la
célula epitelial, donde una vez dentro del citoplasma interrumpe las vias de
sefializacion dependiente e independiente de fosforilacion y conducen a una
proliferacion y motilidad anormal en la célula, asi como cambios en el citoesqueleto,
lo que provoca una reaccion inmunologica celular e inflamacion asociada a
carcinoma gastrico (Hatakeyama, 2005; Arevalo, 2009; Cervantes, 2016). Las celulas
CagA positivas al ser més virulentas se encuentran asociadas a casos de ulceracion

duodenal, gastritis atrofica y carcinoma (Traverso & Hernandez, 2000). CagA
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fosforilada también interacciona e inhibe el complejo de serina/treonina quinasas
PARL/MARK (partitioning-defective/microtubule affinity-regulating kinase). El
papel de estas proteinas es esencial en el ciclo celular, encargandose de la dindmica
del citoesqueleto, concretamente de la estabilidad de los microtdbulos; esta
interaccion produce cambios en el reordenamiento y origina el peculiar “fenotipo

colibri” (Palframan et al., 2012).
Ureasa

La ureasa es la enzima mas abundante producida por H. pylori tiene un peso de
480 kDa y se compone de dos subunidades, UreA y UreB; su actividad depende del
pH circundante de la bacteria. EI habitat de H. pylori se encuentra por debajo de la
mucosa, donde el pH se aproxima a la neutralidad (Cervantes, 2016). La ureasa se
activa durante la colonizacion para protegerse del pH acido del estomago (pH<4).
Este ultimo es considerado una “barrera acida” y un ambiente bactericida capaz de
eliminar gran cantidad de bacterias provenientes de la ingesta de agua y alimentos.
Gracias a la ureasa la bacteria es capaz de hidrolizar la urea para producir amonio y
carbamato que se transformara en otra molécula de amonio y &cido carbonico

(Traverso & Hernandez, 2000).
Citotoxina Vacuolizante VacA

El gen que codifica para esta citotoxina se encuentra presente en todas las células
de H. pylori; sin embargo, solo del 50 al 60% de las bacterias expresan el gen para la
sintesis de la proteina VacA. Esta toxina tiene un peso molecular de 87 kDa, induce la

vacuolizacion, asi como mdltiples actividades celulares, donde destacan la formacion
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de canales en la membrana, liberacion del citocromo C de la mitocondria, el cual
produce apoptosis, ademas se une a los receptores en la membrana de las células del
hospedador iniciando una respuesta proinflamatoria (Cervantes, 2016). VacA se
considera una toxina multifuncional, debido a la variedad de efectos que provoca en
la célula hospedadora: se internaliza en la célula y forma vacuolas con caracteristicas
de endosomas y lisosomas; puede unirse a mitocondrias, translocarse a través de la
membrana externa y formar un canal que la atraviesa dando lugar a una cascada de
sefiales que finalizard con la apoptosis de la célula. También es capaz de inducir
sefiales proinflamatorias a nivel nuclear y activar la proliferacion de células T
(Palframan et al.,

2012). En la Figura 1 se presenta una imagen que ilustra los

principales factores de virulencia de H. pylori.
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Figura 1. Principales factores de virulencia de H. pylori (Merrell et al., 2004).
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Biopeliculas

Las biopeliculas estdn compuestas principalmente de células microbianas y un
polimero de sustancia extracelular. Esta sustancia puede representar desde el 50% al
90% del carbono total en la biopelicula (Flemming et al., 2000) y es el componente
principal en la matriz de la biopelicula. Puede variar su composicion, pero se
compone principalmente de polisacaridos. Algunos de estos polisacaridos son neutros
0 polianiodnicos, como es el caso del EPS de bacterias Gram negativas. La presencia
de &cidos urénicos (como D-glucuroénico, D-galacturonico y manurdnico) o piruvatos
le confieren la propiedad anidnica. Esta propiedad es importante porque permite la
asociacion de cationes de divaleno, como el calcio y el magnesio gue se entrecruzan
con las cadenas de polimeros y proporcionan una mayor fuerza de union a la
biopelicula desarrollada. El EPS se encuentra también muy hidratado porque puede
incorporar grandes cantidades de agua en su estructura por los enlaces de hidrégeno
(Sutherland, 2001). El EPS puede asociarse con iones metalicos, cationes divalentes y
otras macromoléculas (como proteinas, ADN, lipidos e incluso sustancias humicas)
(Flemming et al., 2000).

Se sabe que la produccion de EPS se ve afectada por el estado de los nutrientes del
medio de crecimiento; el exceso de carbono disponible y la limitacion de nitrégeno,
potasio o fosfato promueven la sintesis de EPS. El crecimiento bacteriano lento
también mejorard la produccion de EPS (Sutherland, 2001). Como el EPS esta
altamente hidratado, evita la desecacion en algunas biopeliculas naturales. EI EPS

también puede contribuir a las propiedades de resistencia a los antimicrobianos

18



impidiendo el transporte masivo de antibidticos a través de la biopelicula,
probablemente uniéndose directamente a estos agentes (Donlan, 2000).

La formacion de biopeliculas bacterianas puede producirse por al menos tres
mecanismos. Uno de ellos es la redistribucion de celular, la cual ocurre por la
motilidad de las células sobre la superficie a la que se encuentran adheridas. Un
segundo mecanismo es la division binaria de células unidas a la superficie. Las
células hijas se extienden hacia fuera y hacia arriba desde la superficie de union para
formar grupos de células. Un tercer mecanismo de formacion es el reclutamiento de
células plantonicas para la biopelicula en desarrollo. La contribucién relativa de cada
uno de estos mecanismos dependerd de la especie bacteriana, la naturaleza de la
superficie que se estd colonizando y las condiciones fisicoquimicas del medio
ambiente (Stoodley et al., 2002). La formacion de biopeliculas en bacterias Gram
negativas tal como H. pylori procede a través de distintas etapas de desarrollo:

Etapa 1: Planctdnica. Un ndmero de células planctonicas (de libre flotacion)
involucradas en el inicio de la formacion de biopeliculas estan rodeadas por pequefias
cantidades de EPS. Otras células son capaces de moverse independientemente a
través de pili y movimientos tipo twitching o deslizamiento desde el medio liquido
hacia la superficie (Stoodley et al., 2002).

Etapa 2: Adhesion. La adhesion celular inicialmente puede ocurrir de forma
reversible. Estas células adherentes todavia no estan “comprometidas™ con el proceso
de diferenciacion que conduce a la formacion de biopeliculas y muchas pueden dejar

la superficie para reanudar el estilo de vida planctonico. Durante esta etapa, las
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bacterias exhiben varios comportamientos especificos que incluyen la formacion de
laminas, hileras y agregados por empaquetamiento (Stoodley et al., 2002).

Etapa 3: Formacion de microcolonias. La formacion de agregados celulares se conoce
como la formacién de microcolonias embebidas en EPS y puede ocurrir por
translocacion de células activas de la superficie o por division binaria de células
adheridas. En esta etapa muchas células alteran sus procesos fisiologicos (por
ejemplo, modificacion del metabolismo aerdbico a anaerdbico) en respuesta a las
condiciones de sus nichos especificos (Stoodley et al., 2002).

Etapas 4 y 5: Macrocolonias, maduracion y desprendimiento. La siguiente fase de
desarrollo de la biopelicula consiste en el aumento de tamafio de las microcolonias a
macrocolonias producto de la divisidn binaria y su posterior maduracion que resulta
en la generacion de arquitectura compleja, canales para el paso de agua y nutrientes,
poros y una redistribucion de las bacterias fuera del sustrato. Se ha postulado que el
agotamiento de nutrientes puede conducir al desprendimiento celular de la biopelicula
que permite a las bacterias buscar habitats mas ricos en nutrientes. Las microcolonias
individuales pueden desprenderse de la superficie o dar lugar a revertientes
plancténicos que nadan o flotan lejos de estas estructuras, dejando espacios vacios en
la superficie que pasan a formar parte de los canales. Ademas, microcolonias y
macrocolonias enteras pueden naturalmente desprenderse de la biopelicula sin

ninguna perturbacion evidente para el sistema (Stoodley et al., 2002; Figura 2).
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Figura 2. Etapas de formacion de biopeliculas en bacterias Gram negativas: (1)
planctonica, (2) adhesion, (3) formacion de microcolonias, (4) macrocolonias y
maduracion, y (5) desprendimiento (Modificado de Monds & O’Toole, 2009).

Se ha demostrado que varios patdgenos bacterianos pueden asociarse a superficies
y crecer en biopeliculas. Estos incluyen: Legionella pneumophila (Murga et al.,
2001), Staphylococcus aureus (Raad et al., 1992), Listeria monocytogenes (Wirtanen
et al., 1996), Campylobacter spp. (Buswell et al., 1998), Escherichia coli O157:H7
(Camper et al., 1998), Salmonella Typhimurium (Hood et al., 1997), Vibrio cholerae
(Watnick et al., 1999), Pseudomonas aeruginosa (Lebeaux et al., 2013), Proteus
mirabilis (Fernandez-Delgado et al., 2014), H. pylori (Stark et al., 1999), entre otros.

Aunque todos estos microorganismos tienen la capacidad de adherirse a
superficies y biopeliculas, la mayoria, si no todos, parecen incapaces de un
crecimiento extenso en la biopelicula. Esto puede ser debido a sus elevados
requerimientos de crecimiento o debido a su incapacidad para competir con
organismos autdéctonos de las biopeliculas (Murga et al., 2001). La supervivencia y el

crecimiento de microorganismos patdgenos dentro de las biopeliculas también puede
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favorecerse mediante la asociacion o interaccion con estos organismos autoctonos y

el aprovechamiento de su metabolismo (Camper et al., 1998).

Aun en ausencia de cloro, el crecimiento bacteriano es despreciable en el agua de
los sistemas de distribucion, y solo las bacterias presentes en las biopeliculas
adheridas a las paredes de las tuberias crecen y se reproducen, por lo que el agua no
es un reservorio como tal, sino las biopeliculas que pueden crecer en los sistemas por
donde fluye el agua (Mackay et al., 1999).

En el caso de H. pylori se ha demostrado que no hay diferencias estadisticamente
significativas en el nimero total de células adheridas a diferentes sustratos de tuberias
usados para determinar el crecimiento in vitro de este patdgeno; sin embargo, se ha
demostrado que la naturaleza del material afecta la morfologia bacteriana; el cobre
particularmente permite que la bacteria mantenga su morfologia en espiral, asociada a
una forma mas activa e infecciosa de la bacteria; mientras que con otros sustratos,
como el acero inoxidable, PVC, polipropileno y vidrio, las bacterias adquieren una
forma cocoide, asociada a un estado de latencia para la supervivencia a condiciones
ambientales adversas (Azevedo et al., 2006). Otro estudio evidencié un mejor
crecimiento en las tuberias de cobre que en el resto de los materiales debido a que H.
pylori posee un sistema de transporte de cobre, haciendo que la bacteria tenga una

mayor tolerancia a este metal (Ge et al., 1995).
Tapetes microbianos

Los tapetes microbianos han sido descritos como comunidades bentonicas

estratificadas que se desarrollan en la interfase entre el agua y sustratos sélidos. Estos
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tapetes dependen de una superficie en la cual establecerse, ya que se constituyen de
multiples microorganismos mediante uniones complejas entre si. Ademas, a estas
uniones se incorporan particulas salinas y sedimentos clasticos. La granulometria de
los sedimentos es importante, dado que de ésta depende el drenaje, incluyendo la
capacidad de retencién de agua y la aireacion (Demergasso et al., 2003). Se
caracterizan por tener diferentes tamafos, estar compuestos por varios sustratos y

presentan variabilidad en el pH, temperatura y/o salinidad (Chacon-Baca et al., 2015)

Operacionalizacién de las variables

La presente investigacion tiene como proposito la deteccion de H. pylori y su
proteina antigénica CagA en biopeliculas y/o tapetes microbianos presentes en redes
de distribucion de agua de consumo de la poblacién de Mucuchies. Por ello se

consideraron dos variables, detalladas a continuacién en la Tabla 1
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Tabla 1. Operacionalizacién de variables.

Definicion Definicion
Variable Dimension Indicador
Conceptual Operacional
Es una bacteria Células con
Presencia de la
Gram negativa fluorescencia
bacteria
gue se puede roja
encontrar en Identificacion de
biopeliculas la bacteria H.
H. pylori formadas en pylori a través de No se observan
ambientes una sonda Ausencia de la celulas con
acuaticos y es fluorescente bacteria fluorescencia
capaz de roja
colonizar el
epitelio gastrico
Es una proteina
producida por la Presencia de la Células con
Identificacion de
PAl-cag de H. proteina CagA fluorescencia
Factor de la proteina CagA
pylori. Es un verde
virulencia mediante un
factor asociado No se observan
CagA anticuerpo
con el riesgo de Ausencia de células con
fluorescente
cancer gastrico CagA fluorescencia

en el hospedador

verde
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Hipotesis
“Es posible que la bacteria H. pylori junto con su factor de virulencia CagA esté
presente en biopeliculas formadas en las redes de distribucién de agua de Mucuchies
y estas células bacterianas se liberen periddicamente en el agua de la tuberia
aumentando el riesgo de infeccion a través del consumo de agua potable y hortalizas

contaminadas con agua de riego”.
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CAPITULO 111

MARCO METODOLOGICO

Tipo de investigacion

Este trabajo corresponde a una investigacién analitica, que consta en descomponer
una totalidad en sus partes y cuyo fin es comprender la naturaleza del evento
estudiando sus elementos y las relaciones de estos. En esta investigacion se
analizaron muestras de biopeliculas y tapetes microbianos recolectados en redes de
distribucion de agua de Mucuchies, inicialmente preservadas con paraformaldehido y
posteriormente sometidas a procesos de deshidratacion, incubacion a diferentes
temperaturas con tampones de hibridacion preparados con distintas concentraciones
de sales y formamida para la permeabilizaciébn de las membranas celulares,
penetracion y union de la sonda especifica al ADN bacteriano o union a la proteina
CagA mediante anticuerpos especificos. Todo esto con la finalidad de evaluar la

presencia de H. pylori y su factor de virulencia CagA.

Disefio de la investigacion

Este fue un trabajo que tuvo un disefio experimental para la deteccién de H. pylori
por FISH y la proteina CagA mediante Inmunohistoquimica en muestras de

biopeliculas y tapetes microbianos recolectados previamente en el afio 2015 en las
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redes de distribucion de agua de Mucuchies. Este estudio fue transeccional y
transversal ya que se analizaron muestras recolectadas una sola vez y en un
determinado momento (Julio 2015). Ademas, multivariable ya que se analizaron dos

variables.

Poblacion y Muestra
Area de Estudio

Mucuchies es la capital del municipio Rangel; esta ubicada a 48 Km de la ciudad
de Meérida, a una altura de 2.983 m.s.n.m. Se ubica entre las coordenadas 8° 51’ y 8°
48’ de latitud Norte y 70° 54° y 70° 58’ de longitud Oeste. Su temperatura varia de 3
a 11°C y su precipitacion promedio es de 600 mm. Los recursos hidricos tienen como
principal curso el agua del rio Chama, al que drenan las quebradas Misinta, La

Carbonera, La Musuy, La Toma, El Vergel, El Royal y Mocao (Infantes, 2008).
Unidad de Investigacion

La unidad de investigacion estuvo representada por las muestras de biopeliculas y
tapetes bacterianos tomados de las redes de distribucion de agua potable de la
poblacion de Mucuchies, estado Mérida. Se seleccionaron un total de cuatro sitios:
tanques la Hoyada, Renacer, los Chorros y los Aposentos, donde se recolectaron por
duplicado cada muestra de hisopado y adicionalmente se tomaron 2 muestras de

tapetes microbianos, para un total de 10 muestras. (Tabla 2).
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Tabla 2. Sitios y tipos de muestras de biopeliculas recolectadas en Mucuchies

Sitios Tipo de muestra
La Hoyada Hisopados de biopeliculas
Renacer Hisopados de biopeliculas y tapete
microbiano
Los Chorros Hisopados de biopeliculas y tapete
microbiano
Los Aposentos Hisopados de biopeliculas

Seleccion del tamarfio de la muestra

Debido a la disponibilidad de los recursos y tiempo se consideraron solo cuatro
sitios diferentes de muestreo, en los cuales se tomaron ocho muestras de hisopado a
las biopeliculas en las paredes de los tanques y dos muestras de tapetes microbianos.

Estas muestras fueron procesadas y analizadas en un periodo de cuatro meses.
Sistema de Variables

Las variables que guardan relacion con el proposito de esta investigacion fueron:
Variable Dependiente (VD): Factor de virulencia CagA.

Variable Independiente (V1): Presencia de H. pylori.
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Procedimientos de la Investigacion
Recoleccion y Transporte de la Muestra

En julio del 2015, personal de investigacion del IVIC y la Universidad Simén
Bolivar recolectaron con hisopos estériles muestras de biopeliculas formadas en las
paredes de los tanques de aguas de consumo de la poblacion de Mucuchies. Asi
mismo, se recolectaron muestras de tapetes microbianos encontrados en quebradas y
estos sistemas de distribucion de aguas de la localidad (Tabla 3). Los hisopados y
muestras de tapetes microbianos fueron colocados en tubos conicos estériles y
transportados en cava refrigerada en un periodo menor a 4 h hasta el lugar de
procesamiento de muestras en la Casa de Oficios de Mucuchies. Alli en condiciones
de esterilidad, se fijaron las muestras por un periodo menor a 4 h con
paraformaldehido al 4% en tampdn salino fosfato (PBS, por sus siglas en inglés; 0.32
M, pH 7,2) y posterior dilucién al 1% para su conservacion a 4°C hasta su

procesamiento para los ensayos de FISH e Inmunohistoquimica.
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Tabla 3. Sitios de recoleccion de muestras de biopeliculas y tapetes microbianos
estudiados en Mucuchies en Julio del 2015.

Coordenadas Altura Tipo de
Sitios Descripcién
geograficas (m.s.n.m) muestra
Abastece de agua
Tanque La 08°45°02,7°N Hisopado de
3011 potable al casco
Hoyada ; 70°55°28,5°0 biopeliculas
central de Mucuchies
Abastece de agua Hisopado de
Tanque 08°45,187°N; potable al sector biopeliculas
3043
Renacer 70°55,080°0 Renacer y tapetes
microbianos
Esta quebrada llega a
un tanque principal
Hisopado de
donde se origina la
Tanque Los 8°46°13,4°N; biopeliculas
3500 tuberia de agua para
Chorros 70°56°29,7°0 y tapetes
consumo de la
microbianos
poblacién de
Mucuchies
Almacena aguas de
Tanque Los 08°45°11,9°N Hisopado de
3011  riego para cultivos de
Aposentos ; 70°55°52,9”°0 biopeliculas

este sector
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Procesamiento de la Muestra
Hibridacion Fluorescente in situ (FISH)

Los andlisis de FISH descritos a continuacion se realizaron siguiendo los
protocolos reportados por Trebesius et al. (2000), Contreras et al. (2012), Fernandez-

Delgado et al. (2016) y Rojas (2016).
Clasificacion de las muestras

Las muestras conservadas en los tubos conicos con paraformaldehido al 1%
presentaban una diferencia considerable en la concentracion de la biopelicula, por lo
que se necesito tratarlas de forma diferente de acuerdo a su naturaleza como

hisopados de biopeliculas o tapetes microbianos.
Concentracidn de las muestras

Las muestras de hisopados de biopeliculas fueron separadas en dos tubos conicos.
Los hisopos fueron retirados a otros tubos conicos con PBS vy el resto permanecio en
el tubo original, esto con la finalidad de obtener un mayor nimero de células en las
suspensiones. Los tapetes microbianos no requirieron procedimientos para

incrementar la concentracion.
Preparacién de las muestras de biopeliculas y tapetes microbianos

Las muestras de biopeliculas y tapetes microbianos conservadas en
paraformaldehido al 1% fueron centrifugadas a 14.000 rpm por 15 min para
posteriormente, descartar el sobrenadante de las muestras; el sedimento se

resuspendio en PBS y se sonicd a 50 Hz por 5 min con la finalidad de desprender las
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células adheridas a los hisopos. Se tomaron alicuotas de las muestras y se
centrifugaron a 14.000 rpm por 15 min. Seguidamente se retiré el sobrenadante, se
realizé un lavado al sedimento con 500 uL de PBS, llevandose de nuevo a centrifugar
a 14.000 rpm por 15 min. Se descart6 el sobrenadante y el precipitado se resuspendio
y diluy6 convenientemente en PBS y etanol absoluto segun el protocolo Samarbaf-

Zadeh et al. (2006).
Fijacion de las muestras

Se colocaron 20 pL de las muestras en los tres pozos de cada fila de las ldaminas,
usando una fila por muestra. Las laminas se dejaron secar tapadas a temperatura
ambiente. Una vez secas, bajo una campana de extraccién se le aplicé a cada pozo 40
uL de borohidruro de sodio al 0,1% en PBS filtrado por membranas de 0,22 um de
tamafio de poro, incubandose por 20 min a temperatura ambiente. Este paso se realizd
con el fin de eliminar el fondo amarillo al momento de observar las muestras en el
microscopio de fluorescencia, producto del tiempo prolongado de conservacion en
paraformaldehido. Se retird el sobrante, se realiz6 un lavado rapido con PBS y se
dejaron secar las laminas tapadas a temperatura ambiente. Una vez secas se llevaron a

congelar hasta el ensayo de hibridacion.
Hibridacion de las muestras

Las suspensiones de biopeliculas fijadas en las laminas se deshidrataron con etanol
al 50% por 3 min. Posteriormente, se descarto el sobrenadante y se dejaron secar

tapadas a temperatura ambiente.
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Una vez secas las laminas bajo campana de extraccion y en oscuridad se agregd en
el primer pozo de cada fila 23 pL del tampodn de hibridacion (0,9 M NaCl; 0,02 M
Tris/HCI, pH 8,0; 0,01% SDS; agua destilada 5,75 mL), 12 ul de formamida al 30% y
5 uL de la sonda especifica de H. pylori (Hpy-1) con una concentracion de 5 ng/uL
(conservada en hielo durante el ensayo), marcada con el fluor6foro Cy3-5°
(fluorescencia roja).

El tercer pozo de cada fila de las laminas se utiliz6 para el control negativo. Se
agreg6 23 pL de tampon de hibridacién y 12 pL de formamida (pozo control de la
autofluorescencia que contiene todas las soluciones del ensayo de FISH a excepcion
de la sonda).

Las laminas se colocaron en camara humeda en una estufa a 54 °C durante 2 h 'y
20 min. Posteriormente cada pozo se lavd dos veces con el tampdn de lavado (112
mM NaCl; 20 mM Tris/HCI pH 8.0 y 0.01 SDS) y se dejé incubando con 40 pL en
cada pozo del tercer lavado a 56 °C durante 45 min en camara himeda. Finalmente,
las muestras hibridadas se lavaron con PBS y se secaron a temperatura ambiente para
luego conservarlas en oscuridad a -20°C hasta los ensayos posteriores de

Inmunohistoquimica.
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Tabla 4. Cantidad de reactivos requeridos en los ensayos de FISH y agregados a
cada pozo de las laminas para la deteccion de H. pylori.

Reactivo Primer Segundo Tercer

Pozo Pozo Pozo

Tampon de hibridacion 23 UL - 23 UL
Formamida al 30% 12 uL - 12 uL

Sonda H. pylori (Hpy-1) 5uL - -

Cy3-5°

Cuantificacion de la proteina CagA de H. pylori por Inmunohistoquimica.

Posterior a la realizacién del FISH, en condiciones de oscuridad se procedié a
lavar las laminas con PBS durante 3 min. Se retir6 el exceso y las laminas se
colocaron en cdmara himeda incubando con 40 pL de la solucién de bloqueo (PBS-T
0,1% con 3% de albumina bovina sérica - BSA) en cada pozo durante 15 min a
temperatura ambiente. Esto permite que se reduzcan las uniones inespecificas de los
anticuerpos.

Una vez finalizada la incubacidn, se agregé en el primer pozo de cada fila 10 pL
del anticuerpo primario IgG anti-CagA de H. pylori de raton (ab7351 Abcam Inc)
diluido 1:1000, incub&ndose las ldminas en camara humeda durante 45 min a
temperatura ambiente. Posteriormente, se realizaron tres lavados rapidos a las laminas
con PBS frio. Finalmente, en el primero y Gltimo pozo de cada fila de las laminas se
agregaron 10 pL del anticuerpo secundario IgG anti-conejo asociado con FITC

(ab6717 Abcam Inc.) diluido 1:1000 en PBS, incubandose durante 45 min en camara
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himeda y a temperatura ambiente. Las laminas fueron lavadas tres veces con PBS. Se
colocaron 10 pL del medio de montaje Inmunomount (Thermo Inc.) previamente
preparado con la tincion DAPI a 0,5 pg/mL para la estimacion del total de células
presentes en las muestras. EI DAPI se une a regiones enriquecidas en adenina y
timina de las secuencias de ADN (Porter & Feig, 1980).

El Gltimo pozo de cada fila de las ldminas se usé como control negativo. Este pozo

contuvo todos los reactivos del ensayo menos el anticuerpo primario.

Tabla 5. Cantidad de reactivos agregados a cada fila de las ldminas para la
cuantificacion de la proteina CagA de la isla de patogenicidad de H. pylori.

Reactivo Primer  Segundo Tercer Pozo
Pozo Pozo
 Soluciénde bloqueo ~ 40pL - 40 uL

Anticuerpo primario IgG anti-CagA de 10 yL - -

raton
Anticuerpo secundario 1gG anti-conejo 10 yL - 10 yL
Inmunomount (Thermo Inc.) — DAPI 10 yL 10 pL 10 uL

Finalmente, las laminas se visualizaron en un microscopio de epifluorescencia
Nikon, modelo eclipse E 600 TE2000-U, equipado con los siguientes filtros: G2A
para Cy3 (filtro de excitacion: 510-560 nm), B2A para Alexa Fluor 488 N o FITC

(filtro de excitacion: 450-490 nm) vy filtro triple (filtro de excitacion: 320- 580). Las
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imagenes fueron fotografiadas con una cdmara digital Canon Rebel 3Ti y analizadas

utilizando el software ImageJ (version 1.48v).

Disefio de Analisis

Esta investigacion tuvo un enfoque cuantitativo y cualitativo ya que se
recolectaron datos para evaluar la relacion de H. pylori con la presencia o no de su
proteina antigénica CagA en biopeliculas presentes en redes de distribucion de agua
potable de la poblacion de Mucuchies. Estos datos se cuantificaron mediante la
medicion del nimero de células positivas a H. pylori o CagA por campos observados
en el microscopio de fluorescencia y mediante el porcentaje de area de H. pylori
ocupada por campo utilizando el software ImageJ. Los resultados fueron evaluados
estadisticamente por las pruebas Kruskal Wallis y Bonferroni para determinar
posibles diferencias en la prevalencia de H. pylori y su proteina CagA entre los sitios
de muestreo, considerando valores de p<0,05. Todo el analisis estadistico se realizd

con el software PAST (v. 2.17c).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados
Deteccion de H. pylori por Hibridacion Fluorescente in situ (FISH)

En la Figura 3 se presentan microfotografias de muestras de biopeliculas
analizadas por FISH como se detalla a continuacion: en la columna izquierda se
muestran imagenes de biopeliculas tratadas con la sonda Hpy-1 especifica para H.
pylori que demuestran la presencia de células cocoides con fluorescencia roja positiva
a la bacteria en los tanques de la Hoyada (A), Renacer (B) y Los Aposentos (D); en el
tanque los Chorros (C) no se observaron células indicativas de H. pylori. En la
columna derecha de esta misma figura, se presentan imagenes de estas muestras
tratadas con todos los reactivos del FISH sin la adicion de la sonda Hpy-1 como
control negativo. No se observaron células fluorescentes a H. pylori, descartando

falsos positivos en el ensayo.
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Figura 3. Deteccion de H.
pvlori  por  FISH en
biopeliculas presentes en
tanques de distribucion de
aguas de Mucuchies.

Se observan células con
fluorescencia positiva a la
sonda Hpy-1 (roja) de H.
pylori en las muestras de los
tanques de La Hoyada (a),
Renacer (b) y Los Aposentos
(d). En Los Chorros (C) no
se observaron células
indicativas de la bacteria. Las
imagenes e, f, g y h son
representativas  para  los
controles negativos para la
sonda Hpy-1 en los Tanques
de la Hoyada, Renacer, Los
Chorros y Los Aposentos
respectivamente.

Muestras

_—
__—

a

/V/'
b

/
_—r
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Para cada una de las réplicas de muestras de biopeliculas se calculé un promedio
por campo observado al microscopio de células positivas a H. pylori, presentado en la
Tabla 6 y un promedio total de células positivas de H. pylori en los diferentes sitios
de muestreo en la Figura 4.

Tabla 6. Promedio de células positivas a H. pylori estimado por duplicado en

muestras de biopeliculas y en cinco campos evaluados al microscopio de
fluorescencia.

Tanque Tanque Tanque Tanque
Campo La Hoyada Renacer Los Chorros Los Aposentos
(cel/lcampo) (cel/campo) (cel/campo) (cel/campo)
1 1,0 35 0,0 2,0
2 3,0 3,0 0,0 2,0
3 3,5 4,0 0,0 0,0
4 1,5 3,0 0,0 0,0
5 1,0 3,0 0,0 0,0
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Figura 3. Promedio células positivas a H. pylori en los sitios de

muestreo en los tanques de Mucuchies.

De cada uno de los sitios de muestreo se realizé un promedio del area ocupada por

biopeliculas de H. pylori en los campos observados al microscopio de fluorescencia a

través del programa Imagel, cuyos resultados se muestran en la Tabla 7 y un

promedio de H. pylori en la Figura 5.

Tabla 7. Porcentaje de area de H. pylori en biopeliculas de los tanques de

Mucuchies.
Tanque Tanque Tanque
Campo
La Hoyada (%0) Renacer (%0) Los Chorros (%)
1 0,0060 0,0235 0,0000
2 0,0110 0,0175 0,0000
3 0,0110 0,0235 0,0000
4 0,0090 0,0415 0,0000
5 0,0000 0,0140 0,0000
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Figura 4. Porcentaje promedio de area de H. pylori en los
sitios de muestreo en los tangques de Mucuchies

Se realiz6 ademas para cada sitio de muestreo un promedio de area de las bacterias
totales encontradas en las biopeliculas por medio de la tinciéon DAPI, presentado en la
Tabla 8 un promedio de &rea de bacterias en las muestras analizadas y en la Figura 6
un promedio de bacterias en los diferentes sitios de muestreo.

Tabla 8. Porcentaje de area de bacterias totales en biopeliculas de los tanques de
Mucuchies.

Tanque Tanque Tanque
Campo
La Hoyada (%o) Renacer (%) Los Chorros (%)
1 2,85 1,15 0,00
2 1,40 0,25 0,00
3 4,80 1,35 0,00
4 3,50 0,21 0,00
5 1,55 0,01 0,00
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Figura 5. Porcentaje promedio de area de células totales en los
sitios de muestreos de los tanques de Mucuchies.

Deteccion por Inmunohistoquimica de la proteina CagA de H. pylori

Los ensayos de Inmunohistoquimica para la deteccién de la proteina CagA de H.
pylori resultaron negativos para todas las muestras de biopeliculas de los distintos

sitios de muestreo.

Deteccion de H. pylori por Hibridacion Fluorescente in situ (FISH) en tapetes

microbianos.

En el analisis de los tapetes microbianos no se aprecié la fluorescencia roja
indicativa de la presencia de la bacteria en la mayoria de los campos enfocados. Esto
podria ser debido a que los tapetes microbianos estan constituidos de una gran
cantidad de restos vegetales (clorofila) los cuales tienen fluorescencia propia al ser
iluminados por la luz de estos microscopios, impidiendo apreciar o analizar la imagen

adecuadamente. Sin embargo, en ciertos campos fue posible apreciar bacterias
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positivas a la sonda especifica de H. pylori. En la Figura 7 se muestran estas

imagenes.

Figura 6. Imagenes de FISH para la deteccion de H. pylori en tapetes
microbianos. En las imagenes a y b no se observan bacterias, pero si una
autofluorescencia de la muestra. En la imagen ¢ se puede observar
fluorescencia positiva a una célula de H. pylori.

Anélisis estadistico de los datos

El andlisis estadistico realizado a través de la prueba no paramétrica Kruskal
Wallis nos indicé que existen diferencias significativas en el nimero de células
positivas a H. pylori entre los sitios de muestreo (tanques La Hoyada, Renacer y Los
Chorros) donde se recolectaron las muestras de biopeliculas (p=0,004388). Los
resultados de la prueba de Bonferroni (Tabla 9) indicdé que entre los tanques La
Hoyada y Renacer no existen diferencias significativas (p=0,05004), mientras que
entre los otros sitios de muestreo estos resultados son estadisticamente diferentes

entre si.
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Tabla 9. Valores de p obtenidos con la Prueba de Bonferroni en el anélisis de
prevalencia de H. pylori entre las diferentes muestras de biopeliculas de los tanques
de agua de Mucuchies.

Tanques p
La Hoyada Renacer 0,05004
Los Chorros La Hoyada 0,01996
Renacer Los Chorros 0,01219

Se analizaron los datos del area de H. pylori ocupada por campo del microscopio
en las distintas muestras de biopeliculas mediante la prueba de Kruskal Wallis,
comprobando que existen diferencias significativas entre los sitios de muestreo
(p=0,004793). La prueba de Bonferroni nos indico que cada sitio es diferente respecto
al otro (p<0,005), obteniéndose los valores de p presentados en la Tabla 10.

Tabla 10. Valores de p obtenidos con la prueba de Bonferroni en el anélisis del

area de H. pylori por campo entre las diferentes muestras de biopeliculas de los
tanques de agua de Mucuchies.

Tanques p
La Hoyada Renacer 0,01219
Los Chorros La Hoyada 0,01219
Renacer Los Chorros 0,04720

Se realizaron las mismas pruebas para determinar si existian diferencias
significativas en el nimero de bacterias totales en las biopeliculas de los diferentes

sitios de muestreo. La prueba de Kruskal Wallis indico que ninguna de estas muestras
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es igual (p=0,003071). Adicionalmente, la prueba de Bonferroni indico que cada sitio
es diferente respecto al otro (p<0,005, Tabla 11).

Los resultados obtenidos en el hisopado del tanque los Aposentos no fueron
comparables estadisticamente con las muestras de los tanques Chorros, La Hoyada y
Renacer, debido a diferencias en sitio de toma de muestra, siendo la muestra de los
Aposentos un hisopado de la pared de la tuberia mientras que los tanques de los
Chorros, la Hoyada y Renacer fueron tomados de la pared de los tanques.

Tabla 11. Valores de p obtenidos con la prueba de Bonferroni en el anélisis del

namero de bacterias totales por campo entre las diferentes muestras de biopeliculas
de los tanques de agua de Mucuchies.

Tanques p
La Hoyada Renacer 0,01996
~ LosChorros LaHoyada = 0,01996
Renacer Los Chorros 0,01219
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DISCUSION

La infeccion por H. pylori constituye un problema de salud publica a nivel
mundial (OMS, 2018). Varios estudios han mostrado una asociacion entre la
infeccion por H. pylori y la fuente de agua potable, actuando ésta como un reservorio
en el cual la bacteria puede permanecer por periodos prolongados en su forma VNC
con potencial infeccioso antes de ser ingerida (Fernandez-Delgado et al., 2008). Las
células bacterianas presentes en las biopeliculas adheridas a las paredes de las
tuberias (en fase sésil) tienen una tasa de crecimiento y reproduccién mayor que las
células bacterianas en fase planctonica (forma libre). Por ello, se consideran que las
biopeliculas formadas en los sistemas por donde fluye el agua son reservorios que le
permiten a los microorganismos patdgenos periodos mas prolongados de
supervivencia ambiental (Mackay et al., 1999; Fernandez-Delgado et al., 2008).

Se estima a nivel mundial una infeccion por H. pylori del 50-60% de la poblacién
(Ortiz et al., 2003); sin embargo, en Venezuela se ha determinado una infeccion del
95% en su poblacion (Kato et al., 2004). El estado mas afectado es Tachira con cifras
de un 90 a 96%, mientras que la poblacién de Mucuchies en el estado Mérida se ubica
con cifras desde 68 hasta 77% de individuos infectados (Rojas et al., 2008; De Farias
et al., 2012; Camargo & Boschian, 2012). A pesar que se han sugerido medidas para
la adecuada esterilizacion de las aguas (Nieto, 2014; Rojas, 2016), el método mas
comun de desinfeccion sigue siendo la cloracion, que permite eliminar la mayoria de
las bacterias suspendidas en el agua, pero no tiene la misma efectividad cuando éstas

se encuentran adheridas en las biopeliculas, donde son hasta 150 veces mas
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resistentes al cloro (Yu & McFeters, 1994; LeChevallier et al.,1998; Watson et al.,
2004). Por ello se considera que los organismos que se encuentren adheridos a una
biopelicula en los sistemas de distribucion de agua pueden sobrevivir a este método
de desinfeccion (Moreno et al., 2007).

Los resultados de este trabajo demostraron que H. pylori estd presente en las
biopeliculas adheridas a las paredes y tuberias de los tanques de aguas Renacer, La
Hoyada y Aposentos de Mucuchies, representado un riesgo constante en esta
poblacién. Esta bacteria va colonizando la superficie de los tanques y tuberias de
aguas a traveés de un ciclo de adhesidn, crecimiento y desprendimiento de la
biopelicula, expandiendo e intercambiando material genético donde se incluyen los
genes de virulencia (Muro et al., 2012).

En este trabajo a través de la Inmunohistoquimica se intentd evidenciar si estas
células de H. pylori presentes en las biopeliculas contenian la proteina CagA; sin
embargo, los resultados fueron negativos. No se encontré esta proteina en las
biopeliculas formadas en las superficies de los tanques y tuberias, a diferencia de un
estudio anterior realizado con filtrados de agua de los tanques de Mucuchies donde se
lograron evidenciar células de H. pylori positivas a CagA suspendidas en el agua
(Rojas, 2016). Al entrar en contacto con el agua estas celulas suspendidas fluyen
hasta formar o adherirse a una biopelicula (Mackay, et al., 1999). Por ello, la
presencia de la proteina Cag A en células de H. pylori detectadas por Rojas (2016) en
muestras de aguas de los mismos tanques de Mucuchies para el mismo periodo de
muestreo (Julio del 2015), sugiere una contaminacion reciente debido a que estas

celulas no se han adherido todavia a ninguna superficie.
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H. pylori al encontrarse en un ambiente hostil cambia su morfologia para
adaptarse y sobrevivir entrando en un estado VNC (Camargo & Boschian, 2012). Las
bacterias en este estado no solo cambian morfolégicamente sino también su
metabolismo, modificando la expresion de sus genes y su potencial de virulencia
(Tamagnini & Paraje, 2015). Las células de H. pylori detectadas en las biopeliculas
presentaron en las imagenes del FISH una morfologia predominantemente cocoide
indicativa del estado VNC (Figura 3).

La expresion de la proteina CagA requiere de factores de patogenicidad como el
sistema de secrecion tipo IV y la proteina VVacA que sélo pueden ser expresados en la
mucosa gastrica (Atherton, 2006). Estudios han demostrado que la actividad
metabolica y la expresion de genes asociados a estas funciones disminuyen en una
fase planctonica; sin embargo, los genes que regulan la codificacion de proteinas ante
el estrés (hrcA, hspR, crdR, recR y pgdA) se incrementan, por lo que los genes que
expresan la virulencia, colonizaciébn o genes inmunogénicos disminuyen en las
biopeliculas (Hathroubi et al., 2018).

Por esta razon, a pesar que las células de H. pylori detectadas en las biopeliculas
no son portadoras de esta proteina asociada con cancer gastrico, la transmision
acuatica de esta bacteria sigue representando un riesgo para la salud de la poblacion
de Mucuchies, debido a que H. pylori puede expresar otros factores de virulencia
como la ureasa, hemaglutininas, factores de colonizacién y la citotoxina vacuolizante
(VacA que favorecen la colonizacién y permanencia en la mucosa gastrica (Torres y
Rodriguez, 2007). Por ello, las biopeliculas presentes en estos sistemas de

distribucion de agua de Mucuchies podrian acttar como reservorios del patégeno por
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periodos prolongados y mediante ciclos de formacion y desprendimiento, las cuales
contintan extendiéndose por la superficie de todos los sistemas de distribucion de

agua potable y riego de hortalizas de Mucuchies en el estado Mérida.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

¢ Mediante la técnica de FISH se pudo detectar la presencia de células cocoides de H.
pylori en las biopeliculas de las redes de distribucion de agua potable y riego de
Mucuchies.

e Por primera vez se intento detectar la presencia del factor de virulencia CagA de
H. pylori en muestras de biopeliculas mediante Inmunohistoquimica.

e La presencia de H. pylori en biopeliculas formadas en las superficies de los
tanques y tuberias de aguas de Mucuchies indica que estos sistemas acuaticos no
tienen tratamientos efectivos para la potabilizacion del agua de consumo de la
poblacién ni son adecuados para su distribucion, asi como representan un riesgo de
contaminacion para el riego de cultivos de hortalizas producidas en esta localidad.

e Los tapetes microbianos podrian representar habitats donde esté presente H. pylori
en asociacion a otros microorganismos autéctonos de estos ecosistemas acuaticos. Sin
embargo, se requieren mayores estudios para identificar a esta bacteria dentro de estas

comunidades complejas de organismos como otro posible reservorio ambiental.
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Recomendaciones

e Debido a los resultados reportados en este estudio se recomienda mejorar los
tratamientos aplicados para la potabilizacion del agua de consumo de la poblacién de
Mucuchies y cercar o restringir el acceso a las nacientes de las quebradas y
alrededores de estos cuerpos de aguas, con el fin de minimizar el riesgo de
contaminacion.

¢ Realizar vigilancia epidemioldgica y seguimiento en las distintas fases del proceso
de potabilizacion del agua y siembra de cultivos de hortalizas hasta su consumo
humano, con la finalidad de detectar las posibles rutas de contaminacion de H. pylori
en la poblacion.

e Realizar estudios posteriores que contemplen un mayor numero y tipos de
muestras de biopeliculas donde se evallen otras posibles fuentes de contaminacion de
H. pylori como grifos, bebederos, duchas, recipientes para almacenar agua y tanques
Ccaseros.

e Informar a las comunidades y autoridades competentes mediante reuniones,
talleres, medios de difusion, divulgacién y/o comunicacion, sobre el riesgo de
infeccion de H. pylori en la poblacion de Mucuchies a través de las fuentes de aguas y
las biopeliculas formadas en sus redes de distribucion.

e Aclarar a la poblacion y autoridades de la localidad que la cloracion no es un
proceso que garantice la eliminacion de la bacteria en los cuerpos de aguas y
biopeliculas, asi como la existencia de tratamientos alternativos para la potabilizacion

del agua como las cloramidas.
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e Fomentar el habito de consumo de agua hervida previamente filtrada u ozonizada,

asi como evitar el consumo de hortalizas crudas.

e Debido a que la poblacion ha estado expuesta a esta bacteria por largo tiempo,
incentivar la realizacion de controles de salud periddicos para descartar la infeccion
por H. pylori en las personas y evitar el riesgo de padecer una enfermedad crénica
que posteriormente pueda convertirse en cancer gastrico, recalcando que la mayoria

de estas infecciones ocurren en edades tempranas de la poblacion.
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