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RESUMEN

Los agentes patdgenos presentes en el agua, destinada para consumo humano,
constituyen un problema mundial de salud publica, con la capacidad de producir
un gran impacto en la poblacién; esta situacion demanda la atencién de las

autoridades, usuarios, cientificos y sociedad en general.

Conscientes de esta situacion, se realizé la presente investigacion con el propdsito
de determinar la presencia del patégeno Helicobacter pylori y los indicadores de
contaminacion, coliformes fecales y coliformes totales, en muestras de’ agua de
consumo humano de la regién occidental de Panama. Se colectaron muestras de
44 acueductos rurales que presentaban procesos deficientes de potabilizacion, los

analisis fueron realizados siguiendo metodologias estandarizadas.

El 86% de las muestras analizadas fueron positivas para H. pylori y coliformes
totales y el 63.6% fueron positivas para coliformes fecales; de manera simultanea
se detectd la presencia de los tres grupos de estudio en 52.2% de los sitios
muestreados. Se concluye que el 86% de los acueductos muestreados no
presentan agua apta para el consumo humano, lo que representa un riesgo para la

salud de las personas que la consumen.

Palabras claves:
Helicobacter pylori, cancer gastrico, coliformes fecales, coliformes totales.
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INTRODUCCION

La mayoria de las infecciones bacterianas del hombre se describieron a
comienzos del siglo XX, por ello, es extraordinario que el descubrimiento de
Helicobacter como bacteria de gran importancia en medicina, se retrasara hasta
los afios ochenta (Torres y Rodriguez, 2008). Estos hallazgos motivaron a
cientificos alrededor del mundo a la busqueda y caracterizacién de bacterias
similares en mucosa gastrica, tanto en seres humanos como animales. Dichos
estudios trajeron como consecuencia la apertura de nuevos campos de
investigacion, lo que llevd a la descripcion de mas de 30 especies de
Helicobacter non-pylori ("NPHS", por sus siglas en inglés) (Rivas et al., 2010). Se
le ha atribuido a H. pylory una pronunciada asociacién de etiologia (85% - 95%)
con las ulceras gastroduodenales, gastroduodenitis erosiva y la gastropatia con
reaccion linfonodular o hiperplasia, siendo menor la asociacién con la gastritis
cronica superficial, no obstante, la mayoria de las personas infectadas no
desarrollan ulcera y algunos son asintomaticos; estos hechos implican que las
caracteristicas del huésped, la variabilidad de la cepa y otros factores
desempefian un papel en la patogénesis gastroduodenal (Lujan et al., 2008).
Helicobacter pylori es considerado el principal agente etioldgico para la mayoria de
los desordenes gastroduodenales y fue declarado en 1994, por la Organizacion
Mundial de la Salud, como agente carcinogénico de tipo | para el ser humano

(Torres y Rodriguez, 2008).
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1.1 ANTECEDENTES

La problematica mundial generada por la falta de agua limpia apta para
consumo humano esta bien documentada; a nivel mundial 1,2 billones de
personas no tienen acceso al agua potable; 2,6 millones no tienen acceso a los
servicios de saneamiento basico y millones mueren cada ario (3900 nifios al dia) a

causa de enfermedades transmitidas por el agua “no segura” (Malato et al., 2009).

El agua potable ha sido definida en las Guias de Calidad de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), como “adecuada para el consumo humano y para
todo uso domeéstico habitual, incluida la higiene personal’ (EPA, 2011). El marco
respecto al cual se puede considerar que una muestra de agua es adecuada o
“segura” es una norma de calidad del agua. Una norma adecuada es, entonces, la
referencia que garantizara que el agua no sea perjudicial para la salud humana

(Solsona, 2002).

La mayor parte de los paises de Latinoamérica, Norteamérica, la Unién
Europea y otras regiones y comunidades, han adoptado en sus normas de calidad
de agua de beber, valores guia de la OMS como indicadores especificos para sus
normas nacionales (Mora, 2005). Internacionalmente los estandares definen a las
bacterias, virus y parasitos como organismos que pueden contaminar el agua
potable por lo que deben ser tratados. Establecen ademas, los limites maximos
admisibles de concentraciones para los indicadores bacterianos, teniendo en
cuenta cuando resulta necesario otros adicionales segun el tipo de monitoreo de

verificacion a ejecutar, operacion y validaciéon (WHO, 2011). En nuestro pais el

15



“Reglamento Técnico DGNTI-COPANIT 23-395-99” Direccidén General de Normas
y Tecnologia Industrial (DGNTI) Comisién Panamefia de Normas Industriales y
Técnicas (COPANIT); establece los valores estandares fisicos, quimicos,
biolégicos y radiolégicos que debe cumplir el agua potable para ser considerada
apta para consumo humano. Particularmente menciona que “los conocimientos
actuales no permitieron establecer valores guias para las caracteristicas
biolégicas. Sin embargo, la presencia de cualquiera de estos organismos
patégenos o potencialmente patdégenos en el agua potable es indicativo de

contaminacién y con el potencial de causar enfermedad.

La utilizacion de los coliformes como indicadores de contaminacién fecal en
el agua, en lugar de los patégenos; es un principio de aceptaciéon universal en la
vigilancia y evaluacion de la seguridad sanitaria de los sistemas de abastecimiento

de agua (Goez y Vasquez, 1999).

La utilizacion de los coliformes como indicadores para evaluar la calidad
sanitaria del agua de consumo humano en Panama es ampliamente aceptada y
utilizada, sin embargo, es poco comun la determinacion de microrganismos
patégenos en el agua, tal es el caso de H. pylory. De acuerdo a una revision literaria
exhaustiva se pudo comprobar que existe evidencia cientifica de trabajos realizados
con H. pylori en nuestro pais (Méndez y Gonzalez 1990, Sasaki et al., 2009), sin
embargo, no se han encontrado publicaciones relacionadas a la presencia de H.
pylori en el agua. Por otro lado, estudios recientes revelan una mayor resistencia

de H. pylori con respecto a Escherichia coli, al cloro y al ozono, por lo que, este
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microorganismo podria ser capaz de tolerar procesos convencionales de
desinfeccion en sistemas de purificacion y distribucion de agua (Baker et al., 2002

citado en Montero, 2009).

1.2 JUSTIFICACION

El peligro mas comun y difundido, asociado al agua de consumo humano es el de
su contaminacion microbiana con aguas servidas y excretas del hombre y de los
animales (Eastom, 1998). Si dicha contaminacion es reciente y se hallan
microorganismos patégenos, es posible que dichos microorganismos se
encuentren vivos y con capacidad de producir enfermedad (Vergara y Méndez,
1991). Para controlar estos peligros se aplican criterios (guias y estandares) para
normar la calidad de las aguas; éstos establecen requisitos que deben satisfacer
las aguas para que puedan ser destinadas al consumo sin que medie un riesgo a
la salud. El cumplimiento de los requisitos de calidad sanitaria debe reducir en
forma significativa los riesgos de contraer enfermedades a través de consumo de
agua contaminada. En nuestro pais el Ministerio de Salud a través del
cumplimiento de los requisitos descritos en el Reglamento Técnico (DGNTI-
COPANIT 23-395-99), de agua potable busca proteger y promover la salud y
bienestar de la poblacién. En dicho documento se proporciona al Ministerio de
Salud los instrumentos de gestion para conducir la politica y la vigilancia de la
calidad del agua para consumo humano. Sin embargo, esta instituciéon no cuenta
con la capacidad técnica ni el recurso humano para llevar un control de la calidad
sanitaria del agua a los mas de 5 mil acueductos rurales que hay en el pais.

Aunado a ello, el Reglamento Técnico (DGNTI-COPANIT 23-395-99), con 17 afios
17



de vigencia se ha quedado obsoleto ya que no establece valores guias para
(Protozoarios (patégenos), Helmintos (patégenos) y Enterovirus) por lo tanto son
parametros no exigidos ni monitoreados en los escasos controles realizados por el

MINSA.

En funcién de los escasos monitoreos a las aguas destinadas a consumo humano
producida por los acueductos rurales surge la necesidad realizar investigaciones
con la debida rigurosidad cientifica que brinde informacion fiable acerca de la
calidad de agua que estan consumiendo miles de persona. Sobre todo,
considerando que desde el punto de vista epidemiolégico el agua es un importante
vehiculo para la propagacion de enfermedades, muchas de ellas con la capacidad
de causar graves afecciones al ser humano e incluso la muerte. Conscientes de
esta situacion, proponemos esta investigacidon que busca ademas de brindar
informacion reciente sobre la calidad sanitaria de los acueductos rurales de
occidente de Panama. Dicha investigacion considera ademas de los clasicos
indicadores de contaminacion “las bacterias coliformes” la presencia de H. pylori
una bacteria que se estima esta presente en la mitad de la poblacién mundial, y es
considerado en la actualidad uno de los patégenos humanos de mayor

importancia (Cellini et al., 2004; Carbone et al., 2005).

Por otro lado, este trabajo puede ser servir como un primer intento que permita
determinar la incidencia que H. pylori puede tener en el agua de consumo humano
de comunidades rurales del occidente de Panama y que sirva como base para
posteriormente llevar a cabo estudios de relacion entre enfermedades

gastrointestinales y el consumo de agua en condiciones potable.
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1.3

1.4

1.41

1.4.2

Esta

Los

Interrogantes
¢ Existe la presencia de coliformes fecales y/o coliformes totales en el agua
de los acueductos rurales del occidente de Panama?
¢ Hay presencia de Helicobacter pylori en el agua de los acueductos rurales
del occidente de Panama?
¢(El agua de los acueductos rurales del occidente de Panama es

bacteriolégicamente apta para consumo humano?

Delimitacion del objeto de la investigacion
Delimitacion del contenido
Campo: Microbiologia y Bacteriologia
Area: Identificacion de coliformes fecales, coliformes totales y Helicobacter

pylori

Aspecto: Contaminacién del agua

Delimitacion espacial
investigacion abarco acueductos rurales de la region occidental de Panama.

andlisis fueron realizados en el Laboratorio de Aguas y Servicios

Fisicoquimicas (LASEF) y el Centro de Investigaciones en Biotecnologia del

Instituto Tecnolégico de Costa Rica.

143

Delimitacion temporal

Esta investigacion se llevd a cabo durante un afio comprendido entre agosto del

2014

y agosto del 2015.

19



1.5 OBJETIVOS
1.5.1 Objetivo general
e Evaluar la calidad sanitaria del agua de consumo humano en
acueductos rurales de regién occidental de Panama (provincia de

Chiriqui y Comarca Ngabe-Buglé).

1.5.2 Objetivos especificos:
e Determinar la presencia de H. pylori en muestras de agua de consumo

humano en acueductos rurales de la region occidental de Panama.

e Determinar la presencia de coliformes totales en el agua de consumo

humano en acueductos rurales de la region occidental de Panama.

e Determinar la presencia de coliformes fecales “termotolerantes” en el
agua de consumo humano en acueductos rurales de la regiéon occidental

de Panama.
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2.0 Descripcion general de Helicobacter pylori
2.1 Taxonomia

Helicobacter pylori (H. pylori) habia sido incluida en el género
Campylobacter, sin embargo, posteriores estudios demostraron que
Campylobacter pylori, como fue denominada en un principio, presentaba
caracteristicas morfoldgicas y estructurales bioquimicas mas parecidas al nuevo
género Helicobacter (Pajares y Gisbert, 2006). En 1989, se exponen los hechos
que avalaron el cambio de nombre de Campylobacter a Helicobacter pylori

(Goodwin et al., 1989).

. Reino: Bacteria

. Filo: Proteobacteria

. Clase: Epsilonproteobacteria
. Orden: Campylobacterales

. Familia: Helicobacteriaceae
. Género: Helicobacter

. Especie: H. pylori

Dentro del género Helicobacter existen 35 especies capaces de colonizar
animales, entre las cuales se pueden mencionar: H. mustelas en hurones, H. felis
en gatos y H. nemestrinae a partir de un mono (Macaca nemestrina), entre otros
(Hermandez, 1990). Estas especies, de manera similar a H. pylori, son capaces de
promover el desarrollo de enfermedades como linfoma, dispepsia y cancer
gastrico en su hospedero. No obstante, H. pylori es la Unica especie con evidencia

de infectar seres humanos (Boyanova et al., 2011).
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2.2 Caracteristicas morfologicas

H. pylori es una bacteria espiral, microaerofilica, gramnegativa, que se
observa con terminales redondeados en biopsias gastricas (Dunn et al., 1997).
Cuando es cultivada en medio solido, tiene forma de varilla y las formas espirales
son infrecuentes o ausentes. Después de cultivo prolongado en medio sélido o
liquido, las formas cocoides son las que predominan (Kusters et al., 1997). Por
microscopia electronica las formas cocoides aparecen como bacilos con forma de
"U", con los extremos de los brazos unidos por una estructura membranosa y no
logran producir divisiéon celular (Dunn et al, 1997). Las mismas son
metabdlicamente activas, no se pueden cultivar in vitro (Andersen y Espersen,
1992). Se ha comprobado que las formas cocoides no cultivables en medios

artificiales son capaces de colonizar la mucosa gastrica (Macenlle, 2007).

Presenta un tamaro de 2.5 a 5.0 micras de largo y de 0.5 a 1.0 micras de
ancho; hay de cuatro a seis flagelos monopolares, fundamentales para su
movilidad, y que estan recubiertos por una vaina de estructura lipidica. Cada
flagelo es de aproximadamente 30 micras de longitud y aproximadamente de 2.5

micras de grosor (Dunn et al., 1997).

2.3 Estructura del genoma

Un cambio en el paradigma de la bacteriologia llegd en 1995, con el
lanzamiento de la primera secuencia completa del genoma de una bacteria de vida
libre, Haemophilus influenzae. En los ultimos 5 afios, ha habido una explosion de
secuencias gendémicas microbianas de datos generados a partir de una amplia

gama de organismos, con casi el 30 de los genomas microbianos completados y
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mas de 100 proyectos genémicos microbianos en curso (Mobley et al., 2001). H.
pylori se convirti6 en la primera especie de bacteria que tienen su genoma
secuenciado y se comparan a partir de dos aislados independientes (Alm et al.,

1999).

En 1997, Tomb et al., dieron a conocer la secuencia completa del genoma
de Helicobacter pylorni. La secuencia se obtuvo por métodos de secuenciacion
aleatoria, que previamente se habian utilizado en la obtenciéon del genoma de
Haemophilus influenzae, Mycoplasma genitalium y Methanococcus jannaschii
(Saunders, et al.,, 1998). La cepa Helicobacter pylori 26695, aislada originalmente
de un paciente de Reino Unido con gastritis, se escogié por su capacidad de
colonizar cerdos y provocar en ellos una respuesta inmunitaria e inflamatoria. Se
trata de una cepa toxigénica (vacA +), que presenta un genoma circular de
1.667.867 pares de bases y 1590 genes, con un tamafio medio de 945 pares de
bases cada uno, similar al observado en otras células procariotas. Mas del 70 %
de sus proteinas presentan un punto isoeléctrico mayor de 7.0, comparado con el
40 % de H. influenzae y E. coli. Los aminoacidos basicos -arginina y lisina- estan
presentes con una frecuencia doble en H. pylori respecto H. influenzae y E. coli, lo
que quizas refleja su adaptacion al medio gastrico acido. De acuerdo con un nicho
ecologico tan restrictivo, H. pylori presenta una gran capacidad de biosintesis y
reparacion, en un intento por adaptarse al medio. La supervivencia en condiciones
tan acidas depende, en parte, de su habilidad para generar un potencial positivo

intracitoplasmatico en condiciones de bajo pH (Tomb et al., 1997).
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2.3.1 Genes constitutivos

Los genes constitutivos estan involucrados en el mantenimiento basico de
las células y, por lo tanto, se espera que mantengan constantes los niveles de
expresion y las condiciones de las mismas (Eisenberg y Levanon, 2013). Dentro
de los genes constitutivos de H. pylori se pueden citar: atpA, cysS, recA, ppa, gir, y
glmM, los cuales codifican para proteinas con funciones metabdlicas necesarias
para el desarrollo de la célula bacteriana; asimismo, el analisis de la secuencia
genética de éstos seis genes permite determinar diferencias importantes entre los

genotipos de H. pylori (Ogura et al., 2007).

2.4 Habitat

El habitat ideal de H. pylori es el antro gastrico y, se considera que esta
bacteria no es estrictamente un patégeno, sino un agente anfibidtico que puede
vivir en mutua relacién con algunos huéspedes, mientras que en otros es capaz de
desarrollar enfermedad bajo ciertas condiciones, como con los productos de los
genes vacA, cagA, babA y sabA (Herreros et al., 2011). En los seres humanos con
una funcién gastrica normal, el organismo se limita principalmente a la superficie
del antro, donde un numero de caracteristicas especializadas permiten que se
multiplique rapidamente, mientras que causan el minimo dafo a su anfitrién. Estos
incluyen una motilidad caracteristica que le permite nadar rapidamente a través
del moco viscoso, y la capacidad para la fabricacién de grandes cantidades de la
enzima ureasa (Lee, 1994). La ureasa es producida en cantidades muy altas por
H. pylon, la cual es esencial para su supervivencia, puesto que bacterias mutantes

ureasa-deficientes no logran colonizar el estébmago. La actividad de la ureasa
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permite el desdoblamiento rapido y permanente de la urea en el jugo gastrico,
moco y mucosa, a substratos principales en la produccidn de amonio;
aparentemente, estos procesos proveen a la bacteria de la habilidad de exportar
iones de hidrégeno desde dentro del citoplasma, regulando asi el pH vy, también
crea un microambiente alcalino que lo protege de la acidez del estbmago (Rivera
et al., 2004). También, se ha detectado H. pylori en placa dental, saliva y heces;
sin embargo, hay controversias sobre si la cavidad bucal es 0 no un reservorio

permanente o si por el contrario es una fuente de reinfeccion (Premoli et al., 2004).

2.5 Cultivo de Helicobacter pylori

Las muestras se pueden obtener a partir de mucosas gastricas y muestras
extragastricas tomadas de placa dental, recto, vejiga y eséfago; el tiempo que
tarda en formar colonias se obtiene entre 4 a 7 dias en condiciones de: (5-10) %
02; (5-10) % CO2; (80-90) % N2, humedad de 95% y temperatura de (35 a 37) °C.
Usualmente, se cultiva en medios complejos con sangre, suero y antibiéticos

(Blanchard y Nedrud, 2012).

2.6 Patogenicidad en humanos

La infeccion por H. pylori desarrolla una respuesta inmunolégica, la cual
lleva a inflamacion y erosion de la mucosa gastrica, lo que puede conducir a la
formacion de ulcera, gastritis cronica, y eventual cancer gastrico. De este modo,
se presenta la correspondiente sintomatologia segun el estadio de la enfermedad:
dolor, nauseas, dispepsia, pérdida de peso (Alba et al., 2006). Aun asi, se conoce

que la mayoria de las personas infectadas no desarrollan ninguna de estas
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enfermedades, porque la patogénesis inducida por este microorganismo depende
de diferentes factores que incluyen caracteristicas del hospedero, el ambiente en
el que se desarrolla y la virulencia de la cepa infectante (Gonzalez y Rodriguez,
2011). Las bacterias poseen caracteristicas que les permiten invadir el ambiente
del hospedero, expresar receptores superficiales especializados para su adhesion,
permanecer en estos sitios a través de procesos de colonizacion, evadir al sistema
inmune y finalmente causar dario tisular con el fin de lograr acceso a fuentes de
nutrientes necesarios para su crecimiento y reproduccion. Por lo que, el factor de
virulencia es un componente microbiano que favorece el crecimiento o

sobrevivencia durante la infecciéon (Cardenas et al., 2014).

2.6.1 Factores de patogenicidad

H. pylori coloniza y persiste en un nicho unico que es el lumen gastrico. Los
determinantes patogénicos de H. pylori se dividen en dos grupos: factores de
virulencia que contribuyen a efectos patogénicos de la bacteria y factores de
mantenimiento que permiten a la bacteria colonizar y permanecer en el hospedero
(Dunn et al., 1997). Existen diferentes cepas bacterianas de H. pylori, cada una de
ellas posee factores de virulencia que le confieren una mayor o menor
patogenicidad (Ramirez y Sanchez, 2009). Los factores de virulencia se clasifican
segun sus efectos patogénicos en el hospedero: inflamacién gastrica, rotura de la
barrera de la mucosa gastrica y alteracion de la fisiologia gastrica. Muchos de los
factores de H. pylori funcionan como factores de virulencia y mantenimiento in vivo

(Dunn et al., 1997).
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2.6.1.1 Motilidad y Adhesion bacteriana

H. pylori es una bacteria de mucha movilidad y muy activa, lo cual es
resultado de su forma espiral y de los flagelos unipolares que le confiere una gran
movilidad, éstos le permiten llegar a la mucosa y, no ser eliminado por los
mecanismos defensivos del huésped. La bacteria se une al epitelio gastrico,
gracias a la presencia de adhesinas como la hialuronidasa, que le permite
interactuar con receptores epiteliales como los TLR (Toll Like Receptors) y el
glucocaliz ubicado cerca de la zénula ocludens del epitelio gastrico; de esta forma
no solo asegura su unién, sino que evita ser desplazado a zonas del tracto
digestivo en donde no puede colonizar. Todo este proceso de colonizacién puede
tardar hasta una semana (Herreros et al., 2011).

Actualmente, se ha sugerido que el flagelo es determinante como sensor de
cambios de pH entre la luz gastrica y la capa de moco (Rivera et al., 2004). Los
flagelos polares envainados con una estructura terminal en forma de bulbo,
constituyen un importante factor de virulencia (Gené, 2002). Posee mas de 30
genes codificantes de adhesinas, los genes caracterizados y mas estudiados
incluyen a babA, asociado con proteinas de unién al antigeno Lewis B del epitelio
gastrico; sabA para la unién a Lewis X, y otros como oipA, hpaA, dupA, NAP y
alpA/alpB, para los cuales se desconoce el receptor especifico de la proteina que
codifican. Estas adhesinas se han relacionado con la presencia de patologias
gastricas, ya que contribuyen a la inflamacién y el dafio epitelial (Barragan et al.,

2015).
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2.6.1.2 Liberacion de enzimas

2.6.1.21 Ureasa: La ureasa catéliza la hidrdlisis de urea en amonio y didxido
de carbono y, la “nube” de iones amonio que se forma alrededor de la bacteria,
eleva el pH en el microambiente que la rodea. La enzima esta conformada por seis
subunidades de UreA y seis de UreB. La sintesis de la ureasa es regulada por
siete genes contiguos (genes A-H, exceptuando la letra C), que incluyen los que
codifican para UreA y UreB, y los que codifican para proteinas accesorias
responsables de la insercion del niquel en el sitio activo de la apoenzima. La
actividad ureasica contribuye ademas, a la toxicidad celular producida por el
amonio, adicionalmente, la ureasa actia como factor quimotéactico, activando a los
macrofagos a producir citosinas proinflamatorias. Por otro lado, se han establecido
nexos entre la accion de la toxina VacA y la ureasa, puesto que la actividad de la
citotoxina VacA se incrementa en presencia de elevadas concentraciones de

cloruro de amonio (Torres y Rodriguez, 2008).

2.6.1.2.2 Fosfolipasas: La acciéon de las fosfolipasas altera la estructura e
integridad de la mucosa gastrica, originando un cambio en su tensién superficial,
hidrofobicidad, y permeabilidad. La fosfolipasa A2 convierte la lecitina a lisolecitina

(compuesto toxico), produciendo injuria celular directa (Ramirez y Sanchez, 2009).

28.1.23 Catalasa: Favorece la sobrevivencia de la bacteria en el tejido
inflamado, la protege de las acciones fagociticas de los neutréfilos, de los
metabolitos reactivos de oxigeno (MRO) y la de otros mediadores quimicos de la

inflamacién (Pifiol y Paniagua, 1999).
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2.6.1.3 Toxinas

2.6.1.31 Gen vacA: El gen vacA, genera una proteina que induce la
formacion de vacuolas en el epitelio del hospedero. Esta proteina presenta
variantes en la region de sefalizacion del péptido (s1, s2), asi como en la region
media (m1, m2) y dependiendo de la combinaciéon de ellos se van a producir

efectos toxicos en mayor o menor medida (Suarez et al., 2011).

2.6.1.3.2 Gen CagA: El gen cagA forma parte de una isla de patogenicidad
(cag-PAl) de unos 40 kDa, la cual contiene 31 genes, cuyos productos intervienen
en la estimulacion de quimocinas y en la activacion de las kinasas MAP (familia de
proteinas capaces de fosforilar a su sustrato e implicadas en numerosas rutas de
sefnalizacion celular), y la consiguiente induccion de factores proinflamatorios

(Olivares y Gisbert, 2006).

2.6.1.3.3 Gen babA (antigen binding adhesin): Las cepas de H. pylori,
pueden tener dos grupos del alelos del gen bab, uno denominado babA y el otro
babB. Solo la proteina de membrana sintetizada por el gen babA, tiene la
capacidad de unirse al antigeno de Lewis B, permitiendo la colonizaciéon de la
mucosa gastrica indemne, al facilitar la union de la bacteria con el epitelio del
hospedero. Ademas, se ha relacionado babA, con la presencia de los genes vacA

y cagA (Suédrez et al., 2011).

26.1.34 Gen sabA (sialic acid binding adhesin): sabA es una lipoproteina
de 651aa codificada por el gen sabA. La expresion de SabA esta regulada por las
condiciones del hospedero, ya que se expresa bajo condiciones ambientales
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especiales cuando aumenta el acido, disminuye su sintesis, y cuando el acido se

reduce, incrementa la expresiéon de SabA (Barragan et al., 2015).

2.6.2 Isla de Patogenicidad cag (cagPAl)

La evolucién bacteriana no es un proceso continuo, por lo tanto, puede
producirse por transferencia horizontal; es decir, adquiriendo segmentos de DNA
de origen desconocido que se integran al cromosoma bacteriano, mediante
recombinacion homoéloga. Esta nueva porcion de DNA integrado se conoce con el
nombre de isla, cuyo DNA puede codificar para varias proteinas involucradas en
sistemas de almacenamiento de hierro, enzimas metabdlicas, sistemas de
secrecion, proteinas de superficie celular, factores de adherencia, toxinas, etc.
(Mobley et al., 2001). Las islas de patogenicidad comprenden grandes regiones
gendémicas (10-200 kilobases (kb) de tamarfio) que estan presentes en los
genomas de las cepas patdgenas, pero ausentes de los genomas de los miembros

no patdégenos de la misma o de especies relacionadas (Hacker y Kaper, 2000).

Las denominadas islas de patogenicidad (PAls, por sus siglas en inglés) se
caracterizan por lo siguiente: tienen un contenido de guanina-citocina (G-C)
diferente al resto del genoma, tienen un coddén constante que se adapta al
cromosoma bacteriano, estan rodeadas de repeticiones directas (DR), se asocian
a genes de RNA de transferencia (tRNA), tienen genes que codifican para factores
moviles como integrasas, trasposasas y elementos de secuencias de insercion
(IS) (Arévalo et al., 2009). Estas estan reguladas por genes que codifican para

factores reguladores localizados dentro de la misma isla, que también, estan
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involucrados en la regulacion de genes fuera de PAI; sin embargo, PAI también
puede estar regulada por genes localizados fuera de ella y que a la vez regulan

genes constitutivos (Hacker y Kaper, 2000).

La isla de patogenicidad de H. pylori inicialmente se denominé cag (gen
asociado a citotoxina), ya que se pensaba que estaba asociada con la expresion
de VacA (vacuolotoxina); sin embargo, posteriormente se observé que los dos
factores VacA y PAIl son independientes (Tummuru et al., 1993). La cag PAI se
considera las principal area genémica variable de H. pylori (Ménard et al., 2008).
Esta constituida por un marco abierto de lectura (ORF) de 40 kb rodeada por 31pb
de repeticiones directas, las cuales contienen sitios de recombinacion que
corresponden con los ultimos nucleétidos del gen gir (glutamato racemasa), es
decir, que cagPAl se encuentra entre el gen gir y un ORF cuya funcién adn no se
ha descrito, conocido como ORF5. Tanto a la izquierda como hacia el extremo
derecho tiene secuencias de insercion, llamadas elementos IS 605, las cuales
varian en numero dependiendo de la cepa. En razén a esto, cepas con muchos
elementos de insercién se las ha designado cepas tipo Il y se caracterizan por ser
menos virulentas que las cepas tipo | que contienen a PAI (Mohaboob et al.,

2005).

2.7 Efectos fisiolégicos en el organismo humano

Se supone, entre los efectos benéficos de la infeccidn por H pylori, la
produccion de amonio a partir de urea, la cual actia como un tampén que
aumenta el pH del estbmago, en especial, sobre la union gastroesofagica. Es

decir, el aumento de pH en el estomago produce una respuesta de
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retroalimentacion negativa en la produccion de acido clorhidrico; por lo tanto, este
cambio de pH podria prevenir dafio a la mucosa del eséfago y con ello evitar la
aparicion de lesiones como la condicién conocida como “El esofago de Barret” o el

desarrollo de un adenocarcinoma gastrico (Herreros et al., 2011).

2.8 Prevalencia de H. pylori .

Los aportes mas importantes en la epidemiologia de esta infeccién han sido
los estudios realizados sobre analisis de secuencia genética, que sugieren que los
seres humanos habrian estado infectados por el H. pylori desde la época en la que
el hombre migré de Africa, hace alrededor de 58 000 afios (Linz et al., 2007). La
prevalencia global de la infeccién por H. pylori, esta fuertemente correlacionada
con las condiciones socioecondémicas. La prevalencia entre los adultos de
mediana edad es superior al 80 por ciento en muchos paises en desarrollo, en
comparacion con un 20 a 50 por ciento en los paises industrializados (Suerbaum y

Michetti, 2002).

Las importantes variaciones de la prevalencia entre los distintos paises e
incluso dentro de distintas zonas geograficas de un mismo pais vienen
determinadas por dos factores intimamente relacionados: la edad de la poblacion
estudiada y su grado de desarrollo higiénico-sanitario (De Argila y Boixeda, 2004).
En el mundo es muy elevada y se divide en dos grupos. El grupo | esta constituido
por los paises en donde la mayoria de los nifios se infectan durante la infancia y
en los que la infeccion crénica producida por el microorganismo persiste durante la
edad adulta; el grupo Il esta integrado por aquellas zonas en que solo una minoria

de los niflos que viven hoy dia estan infectados, pero donde la prevalencia de la
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infeccidn aumenta en relacion con la edad durante la etapa adulta (Pounder y Ng,

1995).

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

Japdén 50 % (Gutiérrez et al., 2006).

En Latinoamérica, el H. pylori es uno de los problemas mas frecuentes de
salud publica. Una investigacion realizada por (Gutiérrez et al., 2006) concluy6 en
que los posibles factores determinantes de la infeccién por H. pylori en adultos de
(21-65) afos de edad en seis paises de América Latina (Chile, Colombia, Costa
Rica, Honduras, México, Nicaragua) mostrando que se incrementa las
probabilidades de infeccion por H. pylori con la presencia de ciertas condiciones
de vida durante la infancia tales como: haber vivido en un hogar con un piso de
tierra, la falta de agua potable y el hacinamiento. La prevalencia de H. pylori en
adultos fue alta y difirieron significativamente entre los seis paises
latinoamericanos estudiados (p \ 0,001), lo cual confirmé la fuerte relaciéon entre

malas condiciones socioeconémicas y la infeccion por H. pylori.

2.8.1 H. pylori en Panama
En la actualidad en Panama existe evidencia cientifica de trabajos

realizados con H. pylori (Méndez y Gonzalez 1990, Sasaki et al., 2009), sin
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embargo, no se han encontrado publicaciones relacionadas a la presencia de H.
pylori en el agua. Por otro lado, estudios recientes revelan una mayor resistencia
de H. pylori con respecto a Escherichia coli, al cloro y al ozono, por lo que, este
microorganismo podria ser capaz de tolerar procesos convencionales de
desinfeccion en sistemas de purificacion y distribucién de agua (Baker et al., 2002

citado en Montero, 2009).

2.9 Transmisién de H. pylori

Aun después de su primer aislamiento en 1982, la comunidad cientifica
sigue luchando por comprender la forma en que H. pylori se transmite dentro de la
poblacion humana. Existen evidencias que sugieren la transmision persona a
persona, por ingesta de alimentos y agua contaminada (Palomino y Tomé, 2012).
Se considera que la transmisién directa persona a persona es la via de
transmision mas probable de la infeccion. La transmision persona a persona
puede ocurrir por via fecal-oral, oral-oral o géastrica-oral (De Argila y Boixeda,
2004). La lactancia materna y la transmision iatrogénica también se incluyen como
formas alternativas para la difusion del patégeno. Ademas, hay al menos tres
posibles vectores que han sido sugeridos para sostener la bacteria en forma
viable: agua, alimentos y animales. La mayoria de los autores estan de acuerdo en
que la importancia relativa de estas rutas en la transmisién de la bacteria es
probable que varie entre los paises en desarrollo y desarrollados (Azevedo et al.,

2007).
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2.9.1 Transmision fecal-oral

Los argumentos para esta ruta de transmision estan basados en estudios
que muestran que H. pylori puede ser cultivada a partir de heces humanas. Esta
bacteria ha sido aislada de las heces de nifios infectados, sin embargo, el
aislamiento a partir de heces de adultos ha sido raro (Dunn et al., 1997). Esta via
explica mas facilmente la marcada diferencia en la prevalencia de H. pylori en
paises en desarrollo, comparada con paises desarrollados cuyo patréon guarda un
cierto paralelismo con las tasas de enfermedades diarreicas en esos mismos
paises. La dificultad de aislarlo a partir de heces, se relaciona con su alta
susceptibilidad in vitro a los antimicrobianos empleados en medios de cultivo

selectivos (Rivas y Hernandez, 2000).

2.9.2 Transmision oral-oral

La cavidad oral se ha considerado como un reservorio apropiado para la
subsistencia de H. pylori y la transmision oral-oral, por lo tanto, se ha sugerido que
pueda producirse con besos u otro tipo de contacto con saliva infectada, con el
uso de palillos chinos o, como ocurre en algunos grupos étnicos, de madres a

bebés, ya que ellas pre-mastican sus alimentos (Azevedo et al., 2007).

2.9.3 Transmision gastro-oral

Esta posibilidad se apoya en la ocurrencia de algunos brotes asociados con
manejo y desinfeccion inadecuada de gastroscopios. Los endoscopistas suelen
estar expuestos a las gotitas microscopicas de los jugos gastricos, durante la

manipulacion del endoscopio. Tal posibilidad llevaria también a relacionarle con el
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vomito (H. pylori se ha encontrado en tasas elevadas), o que en cierta medida
podria explicar las altas tasas de infeccidén en nifios, entre los cuales los vomitos y
el reflujo gastro-esofagico son comunes y mas frecuentes que en los adultos
(Palomino y Tomeé, 2012). Esta via de transmisidn tendria lugar,

fundamentalmente en la infancia (De Argila y Boixeda 2004).

2.9.4 Transmision por lactancia materna

La deteccion de H. pylori por PCR en la leche materna tiene también
planteado la posibilidad de la lactancia materna como una via de transmision, a
pesar de que estudios anteriores indicaron que los lactantes nacidos de mujeres
H. pylon positivos, no son mas propensos a adquirir la infeccidn. La contaminacién
de la leche podria ser posible si la bacteria sobrevivié en los pezones o los dedos.
Sin embargo, la mayoria de los estudios epidemioldgicos parecen no encontrar
ninguna correlacion entre la lactancia materna y la adquisicion de H. pylori

(Blecker et al., 1994).

2.9.5 Transmision iatrogénica

Debido a la deteccién de H. pylori en heces, secreciones orales y jugos
gastricos, la endoscopia puede ser una ruta de transmision para algunos
individuos. Esta forma constituye la transmisién iatrogénica, en la que los tubos o
los endoscopios que han estado en contacto con la mucosa gastrica de un
individuo son utilizados para otro paciente. La infecciéon con H. pylon puede ocurrir
tanto en pacientes como en miembros del personal. En los primeros por el

inadvertido uso de equipos descontaminados inadecuadamente y en los segundos
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por el contacto con secreciones infectadas de los pacientes (Palomino y Tomé,

2012).

2.9.6 El rol del agua en la transmision de H. pylori

Se ha determinado que H. pylori esta presente en diversas fuentes de
aguas: lagos, rios, agua potable superficial y subterranea, aguas municipales y
residuales y ambientes marinos costeros, encontrandose también como
microorganismo libre en el agua de mar y asociado a organismos plancténicos
(Fernandez et al., 2008). Sin embargo, cuando se suspenden en agua, H. pylori
tiene un muy bajo poder de cultivo en comparacién con otros patégenos en el
agua. De hecho, varios estudios informan un poder de cultivo de menos de 10
horas para H. pyloni a temperaturas superiores a 20 ‘C en comparacién con mas
de 40 dias para Escherichia coli y Salmonella typhimurium a la misma temperatura
(Azevedo et al., 2007). La causa de esto puede ser que se expone a condiciones
de estrés ambiental, tales como el aumento de la tensién de oxigeno, la
incubacion prolongada o la exposicidn a antibiéticos, H. pylori entra en un estado
viable pero no cultivable, en el cual la bacteria modifica su morfologia de una
forma bacilar a una cocoide como manifestacién de adaptacion celular a estas
condiciones adversas (Sarem y Corti, 2015). Actualmente, se presenta evidencia
sobre la mayor resistencia de H. pylori con respecto a Escherichia coli, al cloro y al
ozono, por lo que, este microorganismo es capaz de tolerar desinfeccién en
sistemas de distribucién de agua (Montero et al., 2011).

H. pylori también tiene capacidad de formar biopeliculas en el medio

ambiente y en el epitelio de la mucosa gastrica humana, asi como en superficies

38



abidticas in vitro (Yonezawa et al., 2015). La formacién de biopeliculas es critica,
no solo para la supervivencia del microorganismo en ambientes no favorables,
sino también para la infeccidn exitosa de numerosas bacterias patogenas (Arteaga
et al, 2013). En el medio ambiente, H. pylori podria estar presente en el agua
potable en forma de biopeliculas, por lo cual podria estar en el sistema de
distribucion de agua en los paises desarrollados y en desarrollo (Yonezawa et al.,
2015). Cuando se habla de la presencia de H. pylori en agua, se define como un
microorganismo que tiene la capacidad de entrar en estado viable, pero no
cultivable. Técnicas como PCR vy la prueba de fluorescencia de hibridacion in situ
(FISH), se han empleado con éxito para identificar con satisfaccién la presencia de

H. pylori en agua. (Bayona y Gutiérrez, 2013).

2.10 Clinica de la infeccion causada por H. pylori

El H. pylori ha sido ampliamente relacionado con afecciones
gastrointestinales crénicas, como Ulceras duodenales, gastricas, cancer gastrico,
linfoma géstrico en adultos (Dunn et al., 1997). El cuadro clinico puede extenderse
una semana después de la cual la sintomatologia desaparece permanentemente.
Esta enfermedad infecciosa, como muchas otras, puede ser asintomatica hasta en
el 50 % de los adultos. Una vez que la bacteria coloniza el aparato gastrointestinal
humano puede producir en pocas semanas o meses una gastritis superficial
cronica, la cual al paso de varios afios o incluso décadas, puede degenerar en

ulcera péptica o adenocarcinoma gastrico (Hernandez, 2001).
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2.10.1 Cancer gastrico

La asociacién entre la infeccidn por H. pyloni y el desarrollo de cancer
gastrico esta muy bien establecida. La Agencia Internacional para la Investigacion
del Cancer ha categorizado a H. pylori, como un carcinégeno del grupo |
(Rodriguez, 2014). El cancer gastrico temprano practicamente es asintomatico. En
el cancer gastrico avanzado, predominan la pérdida de peso y el dolor abdominal,
también existen la disfagia, saciedad temprana, vomitos persistentes y anemia por
los eventuales sangrados (Alba et al., 2006).

La prevalencia de determinados factores de patogenicidad, como la
citotoxina asociada al gen cagA (CagA) y la toxina vacuolizante asociada al gen
vacA (VacA), relacionados con la aparicion de Ulcera y cancer gastrico en adultos,
es significativamente menor en los nifios y aumenta proporcionalmente con la
edad (Alarcon et al., 2000). H. pylon parece ser un factor mas en la cadena causal
del cancer gastrico e incluso ha sido considerado, basandose en estudios
epidemioldgicos, como un carcindégeno definitivo. Sin embargo, la aparicion del
cancer gastrico no se debe Unica y exclusivamente a la infeccion por H. pylori, sino
también a factores ambientales como el consumo de antioxidantes y de sal, entre

otros, asi como probablemente a factores genéticos del hospedero (Correa, 1992).

2.10.2 Vacuna

H. pylori es una bacteria que presenta una gran variabilidad genética y
fenotipica. En efecto, se ha descrito una gran variabilidad en los aislamientos de
H. pylori y se ha pretendido establecer una relacién entre ciertas variantes

genéticas de H. pylori y las formas mas graves de patologia gastrica (Garcia
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2002). Hasta la fecha, los cientificos han identificado varios factores de virulencia
de H. pylori que confieren proteccién contra la infeccion por H. pylori o ayuda en la
erradicacion de la ya establecida infeccion en los modelos murinos. Por estas
razones, diferentes factores de virulencia de H. pylori se utilizan para el desarrollo

de una vacuna humana eficaz contra este infecciéon (Hernandez, 2001).

Los constituyentes de una vacuna deben ser componentes bacterianos que
intervengan directamente en el proceso de patogénesis y cuya funciéon pueda ser
bloqueada por una respuesta inmune inducible, que sean producidos por todas las
cepas de H. pylori, o por lo menos por aquellas que estén asociadas a las
patologias gastricas méas graves, como Ulcera péptica y cancer gastrico, y que
sean antigénicamente conservados. Algunos de los componentes bacterianos que
han sido ensayados como antigenos en esquemas de inmunizacion en modelos
animales son la enzima ureasa y sus subunidades (UreA y UreB), la proteina
CagA, la toxina vacuolizante VacA y las proteinas de choque térmico HspA y

HspB, entre otros (Garcia, 2002).

2.11 Diagnéstico de la infeccion por H. pylori

Pueden ser clasificados en no invasivos e invasivos.

2.11.1 Métodos no invasivos:
2.11.11 Test de la urea en aliento: Detecta la actividad de la enzima ureasa
del H. pylori. La ureasa hidroliza a la Urea generando compuestos de CO2 y

amonio. El CO2 difunde a través de la mucosa gastrica a la circulacion general,
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pasa a la circulacion venosa capilar y difunde a través del plexo capilar hacia los
alveolos, para ser finalmente expulsado en el aliento espirado. Usando moléculas
de carbono marcadas (13C, 14C) este CO2 puede ser detectado en muestras de
aire espiradas por el paciente. Por su cualidad radioactiva, se recomienda evitar el
uso de 14C en nifios y gestantes. La sensibilidad y especificidad de esta prueba
se encuentra alrededor de 88% a 95% y 95% a 100% respectivamente (Ramirez y

Sanchez, 2009).

21112 Serologia: Mediante la técnica de ELISA se detectan IgG o IgA
dirigidas contra varios antigenos especificos para H. pylori. La sensibilidad y
especificidad superan 90%, la erradicacién del H. pylori se asocia a una lenta,
pero progresiva caida en las concentraciones, de modo que la mayoria de las
pruebas seran negativas seis meses o0 un afno después de una erradicacion
efectiva. La reinfeccion se asocia a una nueva elevacion de las concentraciones

(Carrillo et al., 2013).

21113 Deteccion del antigeno en heces: Detecta la presencia de
antigenos de H. pylori en las heces de los pacientes infectados mediante la
técnica de inmuno ensayo enzimético. Se realiza en el laboratorio con anticuerpos
policlonales. La sensibilidad y especificidad de esta prueba se encuentra alrededor
de 94% y entre 86% a 92% respectivamente. La sensibilidad disminuye a 69% si
la muestra de heces permanece a temperatura ambiente por 2 a 3 dias (Ramirez y

Sanchez, 2009).
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21114 Reaccion en cadena de la polimerasa: Por su sensibilidad y
especificidad podria transformarse en el método estandar futuro, aunque la
ubicuidad de H. pylori puede generar problemas por falsos positivos. La posibilidad
de estudiar diversos tipos de muestras, incluyendo tejido fijado en parafina, le abre
importantes perspectivas en estudios retrospectivos y prospectivos (Alba et al.,

20086).

2.11.2 Métodos invasivos

2124 Prueba de ureasa en biopsia astral: Constituye el método mas
rapido y practico para detectar H. pylori en pacientes sometidos a endoscopia. La
ureasa producida por H. pylori convierte la urea a amonio y CO2, lo que modifica
el pH del medio y provoca el cambio de color que define la reaccion como positiva.
Su sensibilidad y especificidad son comparables a las de los métodos anteriores.
Un problema adicional lo constituye la posibilidad de falsos positivos debido a

pinzas de biopsia o endoscopios contaminados (Alba et al., 2006).

2.11.2.2 Histopatologia: Constituye el estandar de oro para definir la
presencia o ausencia de H. pylori por medio de la tincion Giemsa. Debe tomarse la
muestra en mucosa antral sana, evitando la region prepilérica y de utilidad en el

diagnéstico inicial (Carrillo et al., 2013).

2.11.23 Cultivo: Es el método diagnostico mas especifico, sin embargo,
carece de buena sensibilidad. Para la realizacion de esta prueba se utilizan

diferentes medios como Skirrow, agar Mueller—Hinton, agar infusién cerebro-
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corazon o agar Wilkins Chalgren. Este método ofrece la posibilidad de realizar una
prueba de sensibilidad antibiética; sin embargo, es costoso, de larga duracion (el
tiempo promedio de incubacion es de 10 dias) y de dificil realizacion (Ramirez y

Sanchez, 2009).

2.11.3 Deteccién de H. pylori en el agua. Reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR).

Mediante la técnica de PCR es posible detectar el acido desoxirribonucleico (ADN)
de H. pylori en concentraciones minimas, para lo cual se utilizan diferentes
iniciadores de secuencias (cebadores) para amplificar varios genes como: el gen
ureA que codifica para la subunidad A de la enzima ureasa. El gen gimM que
codifica para una fosfoglucosamina mutasa y secuencias altamente conservadas
del gen que codifica para el acido ribonucleico de la subunidad 16S del ribosoma
(ARNr 16S). De todos los genes, el gen gimM ha sido el mas empleado para el
diagndstico de H. pylori, y se reportan muy buenos valores de sensibilidad y
especificidad con su uso (Premoli et al., 2004).

La técnica de PCR (PCR, polymerase chain reaction por sus siglas en inglés) fue
desarrollada en la década de 1980 por Kary Mullis, quien recibié el Premio Nobel
en 1994. Desde su descripcion, esta tecnologia ha causado una verdadera
revolucion en la investigacion biologica (Valones et al., 2009). Es una técnica
biotecnologica que tiene como finalidad el amplificar o reproducir in vitro un
numero de copias de una region especifica de ADN, con el propdsito de reproducir

cantidad suficiente de un fragmento para su evaluacién (Premoli et al., 2004).
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2.11.3.1 PCR tiempo real

Esta tecnica esta basada en la reaccion en cadena de polimerasa (PCR) y se usa
para amplificar y al mismo tiempo cuantificar moléculas de ADN o ADN
complementario (ADNc) especificas y asi acceder a datos fiables y precisos sobre
la expresion genética de las células en estudio (Heid et al., 1996). El término
‘reaccion en cadena” se refiere a los varios ciclos de copiado de un fragmento
especifico de ADN a partir de un acido nucleico diana, en este caso, del genoma
del agente infeccioso. La regién amplificada se caracteriza por dos (o0 mas)
oligonucledtidos cortos y dos cebadores que son complementarios con las
regiones de ADN que flanquean la secuencia diana. Utilizando una ADN-
polimerasa termoestable, que no resulte desnaturalizada durante el ciclo de
calentamiento, es posible copiar la secuencia de ADN entre los dos cebadores.
Repitiendo de 20 a 40 veces el régimen de ciclos de calentamiento, se obtendra
una cantidad de ADN diana copiado que sera suficiente para operaciones
ulteriores, tales como la deteccién, el clonado y la secuenciacion. La sensibilidad
de diagndstico de la PCR es muy alta, ya que se producen varios millones de
copias de la diana seleccionada. También, puede ser muy alta la especificidad de
la reaccion, debida a las secuencias nucleotidicas especificas formadas por los
oligonucledtidos (cebadores). Los cebadores estan disefiados para detectar
secuencias nucleotidicas especificas en los genomas de los agentes infecciosos

diana seleccionados Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE, 2006).

45



2.11.3.2 Equipos para realizar la PCR en tiempo real

Los equipos para llevar a cabo la PCR en tiempo real incluyen un termociclador y
una unidad capaz de detectar sefales fluorescentes (fluorémetro) para monitorear
el progreso de la reacciéon de amplificacion, asi como un Hardware y un Software
para la captura y el analisis de los datos, respectivamente. El termociclador del
equipo debe ser capaz de mantener una temperatura uniforme para todas las
muestras y ser lo suficientemente rapido en la transicion de temperaturas de una
etapa a otra (desnaturalizacion del ADN molde, alineamiento de los
oligonucleodtidos y sintesis). El sistema fluorométrico consiste en una fuente de
energia para excitar a los fluoréforos (a una determinada longitud de onda de
excitacion) y un sistema de deteccién, que permita monitorear la sefal emitida (a
una longitud de onda de emision). La fuente de energia que proporciona la luz de
excitacion para los fluoréforos puede provenir de una lampara (tungsteno), una
resistencia (diodo emisor de luz) o un laser. Las diferentes longitudes de onda de
emision se detectan con dispositivos que incluyen filtros, multiplicadores y

fotodetectores (Serrato et al., 2014).

2.12 Resistencia antibiética del H. Pylori

Los principales factores que influyen en la efectividad de un esquema de
erradicacion son, la resistencia antibidtica local y la adherencia al tratamiento
(Rodriguez, 2011). Existe una resistencia farmacolégica aplicable concretamente a
cepas de H. pylori, en la cual muestran susceptibilidad a un antibiético in vitro y,

sin embargo, son resistentes in vivo; la causa principal de esta resistencia es la
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dificultad del antibidtico de llegar al foco de la infeccion a concentraciones
suficientes para alcanzar un efecto antibacteriano (Pajares et al., 2007).

A continuacién se sefala el mecanismo de resistencia para algunos
antibidticos:

Amoxicilina: La causa fundamental de resistencia a la amoxicilina es una
mutacion en el gen 1A-pbp (Pajares et al., 2007).

Claritromicina: Los macrdlidos apuntan al lazo peptidil-transferasa del
dominio V del ARN ribosomal 23S (rrn) y, conducen a una detencion de la
elongacién del péptido. La resistencia ocurre en H. pylori por mutaciones que se
dan especialmente en las posiciones 2142 (A2142G, A2142C) y 2143 (A2143G),
lo cual lleva, probablemente, a una modificacion de la conformaciéon del sitio
blanco y una disminucién en la fijacion. Estas mutaciones conducen a una
resistencia cruzada entre todos los macrolidos. Pese al hecho de que el H. pylori
contiene dos operones rARN, raramente se encuentra una heterocigosidad
(Mégraud y Corti, 2009).

Tetraciclinas: La principal causa de resistencia a la tetraciclina es la
sustitucion unica, doble o triple de pares de nucleétidos en el lugar de union y
adherencia de la tetraciclina a la molécula ribosomal rRNA 16S bacteriana

(Pajares et al., 2007).

2.13 Coliformes fecales y totales.
El grupo de microorganismos coliformes es adecuado como indicador de
contaminacion bacteriana, debido a que éstos son contaminantes comunes del

tracto gastrointestinal, tanto del hombre como de los animales de sangre caliente;
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estan presentes en el tracto gastrointestinal en grandes cantidades, permanecen
por mas tiempo en el agua que las bacterias patégenas y se comportan de igual
manera que los patdogenos en los sistemas de desinfeccién. (Arcos et al., 2005).

Los coliformes totales se definen como bacterias gram negativas en forma
bacilar que fermentan la lactosa a temperatura de (35 a 37) °C y producen acido y
gas (COz2) en 24 h, aerobias o anaerobias facultativas, son oxidasa negativa, no
forman esporas y presentan actividad enzimatica R-galactosidasa. Entre ellas se
encuentran Escherichia coli, Citrobacter, Enterobacter y Klebsiella (Larrea et al.,
2013). Los coliformes fecales son de origen intestinal. Esta constituido por
bacterias Gram-negativas capaces de fermentar la lactosa con producciéon de gas
a las 48 h de incubacion a (445 + 0.1) °C (Camacho et al., 2009). Se les
denominan termotolerantes por su capacidad de soportar temperaturas mas
elevadas (Arcos et al., 2005). Ademas, se pueden encontrar de forma menos
frecuente otras especies como: Citrobacter freundii y Klebsiella pneumoniae, pero
su origen normalmente es ambiental (fuentes de agua, vegetacion y suelos) y sélo
ocasionalmente forman parte de la microbiota intestinal (Larrea et al., 2013).

Segun las Guias de la Calidad del Agua de Consumo elaboradas por la
OMS (Organizacién Mundial de la Salud) en el afio 2004 y los actuales parametros
establecidos a nivel nacional, se considera que estos indicadores microbiolégicos,
anteriormente mencionados, no deben encontrarse en el agua de consumo
humano.

La Direccion General de Normas y Tecnologia Industrial (DGNTI) Comisién

Panamefia de Normas Industriales y Técnicas (COPANIT) 1999. Establece en el

“Reglamento Técnico DGNTI-COPANIT 23-395-99", los requisitos que debe
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cumplir el agua potable para consumo humano. Se aplica al agua potable de los
sistemas de abastecimiento publicos y privados a través de redes de distribucion y

agua no distribuida por tuberias (Cuadro 2.1).

Cuadro N° 2.1. Caracteristicas biologicas reguladas para el agua potable

CARACTERISTICAS UNIDAD VMP(1)

1. Biolégicas

A. Agua distribuida por tuberia

A.1. Agua tratada que entra al sistema de distribucion

Bacterias coliformes fecales | N° de colonias / 100 mL 0

Bacterias coliformes totales | N° de colonias / 100 mL 0

A.2. Agua no sometida a tratamiento que entra en el sistema de

distribuciéon
Bacterias coliformes fecales | N° de colonias / 100 mL 0
Bacterias coliformes totales | N° de colonias / 100 mL 3

A.3. Agua en el sistema de distribucion

Bacterias coliformes fecales | N° de colonias / 100 mL 0

Bacterias coliformes totales | N° de colonias / 100 mL 3

B. Agua no distribuida por tuberias

Bacterias coliformes fecales | N° de colonias / 100 mL 0

Bacterias coliformes totales | N° de colonias / 100 mL 10

VMP. Valor maximo permitido
Fuente: (Reglamento Técnico DGNTI-COPANIT 23-395-99).
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CAPITULO Il

Materiales y Métodos
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3.1Tipo de Estudio y tamaiio de la muestra

Se realiz6 un muestreo puntual en temporada seca a 44 acueductos rurales
del Occidente de Panam4, los acueductos fueron elegidos con base en criterios
tales como: accesibilidad, sitios distantes del centro de captacién, tratamiento
deficiente del agua y puntos cercanos a sitios de captacion. Se colectaron un total
de 44 muestras cubriendo 12 distritos incluidos en seis regiones de la provincia de

Chiriqui y dos de la Comarca Ngébe — Buglé (Cuadro 3.1).

Cuadro N° 3.1. Sitios de Muestreo

Regién Distrito Acueducto - Poblado

Cerro Viejo
Tolé El Llano. Cerro Viejo
Cerro Caballo

El Maria
Oriente Remedios Escodu
El Puerto de Remedios.
San Félix Santa Cruz
Las Vueltas
San Lorenzo Sabalo
San Juan

Palma Real
Dolega Rovira Arriba
Dos Rios

i Toma de Aguas de los Ladrillos
Tierras Altas Palo Alto

Boquete Jaramillo Arriba
Llave de Aguas de la Alcaldia Boquete

Nuevo Bambito
Bugaba Nueva Suiza
Guadalupe

Guaca
San Pablo Nuevo
Llano Grande Arriba
Central Sur San Pablo Viejo
Rincén de Gualaca

Gualaca Higuerén
Mata Rica

David
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Regién Distrito Acueducto - Poblado

Macano
Bocalatun
Boquerén Santa Rita

Pedregalito
Santo Tomas
Alanje Guasimo

Orilla de Rio
Matas Gordas

Central Norte

Bella Vista
Occidente Baru Puerto Balsa

Limones Arriba

Ngéabe-Bugle (Besiko) Cerro Viejo

Soloy
Quebrada de Guabo
Comarca Ngéabe- Bugle (Nole OMA. Corregimiento de Susama
Diiima Boca del Monte
Boca del Monte

3.2 Colecta de muestras

Las muestras se colectaron siguiendo el protocolo para la toma de muestras
de agua para analisis microbioldgico, segun lo establece el Reglamento Técnico
DGNTI-COPANIT 23-395-99, el cual consiste en que la muestra debe tomarse en
un envase de plastico o vidrio estéril, la cantidad de muestra requerida para el
analisis es de minimo 300 mL. Se recolectaron 500 mL de muestras de aguas sin
clorar en bolsas estériles, Nasco Whirl-Pack®. Luego se procedié a rotular los
envases con el nombre del lugar, la hora y fecha de la colecta, también se realizé
la medicion de los parametros de campo: pH con un multiparametro portatil Marca
HACH modelo Sension 156 y cloro residual con un comparador de color marca
HACH, los datos fueron registrados en una cadena de custodia, que es un formato
que se utiliza para anotar los datos de campo de las muestras, como: la hora y
fecha de la toma de colecta, el punto de muestreo, la localidad, distrito, regién y la

persona responsable de la colecta. Las muestras fueron transportadas a una
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temperatura de (4 + 2) °C, al Laboratorio de Aguas de la Universidad Auténoma de
Chiriqui, area de Microbiologia y, por ultimo, al Laboratorio de Parasitologia de la
Facultad de Ciencias Naturales y Exactas (UNACHI).

Al llegar al Laboratorio de Aguas, se entregé la cadena de custodia para que la
muestra se ingresara a la base de datos para andlisis y, le consignaran cédigos de

identificacion.

3.3 Procesamiento de las muestras
3.3.1 Andlisis de coliformes fecales y totales.

Las muestras fueron procesadas no mas de 20 horas después de su colecta.
Los analisis de coliformes fecales y totales se realizaron siguiendo la técnica de
filtracion de membrana, establecida en el Standard Methods for Examination of

Water and WasteWater. 2012. (9222 B y 9222 D).
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Colocar la membrana de filtracién de 0.45
pum sobre el porta filtros poroso estéril.

y

Filtrar en condiciones de asepsia (10, 50
y 100) mL de la muestra de agua.

¥

Retirar la membrana del porta filtros y
colocarla en los medios M-FC/ M-Endo -
Agar

]
Incubar a 44,5°C £ 0,2 °C (CF) / 35,5 °C
+0,5°C(CT)durante24h+2h

C. Fecales. Contar las colonias con
tonalidades de azul y reportar como
tipicas. Contar colonias con tonalidades
diferentes de azul reportar como

C. Totales. Contar las colonias con brillo
metalico y reportar como tipicas. Contar
las colonias rojas y rosadas reportar

Lectura de resultados

i como atipicas
atipicas
Tomar al menos seis colonias tipicas
_ | v seis atipicas e inocular en tubos de B
" | ensayo con Caldo Lauril. Incubar a |
35,5°C+0,2 °Cdurante 24 h + 2h
A C. Fecales. Transferira caldo EC e
. + o
titn de Lot o incubar a (44,5 £ 0,2) °C por 48 horas
Descartar.

C. Totales. Transferir a CBVB e
incubar a (35,5 £ 0,5) °C por 48
horas

Campana de

Considerar como no coliformes
durham

Descartar.
Considerar como no coliformes ‘ No

Formacion de Gas en la
Campana de Durhan

Si Considerar como coliformes y
reportar como UFC/100mL

Figura N° 3.1. Técnica para la deteccion de coliformes en el agua.
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3.3.2 Analisis para determinar la presencia de H. pylori

3.3.2.1 Extraccion de ADN para la determinacion molecular de H. pylori.

Las muestras fueron procesadas no mas de 20 horas después de hacer sido
colectadas.

La extraccion del ADN se realizé utilizando el Kit Comercial para el
aislamiento de ADN Rapid Water® Isolation Kit de la casa comercial MO-BIO
Laboratories (Carlsbad, CA, USA). La extraccion de ADN se realizé segun las
instrucciones recomendadas por la casa fabricante. Resumidamente, el kit de ADN
Rapid Water® considera la filtracion de 250 mL agua a través de filtro membrana.
Después de la filtracion de la muestra, se coloca la membrana a un tubo de 5 mL
que contiene una mezcla de micro esferas, para luego realizar una lisis rapida
utilizando un tampén de lisis, que favorece el aislamiento de microorganismos a
partir del filtro membrana. Inmediatamente después de la lisis, se captura el ADN
gendmico total en una columna de separacion. EI ADN de alta calidad se lava y se
eluye de la membrana de columna por centrifugaciéon para su uso en los pasos

posteriores de los analisis gPCR.

3.3.2.1.1 Filtracion

Los 250 mL de agua se filtraron utilizando el sistema de filtracion por
membrana de embudo mudltiple “Mamifolds”, de tres posiciones de la casa
comercial (PALL). Para la retencion de las bacterias se utilizé un filtro de

membrana de nitrocelulosa, con un diametro de poro de 0,45 pm.
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3.3.2.1.2 Lisis

Luego, con pinzas estériles, se removié la membrana y se coloco dentro del
tubo de 5 mL que contenia esferas utilizadas para la remocién mecanica de los
microorganismos del filtro. Posteriormente, se calenté durante 10 minutos la
solucién de lavado RW-1, transcurrido este tiempo, se le agregé al tubo de 5 mL
con la membrana, 1 mL de la solucion RW-1. El método indica que seguidamente
se deben de colocar los tubos de 5 mL con las muestras en un adaptador
horizontal para agitar.

El sobrenadante se transfirié a un tubo estéril de colecta de 2 mL, (se
recuperaron cerca de 650 pL). Se procedié a descartar el tubo con las esferas y la
membrana. Posteriormente, se centrifugd el tubo de 2 mL a 13 000 rpm durante 1
minuto y el sobrenadante se transfiri6 a un tubo eppendorf de 2 mL estéril con

cuidado de no remover el precipitado. Se descarto el tubo con el precipitado.

3.3.2.1.3 Captura del ADN

Se agregaron 650 uL de la solucibn RW-2 y se mezcldé cuidadosamente.
Luego, se afadio a la columna de separacion 650 uL de la mezcla obtenida y se
centrifugaron los tubos a 13 000 g durante un minuto. Este paso se repitié una vez

mas.

3.3.2.1.4 Lavado
La columna se colocé en un nuevo tubo de colecta y se le agregaron 650 L
de la solucién de lavado RW-3 y, se centrifugaron los tubos a 13 000 g durante un

minuto. Se descartd el eluido y como una variante al protocolo, se centrifugé una
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vez mas la columna, sin ninguna solucion de enjuague, esto para eliminar
remanentes de la solucion de lavado RW-3.

Posteriormente, tras descartar el eluato del remanente de la soluciéon de
lavado RW-3, se agregaron 650 pL de la solucién de lavado RW-4 y se
centrifugaron los tubos a 13 000 g durante un minuto. Se descarté el eluido y se
centrifugd la columna una vez mas a 13 000 g durante dos minutos, para remover

posibles residuos de las soluciones anteriores.

3.3.2.1.5 Elucion

Luego, la columna se colocd en un tubo eppendorf estéril y se agregaron 100
WL de la solucién de lavado RW-5 en el centro de la columna, como una variante al
protocolo se dejé la columna en reposo a temperatura ambiente durante cinco
minutos para hidratar el ADN adherido a la columna. Transcurridos los cinco
minutos, se centrifugaron los tubos a 13 000 rpm por un minuto. Finalmente, se

descartd la columna y almacend el ADN a una temperatura de -20 °C.

La cantidad y calidad del ADN extraido se evalué utilizando un NanoDrop Lite de

la casa comercial (Thermo Scientific, Wilmington, USA).
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Figura N° 3.2. Técnica para la extraccion de ADN de H. pylori.
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3.3.2.1.6 Analisis molecular PCR Real Time.

Las muestras fueron trasladadas guardando su cadena de frio al Laboratorio
de Biologia Molecular, del Centro de Investigaciones en Biotecnologia “CIB” del
Instituto Tecnolégico de Costa Rica (ITECR), donde fueron analizadas para
determinar la presencia de H. pylori por la técnica de reaccion de la polimerasa en
cadenas (PCR, por sus siglas en inglés) en tiempo real utilizando el equipo

Ligthcicler 480, de acuerdo a la metodologia estandarizada (Cordero, 2015).

3.3.2.1.7 Preparacién de Master Mix

Se prepard una master mix con:

5 uL de LightCycler® 480 Probes Master (2X) (Roche Diagnostics GmbH)

L]

1 uM de primer gimMFw

1 uM de primer gimMRv

e 1 uM de sonda de hidrélisis gimMPb

1,5 pL de agua para PCR LightCycler® 480 Probes (Roche Diagnostics

GmbH).

Se agregaron 7,5 uL de la master mix por pozo y a cada uno se le agregaron
2,5 pL de la muestra correspondiente para un volumen final de 10 uL (Cuadro 3.2).
Se utilizé como control positivo el estandar 1 uL de ADN de H. pylori ATCC 51932

y se corrio un control negativo con ADN de P. aeruginosa ATCC 27856,
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Las curvas de amplificacion obtenidas se analizaron por el método de
cuantificacion por segunda derivada maxima y utilizando la curva estandar

perteneciente a 52 °C.

Cuadro N° 3.2. Volumen total y componentes de las reacciones

LightCycler® 480 Probes Master (2X) -
(Roche Diagnostics GmbH) 5 uL —
Primer gimMFw 1uM
Primer gimMRv 1 uM 7.5 L
Sonda de hidrélisis gimMPb 1uM
Agua para PCR LightCycler® 480 Probes
(Roche Diagnostics GmbH) 1,5 uL
Muestra a analizar L9 ik
Total | 10 pL
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CAPITULO IV

Resultados y Discusion
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4.1Coliformes

De acuerdo a los resultados microbiolégicos de coliformes fecales y totales
en las muestras colectados en la region de Oriente, representado por los distritos
de Remedios, Tolé, San Félix y San Lorenzo, se puede observar que todos los
sitios de muestreo reportan la presencia de coliformes totales con rangos que
oscilan desde 6 UFC/100 mL, acueducto de la comunidad de Cerro Caballo, hasta
800 UFC/100 mL acueducto de la comunidad del El Puerto de Remedios (Figura
3). Por otro lado, para esta misma region el 80% de los sitios muestreados reporta
la presencia de coliformes fecales, en un rango que oscila de 6 UFC/100 mL hasta

385 UFC/100 mL (Cuadro 4.1).

Cuadro N° 4.1, Datos de coliformes totales y fecales en muestras de acueductos

de la region oriental de la provincia de Chiriqui.

Distrito Acueducto - Poblado CF | CT | Cumplimiento
Comunidad de Cerro Viejo 95 | 260 No Cumple
Comunidad del Llano 385 | 730 | NoCumple
Tole Comunidad de Cerro Caballo <1| 6 No Cumple
Comunidad de El Maria 12 | 600 | No Cumple
Comunidad de Escodu. 6 | 520 No Cumple
Remedios Comunidad de EI puerto de 450 | 800 No Cumple

Remedios

San Félix Comunidad de Santa Cruz 320 | 450 No Cumple
Comunidad de Las Vueltas 42 | 140 No Cumple
San Comunidad de Sabalo <1]| 26 No Cumple
Lo Comunidad de San Juan 260 | 850 | No Cumple

La totalidad de los acueductos de la regién de Oriente, no cumplen con los
estandares de calidad microbioldgicos establecidos en el reglamento técnico de

agua potable DGNTI COPANIT 23-395-99 (Cuadro 2.1), agua distribuida por
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tuberia en el sistema de distribucion, donde el limite maximo para coliformes
fecales es O colonias por 100mL y para coliformes totales es de 3 colonias por

cada 100 mL.

El 31 de enero de 1994 el Ministerio de Salud de Panama (MINSA), en
resolucion No. 027, establecid que el agua de consumo (ACH) debe estar libre de
las presencia de bacterias de origen fecal (Cero “0" coliformes fecales).
Posteriormente, el 12 de noviembre de 1999 el Ministerio de Comercio e Industrias
mediante resuelto No 596 ratificéd el reglamento técnico para agua potable, en la
cual se establece que el agua para consumo humano debe estar libre de bacterias
coliformes fecales. Ambos documentos establecen que, en nuestro pais el agua
para considerarse apta para el consumo humano debe estar exentas de bacterias
de origen fecal. Cualquier sociedad civilizada debe considerar el suministro de
agua potable como una prioridad. Esto es asi, porque el agua potable es una
necesidad bésica para el desarrollo humano, salud y bienestar (Agatemor, 2007).
Un suministro adecuado de agua potable es, universalmente reconocido como una
necesidad humana basica. Sin embargo, millones de personas en el mundo en
desarrollo no tienen facil acceso a un suministro de agua adecuado y seguro

(Ngindu et al., 2007).
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Figura N° 4.1. Coliformes fecales y totales UFC/100mL, region de Oriente.

En el 20% de las estaciones de muestreo de la region de Tierras Altas, no se
reporta la presencia de coliformes fecales ni coliformes totales (Comunidad de Dos
Rios, Dolega y comunidad de Jaramillo Arriba, Boquete), estos acueductos
cumplen con los estandares de calidad microbiolégicos establecidos en el
Reglamento Técnico de agua potable DGNTI COPANIT 23-395-99 (Figura 4.2),
mientras que en un 80% de los sitios presenta agua no aptas para el consumo
humano, ya que, no cumple con los estandares de calidad microbiolégicos del

Reglamento Técnico DGNTI COPANIT 23-395-99. Es importante sefialar que un
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40% de los acueductos no se reporta la presencia de coliformes fecales, pero si

de coliformes totales ver (Cuadro 4.2).

Cuadro N° 4.2. Datos de coliformes totales y fecales en muestras de acueductos

de la region de Tierras Altas, provincia de Chiriqui.

Distrito Acueducto - Poblado CF | CT | Cumplimiento
Palma Real <1 90 No cumple
Rovira Arriba <1 6 No cumple
Dolega Dos Rios <1 <1 e
Ladrillos, acueducto de 50 | 130 No cumple
Boquete
Boquete Palo Alto <1 | 660 No cumple
Jaramillo Arriba <1 <1 Cumple
Alcaldia de Boquete <1 | 80 No cumple
Bugaba Nuevo Bambito 34 | 132 No cumple
Nueva Suiza. 70 | 120 No cumple
Guadalupe 20 | 130 No cumple
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Figura N° 4.2. Coliformes fecales y totales UFC/100mL. Region de Tierras Altas

La region central sur esta representada por los distritos de David y Gualaca
con 7 sitios de muestreo, para este grupo de muestras solamente el sitio
designado como San Pablo Viejo, no reporta valores de coliformes fecales ni
totales, siendo el unico sitio que cumple con los estandares microbiolégicos para
el agua destinada a consumo humano de acuerdo a los establecido por
(Reglamento Técnico DGNTI-COPNAIT 23-395-99) (Cuadro 4.3); el resto de las

estaciones de muestreo reportan al menos 2 UFC/100 mL (Figura 4.3).
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Figura N° 4.3. Coliformes fecales y totales UFC/100mL. Region Central Sur.

Cuadro N° 4.3. Datos de coliformes totales y fecales en muestras de acueductos

de la region Central Sur de la provincia de Chiriqui.

Distrito Acueducto - Poblado CF CT Cumplimiento |
Guaca 36 52 No cumple
San Pablo Nuevo 2 66 No cumple
David Llano Grande Arriba 104 | 360 No cumple

San Pablo Viejo <1 <1 Cumple

Rincén Largo 22 96 No cumple
Gualaca Higuerén 560 | 12000 No cumple
Mata Rica 440 INC No cumple

La region Central Norte representada por los distritos de Boqueron y Alanje
cuenta con ocho puntos de muestreo, en tres de ellos no se reporta la presencia
de coliformes totales y en cinco de ellos no se reporta la presencia de coliformes

fecales; mientras que simultaneamente en tres de ellos no se reporta la presencia
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de coliformes fecales ni de coliformes totales (Cuadro N° 4.4), estos acueductos

cumplen con los estandares de calidad microbioldgicos establecidos en el

Reglamento Técnico DGNTI COPANIT 23-395-99 (Figura 4.4).

Cuadro N° 4.4. Datos de coliformes totales y fecales en muestras de acueductos

de la regién Central Norte de la provincia de Chiriqui.

Distrito Acueducto - Poblado CF CT | Cumplimiento
Macano 380 | 1310 No cumple
Bocalatun <1 10 No cumple
Boquerén Santa Rita <1 = No cumple
Pedregalito <1 <1 Cumple
Santo Tomas 230 | 650 No cumple
Alanje Guasimo <1 <1 Cumple
Orilla de Rio 120 | 660 No cumple
Matas Gordas <1 <1 Cumple
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Figura N° 4.4. Coliformes fecales y totales UFC/100mL region Central Norte

La region occidental esta representada por el distrito de Bari con tres
estaciones de muestreo, en las tres estaciones de muestreo se representaron
coliformes totales y, sélo uno de ellos, comunidad de Limones Arriba presenté
coliformes fecales con un valor de 4 UFC/100 mL (Cuadro N° 4.5). Ninguno de los
acueductos muestreados en esta regién cumple con los estandares de calidad
microbiolégicos establecidos en el Reglamento Técnico DGNTI COPANIT 23-395-

99 (Figura N° 4.5).
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Cuadro N° 4.5. Datos de coliformes totales y fecales en muestras de acueductos

de la region de Occidente de la provincia de Chiriqui.

Distrito Acueducto - Poblado CF CT Cumplimiento
Bella Vista <1 8 No cumple
Baru Puerto Balsa, Baru el 107 No cumple
Limones Arriba 4 64 No cumple
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Figura N° 4.5. Coliformes fecales y totales UFC/100mL. Regién Occidental.

En la region Sur de la comarca Ngabe-Buglé se colectaron seis muestras, la
totalidad de ellas, el 100% reportan la presencia de coliformes fecales y coliformes
totales, por lo tanto, ninguno de los acueductos cumple con los estandares de
calidad microbiologicos establecidos en el Reglamento Técnico DGNTI COPANIT
23-395-99 (Figura N° 4.6). Los valores de coliformes fecales oscilan en un rango

de 4 UFC/100 mL a 430 UFC/100 mL, mientras que los coliformes totales reportan
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valores de 70 UFC/100 mL a 1400 UFC/100 mL (Cuadro N° 4.6). El 50% de las
muestras colectadas en esta region fueron de agua almacenada por las personas
en tanques de reserva dentro de sus hogares. Este mecanismo constituye una
estrategia para garantizar la disponibilidad del vital liquido 24 horas, sin embargo,
muchos investigadores han observado que el almacenamiento de agua en el
hogar conduce a un deterioro de la calidad del agua debido a su contaminacion.
Incluso si las familias tienen una fuente de agua limpia para beber, el agua puede
contaminarse en el hogar debido a la falta de higiene y de practicas de

mantenimiento a filtros y desinfeccién de contenedores de agua.

Cuadro N° 4.6. Datos de Coliformes totales y fecales en muestras de acueductos
de la region de Comarca Ngabe-Bugle de la provincia de Chiriqui.

Distrito Acueducto - Poblado CF CT Cumplimiento
Comarca |  Cerro Viejo. | 64 720 |  Nocumple |
Ngabe-Bugle No cumple
(Besiko) Soloy 32 92
Quebrada de Guabo 8 70 No cumple
Comarca No cumple
Ngabe — OMA. Corregimiento de
400 1130
Bugle (Nole Susama.
Dili
i) Boca del Monte 4 210 No cumple
Boca del Monte |lI. 430 1400 No cumple
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Figura N° 4.6. Coliformes fecales y totales UFC/100mL. Comarca Ngébe-Bugle.

Con respecto a las condiciones sanitarias de los pozos que abastecen estos
acueductos estos en su mayoria fueron deficientes al encontrarse, por ejemplo,
estructuras sin tapa o tapas inadecuadas (tablas de madera, carton, metal
oxidado) que en muchos casos no llegan a cubrir la totalidad del orificio,
permitiendo de esta manera el ingreso de polvo por las corrientes de aire, asi
como también heces de animales (gallinas, palomas). También, se observd que
los pozos sin cubierta presentaban gran cantidad de algas, insectos, particulas en
suspension y plantas como helechos creciendo en sus laderas. Esta situacion
puede desmejorar la calidad del agua y ser riesgosa para los pobladores que

consumen esta agua, ya que son susceptibles a enfermedades que pueden
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afectar directamente su calidad de vida, de igual manera muchos de ellos pueden

ser portadores asintomaticos de microorganismos patégenos.

En estas zonas rurales los pobladores obtienen el agua para el consumo
humano principalmente de pozos y fuentes superficiales y, hacen uso de ellas sin
recibir el tratamiento de potabilizacién mas basico (cloracién), como pudo ser
verificado en las inspecciones de campo realizadas en conjunto con personal del
Ministerio de Salud, donde se comprob6é que mas del 75% de los puntos

muestreados no presentan cloro residual libre.

Un estudio realizado en Europa sobre la presencia de E. coli en tuberias de
conduccion de agua para consumo humano, concluy6é que se requeria de mayor
vigilancia a la red de distribuciéon del agua potable, con la finalidad de disefiar las
estrategias adecuadas para mejorar la calidad y suministro de agua, y era
necesaria una evaluacion continua de la calidad del agua, para asi, determinar la
probable fuente de contaminacién, analizar los entornos comunitarios y tomar

medidas de saneamiento para el liquido vital (Juhna et al., 2007).

La contaminacién de los pozos, la supervivencia de microorganismos
indicadores patégenos depende de varios factores como: la actividad agricola, la
temperatura ambiental, la cercania a basurales y letrinas, el recubrimiento de su
infraestructura, la presencia de vectores, la crianza de animales, las aguas

residuales cercanas y las malas practicas alimentarias (Cutimbo, 2012).

El agua potable, es un servicio basico en cualquier parte del mundo pero,

alguna de las comunidades ubicadas en los alrededores de las ciudades, no son
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atendidas de igual manera que el area central de las mismas. Cada sistema de
gobierno se encarga de distribuir el agua a sus comunidades. Sin embargo, no
existe un monitoreo de la calidad del agua y no se lleva un control microbiolégico
sistematico necesario para asegurar la potabilidad del agua. Por lo que, el objetivo
de la presente revisiéon fue conocer los riesgos microbiolégicos asociados al agua

de consumo humano.

4.2 Helicobacter pylori

En este estudio se encontré que de 44 muestras tomadas de acueductos de
distintos poblados de la provincia de Chiriqui y de la region sur de la Comarca
Ngéabe-Buglé, 86% (37 acueductos) resultaron positivos a la deteccion de H. pylori,
mientras que 14% (siete acueductos) resultaron negativos (Figura 4.7). Esto
confirma la presencia de H. pylori en acueductos rurales de region occidental de
Panama. En una minuciosa revisién literaria se pudo encontrar que existen en
nuestro pais estudios con H. pylori, sin embargo, no se encontraron publicaciones

relacionadas a la presencia de H. pylori en el agua.
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Figura N° 4.7. H. pylori muestras de acueductos de la provincia de Chiriquiy
Comarca Ngabe-Buglé: 2015

El 70% de las muestras de la region oriental dieron resultados positivos para

H. pylori, mientras que el 30% dio resultado negativo (Ver cuadro 4.7). El nimero

de copia de ADN fue muy variable reportando desde valores de 1 copia / 100 mL

para la comunidad de Escodu y El Puerto de Remedios hasta 321 copias/100mL

en la comunidad de San Juan.

Cuadro N° 4.7. Datos positivos y negativos de H. pylori en muestras de

acueductos de la region Oriental de la provincia de Chiriqui.

Distrito Acueducto - Poblado | Resultado | NO,0° CoPias de
Cerro Viejo. Negativo N.D
Tole El Liano Negativo N.D
Cerro Caballo. Positivo 51
El Maria Negativo N.D
Remedios Escodu Positivo 1
El Puerto de Remedios Positivo 1
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San Félix Santa Cruz Positivo 307
Las Vueltas Positivo 87
San Lorenzo p i
Sabalo Positivo 76
San Juan Positivo 321
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Figura N° 4.8. Numero de copias de ADN de H. pylori /100 mL en muestras de

El 80% de las muestras de la region de Tierras Altas dieron resultados
positivos para H. pylori, mientras que el 20% dio resultado negativo (Ver cuadro N°
4.8). El numero de copias de ADN para esta region fue la mas variable del estudio
reportandose desde una 1 copia/100 mL en la comunidad de Palma Real distrito

de Dolega hasta 31 000 copia/100 mL en la comunidad de Rovira del mismo

acueductos de la regidn de Oriente
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distrito (Ver figura N° 4.9). Por otro lado, sobresale el resultado de la comunidad

de Guadalupe con 7500 copia/100 mL.

Cuadro N° 4.8. Datos positivos y negativos de H. pylori en muestras de

acueductos de la region de Tierras Altas de la provincia de Chiriqui.

i No de Copias
Distrito Acueducto - Poblado Resultado de ADN / 100mL
Palma Real Positivo 1
Rovira Arriba Positivo 31 000
Dolega
Dos Rios Positivo 4
Toma de Aguas de los Posiiivo 25
Ladrillos
Boquete Palo Alto Boquete Negativo N.D
Jaramillo Arriba Positivo 2
Llave de Aguas de la o
Adiabita Positivo 12
Nuevo Bambito ‘ Positivo 4
Bugaba _ )
Nueva Suiza Negativo N.D
Guadalupe Positivo 7500
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Figura N° 4.9. NUumero de copias de ADN de H. pylori /100 mL en muestras de
acueductos de la region de Tierras Altas

En la regidon Central Sur el 100% de las muestras colectadas dieron
resultados positivos y los valores de numero de copias se distribuyeron en un
rango de 10 copia/100 mL para la comunidad de Guacéa en el distrito de David
hasta 3100 copias/100 mL para la comunidad de Higuerén en el distrito de

Gualaca (Cuadro N° 4.9).
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Cuadro N° 4.9. Datos positivos de H. pylori en muestras de acueductos de la

region Central Sur de la provincia de Chiriqui.

ey No de Copias de
Distrito Acueducto - Poblado Resqltado ADN/100mL
Guaca Positivo 10
David San Pablo Nuevo Positivo 29
Llano grande arriba Positivo 17
San Pablo viejo Positivo 145
Gualaca Rincén de Gualaca Positivo 476
Higuerdn Positivo 3100
Mata Rica Positivo 2l
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Figura N° 4.10. Numero de copias de ADN de H. pylori /100 mL en muestras de
acueductos de la region Central Norte

En la regién Central Norte una de las ocho muestras colectadas dio positivo
para H. pylon, lo que representa un 12.5% de las muestras, por otro lado, los

valores de copias oscilan de 1 copia/100 mL para la comunidad de Orilla de Rio en
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el distrito de Alanje hasta 194 copia/100 mL para el acueducto de la comunidad de

Matas Gordas en el distrito de Alanje (Cuadro N° 4.11).

Cuadro N° 4.10. Datos positivos y negativos de H. pylori en muestras de
acueductos de la regién Central Norte de la provincia de Chiriqui.

; No de Copias
Distrito Acueducto - Poblado Resultado de ADN/100mL
. Macano Positivo -
Boqueroén Bocalatun Positivo 135
Santa Rita Positivo 10
Pedregalito Negativo N.D
Santo Tomas Positivo 12
. Guasimo Positivo 28
S Orilla de Rio Positivo 1
Matas Gordas Positivo 194
250
194
£ 200 .
o
S 150 135
—— @
;)
S 100
o
(3]
o 50 28
'g 3 10 0 12 ® 1
E 0 e P ¢ ®
S O A B S S
% o N
& & & & =i é{pﬁ
Comunidad

Figura N° 4.11. Numero de copias de ADN de H. pylon en muestras de
acueductos de la region Central Sur
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En la regidén de Occidente, distrito de Baru, fueron tomadas tres muestras y la

totalidad de ellas dieron resultados positivos para H. pylori, los valores de nimeros

de copias de H. pylori fueron relativamente bajos de 1 copia/100 mL a 3 copia/100

mL (Ver Cuadro 4.11).

Cuadro N° 4.11. Datos positivos de H. pylori en muestras de acueductos de la

region Occidental de la provincia de Chiriqui.

Distiito | AcuSEIcHG-PoblaNe. | (e RONfoo
Baru Bella Vista Positivo 1

Puerto Balsa Positivo 3
Limones Arriba Positivo .

|

E

= @

@

-] o

=]

o

=

§ Bella Vista Puerto Balsa Limones Arriba

E

3 Comunidad

Figura N° 4.12. Numero de copias de ADN de H. pylori en muestras de
acueductos de la region de Occidente
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En la region Comarcal Ngabe-Buglé se colectaron seis muestras, la totalidad
de ellas reportaron resultados positivos para H. pylori, en tanto que los valores de
copias de ADN oscilé en un rango de 24 copia/100 mL para la comunidad de
Soloy hasta 1100 copia/100 mL para la comunidad de Boca del Monte (Cuadro N°

4.12).

Cuadro N° 4.12. Datos positivos de H. pylori en muestras de acueductos de la

region sur de la comarca Ngabe-Bugle.

Distrito Acueducto - Poblado Resultado NOA‘:[I:N?;’O’:;SL“
Comarca Cerro Viejo Positivo 188
Ngdbe-Bugle
(Besiko) Soloy Positivo 24
Quebrada de Guabo Positivo 289
Comarca OMA. Corregimiento de Positivo 68
Ngibe- Bugle Susama.
(Note Dima) Boca del Monte. Positivo 250
| Bocadel Monte Positivo 1100
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Figura N° 4.13. Numero de copias de ADN de H. pylori en muestras de

En general, los resultados obtenidos en esta investigacion apoyan la
hipotesis de que el agua contaminada es un importante reservorio de H. pylori y
que puede jugar un papel importante en la adquisicion de la infecciéon. De igual

manera, parece ser que la teoria fecal-oral de transmision y/o reinfeccion es por

acueductos de la regidon Comarca Ngabe-Buglé

mucho la mas factible.
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C. totales H. pylori

C. fecales

Figura N° 4.14. Presencia simultanea de los tres agentes de estudio.

Se ha determinado que H. pylori esta presente en diversas fuentes de aguas,
por ejemplo: lagos, rios, agua potable superficial y subterranea, aguas municipales
y residuales y ambientes marinos costeros, encontrandose también como
microorganismo libre en el agua de mar y asociado a organismos plancténicos.
(Fernandez, 2011). Se ha sugerido, la asociacion al plancton y las formas
cocoides como las estrategias que utiliza la bacteria para sobrevivir en el ambiente
acuatico. Por lo cual, el agua puede actuar como intermediario en la transmision,
donde la bacteria puede permanecer por periodos prolongados antes de ser
ingerida en el agua potable, durante el bafio o a través de alimentos contaminados
(Fernandez, 2008). Ademas, se ha evidenciado que H. pylori puede sobrevivir a la
cloracion del agua potable, mostrando mayor resistencia con respecto a E. coli:
por lo que, este microorganismo es capaz de tolerar los procesos de desinfeccion

en los sistemas de distribucion de agua (Montero, 2009).
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Si bien es cierto, se ha comprobado que la infeccion por H. pylori esta
presente en mas de la mitad de la poblacion mundial, la mayoria de las personas
infectadas desarrollan gastritis asintomaticas mas que patologias severas. Sin
embargo, la gastritis asintomatica coincide con darfios mas notorios que pueden
favorecer el desarrollo de adenocarcinoma (Denis et al, 2009. De acuerdo a datos
publicados en el Boletin del Registro Nacional del Cancer de Panama de 2011 se
muestra tasas ajustadas entre 9 y 10 casos por cada 100 000 habitantes, similar a
las de los cantones (Distritos) con una baja incidencia de cancer gastrico en Costa
Rica.

Cada ano se presentan cerca de 85 000 nuevos casos de cancer de
estomago y 75 000 muertes por cancer de estomago en las Américas (OPS/OMS
2012). El 60% de los nuevos casos y muertes por cancer de estdbmago, en las
Américas, se presentan en hombres. En América Latina y el Caribe, 9% de los
nuevos casos de cancer y 16% de las muertes relacionadas con cancer; son por
cancer de estomago. El cancer de estémago es la segunda causa de incidencia y
la sexta causa de mortalidad por cancer en Panama. Las mayores tasas de
incidencia y mortalidad por cancer de estémago se presentan en Veraguas, Los
Santos y Coclé, mientras que las provincias y comarcas con las menores tasas
son Guna Yala, Ngabe Buglé y Darién. Asi, como el cancer de pulmén, la razén de
incidencia y mortalidad del cancer de estébmago es cercana a uno en todas las
provincias y comarcas, lo que se explica por la alta letalidad de este tipo de
cancer. El grupo de edad con mayor tasa de mortalidad e incidencia es el de 65 y
mas afios, lo que representa el 61% y el 63% del nimero de defunciones y nuevos

casos, respectivamente. Ocurren 1.2 casos por cada defuncion, con una tasa de
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letalidad del 82.7%. Las tendencias de las tasas de incidencia y mortalidad por

cancer de estdmago entre 2000 y 2010, se mantienen estables (MINSA, 2014).

4.3 Analisis estadistico

Diagramas de Cajas y Bigotes. El analisis estadistico de la informacion se llevé
a cabo utilizando el software Microsoft Excel. Se realizé un analisis comparativo,
utilizando diagramas de cajas y bigotes para coliformes fecales, coliformes totales

y H. pylori por las seis regiones consideradas en el estudio.

Coliformes Fecales

600
550
500
450
400
350
300
250
200
150
100

50

Oriente Tierras Altas  Central Sur Central Norte  Occidente Comarca
Ngabe-Bugle
Regiones

1. mMed. =m3Q.

Figura N° 4.15. Dispersion de datos coliformes fecales

Para los coliformes fecales se puede observar que cinco de las seis cajas con
excepcion de la region de Occidente se traslapan, por lo que se puede concluir
que existe similitud en los datos en las regiones de Oriente (figura 4.15), Tierras

Altas, Central Sur, Central Norte y Comarca Ngébe Bugle, sin embargo, la region
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de Occidente es totalmente diferente a los demas. Por otro lado, se puede
observar que los datos de la region central sur son los mas dispersos y los de la
region de Tierras Altas son los mas uniformes, de igual manera las cajas presenta

una considerable asimetria.

Coliformes Totales

9000

o L I

Oriente Tierras Altas Central Sur  Central Norte Occidente Comarca
Ngabe-Bugle

Regiones

1Q. EMed B3Q.

Figura N° 4.16. Dispersién de datos de coliformes totales.

Para los coliformes totales se observa traslapes de las cajas, no obstante, hay
diferencias muy importante en cuanto a la simetria de las cajas y la dispersion de
los datos. Sobre todo para la caja de la regién Central Sur que muestra un bigote

superior muy largo, lo que nos indica la presencia valores extremos de coliformes

totales.
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Figura N° 4.17. Dispersion de datos H. pylori

Los datos de H. pylon debieron ser normalizados para elaborar el grafico de cajas
y bigotes. Se puede observar diferencias significativas en las cajas de la Region
de Occidente con las cajas de la regién Central Sur y la region de la Comarca
Ngabe Buglé, por otro lado, la caja de la regiéon Central no se traslapa con la caja

de la region de la Comarca Ngéabe Buglé. Ver figura 4.17.
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Conclusiones y
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CONCLUSIONES

Un porcentaje alto de los acueductos muestreados no presentan aguas en
condiciones adecuadas para el consumo humano basandonos en los

valores de coliformes fecales y coliformes totales reportados.

Luego de haber analizado las muestras para la deteccion de H. pylori por la
tecnica de gPCR y bajo las condiciones éptimas de reaccién, se pudo
determinar una amplificacion del 86% de las muestras, con concentraciones

que van desde 1 a 3,1x10* copias/100mL.

La presencia de H. pylori en el agua de acueductos puede aumentar el
riesgo de contraer enfermedades gastricas debido a la relacion que
presenta este microorganismo con la aparicion y complicacion de diferentes

patologias gastrointestinales, (incluyendo el cancer gastrico).
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RECOMENDACIONES

Solicitar a las Autoridades del Ministerio de Salud responsables vigilar la
salubridad del agua de los acueductos rurales y tomar acciones para
mejorar la calidad sanitaria del agua de los acueductos que presentaron

contaminacion bacteriana.

Brindar capacitacion al personal encargado de las Junta Administradores de
Acueductos Rurales JAAR, sobre la importancia de clorinar el agua, como
método mas sencillo, econémico y accesible para mejorar la calidad

sanitaria del agua para consumo humano.

Que la Universidad Auténoma de Chiriqui y/o Ministerio de Salud adquiera
los equipos necesarios para implementar la técnica para la deteccidén de H.
pylory en muestras de agua de consumo humano por medio de la técnica

de PCR en tiempo real.
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