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“Lia salud, el ambiente y el desarrollo
sostenible estan intimamente ligados;

un ambiente no contaminado m degradado,
ecologicamente favorable a la salud fisica y
mental, no es solo una necesidad

sino un derecho de cada mmdividuo”
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é Problema



Antecedentes del problema

« H. pylori, se descubrio por
primera vez en estomagos de
pacientes con gastritis y
ulceras en los afos 1982-83,
hace casi 25 anos, por los
Drs. Barry Marshall y Robin
Warren de Perth, Australia.

 En reconocimiento a su
descubrimiento fueron
galardonados con el Premio
Nobel 2005 en Medicina y
Fisiologia.




|I Antecedentes del problema I

 Desde 1994 y a la fecha la OMS lo declara
COmo un cancerigeno en humanos, pertenece al
grupo | de IARC.

 Hoy la infeccion por Helicobacter pylori se
considera un problema de salud publica a nivel
mundial.



» Se considera un problema de salud
publica porque:
> La prevalencia de infeccion de 3‘:;“%70% "
microorganismo en el mundo es o™ .
alta, y mas en los paises de
origen tropical, asociados al gy, 20

Ingreso per capita bajo. 2

TU% 70%

» Se ha considerado su erradicacion bastante dificil, la
re-infeccion es alta, el tratamiento costoso y de
amplios efectos secundarios, la vacuna todavia no es
viable.



» En Costa Rica:

> Se le relaciona con gastritis cronica, ulcera duodenal
y gastritis atrofica con probabilidades de
transformarse en cancer gastrico especialmente en
adenocarcinoma de tipo intestinal.

» Con mayor incidencia en las personas si viven en la
parte central en las provmuas de Cartago y San
JOsé. & =



» A la fecha no se ha dado a conocer de forma definitiva el
mecanismo epidemiologico de adquisicion poblacional
de la bacteria (solamente se ha supuesto).

» Al no tenerse claridad al respecto, no se ha establecido
medidas adecuadas de prevencion ni en las personas ni
a la salud publica en general, mucho menos acciones
necesarias gque conlleven al abordaje integral del
problema.



% La presencia de la bacteria, podria pasar inadvertida en
toda la vida del hospedero.

“* Ahora se acepta que la infeccion es adquirida
principalmente en la infancia, y que por la edad de 10
afnos, mas del 50% de los nifios en todo el mundo han
estado en contacto con el microorganismo se ha
sugerido que las infecciones transitorias pueden
producirse e incluso ser muy comunes.



Oral-oral ¢ memm) Leche materna

sy (arne o leche
contaminada

=) Zoonosis

*» Basado en evidencia
epidemiologica y Gastro-oral ¢
microbioldgica varias vias
de transmision han sido
supuestas.

)

Fecal-oral ¢

Agua ) pr— Vegetales

contaminada contaminados

__/



Mecanismos de accion y variaciones
genéticas

« Se dice que H. pylori coloniza de forma cronica el
estomago de mas de la mitad de la poblacion mundial.

« Sin embargo solo entre el 10-20% de los pacientes
Infectados desarrollan enfermedades graves, como
ulcera péptica, cancer gastrico y linfoma (el problema de
gastritis no ha sido cuantificado).



« La produccion de la
enzima ureasay la
movilidad son esenciales
en el primer paso de la
iInfeccion.

« La ureasa hidroliza la
urea existente en dioxido
de carbono y amoniaco




ylori utiliza un
‘ema de
resion tipo IV
2 inyectar cagA
s celulas
teliales luego

as liberan pro -
1as proinflama -
as que danan al
«do mediante la
sersion de ROS.




Factores inductores en cepas especificas
gue aumentan la patogenicidad o el riesgo
de progresion a cancer gastrico

O Cepas CagA positivas
O Cepas VacA (alelos s1, ml)

O Produccion de fosfolipasa A
(degradacion del moco gastrico)

O LPS y produccion de ureasa

O Flagelos y adhesinas de
superficie (babA2)

0 GeniceAlliceA2

O Proteina Inductora de Factor

de Necrosis Tumoral- Alfa
(Tipalpha)

[ Deterioro del sistema de

reparacion celular DNA- MMR
(MGMT)

Inflamacion cronica activa y
acumulacion de ROS y RNS

Desregulacion de genes
supresores de tumores y sobre
regulacion de citoquinas y
oncogenes.

Inhibicion de proteina protectora
de membranas HSP 70



Necesidad fisiologica de cationes
(Fe2*, Nid*, Zn2*).

« El hierro tiene dos o0 mas sistemas de transporte
Indicando su importancia fisiologica.

* Tiene una alta demanda de niguel como cofactor para
SuU enzima ureasa.

* El zinc, el cual esta involucrado en protedlisis de células
del huésped y de esta forma contribuye a la severidad
de la patologia gastrica.



Prevalencia de la infeccion por H. pyic

distribucion geografica mundial:
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Cancer gastrico y factores predisponentes

 Actualmente en el mundo no son muchos los factores
reconocidos asociados directamente al aumento en el
riesgo de cancer de estomago.



Segun la Sociedad Americana de Cancer
(2006-2008)

1- Las dietas ricas en alimentos RN S
ahumados, pescado o carne T )
salada: la alta ingesta de sal |
aumenta la efectividad de - o/
carcinogenos como la N-metil-N-

NORMAL

nitrosoguanidina.
0 >y
2_ EI bajo ConsumO de frutas y ESTONAGO PATOLOGICANENTE Sy g

hortalizas: por el contenido en

IARC (Last update: 30 Aug 2010
betacarotenos, tocoferoles y Lo ug 2010)

Agent Group Volume Year
H - Helicobacter pylon (infection with) 1 61,100 B In prep
VltamlnaS C y E pOrque Hepatitis B virus (chronic infection with) 1 59, 100B In prep
o o o o Hepatitis C virus (chronic infection with) 1 59, 100B In prep
contribuyen a la neutralizacion de Hepaltis D virus 3 : 3 59| 1904
Human papillom avirus types 5 and 8 (in 2B 1008 in prep
n n A4 patients with e pidermodysplasia
nitritos y la reduccion de la vorvcibemle)
. 3 . i Human papillom avirus types 6 and 11 3 90, 100B in prep
concentracion de N-nitrosaminas y i _ . ,
uman papillomavirus types 16, 18, 31, 1 64,90, 100B In prep
7 : 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, SO(NB:
rad ICaIeS Ilbres . The HPV types that ha'.: beoen classified

as carcinogenic to humans can differby
an orderof magnitude in risk for cervical

3- Lainfeccion de largo plazo por

Human papillom avirus types 26, 53, 66, 2B 100B In prep

. 67,70,73,82
H . pyl 0 rl . Human papillom avirus types 30, 34, 69, 2B 1008 In prep

85, 97 (NB: Classified by phylogenetic
analogy to the HPV genus alpha types
classified in Group 1)

Human papillom avirus type 68 2A 1008 In prep
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Desde el punto de vista epidemiologico el desarrollo del
cancer con relacion a la infeccion por H. pylori se relaciona

en las personas con:

os|nfeccidn desde edades
tempranas

«s|nfeccidn con cepas
agresivas de alto riesgo

osHistoria familiar de cancer
gastrico,

wSusceptibilidad genética
de la poblacion
(polimofismos
proinflamatorios de
Interleucinas)

<-Bajo nivel
socioeconomico.

Muscosa phsirica nomal ‘

Helicotacter mommmpe- | g Dicla v faciores

myleri

medioambieniales

Gastriis crdnica activ
Giagtrts cndeic ardfica

Metaplasiz intestinal
(Tapo imdesting délada)

1
Metaplasia intestinal
(Tipo coldnico)
Displasia

|

ADENOCARCINOMA




Hombres Mujeres

Euvopa Criental
America del Sur
Sur de Europa
Polinzziz
Arerica Cantral
Caribe
Centro de Africa
Europa Ocoidental
Morts de Europa
Aziz Ocoidentsl
Australiz'Musva Zelands
Sur-Crriente de Asis
Sur de Africa
Africa Cisntal
America del Norte
Sury Centro de Asia
Walaziz

Morte de Africa

Africa Occidental

Una caracteristica notable del
cancer gastrico en el mundo
es gue es significativamente
mas alta en hombres que en
mujeres (aproximadamente
2:1) en la mayoria de los
paises en los que esto no
sucede la incidencia de cancer
de estomago es baja

@ Tasa de incidencia por

sexo-edad estandarizada por
100.000 habitantes.



Fuente: Globocan, 2002
Variacion internacional de incidencia para cancer de estomago en hombres (iz) y
mujeres (der).
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Tasa de incidencia de
cancer de estbmago, por
100,000 habitantes,
segun provincia, Costa
Rica, 1994-1996.




Se muestra como solo la
mortalidad ha bajado de
manera franca.

— Arriba incidencia, en medio
mortalidad, abajo incidencia y
mortalidad (hombres).
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prostata| 17,86 19,95 26,41 22,67 29,01 34,89 35,37 334 39,33 50,4 45,1
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El papel del agua de consumo humano en la
transmision de H. pylori.

é Actualmente se cuenta con evidencia para el
reconocimiento del agua de consumo humano en el rol
epidemiologico de H. pylori (Mazari, 2001; Kowolick, 2005),
advirtiendose directamente gue el consumo del agua no
tratada deberia considerarse un factor de riesgo para la

Infeccion en una poblacion dada (Kowolick, 2005, Reavis,
2005; Braganca, 2007; Baker, 2001, Giao, 2006).



« Una variedad de métodos moleculares y la
determinacion de marcadores geneticos por Polimerasa
Chain Reaction (PCR directo) y ensayos con
anticuerpos han sido utilizados para detectar la
presencia de H. pylori en:

— agua de pozo

— rios,

— biofilmes asociados a tanques de almacenamiento de agua
— en tuberias de redes de distribucion

e Sin embargo a la fecha ningun investigador ha reportado
Su cultivo directo a partir del agua de consumo humano.



« Actualmente se presenta evidencia sobre la mayor
resistencia de H. pylori con respecto a E. coli al cloroy
al ozono, por lo que, es capaz de tolerar desinfeccion en
sistemas de distribucion de agua.

« La propuesta de modelos a través de la tolerancia en el
agua, le puede conferir caracteristicas importantes en el
ciclo de transmision, siendo trascendental para una
poblacion dada, pues tiene fuertes implicaciones en la
salud publica.



Hipotesis

"SI Helicobacter pylori se encuentra en
agua de consumo humano de la
poblacion, entonces este sera un vehiculo
de transmision de |la enfermedad gastrica”.



¢ Objetivos



® Valorar el impacto de la presencia de H. pylori en agua
de consumo humano de fuentes seleccionadas de
cantones de alta y baja incidencia de cancer gastrico en

Costa Rica por medio de técnicas moleculares y
téecnicas de cultivo modificadas.



Determinar la presencia de Helicobacter pylori
mediante técnicas de cultivo y técnicas moleculares en
muestras de agua de zonas de alta y baja incidencia
pPOr cancer gastrico.

Confirmar la identidad de las cepas encontradas
mediante marcadores moleculares de identificacion y
de patogenicidad.

Valorar el manejo del agua potable en Costa Rica y
contrastarlo con el manejo en paises desarrollados
con el fin de proponer pautas para su mejoramiento.



é Metodologia



Eleccion de los sitios de muestreo

QUATIL 1 QUINTR 2 QUINTL ¢ QUINTILA QUATA § oy
Gamn  Tesd)  Can  Tea|  Can  Tad( Gan  Tee| G TR SEn

lodnCorks 6337 Uméaz 3430 s B3 Gk BXMNap 0N
Toee  WAOGRE  MGEbOmng BFOwhe G0 |TaEman: e
BGEM  palalin  geRE mElE o NONE g
mal Oy Pl TREma D% 0%
Owens  fjowan  N@PmCes 74w ¥R 1%
WA BBPisd 0SPRBm 78 oescen N Mass 17
Rt R0 GwemsAles TWAEMRE Dhjael  NE(ME 00
Mool D[eb  SPu  BREEe MmN
MmO Rm rhum 5 (Oeaes g0 SAE0R 5
Canay  ROIfome 3002 Pess BRGhs  DITeE K
e NStV N@BaU  NB[WR0 DA Cr

cantones.shp

Muledn RelGRh  NShoee %l 00| [19.8-10.05
e S NOew  NEoms S 4% E 19.05 - 23.31
Oamm  H2(brksOn  20pfeEn  ng Pweenss e 23.31 - 28.59
Depaalts F7fPamaks  MOE0m BE[en 90 SNEE 1 B 28.59 - 34.5
)i WR R 0hees B0 Eem 085G 00 B 34.5-68.57

Sam B




Eleccion de los cantones de muestreo

De alta incidencia: De baja incidencia:
« De Cartago « De Guanacaste
— Cartago — Nicoya
— Oreamuno — Abangares
— Paraiso — La Cruz
— El Guarco — Santa Cruz
— Alvarado — Liberia

« De San Joseé — Tilaran
— Leon Cortes — Nandayure
— Aserri — Carrillo
— Acosta * De Algjuela
— Dota — Los Chiles

— Tarrazu — San Mateo






Direction of electrophoresis

N



Muestreo.

Se lleva a cabo 3 muestreos:

1° Se evalu6 protocolos de PCR, para la identificacion de
cepas con el marcador del gen glmM, el gen que
codifica para la fraccion ARNr 16S, y la presencia del
gen CagA. Ademas se aplico a la primera muestra
positiva protocolo para la evaluacion de las variantes
alélicas de la region vacA de H. pylori.

Se practicaron conteos de coliformes totales y
fecales.



Muestreo.

2° Se analizo los marcadores: gimM , coliformes totales y
fecales.

3° Se les analizo la presencia del gen gimM .

- A las muestras positivas se les determiné el marcador
de la Proteina inductora del factor de necrosis tumoral
alfa (Tipalpha FNT-a).



Analisis final

* Dos muestras positivas y el control se enviaron
para secuenciacion a la empresa Macrogen de
Maryland, Estados Unidos.

« Se procede a la realizacion de correlaciones
estadisticas entre los hallazgos de los que se
recolectd informacion.



é Resultados



Resultados

« Se procedio a la estandarizacion de la técnica
de cultivo y la recuperacion de la bacteria en la
matriz agua, para esto se trabajo con las cepas
adquiridas de ATCC de Estados Unidos: Hp
51932, Hp700392.

« ADN de la cepa de H. pylori 12455 de la
National Collection of Type Cultures NCTC y la
cepa J99 (Occhialini, 2000), las que sirvieron
como controles en los ensayos de biologia
molecular.






Microscopia en contraste de fases de Cultivo en agar inclinado de 3 dias,
formas cocoides de H pylori en cultivo agregado de células inmoviles

en placa de 5 dias. Se pueden dispuestas en cuerda, en microscopia
apreciar formas vegetativas. de contraste de fases




Bacterias de cultivo bifasico
Inclinado por microscopia de
contraste de fases.

La disposicion de las
bacterias, con esta técnica se
puede apreciar movilidad.



Primer muestreo.
Analisis de las zonas de alta incidencia.

« Se recolectd 12 muestras de los cantones Central de
Cartago y Santa Maria de Dota de San Jose.
— Canton Central :9 pertenecen a nacientes y 1 pozo
— Canton de Dota: 2 nacientes y 1 tanque

Tomadas en fuentes oficiales de agua manejadas por la
Municipalidades respectivas.



Resultados primer muestreo

¥ de Muestras PCR PCR CTICF

muestra 165 ARHNr glmil (H KPP/ 00 mL)
Canton Central
ce Cartago

10 Maciente Rio ne gativo N.R. neg /! neg
Loro

11 Macente Producto de tamanio N.R. 4 5ineg
Ladrillera m ayor al esperado®

12 Maciente ne gativo N.R. neg/ neg
Banderilla

13 Maciente Padre N.R N.R MR
Méndez

14 Maciente Rio ne gativo N.R. 11/neg
Claro

15 Madente La negativo M.R. 23neg
Migion

16 Maciente La ne gativo N.R. 1,8/neg
Crtiga

17 Madente Paso negativo positivo 13/ neg
Ancho

18 Maciente San ne gativo positivo 23'neg
Blas

19 Pozo del TEC positivo positivo neg/neg
Canton Santa
Maria de Dota

20 Madente EI positivo positivo 900 J/ neg
Cedro

21 Macente La positivo positivo 22 1 neg
YWiejita

22 Tangue EI positivo positivo MN.R

Centro




M (1) @ @) @ G € () @ (©) (10 (11)(12)(13)

Visualizacion de productos de PCR para 16S ARNr

(992-1500 pb). M: Marcador Fast Ruler Low Range; VlsuallzaC|or_1 de productos de PCR para gimM
1: Blanco, 2: cepa J99 (control); 3: H. pylori (294 pb).. M Marcador Fast Ruler Low_Range
ATCC  700392; 4: H. pylori ATCC 51932; 1: H. pylori ATCC 700392; 2: H. pylori ATCC
5: #10; 6: #11; 7; #15; 8: #16; 9: H. pylori 51932; 3: E. coli, 4: #17; 5: #18; 6: #19; 7: #21;

ATCC 51932; 10: #19; 11: #20, 12: #21; 13: Blanco. 8: #22: 9: Blanco.



Resultados muestra 20

M @) @ @ @ /B ® @ @

Productos de PCR para Vac A. 1- sla, 2- slb, 3- m1, 4- m2

Visualizacion de productos de PCR para gimM,
se demostro que era una cepa sl a




Segundo muestreo.
Analisis de las zonas de alta y baja incidencia.

% Ledn Cortes @ Nicoya
9% Tarrazu @ Santa Cruz
% El Guarco @ LaCruz
% Paraiso #@ Los Chiles
€ Alvarado @ Nandayure
& Aserri € Tilaran
% Cartago € San Mateo
4 Acosta @ Abangares
% Oreamuno i Liberia
% Dota € Carrillo



Codigo Crrigen de la Apariencia de la colonia elegida INSrToso-gia
muestra i
LT 36 3
a1-07 Cepa biopsia KS Colonias peguenas puntiformes Bps + 1/ +
tipicas, con el tiempo presenta
hemaclis E o con precpitados negro.
20207 Po=o TEC Colonias mediana Bg / + /mr
2207 Pozo TEC luego de Colonias rosadsas e
botar agua por dos Caldo+ alas 24 horas dudcsa
horas
Canton de
Crreamunc
J407 Maciente Carlos Colonia peguena diminuta v en gran Bpds +/5 mr
Somez, cantidad
a507 Maciente Maric Colonia pequena diminuta Bpds +/
Ivancowich, Toho
hsneses
o807 Ce un hidranmts de 1a Solo colonias grandes Bg /- Jnr
calle, comrergen &
nacientes
Tejar del Guarco
c s Macients Tablon Colonias peguenas blancas Bp » + § +
2807 Tangus Falo Blanco Colonia peguena Bps+/-
a2y Toma de Hacienda Se aila Bacills sp R
Wigj s,
captacion las Cabras.
Canton de Paraiso
103-:07F Maciente |la Capira Clorada 0,4 ppm Sin crecimiento Bps + -
posithvo en &l caldo solo hasta las 43
horas. S aislan soloc unas 20
colonias puntiformes.
11407 Maciente El Bosgus Clorada S5in crecimiento R
1207 Maciente Bogueran Se atlan coloniss peguenas Bps++5 -
Canton de Ledn
Cortes
1207 Maciente Zetillal Se aislam colonias puntiformes Bps+/ -
1407 Tangue de captacion: Cloro res idual 0.2 pp.m Bps+/ =+
naciente Z tillal v +++ de oec. Tolonias puntiformes lewve
Gemelo Gamboa pPEIC MUY oS
1507 Maciente emel o En caldo crec ++ g las 48 horas Bp 5 + +
Camboa # 2 En agar coloniss peguenas le=we
Canton de Tarrazd
1807 Maciente San En caldo ocrec ++ a las 48 horas Bp / + +
Suil lermo Colonias peguenas.
1707 Tangus San Cloro res idual 0.3 ppm M. R
Souil ler o En caldo £ 8 las 428 horas
S5in oecimiento en | agar
1807 Maciente EIl Rodeo En caldo ocrec + a las 48 horas Bp ¢ +debil /4



Codigo Crrigen de la Apariencia de la colonia elegida KioarTodo-gis
muestra il
fLIT SEE &
Canton de Santa
Maria de Dota:
1807 Maciente El Copey En caldo oec + +a las 48 horas Bp/-/+
) Colonias peguenas
2007 Tangue Ruben {3 Cloro res idual 0.3 ppm Bp /5 +
nacientes ) En caldo crec + 48 horas. Colonias
puntiformes
2107 Tangue e Cenro Cloro res idual 0.3 ppm Bp/+/-
Colonias puntiformes .
2207 Bicpsia paciente Mo ocrecimisento M.R
W
Canton Central
Cartago
22307 Flanta de Crecimiento de colonias, no tipicas M.R
Tratamiento, agusa
cruds
2807 Flanta de Cloro res idual: 1.1 ppm M.R
Tratamiento, agusa Sin or ecimiento.
ciorada
Canton de Alvarado
2507 Tangus Santa Teress Colonias puntifocrmes . Caldo +/2 a 48 Bp/ -/ -
horas
2807 Macients El Callejon Caldo +/2 a 48 horas Bp/ -/ -
Colonias peguenas vy blancas
2707 Maciente José& Castro Caldo a 48 horas negativo MH.R
Canton de Aserri
ZE07T Casa Sr Jose Caldo ++a 24 horas Bp /5 +
Sandowval Se ven colonias puntifor mes
2907 Maciente Juan Carlos Caldo ++a 24 horas Bp /5 +
=2 Se ven colonias puntiformes tipicas
mezcladas
2007 Tangue Ojo de Agua Caldo +a 24 horas. Colonias Bp +
puntiformes
Canton de Acosta:
2107 Flanta de tratamients Cloro res idual 0.8 ppm. Caldoa 48 h M.R
El Cedral de A negativo
2207 Aqgua cruda para Caldo a 24 h+++ Bp / +

potabilizer | agua de
ric)

Se ailan coloniss puntiformes luego
devarios pasajes




Codigo de Marcador CTICF

muestra glimid (MM PY 100
miL}
0407 + =0/ neg
0807 + 900 /50
10407 + neg ! neg
1207 + M.R
1507 + 13/ neg
1607 + f0/ neg
1807 + 1,8/ neg
1907 + 3.6/ neg
21407 + 1,8/ neg
2807 + 23 /' neg
2907 + 1,8 /neg
3007 + 11/ neg

Resultados de los analisis del marcador gimM
con respecto a coliformes totales (CT) y
coliformes fecales (CF)

Visualizacion de productos de PCR para gimM (294
pb). M: Marcador Fast Ruler Low Range; 1: H. pylori
ATCC 700392; 2: H. pylori ATCC 51932; 3: E. coli; 4:
01, 5:02, 6:03, 7:04, 8:06, 9:07, 10:08, 11:10, 12:12,
13:14,14:15, 15:16, 16:18, 17:19 18:21, 19:28, 20:29,
21:30, 22: Blanco (Agua).




Segundo muestreo.

Analisis de las zonas de baja incidencia

santon Tipo de muestra Clom  Turbie- Cultivo
resiual  dad
; [mgl)

llaran Oficina de AyA 076 N.D negativo

ACrz  Planta de tratamiento AyA 057 N.D negativo

03 Chiles  Planta de tratamiento AyA 05 NP negativo

licoya Planta de tratamiento AyA 106 185 negativo

2arrilo Planta de tratamiento 19 1N negativo

santaCruz  Planta de tratamiento Ayh 13 047 negativo

Jberia Planta de tratamiento AvA 038 N.D negativo

san Mateo  Planta de tratamiento Ay 097 N.D negativo

{andayure  El acueducto b maneja la negative NP Crec. Positivo (++), pero
Wunicipalidad. Aqua es de N0 3¢ izl colonias
la Oficina de |a Municipalidad semejantesa Hp

Abangares  El acueducto o maneja la neg™  postvo  Crec. positivo, pero no

Wunicipalidad (antes de AyA) La
mugstra s¢ tomo del agua cruda
de Ia planta de tratamiento (rio)

52 aizla colonias
semejantesa Hp porla
alta cama acom panante

Se encontro que el 90% de
estos cantones son manejados
por AyA desde hace muchos
anos (desde los anos de 1960 o
principio de los anos 1970), esto
Implica que el cloro residual que
Se maneja en estos lugares es
alto.

Segun estimaciones tedricas la
probabilidad de encontrar
bacterias viables en aguas que
usualmente manejan cloro
residual alto es de
aproximadamente 5% (Montero,
2004).



Tercer muestreo.
Analisis de zonas de altay baja incidencia de cancer
gastrico.

« Se pretende entonces el poder dilucidar la diferencia del
efecto “Ente Operador AyA”, en las zonas de baja
Incidencia; y en las zonas de alta incidencia muestrear
sobre la calidad del agua gue directamente puede
consumir la poblacion.

* En el caso del Canton Central de Cartago el efecto de
cloraciones reconocidas de alta eficiencia se obvio
muestreando las nacientes sin clorar.

 En este tercer muestreo se tomo agua sin tratar
(naciente) y agua de consumo de las poblaciones.



« Para la identificacion de la bacteria se utilizdé el marcador
molecular glmM.

* Las muestras positivas se les practico una identificacion
con un marcador de patogenicidad nuevo llamado
Proteina Inductora del Factor de Necrosis Tumoral a
Tiphalfa (FNT- a).

 Envio a secuenciar productos de PCR del marcador
glmM de dos muestras.



Resultados zonas de alta y baja incidencia

Mombre Clororesidual Res ultado orec.
{48ha 25 *C)

Canton Central Cartago

01-02 Maciente Ric Loro e +

02-02 Maciente Lankaster — e +HH

0302 Maciente Pasc Ancho — e +HH
Aserri

0402 MNacients Rio Jorco e e -+

0509 Tangue Intermedic de Ric W Megativo
Jorco

08-09 Casa Familia Sandoval M W Megativo
Paraiso

0702 Maciente Luis Guzman —— +

08-09 Maciente El Guaysbal —— ++H

0805 Maciente El Bosgue —_—— +H
Santa Maria de Dota

10-02 Macients El Cedro —— +H

11-08 Casa SrJulioc Calvo {clorada) sin cr +4+

12-059 Maciente El Higuercnal —— +HH
San Pablode Leon Cortez

12-08 Maciente Fulvic Gambosa —_— +H

1405 Maciente BEvangelino Mora —— +H

1809 Maciente El Zetillal —— +H
Tarrazu

18-05 Maciente El vapor —— +H

17-09 Tangue El vapor leracass {clorada) sin cr +HH

18-02 Maciente El Guillermo —— +H
Muestras de tierra

1505 Dota {negra) —— +HH

20-09 Lecn Cortez (amarilla) —— ++H

21-05 Tarrazu {roja) —_—— +H
Tejar, Bl Guarco. Barric
Corazon de Jesus

22-08 Fam Loaiza Leiva e +

2305 Fam Rcobles Loaiza e +H

2409 Fem Hermnandez Losiza J— 4
Alvarado. Cerantes

2509 Fam Araya Umana — +H

2609 Fam Umana Arays J— i

2705 Fam Leiton Arays —— ++H
Creamuno

28059 Fam Mata Loaiza W Megativo

2509 Super razu W negativo

20-02 Fam Riwera Gomez ——— ++

Mombre Clororesidual Resultado orec en
ubo
{48ha 35 *C)
Hicoya
31089 Css3 frente al pargue ——— -
22-0% | Cesa enfrada s Nicova e -
3309 | Cesa 200 mis swr delpargue —— -
Santa Cruz
2408 | Cesa frente al pargue -
2509 | Cesa cameters principsl —— -
3809 | Casa fam Cubille M. Matapals —— -
Los Chiles
3709 | PozoHotel Canc Negro ® — +H+
23509 | PozoAssds Super Cano Megro® e +H+
3509 | Pozo Aseds Cabings Oesis™ —— +H+
La Cruz
40-08 | Pozo &3 Ayph —— +/-
41-08 | Pozo £4 Ayh enen +-
42-08 | Pozo £2 Ayh —— -
Liberia
4309 | PozoCapulin AvA P + [pelicula)
44059 Pozo Hotel Los Boyeros ——— H
4509 | Pozo Moracia & 3 AyA —— -
Tilaran
4309 Css8 S John Jemilguey ——— +[pelicula)
4708 | Vivers del ICE Tronadors +- [pelicula)
4508 | Finca S Ramirez Tronadors P +
Mand ayure
4809 | Casa Fam Monge. Centro e +
50-09 | Soda Frente al Pargue —— +H+
F1-09 | Cabings “Msas alla del Puente” —— +
San Mateo
209 Restawrante Caclus —— +-
53-09 Restaurante Ranche Crofing —— ++
F4-09 | Finca fam Sclis A Centro — -
Carrille
F5.09 | Salon El Jordan. Rio Canas — +-
55-0% | Fam Belen, Palestina — +H
57-08 | Fam Belen Centro —— +
Abangares
FB-09 | Bamio La Gloria Salida P de Trat (clorada) sin cr -
£2-09 | Restawants El Fogon (clorada) sin cr -
8008 Cruz Rgja {clorsda) sin or -




M C+ 15 17 25 26 30 44 48 50 C-

M 2CE02 07 09 10 11 12 13 44 C M &3 33 55 % R U
e
allzacion de prod 0 eamp ados de PCR para @ 94 pb age
arcaado a3 ~UlE 0 Range O 0 DI0 |18 s s e e s a3
s s(0[= as PO 3 0 04 3 9 / e 0= e



M C+ 02 04 10 12 16 18 C- M C+ 19 24 256 38

Visualizacion de productos de PCR para FNT-a
(273 pb) en las muestras positivas con el
marcador glmM.



Resultados del analisis de los marcadores gimM v FNT-o por muestra para el tercer

muestreo.
Muestra Tamano del producto de PCR Presencia del Origen de la muestra
reamplificado (254 pb). FNT-a (Tiphalfa)
1 Producto del tamano esperado NE Maciente no se usa directo
2 Producto del tamanio esperado + Maciente no se usa direclo
= Producto del tamano ezsperado + Maciente no se usa diredo
10 Producto del tamafio esperado + Maciente de uso directo
12 Producto del tamano esperado + Maciente de uso directo
16  Producto del tamafio esperado - Maciente de uso directo
18 Producto del tamano esperado + (muy leve) Maciente de uso directo
19  Productos de mayor tamano al - Suelo
esperado de 350 pb, y 430 pb.
24  lUna banda de mayortamafio + Caza de familia
al esperado (325 pb) v una de
menor taman o al esperado
(200 pb)
25  Producto del tamano esperado + Caza de familia
38  Un producto deltamanio - Pozo despues de fuerte

esperado yotro producto de

mayortamano al esperado
400 pb).

lluvig
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] Cepas en Estudio

Sub Grupo

Helicobacter pylori

Cepas Shi

pp44al
H.acinonychis.Lion-Tiger
H.acinonychis. Tiger
H.acinonychis.Lion Helicobacter acinonychis

H.acinonychis.Mac.Lion

H.acinonychis.Sheeba

Se muestra en el dendograma
el parentesco filogenético de
las cepas secuenciadas

Los ndmeros expresan
porcentajes y el tamano de las
rayas muestra las distancias o
diferencias en el ADN.

Se trato de seleccionar todas
las cepas reportadas bajo el
gen glmM.



Resumen de los resultados por muestreo en las zonas de
alta y baja incidencia.

uestrasdeaqua  Lugaresdealia  Lugares de baja
DOT Mistreg ncidenda ncidencia
+itotal +[total
1% 12 /12 'R
= (40 12130 010
(60) 10130 13
Total 112 28072 340
MUestras
% Total postiidad L [




Se encontro
entonces un manejo
caracteristico y
diferenciado del
agua para consumo
humano entre las
zonas de alta y baja
Incidencia de cancer
gastrico.

Cuadro comparativo de las zonas de altay baja
incidencia de cancer gastrico (C.G) sobre la
naturaleza del aguay el Ente Operador del
acueducto.

Caracteristica Cantones con ala molends de  Cantones con haja incidencia de
GG GG

Oferta hidrica ALTA GATa

E nteoparador Muniespalidades AyA (muchos anos)
(como fusnteoficial) 0% W%
Naturalers del szua 100% de napienks 8% delos luzares con pozos.

2 lzars con appade ebrata 0% superficial tatada
1(% maciente:
Temparamrs Bajz Alta
nmbienial
(como zomas frias o
cilidas)




Se recolecta informacion adicional y se elabora los
siguientes cuadros...

Canton Naturalezadelagua* Enteoperadorofical ~ Ente operador
delagua oficial delagua
(a199)* (a2005)"
nacientes  polos  Superficial
tratada
Abangares 100% AyA Mun
Carrillo 100% AyA AyA
La Cruz 100% AyA AyA
Liberia 100% AyA AyA
Los Chiles 100% AyA AyA
Nandayure 100% Mun Mun
Nicoya 50% 50% Ayh AyA
San Mateo 100% AyA AyA
Santa Cruz 100% 10% Ayh AyA
Tilardn 80% W% AyA AyA

Cantdn Naturalezadelagua* Enteoperador  Ente operador
oficial
nacientes  pozos  Tratcompleto delagua* oficial del agua
Ay (a1999) (a 2005)}

Alvarado 100% Mun Mun
Acosta 100% AyA AyA
Aserri 100% Mun Mun
Cartago 80% 20% Mun Mun
Dota 100% Mun Mun
El Guarco 0% 30% Mun Mun
LeonCortes  100% Mun Mun
Oreamuno  100% Mun Mun
Paraiso 90% 10% Mun Mun
Tamazii 100% Mun Mun




Canton Tasagjustadasde  Altura Temperatura  Precipitacion Canton Tasaajustadasde  Altura Temperatura Precipitacion media
incidencia’ (msnm)*  mediaanual’  media anual incidencia* (msnm)2  mediaanual® anual
(x 100000 hab) (0) (mm)** (100000 hb) ) ()
Alarado 39 1735 16,5* ND Abangares 18 150 1M 2281
Acosta 36 1095 20,7* 2462 Carrillo 10 17 84 ND
Aserri 36 1308 20,7* ND La Cruz 18 255 7 ND
Cartago 36 1435 190 ND Liberia 17 144 71" 1642
Dota 35 1548 16,3* 2010 Los Chiles 18 4 8,9 ND
ElGuarco 48 1377 19.3* 1462 Nandayure 14 80 28,1 ND
Leon Cortes 68 1542 16,8 ND Nicoya 19 13 7.8 2151
Oreamuno 35 1453 147 ND SanMateo 12 254 7 ND
Paraiso 43 1325 19,6 ND Santa Cruz 16 49 27,8° 1709
Tarrazi 55 1429 174 ND Tilarin 15 564 u6 ND

Fuente: 1 Ministerio de Salud, Unidad Estadistica, Registro Nacional de Tumores.

2 Instituto  Geogréfico Nacional, altura correspondiente al distrito primero del cantén.
3 Instituto Meteorolégico Nacional. * Medida directamente de las estaciones meteoroldgicas a 2008.
ND: no se dispone de datos
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Correlacion entre altura y tasa de incidencia de cancer gastrico para los
cantones marco de estudio.



Entonces......

La relacion entre altura y tasa se realiza con el objetivo especifico
de establecer correlaciones estadisticas de las zonas entre tasas de
alta y baja incidencia de cancer gastrico con factores geofisicos
ambientales, relacionados con la sobrevivencia en el ambiente y
adquisicion de Helicobacter pylori en el agua de consumo por la
poblacion.

Se analiz6 todas las variables utilizando el software SPSS.



Del analisis anterior se determind que existe
correlaciones importantes y significativas,
segun:

» Coeficiente de Correlacion de Pearson entre:

- Tasa de incidencia de cancer gastrico y altitud: 0,867

- Tasa de incidencia de cancer gastrico y temperatura
ambiental: - 0,853

- Tasa de incidencia de cancer gastrico y origen del agua como
naciente: 0,651.

« Coeficiente de Regresion Lineal entre incidencia y temperatura: R? =
0,728.

 Enla prueba exacta de Fisher para evaluar la independencia entre
tasa de incidencia de cancer gastrico con Ente Operador del agua,
se tiene un valor de p < 0,05, se concluye gue existe relacion entre
las variables y que esta relacion no se debe al azar con un 95% de
confianza.



« Una vez analizadas las variables anteriores surgio
entonces la pregunta: ¢ como se comporta en el marco
de las zonas de estudio las tasas de incidencia de
cancer gastrico a la fecha?



Tasa de los cantones marco del estudio
correspondientes al quintil 1 de alta incidencia de
cancer gastrico para los periodos 1999 y 2005.

80

BTasa penodo 1990-1999

Camon  Tessperiodo Quatl Tases periode Quantl

1990-1999 1995-2003 ; " T e 155205

TeonCortes 683 1 12 I

Tarrazi 55,12 D S

ElGuarco 4848 ! 403 . -
Paraiso $.12 1 £ 1 HI u
Abado %% 1 o7 1 il

Aserri 3697 1 84 1 11

Cartago 3691 1 39 2 ¢ 11

Acosta 36,68 R 1 B o HIEES N
Orammo %2 | ®¥B SESES SIS
Dota 34.,53 1 39.,14 1 Cantones




Grafico No.1
Positividad bacteriologica del agua de la red municipal del canton Central de
Cartago, 1996-2000 (%)
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Tasa de los cantones marco del estudio
correspondientes al quintil 5 de baja incidencia de
cancer gastrico para los periodos 1999 y 2005.

Canton 1@ periodo Quall  Tosas periodo Quand]
19901999 19952005
Nicova 1897 3 16 3
LosChils 1816 5 2121 4
Abangarss 1793 j 11,97 ;]
La Crwz 17388 5 1374 5
Liberia 171 j 1795 j
Samta Criz 139 5 20561 4
Tilarin 1549 j JERE 3
Nandaywre 1425 5 1726 5
SnMateo 1134 j 18,62 4
Carrillo 98 5 117 5

Tasas ajustadas a 100 mil habitantes

23 B Tasas periodo 1990-1999

OTasas periodo 1995-2005
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* No se puede afirmar que Costa Rica, como
pais, la incidencia de cancer gastrico este
disminuyendo, lo que conduce a pensar que la
Influencia intrinseca que aumenta
selectivamente la tasa de incidencia aun
permanece en el ambiente.



del suelo en la captacion del agua por el Ente Operador y
al que se le proporciona de diferente manera
directamente la materia organica que contiene.

Esta influencia del suelo es
mayor cuando el agua es
dispensada a

partir de nacientes que
cuando es dispensada a
partir de pozos profundos.

Cloud formation
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Evaporation
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Fonas de baja
i nci dencia
(B.1)

lxgia, Predominan formaciones Implica la presencia de
(Demyer y Kussmaul volanicos . de de composicion riclitica rocas que contiensn
LI composicion andesitica: S0y, (707 %), Fe;: mayores pomcentajes de

Sid:  (B45%),  FeeOn  [1.9%) ReO (0.3%) hierro sobre el area de alta
incidencia.

Sobre la fomacion
andesitica, los procesos de
meteorizacion que actdan
en las rocas pueden liberar
mayores  concentaciones
de hiero en el suelo.

Relieve y & levacion La mayor elevacion y Maywores tempemturas La  actividad microbiana

bajas tempemtuas ¥ un relieve depende de la humedady la

favorecen mayocres  ligemmente cndulado temperatura del suelo, y

contenidos de materia mas aun de la

organica en el suelo disponibilidad de carbono

(MO 5) facilmente accesible que es
utilizade como fuente de
energia por los
NG MO N SOS.

{Bernal 2003).

FPredominan mayores Los suelos en A mayor basicidad en los

acidificacion del concentraciones de MOS5, promedio pueden ﬂehﬁuieaam:i-lmavur

suels la materia organica  exhibir mayores pH que presenta una menor
experimenta un proecesc los swuelos de  las ciﬁpnri]ichd del hierm
natural de minermlizacion regiones de alta [Barber 1584)

que Permanentemente
acidifica el suels [Bertsch
19498), a U wez
incrementa B soclubilidad
del hierm» &n sus formas

Relacion entre la precipitacion Comparativamente = HNomalmente metales
precipitacion anual y  media anual comparable evapotmnspiracion es pesados que puedan estar

la tasa de infiltacion entre las dos zonas, B mayor, por una presentes en el suels, tales
de agua en el suelo eva potanspiracion es  tempemtura como el niquel, puesden
menor, este fenomeno comparativamente experimentar una alta
tambign puede SEr  Mayor. movilidad.
apoyado por una menor Mi=Cd=Zn= PFE=-Cu

temperatura mensual, o
que puede implicar
MEYIrES tacas de
infiltracion de sustancias
solubles hasta el suelo
profundo
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En el presente trabajo se logro la deteccion de Helicobacter
pylori a partir de muestras de agua, por cultivo, y posterior
verificacion por analisis molecular.

Se puede afirmar que la bacteria fue recuperada del agua
bajo su forma bacilar con la estrategia de cultivo utilizada.



La busqueda de la bacteria por medio de marcadores
moleculares directos en el agua no se considero pues podria
presentar resultados falsos positivos o negativos por union
no especifica de primers o la presencia de sustancias
inhibidoras a la PCR (alta cantidad de acidos humicosy
fulvicos en los suelos).

Una forma de evitar esto es el cultivo previo de las muestras.



Se pudo determinar de gran importancia en el hallazgo de |a
bacteria en muestras de agua de origen natural, que su
presencia puntual en el agua esta fuertemente influenciada
por las condiciones ambientales previas al muestreo como lo
es la lluvia.

Este hallazgo refleja la naturaleza transitoria de la
contaminacion de las fuentes de agua.

En cuanto a la calidad del agua se encontro que no existe
relacion entre coliformes fecales (E coli) y presencia de H.

pylori.



Como resultado de este trabajo se hace notar que la
situacion de manejo del agua en las zonas de alta incidencia
en terminos generales no es adecuada (ni siquiera se trabajo
con ASADAS).

El 80 % de las municipalidades que manejan el agua de las
zonas de alta incidencia de cancer gastrico la manejan de
forma deficiente, aun la Municipalidad de Tarrazu que posee
Bandera Azul dispensa agua con niveles sub-optimos de
cloro residual (0,5 mg/L)



Se obtuvo 3 muestras de suelo y en una de ellas, se encontro
dos productos de mayor tamano al esperado, uno de 350 pb
y otro de 450 pb del gen glmM.

Este hallazgo se propone como “positivo” por cuanto se
pudo encontrar ADN de un género relativo o relacionado, en
medio del ADN total de una matriz que puede poseer, segun
consideran los ecologos hasta 108 bacterias/g es realmente
dificil, sin embargo este hallazgo debe de ser corroborado
por secuenciacion.



La relacion entre la composicion quimica del sueloy la
probable existencia de H. pylorien €l se trato de explicar
principalmente por su probable presencia en la materia
organica (MOS), especificamente dentro de la composicion
del mismo que tienen las lamadas bacterias “ureasa
positivas”.



El contenido de MOS en el suelo aumenta con la humedad y
la disminucion de temperatura.

Relacionado con esto, Azevedo menciona que zonas frias en
el mundo presentan mayores tasas de infeccion y que
posiblemente la transmision ocurra principalmente durante
epoca lluviosa (Azevedo, 2007).



En general en estas zonas de alta incidencia (a excepcion de
la municipalidad del Canton Central de Cartago), existe
ausencia de control fisico-quimico de la calidad del agua para
consumo humano.

En general no existe la determinacion de parametros cuyos
contaminantes nitrogenados puedan ser de toxicidad para el
estomago como lo son los nitratos, nitritos y/o plaguicidas
nitrogenados (esto se toma como puntual no poblacional).
En terminos generales no hay aplicacion o hay
desconocimiento del Reglamento de Calidad del Aqua de
Costa Rica en estas zonas.



Como parte de las debilidades de este sector en el area de la
gestion de los servicios, se conoce de la ausencia de un sistema
constante e integral de control y vigilancia de la calidad del
agua potable, asi como la fiscalizacion y control a las
organizaciones comunitarias administradoras de acueductos
rurales (CAAR’s y ASADAS), donde se identifican los mayores
indices de suministro de agua “no potable”.



De forma generalizada se encontro un desaliento al proceso
de cloracion en las zonas de alta incidencia por cuanto en las
visitas de los personeros del LNA se les dice que su agua es
de excelente calidad, (segun algunos de ellos lo
manifestaron en la entrevista), entonces no se ve la
necesidad de clorarla o el proceso se lleva a cabo de forma
insuficiente incluso esperadico.

Lo que si se pudo determinar de forma general es |a
preocupacion en estas zonas por guardar la zona de recarga
de las nacientes.



El criterio en algunos casos de valorar la calidad de agua con
la sola ausencia de coliformes fecales, para ser considerada
como potable, debe ser revisado, con especial significado
para las zonas de alta incidencia de cancer gastrico.



é Conclusiones



Con el reconocimiento que el medio ambiente juega un rol
preponderante en la adquisicion de la infeccion y que la
asociacion entre la infeccion por Helicobacter pylori de forma
cronicay el riesgo elevado de desarrollar cancer gastrico esta
bien establecido (la Asociacion Americana de Cancer estima
que se le puede atribuir el 65% de todos los canceres de
estomago en el mundo (Graham, 2007).

Se propone un mecanismo que pretenda explicar valores
aumentados de alta incidencia para cancer gastrico a la luz
de lo encontrado y lo comparado en las zonas de estudio.



IS

|

S ansarmento ambiental (acceso al
agua potable, condicionss higienicas).

-Educacion a 1a poblacion (Habitos
saludables, prevencion de neseo,
QUAITHD Preven o)

Nivel sociceconomico

Poblarion con
prafdisposici on citogquinas
promnflamatorias + Le B

_|_

-Dietas { comp. nitrosos)
- Poonsumo frutas v
vegetales
- Infeccion de largo plazo
con H pyilori (SAC, 2008
-Bartchewsky, 2009
[ MIMR)

1 I




Ecuacion de incidencia de cancer gastrico en la

poblacion costarricense:

A+B+C+D+E+F-G => Disparalaevoluciénala incidencia
C.G (adenocarcinoma intestinal), gastritis, ulceras

Donde:

A = factores asociados a la poblacion (polimorfismos, Lewis B)

B = Presencia de cepas patdgenas de H pylori en el ambiente (por los pacientes)

C = Condiciones socioecondmicas de la poblacidon (no tan marcado entre las zonas)
D = Acceso de H. pylori al agua de consumo

E= Manejo deficiente del agua en las zonas de alta incidencia

F= otro (s)

G = Factor protector

*en rojo los factores especificos que podrian aumentan la incidencia.



Una forma comun de expresar la exposicion a cancerigenosy
para exposiciones cronicas es calculando la Dosis Diaria
Promedio Vitalicia (DDPV).

DDPV= (concentracion del toxico) (tasa de contacto) (biodisponibilidad) (durac expos)

(masa corporal)(periodo de vida)

DDPV= (125) (2) (0.7) (76 x 365 x 8)

= 20 u/Kg
(70) (76 x 365)

Calculo de riesgo de cancer = SFxDDPV = 1,5x 0,007 = 0,01



Finalmente se muestra como este trabajo
contribuye a la sociedad costarricense con los

siguientes nuevos hallazgos:

Tecnicas optimizadas de cultivo para H. pylori de origen ambiental en
medio liquido con soporte de nitrocelulosa y como agar inclinado
bifasico.

Optimizacion de técnicas moleculares para cepas ambientales de los
marcadores glmM (no determinado en cepas ambientales) y de la
proteina inductora del factor de necrosis tumoral alfa (Tipalpha FNT-a).

La obtencion de cepas de H. pylori (2 secuenciadas) a partir de muestras
de agua de consumo humano de fuentes oficiales cony sin cloro
residual, lo que demostro la vulnerabilidad y el riesgo en el manejo de los
acueductos para las poblaciones de las zonas de mayor incidencia de
cancer gastrico de Costa Rica.

Se comprobo la no correlacion entre presencia de H. pyloriy
contaminacion fecal en las nacientes que abastecen los cantones de las
zonas de alta incidencia.



Se describio por primera vez correlaciones importantesy
significativas entre incidencia de cancer gastrico y altura,
temperatura, origen del agua como naciente y Ente
Operador del Acueducto, lo que propone relacionar de forma
diferenciada, presencia de H. pylori de origen ambiental y
alta incidencia de cancer gastrico.



é Recomendaciones



La determinacion en el agua de H. pylori es dificil, sin
embargo si la misma es requerida en agua potable, se
sugiere la tecnica de identificacion molecular por RT-PCR
(PCR en tiempo real), con previa concentracion de la carga
microbiana por filtracion por membranas y posterior elusion
para la extraccion del ADN; y en agua residual se haria
imprescindible el uso de anticuerpos inmunomagnéticos.



La poblacion costarricense por la naturaleza de la alta carga
organica no debe de consumir agua (para considerarla como
potable) con menos de 0,5 mg/L de cloro residual, esto debe
ser adecuadamente vigilado por las autoridades sanitarias
para aseqgurarle la debida proteccion a la poblacion.



Lo anterior podria implicar que las municipalidades por la cantidad
de usuarios que manejan deberian contratar el servicio de
cloracion a un ente externo, se ha visto que la actividad es mas
eficiente, con respecto a que sea la misma municipalidad quien se
encargue de esta. Algunas ASADAS podrian tener la capacidad
economica tambien.

Aunque no se trabajo directamente con ASADAS se considera que
es imprescindible las politicas claras en cuanto al manejo de su
propio abastecimiento a la luz de necesidades especificas, esto es,
si tienen problemas de turbiedad debe tratarse antes del proceso
de cloracion, asi como procedimientos adecuados de filtracion
(tecnologia FIME).



Se requiere la implementacion de los Planes de Seguridad
del Agua, el cual persigue estrategias de manejo especificas
llevadas a cabo por el Ente Operador que involucra la gestion
completa del recurso hidrico y deben prevalecer los
parametros de salud publica en torno al manejo del agua.

En una sequnda parte de la investigacion se deberia abordar
el aislamiento e identificacion de cepas de H. pylori en el
suelo, y ampliar la identificacion de cepas aisladas del agua.
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