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ARTICULO DE REVISION

El agua como ruta de transmisiéon de Helicobacter Pylori.

Ceballos Toro Valeria, Quintero Maria del Mar', Alvarez Aldana Adalucy?
Siller Lépez Fernando®

Resumen

Helicobacter pylori es un bacilo movil
Gram negativo cuya morfologia es espiral.
Se considera catalasa, oxidasa y ureasa
positiva. Es una bacteria de distribucién
mundial cuya prevalencia varia de acuer-
do a las caracteristicas epidemioldgicas
de la poblacion. Las rutas de transmision
descritas son: oral-oral, gastro-oral y fecal-
oral; aunque también se ha descrito su
transmision a través de alimentos, anima-
les y agua. Para la realizacién del siguien-
te articulo de revision se ejecutd una bus-
queda en las bases de datos PubMed y
Science Direct utilizando los términos He-
licobacter pylori, water, detection methods,
VBNC y cocoid form. Obteniendo como re-
sultado que existe una alta prevalencia de
esta bacteria en paises en via de desarro-
llo que cuentan con condiciones deficien-
tes de saneamiento, por lo que el agua se
convierte en uno de los canales por el cual
viaja la bacteria, se mantiene con vida, lle-
ga al estobmago del ser humano y lo colo-
niza. H. pylori sobrevive en agua gracias a
varios mecanismos como es su cambio a
forma cocoide (VBNC), su capacidad para
formar biofilms y de asociarse con amebas
de vida libre. Debido a su presencia en for-
ma viable pero no cultivable es dificil de
detectar en las muestras de agua, por lo
que es necesaria la utilizacion de métodos
moleculares como PCR, FISH y LAMP, sin

embargo, estas técnicas deben mejorarse
para poder detectar la viabilidad de las cé-
lulas para que sean métodos 100% efec-
tivos, lo cual beneficiara la salud publica.

Palabras clave: Helicobacter pylori, agua,
deteccion, riesgo sanitario.

Abstract

Helicobacter pyloriis a Gram negative mo-
bile bacillus. Its morphology is spiral and is
considered catalase, oxidase and urease
positive. It is a bacterium of worldwide dis-
tribution whose prevalence varies accor-
ding to geographical distribution, ethnicity,
race, socioeconomic factors, hygiene and
sanitation. There are several distribution
routes but the best known are oral-oral,
gastro-oral and fecal-oral; it has also been
described that the bacteria can be trans-
mitted through food, animals and water.
For the realization of the following review
article, a search was made in the databa-
ses PubMed, PubMed Central and Science
Direct using the terms Helicobacter pylori,
water, detection methods, VBNC y cocoid
form. Obtaining as a result that there is a
high prevalence of this bacterium in deve-
loping countries that have poor sanitation
conditions, so that water becomes one of
the channels through which the bacteria
travels, stays alive, arrives to the stomach
of the human being and colonizes it. H.
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pylori survives in water thanks to several
mechanisms such as its change to coccoid
form (VBNC), its ability to form biofilms and
to associate with free-living amoebas. Due
to its presence in a viable but not cultivable
way, it is difficult to detect in water sam-
ples, so it is necessary to use molecular
methods such as PCR, FISH and LAMP,
however, these techniques must be impro-
ved in order to detect the viability of the
cells to be 100% effective methods, which
will benefit public health.

Key words: Helicobacter pylori, water, de-
tection, health risk

Introduccién

Helicobacter pylori es un bacilo mévil Gram
negativo, microaerodfilo, su morfologia
tipica es en espiral de aproximadamente
3.5 x 0.5 pum. Bioquimicamente es
ureasa(1), oxidasa y catalasa positivo; se
encuentra colonizando el estdmago de
aproximadamente la mitad de la poblacién
mundial y es la causa de gastritis, Ulceras
pépticas, cancer gastrico y linfoma de
células B2. H. pylori fue la primera especie
bacteriana probada para causar cancer
y esta clasificado como un carcinégeno
del grupo | por el Agencia Internacional
para la Investigacion sobre el Cancer
(IARC)(3). Es una bacteria de distribucion
mundial cuya prevalencia varia de
acuerdo a la distribucién geografica,
etnia, raza, factores socioeconémicos, de
higiene y saneamiento. La infeccion puede
presentarse a cualquier edad pero se
presenta con mayor frecuencia en edades
tempranas, donde puede permanecer
asintomatica o hacerse sintomatica en
la adultez; no produce inmunidad de
memoria y suele darse la reinfeccion(4, 5).

Las rutas de transmision de H. pylori
aun son poco conocidas pero las mas
aceptadas son las vias oral-oral, gastro-
oral y fecal-oral; aunque también se
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ha descrito que la bacteria puede ser
transmitida a través de alimentos, animales
y agua (6). Hace algunos anos pocas
investigaciones implicaban el agua como
vehiculo de transmision de H. pylori, pero
hoy en dia hay suficiente evidencia de la
presencia de esta bacteria en el agua a
nivel mundial, por lo que se puede implicar
al agua tratada y no tratada como posible
vehiculo de transmisidon(7). La hipodtesis
de que el agua es una via de transmisién
de H. pylori esta respaldada por dos tipos
de estudios; los epidemioldgicos que han
demostrado una mayor prevalencia de la
infeccion en paises en via de desarrollo
que padecen problemas relacionados
con la distribucion sanitaria del agua a la
poblacion y los estudios que han detectado
o aislado H. pylori de diversas fuentes de
agua (8, 9). Por este motivo, son varios
los estudios que se han centrado en
determinar el potencial del agua como
fuente de transmision de H. pylori y su
capacidad de producir la infeccién clinica
(10).

La presente revision tiene como objetivo
compilar la informacién actual con relacion
a la presencia de Helicobacter pylori en
aguas; las metodologias de deteccion vy
su cambio morfolégico de forma espiral
a forma cocoide en el agua asi como
su patogenicidad al encontrarse en este
estado.

Metodologia

Se realizd6 una busqueda amplia vy
sistematica de la literatura en las bases
de datos PubMed y Science Direct
utilizando los términos Helicobacter
pylori, water, detection methods, VBNC
y cocoid form, para lo cual se empled el
conector booleano AND. La busqueda
arroj6 como resultado 797 y 12.614
articulos respectivamente, de los cuales
136 y 3.360 correspondian a trabajos
no mayores a 5 afos de publicacion, el
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cual fue un criterio de aceptacion, ya que
se restringié la bibliografia a articulos
originales publicados en los ultimos 5
afios y algunos articulos de revision. Se
seleccionaron articulos sobre los métodos
de deteccion de H. pylori en agua, sobre el
cambio de forma espiral a forma cocoide
(viable no cultivable) que sufre la bacteria
en el agua y en general sobre evidencias
del agua como mecanismo de transmisién
de la bacteria H. pylori.

Resultados y Discusion

La primera asociacion entre el agua y la
infeccién por H. pylori fue sugerida en
Pert en 1991 cuando se observd que los
niRos peruanos que consumian agua no
tratada tenian mayor prevalencia de H.
pylori (9, 11) y aun hoy en dia Peru tiene
una prevalencia estimada del 45,5%;
encontrandose en agua potable la mayor
cantidad de la bacteria, equivalente a 1.6
x 106 copias del genoma/L. Un estudio
publicado en este afo arrojé que el agua
potable en Lima esta contaminada con
H. pylori el 20.3% del tiempo, resultando
positivas 49 de 241 muestras (13).

Diferentes estudios han mostrado Ia
prevalencia de esta bacteria en paises
en via de desarrollo, esto relacionado con
las circunstancias socioeconomicas y la
calidad de vida llevan a la falta de acceso a
agua potable de calidad, a un saneamiento
adecuado, a medidas higiénicas estrictas
y a una buena atencién en salud,
permitiendo estas situaciones que el agua
contaminada sea uno de los canales por
el cual viaja la bacteria, se mantiene con
vida, llega al estobmago del ser humano y
lo coloniza (6, 13, 14).

En las poblaciones del Norte de Europa y
América del Norte, alrededor de un tercio
de los adultos se encuentran infectados
por la bacteria, mientras que en Europa
del Sur y Este, América del Sur y Asia,

la prevalencia de H. pylori a menudo es
superior al 50%, siendo estos ultimos
paises en desarrollo que aun cuentan con
servicios de saneamiento deficientes (15).

En este punto aparece otro posible factor
detras de las diferencias geogréficas vy
econdmicas en laincidencia de la infeccion
y son las fuentes mejoradas que permiten
el acceso al agua de estas poblaciones, las
cuales consisten en métodos artesanales
que aplican las personas que no tienen
suministro continuo de agua, como lo son
el agua entubada en el hogar, pozos de
sondeo, manantiales de arenas de cavado
bien protegidos, agua de lluvia y fuentes
de agua publicas o externas, las cuales
pueden llegar a ser fuentes directas de H.
pylori como arroyos y aguas superficiales
contaminadas por contaminacion fecal,
industrial y doméstica (16, 17, 18).

H. pylori ha sido detectada en varias
fuentes de agua, incluyendo lagos, rios,
agua del grifo, agua de pozo, aguas de
riego, agua de mar, agua mineral, agua
de unidades dentales, agua potable y
sus sistemas de distribucién como lo han
demostrado diferentes estudios realizados
en Colombia, Peru, Estados Unidos,
Espana, Costa Rica, Iran, Pakistan, entre
otros (19).

Aunque algunos estudios han encontrado
que el agua clorada carece de la bacteria,
se dice que arrojaron esta conclusion
debido a que se basaron en la falta de
recuperacion utilizando métodos de
cultivo estandar, ya que muchos otros
autores han demostrado que H. pylori es
capaz de resistir y tolerar las practicas de
desinfeccion normalmente empleadas en
el tratamiento del agua potable(20, 21). Se
dice que el cambio de morfologia permite
a las células evadir el tratamiento con
cloro del agua utilizada para el consumo
humano (22).



En un estudio realizado en Espana se
expuso el patégeno a una concentracion
de 0.96 mg/L de cloro libre durante varios
tiempos control, observando que H. pylori
perdia su capacidad de crecimiento sobre
medios de cultivo pasados 5 minutos.
Sin embargo, mediante las técnicas
moleculares FISH y PCR observé que un
porcentaje elevado de las células pasaban
a forma viable no cultivable, demostrando
asi que la bacteria puede sobrevivir a
concentraciones elevadas de cloro libre
y que los tratamientos de desinfeccién en
aguas potables podrian ser ineficientes
para la eliminacion de éste patdgeno de
las redes de distribucion (23).

Aunque varios estudios epidemioldgicos
proponen el agua como un intermediario
en la transmision fecal-oral de H. pylori
(20); se ha encontrado que la deteccidn
de esta bacteria en muestras de agua no
siempre se correlaciona con la presencia
de bacterias fecales indicadoras (E. coli o
Enterococcus). Es mas, se ha demostrado
que H. pylories mas resistente ala cloraciéon
que E. coli. Lo cual puede constituir un
grave problema de salud publica, ya que
a menudo se intenta predecir la seguridad
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de los cuerpos de agua en funcion de
los niveles de bacterias indicadoras
fecales cuando el agua tratada no esta
necesariamente exenta de H. pylori (24,
25).

Aparte de ser resistente al cloro, H. pylori
es resistente al ozono (19) y a la radiacion
UV como tratamiento terciario, hecho
que pudo deberse al alto caudal de agua
tratado en el estudio, el cual no permitio
una penetracion total de la radiacion
ultravioleta durante un tiempo suficiente,
o bien que el sistema de radiacion UV no
se encontraba en buenas condiciones de
mantenimiento (23).

Se han descrito algunos mecanismos
que le permiten sobrevivir a Helicobacter
pylori en un ambiente adverso para ella
como es el agua. Entre ellos encontramos
la conversion a su forma cocoide (forma
viable no cultivable) (Fig 1), su capacidad
para adherirse a diferentes materiales y
agregarse junto con otras bacterias para
forma estructuras complejas en tuberias
u otras superficies en contacto con agua
(biopeliculas) y también para sobrevivir
dentro de amebas de vida libre (FLA).

Figura 1. Cambios morfolégicos en Helicobacter pylori. Forma espiral (flecha negra
larga), forma V (flecha negra corta), forma U (flecha blanca corta) y forma cocoide o
viable no cultivable (flecha blanca larga) (26).
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Forma Viable No Cultivable - Vbnc
Muchas especies de bacterias entran en el
estado viable no cultivable (VBNC) cuando
estan expuestas a condiciones estresantes
como inanicion, bajas temperaturas vy
en general condiciones ambientales
desfavorables, siendo esta una estrategia
de adaptacion para la supervivencia a
largo plazo. A diferencia de las células
normales que son cultivables en medios
adecuados y se convierten en colonias,
las células VBNC son células vivas que
pierden su capacidad de crecer en medios
de cultivo en los que normalmente crecen.
A pesar de esto, las células VBNC no se
consideran células muertas debido a que
tienen una membrana intacta que contiene
la informacién genética en perfecto
estado, ademas de ser metabdlicamente
activas (27).

La capacidad de ingresar al estado VBNC
puede ser ventajosa para la bacteria, pero
representa un riesgo para la salud humana
ya que bajo los métodos convencionales
de cultivo no es posible su deteccion, por
lo que si en una muestra todas o algunas
bacterias se encuentran en estado VBNC,
la cantidad total de bacterias viables sera
subestimada o no se detectara (28) y
tratandose de un patégeno humano, podra
infectar a la persona que consuma el agua
en la cual no pudo ser detectado.

Se ha demostrado la viabilidad y la
capacidad de cultivo de H. pylori en agua
hasta por 75 horas a 10 °C. Asi mismo
se determindé que el total de células no
disminuia por periodos mucho mas largos
de tiempo en condiciones adecuadas (2
afos a4 °C) (29).

Varios estudios han sefialado que los
cambios en la morfologia de H. pylori
estdan estrechamente asociada a los
genes implicados en la sintesis de
peptidoglucano. En primer lugar, ocurre

la division de los enlaces peptidicos por
accién de Csd1, Csd2 y Csd3. Luego,
los enlaces intrapéptidos también se
escinden por accién secuencial de Csd3,
de una DL-carboxipeptidasa desconocida
y Csd4, que permite una relajacion
inicial del peptidoglicano en la zona de
torsién, perdiendo la forma helicoidal. A
continuacion, los mondmeros que han
sido sometidos a la accién enzimatica,
son reconocidos por diferentes
transglicosilasas liticas, como Sit y MItD,
que se eliminan para la posterior inserciéon
de nuevos mondémeros. Finalmente, la
insercion de nuevos mondémeros en el
peptidoglicano y la elongacion, se realiza
mediante PBP1, PBP2 y proteinas de
membrana (MreC). Esto aumenta la
longitud de las cadenas de glucanos y los
enlaces cruzados (30).

La forma espiral se ha asociado con
la capacidad de moverse en un medio
viscoso, como el moco gastrico. Esto
significa que la forma helicoidal puede
ser innecesaria en ambientes acuaticos
y también puede implicar un costo
energético innecesario para la bacteria
(30), siendo este otro posible motivo que
justifique el cambio de forma.

Por mucho tiempo se considerd que
muchos de los problemas que se han
encontrado en la recuperacion de formas
viables de H. pylori en el agua, se debe
a que estas pasan a formas cocoides
o VBNC. Desde un punto de vista mas
amplio, ahora se acepta que lo que ocurre
es que estas bacterias no se logran cultivar
bajo métodos rutinarios y convencionales
de laboratorio (29) sino que son necesarios
métodos de deteccidn molecular.

Formacion de Biopeliculas

La formacion de biopeliculas en el
ambiente ha sido propuesto como una
estrategia de H. pylori para sobrevivir en
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los sistemas de distribucion de agua (22).

Las biopeliculas son comunidades
microbianas embebidas dentro de una
matriz organica polimérica autoproducida
y adherida a una superficie viva o inerte;
son solidas y presentan canales por donde
fluyen el agua y los nutrientes a las zonas
mas profundas. Los primeros analisis
de la produccién de biofilm por parte de
bacterias, como H. pylori, se llevaron,
mediante estudios de microscopia
electrénica, observando formas espirales,
cocoides y degenerativas. La formacion de
la biopelicula conlleva un proceso de cinco
fases: 1) Adsorcion reversible de la bacteria
a la superficie; 2) Unién irreversible a la
superficie; 3) Fase inicial de maduracion
con crecimiento y desarrollo microbiano;
4) Produccion del exopolimero vy, 5)
Desarrollo final de la colonia con dispersion
de células colonizadoras (31).

Cuando H. pylori se adhiere a una
superficie, comienza la activacién del
quorum sensing asi como los mecanismos
de formacion de los biofilms. Se ha
trabajado con biofiims en sistemas de
tuberias y tanques de almacenamiento y
algunos autores creen que asi es como
H. pylori puede ser viable en el agua (25)
debido a que al ubicarse en la parte interna
de estos tanques y tuberias, las hace
bastante inaccesibles y dificil de alcanzar
por los desinfectantes (32).

En Colombia se evaluo la presencia de H.
pylori en muestras de agua y biopeliculas
de los grifos de instituciones educativas
oficiales de la ciudad de Medellin a través
de una técnica de reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) directa convencional,
identificando la bacteria por cultivo en
11.2% y PCR en 2.1% de las muestras
(7). En este caso, el cultivo tuvo mejor
rendimiento que la PCR probablemente
porque los componentes de las
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biopeliculas actuaron como inhibidores
de la PCR11, por los genes utilizados
para la amplificacién o por la técnica de
procesamiento de muestras (7).

La capacidad de H. pylori para crecer
y formar biopeliculas in vitro e in vivo
podria ser una ventaja para la especie
para evitar lesiones causadas por factores
estresantes quimicos, como la terapia
antimicrobiana in vivo, o el estrés inducido
por la privaciéon de nutrientes en el medio
ambiente (22).

La presencia de las biopeliculas de H.
pylori en agua se ha verificado mediante
PCR, sondas de ADN e hibridacion
fluorescente in situ (FISH). Asi mismo,
se ha presentado evidencia in vitro que
sugiere que las interacciones con bacterias
especificas (por ejemplo, Mycobacterium
chelonae) dentro de una biopelicula de
multiples especies puede contribuir a la
viabilidad de H. pylori (33).

Es necesario tener en cuenta que
aunque una poblaciéon disponga de
aguas municipales potables y de grifos
adecuados, la calidad del agua de la
potabilizacion no es la misma en todas
partes, ademas el estado del acueducto
como dafos previos que exponen al agua
potable a contaminacién con materia fecal,
la antigliedad del acueducto y la presencia
de biopeliculas en las tuberias, deben
estudiarse como factores predictores de
contaminacién del agua (7).

Asociacion con amebas de vida libre
(FLA)

Se ha demostrado previamente que
las amebas de vida libre (FLA), como
Acanthamoeba, Naegleria, Vermamoeba
o0 Balamuthia, pueden actuar como
huéspedes de algunos patdgenos
bacterianos capaces de resistir la digestion
amebiana (bacterias resistentes a amebas,
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ARB). Dentro de ellas, las bacterias
sobreviven y son mas resistentes a las
condiciones ambientales que normalmente
las matarian. Por lo tanto, FLA actua como
«caballo de Troya» para ARB, permitiendo
la supervivencia bacteriana y/o la
transmisién a susceptibles hospedadores
(34, 35).

Recientemente, un estudio in vitro ha
indicado que H. pylori puede sobrevivir
dentro de Acanthamoeba castellanii
después de resistir un tratamiento de
desinfeccionporcloracion. FLAproporciona
refugio para H. pylori, lo que le permite
sobrevivir bajo diferentes tratamientos vy
hacer posible su transmision a humanos.
El analisis de qPCR de las muestras
mostré la presencia de ADN de H. pylori
intracelular en 28 (50,9%) de las muestras
de aguas residuales y en 11 (91,7%) de
las muestras de agua potable. Asi mismo,
se indicdé que no se pudieron recuperar
colonias por cultivo de las muestras de
FLA positivas, debido a que la bacteria
podria haber adquirido su estado VBNC,
ya que mediante DVC-FISH se observo
su viabilidad después del tratamiento con
hipoclorito (34, 36).

Virulencia de las formas cocoides de H.
pylori

Para determinar si H. pylori representaba
un riesgo significativo para la salud publica,
era necesario realizar una evaluacion
cuantitativa del riesgo  microbiano
(QMRA), la cual fue realizada por Ryan
et al., quienes sugirieron un nivel maximo
del contaminante en agua potable de un
organismo por litro (<1 organismo/L).
Igualmente se determiné la mediana de H.
pylori en agua potable para el rango anual
de riesgo de infeccidon en 6.84 x 10-02/L
para humanos (37).

Histéricamente el cambio en la morfologia
(de bacilo espiral a cocoide) ha planteado

dudas sobre si H. pylori es realmente viable
e infeccioso en el agua, sin embargo se
han realizado pocos estudios al respecto
en humanos, pero si se ha demostrado la
viabilidad infecciosa de esta forma de H.
pylori en ratones, tanto a través de agua
como de sonda nasogastrica (38).

En el estudio realizado por Boehnke,
se suministraron a ratones SS1
concentraciones estaticas variables de H.
pylori en agua de: 1.29 x 105, 106, 107,
108 y 109 UFC/L, estableciendo como
concentracion minima infecciosa de H.
pylori en agua para esta cepa de ratones
106 UFC/L. Ademas, se sugirid que la
dosis infecciosa en humanos puede ser
menor que para los ratones porque H.
pylori no es un habitante normal del ratén
(39), coincidiendo con los resultados de
la QMRA mencionada previamente y con
otros estudios que establecieron la dosis
infectante estimada para el ser humano en
104 - 1010 UFC/L (11, 38).

Por otra parte, Guimaraes et al, realizaron
un estudio que pretendia evaluar el
efecto de la exposicion al agua en varios
mecanismos de H. pylori que inducen una
respuesta en las células del huésped, para
lo cual se utilizd la linea celular epitelial
gastrica humana AGS y se obtuvieron
importantes resultados, como que después
de 24h de exposicion al agua H. pylori
pierde su capacidad de cultivo (Fig 2) al
cambiar su morfologia a forma cocoide la
cual es viable pero no cultivable; asi como
la capacidad de inducir la produccion de
IL-8 por las células AGS; su adhesién a
las células se ve disminuida en un 40% vy
se limita la influencia de la bacteria sobre
la apoptosis de la célula huésped(40). Sin
embargo, es importante aclarar que en
otros estudios, la bacteria ha perdido su
capacidad de cultivo a las 48 h e incluso a
las 72 h (30).
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Figura 2. Efecto de la exposicion al agua en la capacidad de cultivo de Helicobacter
pylori. Después de la exposicion al agua, la suspensién bacteriana fue sembrada en
placas con agar tripticasa soya y se incubo por 7 dias a 37°C en condiciones de mi-
croaerofilia. Las unidades formadoras de colonias (UFC) fueron contadas para evaluar

la capacidad de cultivo (40).

Aquellas cepas que modulan su habilidad
para adherirse a diversas células in vitro
también manipulan su habilidad para
causar infeccién in vivo en modelos
animales, mediando diversas matrices vy
adhesinas bacterianas (29).

En dos estudios realizados en Iran, los
genotipos mas comunmente detectados
entre los aislamientos de H. pylori en agua
potable fueron vacAs1a (83.3%), vacAm1a
(66.6%), vacAs2 (50%) y cagA (50%)8,
y en agua mineral embotellada fueron
vacAs1a (100%), vacAm1a (87.5%), cagA
(62.5%) e iceA1 (62.5%) (41), lo cual
indica que en muestras de agua, H. pylori
en su forma cocoide conserva una serie
de factores de virulencia encargados de
la colonizacién e invasion de la mucosa
gastrica, demostrando que estas células
no cultivables son formas infecciosas (42).

Ademas de expresar los genes anteriores,
la forma cocoide mantiene detectable los

niveles de ureasa, continta la sintesis de
proteinas (menos del 1% de la cantidad
de proteinas sintetizadas por la forma
bacilar), aunque en pequefias cantidades
y produce pequefas cantidades de DNA
(26, 32).

Igualmente se ha indicado que la forma
espiral coexiste con células mucosas
inalteradas o con dafios diversos, mientras
que la cocoide esta estrechamente
asociadaconlas células mucosas gastricas
gravemente danadas. La forma espiral
esta asociada con la gastritis activa crénica
y la forma cocoide se asocia con mayor
frecuencia a la gastritis cronica inactiva en
pacientes adultos sintomaticos. La forma
espiral induce una mayor expresiéon de
proteinas proapoptéticas (Fos, Gadd45a y
Myc), mientras que la cocoide induce una
mayor proteina antiapoptética (survivina),
la cual se relaciona frecuentemente con
el desarrollo de cancer, lo que sugiere
que la forma cocoide puede desempefiar
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un papel en la carcinogénesis gastrica,
ademas se encontro que la abundancia de
la proteina inductora del factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-alfa) aumenta en la
forma cocoide (43), sugiriendo que lo que
sugiere que la forma viable no cultivable
de H. pylori encontrada en agua puede ser
mas virulento que la espiral y contribuir a
la patogénesis grave como es el cancer
gastrico.

En el tejido gastrico, las formas cocoides
(VBNC) pueden permanecer latentes
durante muchotiempoy retenerlos factores
de virulencia, por lo que también pueden
ayudar a los fracasos del tratamiento y
la recurrencia de la infeccion y de las
enfermedades gastroduodenales (26).
La recurrencia de la infeccidon es posible
debido a la ocurrencia de recombinacién
genética con otras cepas de H. pylori
que podrian estar presentes en el mismo
huésped, lo que da como resultado una
mayor diversificacién genética la cual
puede ayudar a la bacteria a adaptarse
a un nuevo huésped después de la
transmision (40).

Asi como existen multiples estudios que
demuestran la presencia y la capacidad
infectiva de H. pylori en agua; en otro
estudio realizado por Boehnke et al con la
cepa de ratones SS1 y H. pylori, ninguno
de ellos mostrdé signos de infeccion, lo
cual puede ser explicado debido a que la
variabilidad genética de las cepas de H.
pylori es amplia, por lo que es posible que
algunas cepas carezcan de la capacidad
de persistir en el agua y por el contrario se
transmitan Unicamente a través de otras
rutas, como las vias de persona a persona
o via fecal-oral (44).

Métodos de deteccién

Uno de los principales problemas para
aceptar el agua como posible reservorio
de H. pylori es la incapacidad de aislar

rutinariamente la especie de las muestras
de agua mediante técnicas convencionales
de cultivo microbioldgico. Por lo tanto, la
aplicacion de métodos moleculares para
la deteccion rapida, sensible y especifica
de H. pylori en entornos acuaticos es de
suma importancia.

Usualmente cuando se logra cultivar H.
pylori a partir de muestras ambientales
como el agua, no es posible aislarse
completamente debido al crecimiento
de la microbiota competitiva en un agar
selectivo, demostrando que los medios de
cultivo actualmente disponible no son lo
necesariamente utiles para el aislamiento
de las bacterias del medio ambiente en
especial H. pylori. Cuando muestras de
la presunta colonias se analizan, células
Gram-negativas exhiben una morfologia
tipica de la bacteria pero se mezclan
con otros bacilares que no son H. pylori
(45). Para favorecer la eliminacién de
esta microbiota competitiva se han
desarrollado técnicas alternativas como
son la separacion inmunomagnética (IMS)
y el tratamiento acido (23).

El principal desafio cuando se realiza un
muestreo ambiental es la incapacidad
de demostrar la existencia de H. pylori
viable en el agua, que potencialmente
puede colonizar el estdomago o el
duodeno porque los métodos moleculares
utilizados para detectar las bacterias en
el medio ambiente son incapaces de
distinguir entre bacterias muertas; sin
embargo, han surgido técnicas como la
DVC-FISH (Hibridacion fluorescente in
situ en combinacién con la incubacion
de conteo viable directo) que permite la
deteccion especifica de células viables
y tiene la ventaja de no ser inactivado
por inhibidores de muestras, asi como la
implementaciéon del agente intercalante
PMA a la técnica qPCR (10). Esta ultima
sigue siendo un desafio, ya que solo



demuestra la integridad de la membrana
y puede conducir a una sobreestimacion
de la poblacién de bacterias viables en
algunas condiciones de inactivacion (42).

La prueba de qPCR para H. pylori presenta
por si sola varias ventajas: no se basa
en el cultivo; muchas muestras pueden
analizarse rapidamente (hasta 384
muestras en 2 h); se eliminan muchas de
las fuentes de error humano del proceso
de analisis y disminuye el potencial de
contaminacion(46). Sin embargo, debe
tenerse en cuenta que la mayoria de los
resultados positivos de gqPCR podrian
deberse al ADN de células no viables, por
lo que este método no es adecuado para
determinar el potencial infeccioso de una
muestra (10).

Por su parte, la PCR convencional es el
método mas utilizado hasta el momento,
siendo mas sensible y especifico, perotiene
algunas limitaciones, como numerosos
ciclos térmicos, costoso termociclador y un
método de identificacion y manifestacion
del producto lento y dificil (2).

Cuando se utiliza la PCR como método
de deteccidn, es necesario realizar un
tratamiento previo o enriquecimiento que
aumente la sensibilidad de la prueba
mejorando asi las tasas de deteccidon
debido a que existen inhibidores de la
enzima Taq polimerasa presentes en el
agua (por ejemplo, en las aguas residuales
los acidos humicos) que pueden producir
resultados falsos negativos (45).

La viabilidad de H. pylori en muestras de
agua puede evaluarse mediante PCR de
transcripcioninversa (RT-PCR), y ensayos
de anticuerpos fluorescentes indirectos
(IFA). La prueba IFA utiliza anticuerpos
especificos que permiten la enumeracién
de células tanto cultivables como no
cultivables y las formas espiral y cocoide,
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pero no puede detectar genes marcadores
de virulencia como cagA lo cual no lo hace
muy util al momento de querer confirmar
la presencia de H. pylori a través de estos
genes de virulencia (47).

Ademas de las anteriores técnicas, existen
otras como la amplificacion isotérmica
medida por bucle (LAMP por sus siglas en
inglés) que es un mecanismo mas rapido
y facil. Esta técnica es una reaccion de
amplificacion de una etapa, que puede
producir una gran cantidad de copias
en menos de una hora en condiciones
isotermas. La ventaja mas importante
de este método es que no necesita
desnaturalizacion del ADN (2). Ademas,
se puede realizar sin un termociclador y
los resultados pueden observarse a simple
vista (46). También se utiliza la citometria
de flujo, la cual es una técnica analitica que
tiene el potencial de hacer una distincion
entre los cuatro estados fisioldgicos
de las bacterias: reproductivamente
viable, metabdlicamente activa, intacta
y permeabilizada. Puede determinar las
proporciones de los estados VBNC y VC
y las células muertas, en funcion de la
integridad de la membrana de la bacteria
(46).

Es importante resaltar que la transmisién
por agua también ha sido sugerida para
otras especies de Helicobacter como
H. mustelae, H. muridarum, H. felis, H.
canadensis, H. pullorum, H. canis y H.
cetorum. Utilizando para su deteccion
la técnica PCR rRNA 16S y 23S,
descubriendo que el uso de 16S era mas
especifico para los resultados esperados
(48).

Para la deteccion molecular se han
utilizado diversos genes como ureC (32)
que se ha demostrado que es unico y
esencial para el crecimiento de H. pylori21
rRNA 16S (cebadores Hp1, Hp2 y Hp3)49,
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glmM (25), ureA, cagA, vacA (19), iceA,
oipA, cagE and baba2 (41).

A medida que los instrumentos para
la secuenciacion de ADN se vuelven
mas extendidos y convenientemente
portatiles, y mientras que el costo de la
secuenciaciéon continue disminuyendo,
la metagenomica probablemente se
convertira en la tecnologia principal
utilizada en microbiologia ambiental vy
ecologia microbiana para la deteccion de
H. pylori y otras bacterias en muestras
ambientales(46). No obstante, por el
momento sigue siendo necesario adaptar
algunos los métodos moleculares para
detectar la viabilidad de H. pylori en los
suministros de agua (50).
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