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Resumen 

Helicobacter pylori infecta el estómago del hombre y se ha asociado como agente causal 
de gastritis, úlcera péptica y cáncer gástrico. Se sugiere que la vía de trasmisión fecal-oral 
con agua contaminada con materia fecal es principalmente la fuente de infección en 
países con bajos niveles socioeconómicos. Estudios recientes reportan para Colombia 
una prevalencia de infección por Helicobacter pylori del 83.1%. En Colombia no existe una 
técnica estandarizada que permita identificar Helicobacter pylori en aguas, por ello este 
trabajo tiene como objetivo estandarizar la concentración, extracción y la qPCR en tiempo 
real con diferentes oligonucleótidos: ARNr 16S, glmM, ureA, cagA y vacA, para la 
identificación de la presencia de Helicobacter pylori en aguas de consumo humano.  
 
Palabras clave: Helicobacter pylori, PCR, 16S ARNr, glmM, ureA, cagA, vacA, agua 
potable. 

 

Abstract 

Helicobacter pylori infect the stomach of man and have been associated as a causative 
agent of gastritis, peptic ulcer and gastric cancer. It is suggested that the fecal-oral route of 
transmission with water contaminated with faeces is the main source of infection in 
countries with low socioeconomic levels. Recent studies report a prevalence of Colombia 
for Helicobacter pylori infection of 83.1%. In Colombia there is no standardized technique 
to identify Helicobacter pylori in water, so this work aims to standardize the concentration, 
extraction and real-time qPCR with different oligonucleotides: 16S rRNA, glmM, ureA, 
cagA and vacA, for identifying the presence of Helicobacter pylori in the water for human 
consumption. 
 
Keywords: Helicobacter pylori, PCR, RNAr 16S, glmM, ureA, cagA, vacA, drinking water. 
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Introducción 

 

Helicobacter pylori es un bacilo gram negativo, curvo, móvil,  microaerofílico, que coloniza 
y permanece en la mucosa gástrica humana. La presencia de la bacteria  induce una 
respuesta inflamatoria desarrollando una gastritis crónica. Helicobacter pylori está 
asociado con un aumento en el riesgo de desarrollar úlcera péptica y cáncer gástrico, 
también se ha relacionado con el desarrollo de púrpura trombocitopénica inmune y 
anemia (Henao et al, 2009). 

 

El principal reservorio de la bacteria es el estómago humano, los datos epidemiológicos 
demuestran que su trasmisión puede ser persona a persona o de una fuente contaminada 
como comida o agua. Las bajas condiciones socioeconómicas, el hacinamiento, la falta de 
acueductos, la contaminación con materia fecal en los tanques de almacenamiento de 

agua para consumo humano son posibles causas de trasmisión (Ramirez, 2003). La 

infección se adquiere principalmente en la niñez y puede perdurar por décadas. 

 

La prevalencia de la infección por Helicobacter pylori es variable en diferentes zonas 
geográficas, en países desarrollados pueden ser tan bajas como del 7%. Se estima que 
más del 50% de la población mundial está infectada convirtiéndose en la infección 
bacteriana crónica más común de los humanos; en Colombia se han reportado 
prevalencias en adultos que van desde 83.1% (Porras et al, 2013),  77,2% (Campuzano 
G, 2007) y 69.1% (Bravo L, 2003). 

 

Desde 1994 la Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer de la Organización 
Mundial de la Salud, lo ha incluido entre los agentes cancerígenos de tipo 1. La mayoría 
de las personas infectadas con Helicobacter pylori son asintomáticas y no desarrollan  
enfermedad grave. Aunque la prevalencia de la infección por Helicobacter pylori es alta en 
los países en desarrollo menos de 3% desarrollarán cáncer gástrico, se postula que las 
alteraciones genéticas inducidas por la bacteria pueden persistir en el tiempo y mantener 
el riesgo de un adenocarcinoma (Correa, 2011). En Colombia el cáncer gástrico es la 
segunda causa de muerte por cáncer después del cáncer de próstata y de seno. El tipo de 
cepa infectante y el desarrollo de una importante respuesta inflamatoria a la infección 
parece ser el eje para el desarrollo de enfermedad. Durante la coexistencia con los 
humanos  Helicobacter pylori ha involucrado estrategias muy complejas para mantener un 



estado de inflamación leve del epitelio gástrico mientras limita la expresión de la actividad 
efectora del sistema inmune.  

 

Es evidente que la transmisión del Helicobacter pylori a través del agua está tomando 
cada vez mayor importancia. El Registro Federal de Estados Unidos (Federal, 1997), 
incluyó al igual que la USEPA (Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos) a 
Helicobacter pylori en su lista de contaminantes, reflejando la preocupación por la 
presencia de este microorganismo como una de las infecciones transmitidas por el agua y 
la necesidad de estudios de eficacia en los procesos de tratamiento del agua para 
eliminar potenciales patógenos como Helicobacter pylori en los reservorios y en las redes 
de distribución de agua para consumo humano (EPA, 1998). 

 
Además la Organización Mundial de la Salud lo cita como un contaminante de agua e 
invita al desarrollo de estudios complementarios sobre la contaminación de agua: “El ser 
humano es la fuente principal de Helicobacter pylori y el microorganismo es sensible a los 
desinfectantes oxidantes. Por lo tanto, para proteger las aguas de consumo de 
Helicobacter pylori pueden aplicarse las siguientes medidas de control: prevención de la 
contaminación por residuos humanos y desinfección adecuada” (OMS, 2005). 
 

En estudios realizados anteriormente como los de (Krumbiegel et al, 2004), (Fernandez et 
al, 2008),  (Montero Campos, 2009) y (Camargo, Boschian, 2012), sugieren la transmisión 
acuática de Helicobacter pylori e informan que la bacteria puede encontrarse viable y 
cultivable luego de 75 horas a 10°C. Así mismo reportan la contaminación de alimentos 
como carne, pollo, leche, yogurt y otros. Nuevos estudios experimentales han recuperado 
el ADN del microorganismo en aguas de consumo. (Zahoor et al, 2011). 

 

En Colombia no hay estudios sobre una metodología implementada ni estandarizada para 
determinar si la bacteria está presente en aguas de consumo, por lo tanto, este trabajo 
pretende estandarizar una técnica molecular confiable, sensible y específica  como es la 
qPCR, para determinar la presencia de los genes 16S ARNr, glmM, ureA, cagA, vacA de 
Helicobacter pylori en el agua. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

Planteamiento del problema:  

 
Helicobacter pylori  se ha detectado en el agua de ríos, pozos, tanques de 
almacenamiento y en sistemas de distribución de aguas para consumo como lo han 
demostrado diferentes estudios realizados en Perú (Hulten et al, 1996), Estados Unidos 
(Baker K. H., 2001), México (Mendoza et al, 2004) o, Costa Rica (López, 2007), Irán (Al-
Sulami et al, 2010) y Pakistán (Zahoor et al, 2011), entre otros. Helicobacter pylori 
también se ha encontrado en las biopelículas de los sistemas de distribución de agua 
(Andersen, 2009). Igualmente se ha evidenciado la resistencia de Helicobacter pylori a 
cloro y otros desinfectantes, (Baker K. H., 2001). Estas referencias sugieren una 
trasmisión hídrica de la bacteria. 
  
El Instituto Nacional de Salud en su informe de Vigilancia de Calidad de Agua en 
Colombia, (INS, 2013) publicó que el 58,8% de la población atendida (26.7 millones de 
habitantes) tienen consumo de agua potable, 13.9 % (6.3 millones) utilizó agua segura, 
19.1 % (8.7millones) utilizó agua baja en tratamiento o protección y 8,1 % (3.7 millones), 
se sirvió de agua cruda, es decir tomada directamente de las fuentes (sin ningún 
tratamiento).Esto indica que, aproximadamente la mitad de la población consume agua 
que no cumple con lo establecido por la Resolución 2115 de 2007, que establece los 
parámetros fisicoquímicos y microbiológicos que debe cumplir el agua para consumo 
humano en Colombia. Los parámetros microbiológicos incluyen la ausencia de 
microorganismos patógenos, dentro de los que solo se monitorean de rutina los 
Coliformes Totales, Escherichia coli, Giardia y Cryptosporidium. 
 
Helicobacter pylori no está postulado como un patógeno que se tenga que investigar en 
agua en Colombia, sin embargo, su alta prevalencia y su asociación con enfermedades 
gastroduodenales, las cuales tienen un alto costo para el sistema de salud, lo hacen un 
microorganismo de interés en salud pública.  
 
Su detección se puede realizar por otras metodologías como son el cultivo microbiológico, 
el cual es el “Gold Standard” pero este es difícil, dispendioso, costoso y el microorganismo 
no se recupera fácilmente de muestras medio ambientales. También se puede detectar 
por anticuerpos anti-antígenos fecales, PCR de punto final, electroforesis en agarosa y 
PCR en tiempo real, pero no están estandarizadas. No hay una metodología confiable 
para determinar si la bacteria Helicobacter pylori está presente en aguas de consumo y si 
la alta prevalencia de la infección es debida a la transmisión por consumo de agua 
contaminada. Por lo anterior, este trabajo pretende realizar la estandarización de la 
técnica qPCR con el fin de aportar a la investigación y vigilancia del patógeno en aguas 
de consumo. 



 

Objetivo general 

 

Estandarizar la técnica qPCR para la identificación de Helicobacter pylori en muestras de 

agua de consumo como investigación preliminar para su detección. 

Objetivos específicos 

 

 Realizar ensayos de concentración de muestras de agua para la técnica de 

extracción de ADN genómico total. 

 Evaluar  los estuches comerciales para la extracción de ADN total en aguas de 

consumo. 

 Evaluar los oligonucleótidos de interés para la identificación del ADN de 

Helicobacter pylori. 

 Ensayar el protocolo optimizado en aguas de consumo contaminadas con 

Helicobacter pylori. 

 

 

 
 



 

1. Helicobacter pylori 

 

La bacteria Helicobacter pylori (Helicobacter pylori) fue redescubierta en 1983 por los 
científicos  Robin Warren y Barry J. Marshall en Australia, quienes lograron cultivar in vitro 
la bacteria aislada de pacientes con úlcera gástrica; este descubrimiento revolucionó la 
etiología de la mayoría de enfermedades gastrointestinales especialmente la de la ulcera 
péptica. 
 
La bacteria fue originalmente nombrada como Campylobacter piloridis y después fue 
cambiada a Campylobacter pylori. Luego de varios estudios donde se secuencia el gen 
16S ARNr, se realiza la diferenciación de los flagelos, la resistencia al ácido y se aclara la 
morfología, fue necesario crear un nombre al nuevo género: Helicobacter. 

1.1 Morfología 

Helicobacter pylories un microorganismo espirilado, microaerofílico y gram-negativo, que 
presenta terminaciones redondeadas (observadas en especies aisladas de biopsias 
gástricas), además posee de uno a seis flagelos unipolares de diámetros entre 0,5 a 1,0 
micras y de 2,5 a 4,5 micras de longitud. 
 
Cuando se cultiva en medio sólido, la bacteria adquiere una forma esférica después de 
largos periodos de cultivo, tanto en medio líquido como sólido. Estas formas cocoides son 
metabólicamente activas, pero no pueden ser cultivadas in vitro (Dunn et al, 1997), 
(O'Rourke; Bode, 2001). 
 

 
1.2 Formas cocoides 
 
Se ha sugerido que la transición de la forma espirilada común de Helicobacter pyloria una 
morfología cocoide o formas viables no cultivables (VNC) se debe principalmente a 
condiciones ambientales de estrés por las que pasa este microorganismo, como la 
exposición a oxígeno, pH alcalino, altas temperaturas, estrés nutricional, cultivos 
prolongados y tratamientos con antibióticos (Chen; Dubnau, 2004). El rol de la forma 
cocoide de Helicobacter pyloriha sido tema de discusión, algunos la consideran una forma 
degenerativa o una manifestación de muerte celular de la bacteria, mientras que otros la 
consideran una forma en estado latente pero viable. Se han evaluado algunos métodos 



para determinar, de forma directa e indirecta, la viabilidad de esta forma (Kusters et al, 
1997); (Chen; Dubnau, 2004); (Wang et al, 2004) sin ser concluyentes. 
 
A pesar de la discrepancia, las formas cocoides de Helicobacter pylorison viables y se ha 
determinado que pueden jugar un importante papel en la transmisión de la infección 
mediante su supervivencia en el agua o en el ambiente.  Investigadores han demostrado 
que las formas espiriladas,  tienen una mayor capacidad de colonización comparado con  
las formas cocoides (Chen; Dubnau, 2004).  

1.3 Genética 

Desde el punto de vista genético existe una considerable diversidad de cepas de 
Helicobacter pylori. Esta característica puede ser usada para la detección de diferentes 
aislados bacterianos en un mismo individuo. El tamaño del genoma está entre 1.6-1.7 
megabases. Algunas cepas se relacionan con más frecuencia al desarrollo de úlceras y 
otras menos patógenas con infección asintomática, de acuerdo con su potencial para 
producir enzimas vacuolizantes y elementos citotóxicos.  
 
Helicobacter pyloriexhibe una diversidad genética apreciable, característica que ya ha 
sido evidenciada en muchos trabajos donde se demuestra la variación en el orden 
genético entre cepas, diferencias en el contenido genético entre cepas, la naturaleza de 
algunos genes, y la diversidad de secuencias dentro de algunos genes conservados. Esta 
bacteria posee una estructura poblacional recombinante, lo que indica que el intercambio 
genético es frecuente entre cepas (López, 2007). 
 
 

1.3.1 Gen 16S ARNr 
 
Los ribosomas son organelos complejos, altamente especializados, que utilizan los 
organismos para el proceso de síntesis de proteínas. Estos organelos tienen subunidades 
especializadas como la 16S ARNr (Herrera C, 2008). 
 
El 16S ARNr es un polirribonucleótido de aproximadamente 1.500 nt, codificado por el gen 
rrs, también denominado ADN ribosomal 16S (DNAr 16S), es la macromolécula más 
ampliamente utilizada en estudios de filogenia y taxonomía bacterianas. Como cualquier 
secuencia de nucleótidos de cadena sencilla, el 16S ARNr se pliega en una estructura 
secundaria, caracterizada por la presencia de segmentos de doble cadena, alternando 
con regiones de cadena sencilla (Rodicio; Mendoza, 2004) 
 
Estas estructuras primarias están compuestas por regiones alternadas de alta y baja 
variabilidad. Las regiones con secuencias variables contienen información de bajo nivel 
filogenético, mientras que las regiones con secuencias preservadas contienen información 
de los eventos evolutivos más tempranos. Así mismo, existe una gran cantidad de copias 
de ARNr en una bacteria que esté en fase de crecimiento. De esta forma, el ARNr es un 
excelente marcador molecular para la reconstrucción de la mayoría de las relaciones 
filogenéticas. El análisis del 16S ARNr parece ser el más adecuado con seres procariotas, 
ya que contiene aproximadamente 1550 pb. (Herrera C, 2008) 
 
La secuenciación del 16S ARNr es el método de elección para determinar relaciones 
taxonómicas altas (arriba del nivel de género). Debido a que la molécula de 16S ARNr 



contiene regiones altamente variables, es usualmente posible el encontrar regiones de 20 
a 30 bases que son completamente exclusivas de una sola especie de bacterias. Por ello 
se escogieron 20 pares de bases del articulo (Zahoor et al, 2011) para la identificación de 
este gen de Helicobacter pylori en las muestras de agua. 
 

 
1.3.2 Gen vacA. 
 
El gen vacA codifica para una proteína conocida como la citocina vacuolizante, la cual 
induce la formación de vacuolas en las células de mamíferos in vitro y  en células 
epiteliales humanas produciendo poros en la membrana citoplasmática y daño en el 
citoesqueleto. También puede penetrar al citosol induciendo apoptosis, daña las células 
parietales y por ende una reducción de la secreción de ácido.  Esta citotoxina está 
presente en todas las cepas de Helicobacter pylori pero solo 65 % la expresan. Las 
investigaciones indican que la citotoxina vacuolizante es un factor de virulencia importante 
en la patogénesis de la enfermedad ulcero-péptica en humanos. (Castillo-Rojas et al, 
2004) 
 
Recientemente, se han descrito diferentes variantes alélicas del gen, la región (s), o 
región terminal que se divide en  región s1a, s1b, o alelo s2; la región media  (m) que está 
presente como alelo m1 o un alelo m2. Este mosaico estructural del gen vacA representa 
las diferencias en la producción de citotoxina entre las cepas (Van Doorn et al, 1998). Las 
cepas s1/m1 producen altos niveles de la toxina, las cepas de tipo s1/m2 producen 
niveles bajos a moderados de la toxina, mientras que las cepas s2/m2 no producen  
toxina activa.  
 
Las cepas de tipo m1 de vacA son asociadas con un mayor daño del epitelio gástrico que 
las de tipo m2. En Colombia se ha demostrado la presencia de este gen cepas s1 y m1 
con prevalencias del 76.8% y 62.7% respectivamente (Watada et al, 2011), (Quiroga; 
Cittelly; Bravo, 2005). Particularmente, se ha observado en algunos estudios que los 
pacientes con úlcera péptica están infectados con cepas productoras de esta toxina 
(Gamboa, 2003). 
 
 
 

1.3.3. Gen cag A  
 
Cag A es una proteína altamente inmunogénica  codificada por el gen cag A que está 
presente en aproximadamente el 50 al 70% de las cepas. Este gen se encuentra en un 
segmento conocido como la Isla de Patogenicidad que codifica más de 30 proteínas que 
forman el aparato de secreción tipo IV que se introduce en la célula epitelial gástrica y 
facilita la translocación de Cag A, dentro de las células. La proteína inyectada en la célula 
tiene sitios específicos de fosforilación, los cuales son reconocidos por tirosin quinasas de 
la célula hospedero, dando lugar a la fosforilación de la proteína, para que posteriormente 
CagA interactúe con SHP-2, una tirosin fosfatasa, la proteína puede interactuar con un 
rango de proteínas de señalización  resultando en cambios morfológicos de la célula. La 
presencia de este factor de virulencia aumenta en riesgo de desarrollo de cáncer gástrico. 
(Blaser; Atherton, 2004), (Castillo-Rojas et al, 2004). 
 

 



 

 

 

 

 

1.3.4. Gen ureA 
 

La ureasa es una enzima que tiene la capacidad de hidrolizar la urea produciendo amonio 
y carbamato, el cual se descompone para producir otra molécula de amonio y ácido 
carbónico y de esta manera se produce una alcalinización del ambiente. 

El Helicobacter pylori para su proceso de colonización en la mucosa gástrica tiene que 
sobrevivir al pH ácido del estómago, por ello la clave para la adaptación al pH ácido 
gástrico reside en la producción de ureasa. 

Esta enzima se localiza en el citosol y en su superficie, por lo que, esta enzima es la más 
estudiada y representa alrededor de un 5% del total de las proteínas celulares del 
Helicobacter pylori. (López, 2007) 

 

1.3.5 Gen glmM 

 

El gen ureC tiene una longitud de 1,335 pb y se localiza corriente arriba de los genes 
ureAB,  codifica para la proteína fosfoglucosamina mutasa; este gen no está relacionado 
con la producción de la enzima ureasa, por lo que ha sido renombrado glmM. El gen glmM 
es considerado un gen constitutivo (housekeeping) y participa directamente en la síntesis 
de peptidoglicano y lipopolisacarido de la pared celular bacteriana.  La fosfoglucosamina 
mutasa es una enzima que cataliza substratos que dan como resultado UDP-GlcNac 
(Uridina difosfato – acetilglucosamina) que es uno de los principales elementos 
precursores para la síntesis de la pared bacteriana (Labigne, 1997). 

 

1.4 Epidemiología 

 

Actualmente se estima que el 60% de la población mundial está infectada por el H.pylori. 
Aunque la infección del estómago por el Helicobacter pylories una de las más comunes en 
el mundo, su epidemiología y otros aspectos vinculados a su relación con la patología 
gastroduodenal no están aun completamente aclarados (Suerbaum; Josenhans, 2007). 
 
A nivel mundial, se ha establecido que en los países desarrollados el 50% de los 
pacientes con síntomas del tracto gastrointestinal superior son portadores de esta bacteria 
y aproximadamente un 70% en los países en vías de desarrollo. Igualmente en países 
desarrollados las tasas de infección en niños son bajas a diferencia de las tasas 
observadas en niños de países en vías de desarrollo (Kusters J. G., 2006) (Sutton; Hazel, 
2010). 
 

http://www.monografias.com/trabajos15/medio-ambiente-venezuela/medio-ambiente-venezuela.shtml
http://www.monografias.com/trabajos14/administ-procesos/administ-procesos.shtml
http://www.monografias.com/trabajos15/proteinas/proteinas.shtml
http://www.monografias.com/trabajos54/produccion-sistema-economico/produccion-sistema-economico.shtml


La forma de transmisión de la infección por el Helicobacter pylorino está del todo 
aclarada. Al parecer son múltiples los modos de transmisión (fecal-oral, oral-oral), 
predominando algunos de ellos en relación a las características ambientales y de la 
población. La alta prevalencia de la infección en los países en vías de desarrollo se ha 
asociado con las pobres condiciones sanitarias, cloración del agua, preparación de los 
alimentos, y hacinamiento, observación apoyada por el rol del agua en la propagación de 
la bacteria y la aparente transmisión fecal- oral de la infección. (Khean-Lee et al, 2011) 
 
El rol de la susceptibilidad genética para adquirir la infección por el Helicobacter pyloriha 
sido difícil de estudiar. Las variaciones observadas sugieren que se complementan 
factores genéticos y ambientales.  

 
 
 
1.5 Patogénesis 
 
La bacteria ingresa vía oral y mediante los flagelos puede moverse en un medio de gran 
viscosidad, hasta ubicarse en la superficie de la capa de mucus que recubre las células 
epiteliales de la mucosa gástrica, del fundus y el antro pilórico preferiblemente, a donde 
se adhiere por medio de adhesinas. También puede situarse entre las uniones 
intercelulares. Helicobacter pylori no posee capacidad invasiva pues no se observa en 
forma intracelular, sin embargo, es capaz de provocar daño epitelial debido 
fundamentalmente a su batería enzimática.  
 
La ureasa, una de sus principales enzimas, es imprescindible en el proceso de 
colonización de la mucosa gástrica; hidroliza la urea en amonio y CO2, esto proporciona 
un pH casi neutro a su alrededor, que le permite evadir las propiedades bactericidas del 
ácido clorhídrico. Las altas concentraciones de amonio alteran la biosíntesis del moco 
gástrico, y recientemente se ha planteado que puede proporcionar una energía adicional, 
la cual favorece la motilidad de los flagelos por la generación de un potencial de 
membrana.  Unido a esto, las fosfolipasas hidrolizan las membranas celulares que liberan 
lisolecitinas, las cuales constituyen un factor ulcerogénico. Por otra parte, los tetrapéptidos 
bacterianos ejercen un importante efecto quimiotáctico sobre eosinófilos y neutrófilos, lo 
cual facilita su reclutamiento. Estas células al activarse provocan la liberación de 
citoquinas, que inducen el desarrollo de una respuesta inflamatoria, la cual lesiona aún 
más la mucosa mediante la liberación de mediadores inflamatorios como los metabolitos 
del ácido araquidónico, los radicales libres del oxígeno, y  factores activadores de 
plaquetas(Kusters J. G., 2006) 
 
Helicobacter pylori es reconocido como el causante de gastritis crónica y está asociado al 
desarrollo de  ulcera péptica y cáncer gástrico. También se ha asociado al linfoma tipo 
MALT de bajo grado de malignidad, estando en discusión su rol en la dispepsia no 
ulcerosa, y no habiendo aún suficiente evidencia de su papel en ciertas enfermedades 
cardiovasculares, autoinmunes y dermatológicas, (Ramos, 2004), (Beswick et al, 2006) 
(Robin M; Ruge, 2012). 
 
 
 
 



 
 

1.6 Transmisión hídrica. 

 

Las primeras evidencias sobre la ruta de transmisión acuática de este microorganismo a 
humanos fueron aportadas por estudios epidemiológicos realizados en algunos países en 
vías de desarrollo: Perú (Hulten et al, 1996),  (Nurgalieva et al, 2002), (Fujimura et al, 
2004). 
 
En Lima, Perú, (Klein et al, 1991) demostraron la asociación entre la prevalencia de 
Helicobacter pylorien niños (48%) y el consumo de fuentes externas de agua (drenaje 
comunitario). Un estudio similar desarrollado con niños en un área rural de los Andes 
Colombianos determinó una prevalencia de Helicobacter pyloridel 69%, incrementando las 
tasas de infección con el uso de arroyos como fuente de agua potable. (Goodman et al., 
1996). 
 
Otro trabajo realizado en una población chilena, encontró que la seropositividad a este 
patógeno fue superior a 60% en los grupos socioeconómicos más bajos, asociada al 
consumo de vegetales no procesados, los cuales pudieron haber sido irrigados con aguas 
residuales (Hopkins et al., 1993). 
 
En Venezuela, (Dominguez et al, 2002) encontraron que la frecuencia de infección por 
Helicobacter pylories significativamente más alta (96%) durante los meses de lluvia, 
sugiriendo que esto podría ser debido a un aumento en la densidad bacteriana y/o a 
cambios de formas cocoides en estado de latencia a formas bacilares en división celular.  
 
Los resultados de estos estudios indican que el agua puede ser un intermediario en la 
transmisión fecal-oral, actuando como un reservorio en el cual la bacteria puede 
permanecer por períodos prolongados antes de ser ingerida como agua potable, 
accidentalmente durante el baño. 
 
En los últimos 15 años, la mayoría de los estudios se han orientado al desarrollo de 
métodos que demuestren la presencia de Helicobacter pylori en el agua, los cuales han 
contribuido a la hipótesis de la transmisión acuática de este patógeno.  
 
El cultivo y la técnica de cadena de la polimerasa (PCR), la inmunofluorescencia y la 
hibridación in situ por fluorescencia (FISH) son los principales métodos que han sido 
utilizados para determinar la presencia de Helicobacter pylorien diferentes fuentes de 
agua (Tabla 1.1) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 

Tabla 1-1 Principales estudios que evidencian la transmisión hídrica de Helicobacter pylori 
 

Método Fuente de Agua Referencia cita en 

Cultivo Aguas residuales “(Lu et al 2002)” 

Aguas de pozo 
contaminadas in vitro 

“(Degnan et al 2003)” 

Agua y plantón marino “(Cellini et al 2005, 
Fernández et  al 2007)” 

PCR Agua potable, superficial 
y subterránea 

“(Hulten et al 1996, Hulten 
et al 1998. McKeown et al 
1999, Sasaki et al 1999, 
Horiuchi et al 2001, Park et 
al 2001, Bunn et al 2002, 
Watson et al 2004, Mazari-
Hiriart et al 2005)” 

Aguas residuales “(Hulten et al 1998, Mazari-
Hiriart et al 2001, Lu et al 
2002, Queralt et al 2005)” 

Lagos y rios “(McKeown et al 1999, 
Sasaki et al 1999, Moreno 
et al 2003, Fujimora et al 
2004, Queralt et al 2005)” 

Agua y plantón marino “(Cellini et al 2004, 
Carbone et al 2004, 
Fernández et al 2007)” 

Inmunofluorescencia Agua potable, superficial 
y subterránea 

“(Hegarty et al 1999, Baker 
and Hegarty 2001)” 

FISH Aguasresiduales “(Moreno et al 2003, 
Piqueres et al 2006)” 

Ríos “(Moreno et al 2003, 
Piqueres et al 2006)” 

Agua marina “(Piqueres et al 2006)” 

Agua de riego “(Piqueres et al 2006)” 
Fuente: Fernández Delgado et al, Interciencia, Jun 2008, VOL. 33 Nº 6 

 
 

Estudios epidemiológicos han establecido el agua contaminada con materia fecal como 

fuente de infección principalmente en países en vía de desarrollo. (Fernández et al, 2008). 

La detección de Helicobacter pylori por PCR en aguas residuales y tratadas, ríos  y 

estanques demuestran la presencia ambiental del microorganismo (Hulten et al, 1996), 

(Baker K. H., 2002), (Moreno et al, 2007). Nuevos estudios experimentales han 

recuperado el ADN microorganismo de aguas de consumo por PCR (Zahoor et al. 2011). 

También se ha demostrado la tolerancia de Helicobacter pylori a los desinfectantes 

utilizados en el tratamiento de aguas. (Baker et al, 2002).   

 
 
 



 

2. ENFERMEDADES RELACIONADAS CON 
Helicobacter pylori 

2.1  Gastritis 

La gastritis se define la inflamación de la mucosa gástrica que se caracteriza por 

presencia de células como linfocitos, plasmocitos, polimorfo-nucleares y cuyo agente 

etiológico más común es la infección por Helicobacter pylori. Esta gastritis puede ser 

sintomática o asintomática.  El 80 a 90% de los casos es asintomática, solo algunos 

pacientes manifiestan síntomas de dispepsia. La gastritis también puede ser causada 

por otros agentes infecciosos, agentes químicos, alergias, etc.(Longo D, 2010). 

El microorganismo penetra a la capa mucosa del estómago, principalmente en las 

foveolas  gástricas  y muy cerca de la superficie del epitelio, es acompañada por 

hipoclorhidria, así como de una disminución del ácido ascórbico en el jugo gástrico. 

Esta fase es de vida corta y en una pequeña parte de la población, particularmente en 

los niños, la bacteria puede ser controlada espontáneamente y la morfología del 

estómago retornar a su normalidad. Sin embargo, en la mayor parte de las personas, 

la respuesta inmune del hospedero es incapaz de eliminar la infección y en tres o 

cuatro semanas se manifiesta la acumulación de células inflamatorias, para dar origen 

a una gastritis crónica activa. (Cervantes, 2010) 

Esta gastritis se caracteriza por inflamación superficial crónica, infiltración de 

leucocitos, células plasmáticas y macrófagos. En ocasiones esta inflamación se 

acompaña con infiltración de neutrófilos. También se observan folículos linfoides que 

son agregados de linfocitos con un centro germinal de células mononucleares 

patognomónicas de gastritis por Helicobacter. (Longo D, 2010) 

Las biopsias de estos pacientes revelan cambios degenerativos en la superficie del 

epitelio, como disminución del moco, exfoliación celular y cambios regenerativos, 



infiltración de polimorfo-nucleares y exudado polimorfo adherido a la superficie del 

epitelio. Estos cambios suceden tanto en el cuerpo como en el antro gástrico. El 

número de microorganismos es variable, en los pocos casos de infección por 

Helicobacter pylori, los microorganismos desaparecen del cuerpo y persisten en el 

antro. (Gamboa F, 2003) 

La gastritis crónica se define como la inflamación crónica del epitelio gástrico 

caracterizada por un infiltrado difuso con linfocitos y plasmocitos que se extiende a la 

lámina propia y al epitelio sin células atípicas. La gastritis crónica atrofia  se define 

como la pérdida de las glándulas mucosas.  El daño resulta en la disminución de ácido 

clorhídrico, hecho que aumenta el riesgo de metaplasia intestinal y cáncer.  Los 

individuos infectados con Helicobacter pylori tienen un mayor frecuencia de estas 

lesiones comparados con los que no están infectados. (Beswick et al, 2006) 

2.2 Ulcera péptica 

La ulcera péptica es definida como la ruptura de la integridad de la mucosa del 

estómago o del duodeno conduciendo a un defecto local o lesión debida a una 

inflamación activa. La ulcera ocurre cuando en el estómago o el duodeno este defecto 

se vuelve de naturaleza crónica. Las ulceras gástricas o duodenales son muy 

comunes en los Estados Unidos afectando a  4 millones de individuos por año, esto 

incluye nuevos casos y casos recurrentes. La prevalencia en hombres es del  12% y 

10% en mujeres. Se estima aproximadamente ocurren unas 15000 muertes por año 

como consecuencia de las complicaciones de la ulcera péptica. El impacto financiero 

de estos desordenes es sustancial, con una caga directa o indirecta sobre los costos 

en la salud de aprox. 10 billones de dólares por año en los Estados Unidos (Gamboa 

F, 2003) 

El epitelio gástrico está bajo constantes ataques de varios factores endógenos nocivos 

como son el ácido clorhídrico, el pepsinógeno-pepsina y sales biliares; y un flujo 

estable de factores exógenos como medicamentos, alcohol y bacterias. El sistema de 

la mucosa gástrica mantiene un complejo sistema de defensa y reparación. El sistema 

de defensa puede visualizarse como un sistema de tres barreras: pre-epitelio, epitelio, 

y sub-epitelio. En el pre-epitelio se encuentran múltiples moléculas que sirven como 

barreras fisicoquímicas que incluyen iones hidrogeno (Longo D, 2010). 

Los pacientes con alta secreción de ácido tienen gastritis predominantemente de 

antro, con predisposición a ulcera duodenal. Los que tienen baja secreción de ácido 

suelen tener gastritis del cuerpo, con predisposición a ulcera gástrica  y en raras 

ocasiones puede iniciarse una secuencia de fenómenos que resultan en cáncer 

gástrico.  Se estima que la prevalencia de  úlcera péptica es de aproximadamente un 

20% de los pacientes infectados por Helicobacter pylori.  



 

2.3 Cáncer gástrico 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) señala que el cáncer gástrico es una de 

las neoplasias más frecuentes en el mundo contemporáneo.  Es el segundo cáncer en 

frecuencia a nivel mundial con grandes diferencias geográficas en la distribución. A 

pesar de la tendencia global a la disminución en la incidencia, esta patología 

representa 3-10% de las causas de muerte por cáncer en el mundo, y si bien en 

países como el Japón ha aumentado la supervivencia, no ha ocurrido lo mismo en los 

Estados Unidos ni en el resto de los países occidentales, a pesar del desarrollo en la 

técnica quirúrgica y las terapias adyuvantes y neo-adyuvantes (IARC, 1994). El 90% 

de los tumores gástricos son malignos y el adenocarcinoma representa el 95% de 

ellos.  

El principal problema del cáncer gástrico es que cerca de 65% de los pacientes se 

presentan en estados avanzados de la enfermedad, aproximadamente el 85% de ellos 

con metástasis ganglionares y con alta tasa de recurrencias (40-65%) en los pacientes 

operados con intención curativa. Por tanto, algunos autores recomiendan programas 

de tamizaje en la población asintomática y vigilancia de la población a riesgo, los 

cuales son necesarios en países de alta incidencia de esta patología como Colombia. 

La endoscopia se reconoce como el método diagnóstico más sensible y específico 

para los pacientes con sospecha de cáncer gástrico, pues no sólo permite la 

visualización directa de las lesiones sino también su localización anatómica y la toma 

de biopsias para el diagnóstico histológico, el cual es definitivo para el tratamiento, 

bien sea un adenocarcinoma temprano o invasivo o una gastritis (Suarez et al, 2004) 

 
Numerosos son los factores de riesgo que se asocian con la aparición del cáncer 

gástrico en determinadas regiones del mundo; muchos permanecen en discusión y 

otros se han consolidado con el tiempo. El descubrimiento del Helicobacter pylori y su 

asociación con las enfermedades gastroduodenales, ha revolucionado los aspectos 

clínicos, fisiopatológicos y terapéuticos hasta el punto de considerar la bacteria como 

agente que contribuye de manera importante al desarrollo  del cáncer gástrico. Por tal 

motivo, se ha realizado una revisión de los factores de riesgo y el papel del 

Helicobacter pylorien la génesis de la neoplasia gástrica, con el objetivo de conocer 

mejor su epidemiología y contribuir a la prevención del cáncer gástrico, mediante 

estudios que faciliten la detección del cáncer precoz de estómago (Piñol, 1998). 

Los países de mayor incidencia de cáncer gástrico actualmente son Japón, China, 

Europa del Este y algunas regiones de América y Sudamérica, como México, Chile, 

Colombia y Venezuela, entre otros. Es evidente que estas diferencias geográficas no 

sólo se atribuyen a razones relacionadas con la calidad del diagnóstico y la 

terapéutica aplicada en cada país, sino que están influenciadas por una serie de 



factores de riesgo que difieren en las diversas poblaciones del planeta. (Correa, 

Piazuelo, 2010)  

Un aspecto interesante se refiere a los estudios de migración. Se observa que en los 

emigrantes procedentes de países de alta incidencia, la enfermedad se comporta 

como en las personas de los países receptores. Ejemplo de ello lo constituyen los 

japoneses que migran a las Islas Hawaii, donde se aprecia una significativa 

disminución de su incidencia en los emigrados, contrario a lo que ocurre cuando la 

migración es a la inversa. En este sentido la Organización Mundial de la Salud (OMS) 

continúa señalando que el cáncer gástrico ocupa, por su frecuencia a nivel mundial, la 

segunda causa más frecuente de neoplasias, con más de 470 000 casos nuevos al 

año, lo que representa el 10 % del total de tumores malignos registrados. 

 
En la actualidad, diversos trabajos tratan de relacionar y asociar la infección por 

Helicobacter pylori con el cáncer de estómago; a partir de evidencias epidemiológicas, 

anatomopatológicas y fisiopatológicas, que han permitido crear varias hipótesis para 

explicar los mecanismos mediante los cuales la infección crónica del epitelio gástrico 

por esta bacteria evoluciona hacia el cáncer gástrico (Rubiano; Velasquez, 2007).  

Existe consenso acerca de que el adenocarcinoma gástrico es precedido por una 

secuencia de cambios biológicos que incluyen: gastritis crónica atrófica, metaplasia 

intestinal tipo I y displasia, que según su intensidad y persistencia incrementan el 

riesgo de contraer cáncer gástrico. a pesar de no existir una demostración absoluta de 

la capacidad genotóxica o mutagénica de la bacteria (Correa, 2011). 

Existen diferentes  cepas de Helicobacter pylori unas más virulentas que otras, 

especialmente aquellas que expresan la citotoxina asociada al gen A (cagA), aumenta 

el riesgo de gastritis atrófica multifocal, metaplasia tipo I y cáncer gástrico hecho 

demostrado en pacientes infectados por cagA positivas según los reportes de la 

literatura mundial. (Beswick et al, 2006) 

Otro hecho importante en la génesis del cáncer gástrico es la disminución de vitamina 

C en el jugo gástrico provocada por la bacteria. Esta vitamina tiene propiedades 

antioxidantes. (Piñol, 1998) 

Estudios realizados en diferentes partes del mundo señalan una fuerte asociación 

entre la metaplasia intestinal y el Helicobacter pylori, acompañado de aumento del 

pepsinógeno II y de hipergastrinemia, en pacientes infectados con la bacteria, por lo 

que la determinación de pepsinógeno II y de gastrina sérica en pacientes con alto 

riesgo de neoplasia gástrica han servido como pruebas de pesquisaje. (Moncayo, 

2009). 

A la luz de estos conocimientos, la tendencia actual de los investigadores del tema, es 

evaluar el efecto de la erradicación del germen como medida preventiva para el 

cáncer gástrico, hecho que requiere de tiempo y de recursos económicos.  



Hay evidencias de que la terapia contra el Helicobacter pylori puede revertir las 

lesiones precursoras del tumor canceroso, hallazgo que estimula el desarrollo de 

numerosos ensayos clínicos de prevención en poblaciones de alto riesgo, para la 

detección temprana de esta frecuente neoplasia y conocer mejor el proceso de 

carcinogénesis asociado a procesos inflamatorios crónicos. 

 

2.4 Linfomas de la mucosa gástrica asociados a tejido 

linfoide (MALT) 

 

La mayoría de estos linfomas son de tipo B y derivan del tejido linfoide asociado a 

mucosas (MALT). La bacteria  tiene un papel patogénico en el linfoma que se 

relaciona con el aumento en la presencia de células plasmáticas y de los linfocitos de 

la mucosa, los que progresivamente se organizan en folículos linfoides. Estos folículos 

pueden crecer, hacerse prominentes con células B en la periferia y pueden 

evolucionar, bajo estímulo de linfocitos T, que a su vez están estimulados por la 

bacteria, en poblaciones monoclonales que crecen y forman un linfoma(Testerman TL, 

2014). 

 

 

 

 

 



 

3. Purificación del Agua 

 

El agua es esencial para la vida y todas las personas deben disponer de un suministro 
satisfactorio “suficiente, inocuo y accesible” (OMS, 2005). La mejora del acceso al 
agua potable puede proporcionar beneficios tangibles para la salud. El agua de 
consumo inocua (agua potable) no ocasiona ningún riesgo significativo para la salud. 
La posible consecuencia para la salud de la contaminación del agua es tal que su 
control debe ser siempre un objetivo de importancia primordial y nunca debe 
comprometerse.  

El tratamiento de aguas para consumo incluye varios procesos de naturaleza físico-
química y otros de naturaleza biológica, por este se eliminan una serie de sustancias y 
microorganismos que implican riesgo para la salud. 

Todo sistema de abastecimiento de aguas que no esté provisto de medios de 
potabilización, no merece el calificativo sanitario de abastecimiento de aguas. En la 
potabilización del agua se debe recurrir a métodos adecuados de tratamiento de 
acuerdo a su origen. La Estación de Tratamiento de Agua Potable (ETAP) es la 
instalación donde se lleva a cabo el conjunto de procesos de tratamiento de 
potabilización situados antes de la red de distribución y/o depósito, que contenga las 
operaciones de tratamiento (Arboleda, 2000) 

 

3.1 Tipos de tratamiento 

Los tratamientos para potabilizar el agua, se pueden clasificar de acuerdo con: 1) Los 
componentes o impurezas a eliminar. 2) Parámetros de calidad. 3) Grados de 
tratamientos de agua. Según los anteriores puntos, los procesos unitarios necesarios 
para la potabilización del agua en función de sus componentes como se observa en la 
Tabla 3-1. Tipos de contaminantes y sus tratamientos. 

 

 

 

 



 

 

Tabla 3-1 Tipos de contaminantes y sus tratamientos  

 

TIPO DE CONTAMINANTE OPERACIÓN UNITARIA 

Sólidos gruesos Desbaste 

Partículas coloidales Coagulación+Floculación+Decantación 

Sólidos en suspensión Filtración 

Materia Orgánica Afino con Carbón Activo 

Amoniaco Cloración al punto de 
quiebre 

Cloración al punto de quiebre 

Gérmenes Patógenos Desinfección 

Metales no deseados (Fe, Mn) Precipitación por Oxidación 

Sólidos disueltos (Cl-, Na+, K+ ) Osmosis Inversa 

Fuente: Arboleda, Teoria y práctica de la purificación del agua 2000 

 

3.1.1 Coagulación-Floculación 

Es el proceso por el cual las partículas se aglutinan en pequeñas masas con peso 
específico al superior al del agua llamadas floc. Este proceso se usa para: (i) remoción 
de turbiedad orgánica o inorgánica que no se sedimenta rápidamente, (ii) Remoción 
de color verdadero y aparente, (iii) Eliminación de bacterias virus y organismos 
patógenos susceptibles de ser eliminados por coagulación, (iv) Destrucción de algas y 
plancton en general, (iv) Eliminación de sustancias productoras de sabor y olor  en 
algunos casos de precipitados químicos suspendidos o compuestos orgánicos entre 
otros (Sans Fonfría; Ribas, 1989). 

3.1.2 Sedimentación 

Una vez floculada el agua, se debe separar los sólidos del líquido es decir las 
partículas coaguladas, del medio en el cual están suspendidas. La sedimentación es 
un fenómeno por el cual los sólidos en suspensión de un fluido son separados del 
mismo, debido al efecto de la gravedad. 

La sedimentación realiza la separación de los sólidos más densos teniendo una 
velocidad de caída tal que pueden llegar al fondo del tanque sedimentador en un 
tiempo económicamente aceptable. (Arboleda, 2000) 

 



3.1.3 Filtración 

El  objetivo básico de la filtración es separar las partículas y microorganismos 
objetables que no  han quedado retenidos en los procesos de coagulación y 
sedimentación. En consecuencia el trabajo de los filtros depende en mayor o menor 
eficiencia de los procesos previos. Los filtros pueden ser de medio granular (arena, 
antracita, granate etc) o de medio poroso (arcilla o papel filtro). 

El agua ya sedimentada o no, que entra en el filtro posee una gran variedad de 
partículas en suspensión  y su tamaño varía entre flocs de 1 mm hasta coloides, 
bacterias y virus de 1 µm; dentro de esta gama hay partículas electropositivas, 
electronegativas y neutras que se unen a los granos del filtro (Arboleda, 2000) 

3.1.4 Desinfección 

Los procesos de coagulación-floculación-sedimentación son altamente eficientes en la 
remoción de bacterias vegetativas.  

La desinfección del agua se refiere a la destrucción de los organismos causantes de 
enfermedades o patógenos presentes en ellas. La efectividad del proceso de 
desinfección se mide en el porcentaje de eliminación de organismos muertos dentro 
de un tiempo, pH, y a una temperatura adecuada. La resistencia de los 
microorganismos varía según sus características morfológicas. (OMS, 2005) 

La cloración es el proceso más utilizado ya que reúne todas las características es 
eficiente, fácil de aplicar y deja efecto residual que se puede medir por sistemas muy 
simples y al alcance de todos. La desventaja es que es corrosivo y tiene subproductos 
que son  peligrosos para la salud además de que pueden producir un  sabor 
desagradable al agua (OWH, 2009). 

En general el tratamiento para la potabilización de aguas en Colombia, sigue el 
esquema evidenciado en la Figura 3-1 Esquema General de Tratamiento de Agua. 

Figura 3-1. Esquema General de Tratamiento de Agua 

 

Fuente: INS, Manual de procedimientos para la toma de muestras de agua potable, 2011 



 

4. Reacción en Cadena de la Polimerasa 

 

La reacción en cadena de la polimerasa, conocida como PCR por sus siglas en inglés 

(Polymerase Chain Reaction), es una técnica de biología molecular desarrollada 

en 1986 por Kary Mullis, cuyo objetivo es obtener un gran número de copias de un 

fragmento de DNA particular, partiendo de un mínimo; en teoría basta partir de una única 

copia de ese fragmento original, o molde. El Dr. Kary Mullis comparte el premio Nobel de 

Química en 1993 por inventar la tecnología de PCR (Kramer, 2001). 

Las aplicaciones de la PCR y de sus numerosas variantes son prácticamente Ilimitadas e 
incluyen: 

• Secuenciación directa de genes 
• Detección de mutaciones 
• Seguimiento de la efectividad de tratamiento de enfermedades 
• Diagnósticos de enfermedades genéticas e infecciosas 
• Ciencia forense: identificación de restos biológicos, determinación de paternidad, 
 pruebas periciales en criminalística. 
• En arqueología y paleontología. 
 
La reacción en cadena de la polimerasa es una técnica biotecnológica muy útil para el 

diagnóstico de bacterias o virus de difícil cultivo (Cortazar M; Silva R, 2004). 

Figura 4-1. Principio de la PCR 

 

Fuente: http://users.ugent.be/~avierstr/principles/pcr.html 

http://es.wikipedia.org/wiki/Biolog%C3%ADa_molecular
http://es.wikipedia.org/wiki/1986
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_desoxirribonucleico


 

 

4.1 PCR cuantitativa en tiempo real 

La qPCR cuantitativa en tiempo real permite amplificar, detectar y cuantificar el ácido 
nucleído, teniendo como fundamento la técnica de la PCR. Permitiendo hacer seguimiento 
de la reacción ciclo a ciclo, a medida que se van formando nuevas cadenas del fragmento 
amplificado observando esta reacción (en línea). En la PCR en tiempo real los procesos 
de amplificación y detección se producen de manera simultánea. Esta detección por 
fluorescencia se puede medir durante la amplificación, la cantidad de ADN sintetizado en 
cada ciclo de amplificación, ya que la emisión de fluorescencia es proporcional a la 
cantidad de ADN formado. Esto permite evaluar y registrar en todo momento la cinética 
exponencial de la reacción de amplificación. (OIE, 2008) 
 
La qPCR puede dividirse en cuatro fases: la de crecimiento primario, la exponencial 
temprana, la exponencial y la de finalización. El esquema general se muestra en la figura 
4-2. Esquema de PCR en tiempo real. La fluorescencia evaluada es la que se produce 
durante la fase de crecimiento exponencial temprana y el ciclo de PCR en el que se 
produce es denominado Ct (Curve threshold) o CP (Crossing point). Este valor está 
relacionado con el número de copias blanco que posee la muestra que se está evaluando, 
lo cual permite que a través de la PCR en tiempo real se realice cuantificación con una 
alta sensibilidad y especificidad. Esta reacción no necesita realizar ninguna acción 
adicional como elaboración, tinción y visualización de geles (Kramer, 2001). 
 
La PCR en tiempo real permite una amplificación confiable con alta especificidad y 
sensibilidad.  

Figura 4-2 Esquema de PCR en tiempo real. 
 

 
Fuente: Roche, Real time PCR, 2008 

 
 
 
 
 



 
 
 

4.1.1 Tipos de sondas 
 
En la actualidad se cuentan con estuches que tienen estandarizados las cantidades de 
nucleótidos, polimerasa, magnesio y buffer listos para su uso. El usuario debe seleccionar 
los primers o cebadores de acuerdo al ADN blanco específico. 
 
Existen diversos métodos en tiempo real, como los ensayos que se realizan con las 
sondas fluorescentes TaqMan, los cebadores Scorpion, la transferencia de energía 
fluorescente mediante resonancia (FRET), la transferencia de energía con cebadores-
sondas (PriProET), la técnica del fluoróforo SYBR Green, la técnica Light- Upon-extension 
(LUX) y los ensayos con baliza molecular (Molecular Beacon) se han convertido en 
herramientas con mucha aceptación para la detección de agentes infecciosos.  Cada tipo 
de sonda contiene las cantidades de componentes de acuerdo al tipo de reacción. 
(Fonseca, et al. 2010) 
 

4.1.2 Pasos de qPCR 
 

• Desnaturalización 
La primera reacción consiste en la desnaturalización del ADN, separándose las dos 
cadenas por ruptura de los enlaces de hidrógeno. Las condiciones típicas de 
desnaturalización son 95ºC por 30 segundos, o 97ºC por 15 segundos; sin embargo 
temperaturas más altas pueden ser apropiadas especialmente para la hebra molde de 
ADN rica en G + C. La desnaturalización incompleta permite el apareamiento de las 
hebras de ADN y por lo tanto se reduce el rendimiento el producto. En contraste, los 
pasos de desnaturalización a altas temperaturas o por mucho tiempo provocan perdida de 
la actividad de la enzima. (OIE, 2008) 
 
 

• Hibridación  
 

La segunda reacción consiste en la hibridación de los primers. Para ello se baja la 
temperatura y las condiciones serán tales que se facilitará la unión de los primers a las 
cadenas. La temperatura y el tiempo requerido para el hibridación de los primers depende 
de la composición, tamaño y concentración de los primers amplificadores. Una 
temperatura de alineamiento óptima es 5ºC por debajo de la Tm de los primers. Debido a 
que las ADN polimerasas son activas en un amplio rango de temperaturas, la extensión 
de los primers puede ocurrir a bajas temperaturas incluyendo el paso de alineamiento. El 
rango de actividad de las enzimas varia en dos órdenes de magnitud entre 20 y 85ºC. Las 
temperaturas de hibridación en el rango de 55 a 72ºC generan buenos resultados. 
(Kramer, 2001) 
 

• Extensión 
 

La tercera reacción se efectúa a 72º C, temperatura a la cual, la polimerasa lleva a cabo 
su acción, insertando los diferentes nucleótidos complementarios en el orden que le va 
indicando la cadena que actúa como molde. El tiempo de extensión depende de la 
longitud y concentración de la secuencia blanco y de la temperatura. La extensión del 
primer se realiza tradicionalmente a 72ºC. 



 
Las estimaciones para la tasa de incorporación de nucleótidos a 2ºC varia de 35 a 100 
nucleótidos por segundo dependiendo del buffer, pH, concentración de sales y la 
naturaleza de la hebra molde de ADN. Un tiempo de extensión de un minuto es 
considerado suficiente para productos de hasta 2 kb de longitud. Sin embargo, tiempos 
mayores de extensión pueden ser útiles cuando la concentración del sustrato es muy 
pequeña o cuando la concentración del producto excede la concentración de la enzima. 
(Kramer, 2001) 
 

• Número de ciclos 
 

Los tres pasos anteriores constituyen un ciclo. La repetición de este ciclo unas 40 veces, 
por ejemplo, permite obtener, como resultado de un experimento de amplificación, 
millones de copias del fragmento de interés. El número óptimo de ciclos dependerá 
principalmente de la concentración inicial de la hebra molde de ADN cuando los otros 
parámetros son optimizados. Un error común es el de ejecutar demasiados ciclos, ya que 
esto puede incrementar la cantidad y complejidad de productos no específicos. Pocos 
ciclos dan como resultado un bajo rendimiento del producto. La cantidad de ADN dobla 
teóricamente con cada ciclo de PCR, según lo demostrado en la Figura 4-1. Después de 
cada ciclo, la cantidad de DNA es dos veces la anterior, así que después de dos ciclos 
tenemos 2 x 2 veces, después de 3 ciclos - 2 x 2 x 2 veces u 8 (23) veces la cantidad 
inicial, después de 4 ciclos 2 x 2 x 2 x 2 veces o 16 (24). Así, después de N ciclos 
tendremos 2N. 

Figura 4-3  Tipos de Formato en PCR en tiempo real 

 

 

 

 
Fuente: EAB, ESP y Roche. Light Cycler System for Real-Time, 2008 



 

5. Metodología 

5.1 Tipo de investigación 

Experimental de tipo Estandarización de métodos analíticos. 

5.2 Muestra 

Se ensayaron 106 muestras de aguas de consumo de la red de Distribución de la EAB 
ESP, adicionadas de manera controlada con dos cepas de ATCC de Escherichia coli 
25922 Lote 57576716 y Enterobacter cloacae 13047 Lote Número 7603045 para el 
ensayo previo de las diferentes técnicas de concentración y extracción de ADN. 

Se analizaron 60 muestras de aguas de consumo adicionadas de manera controlada con  
la cepa de Helicobacter pylori NCTC 11638, para la estandarización de la  técnica de 
concentración y extracción de ADN. 

Se probaron 30 muestras de agua de consumo para el protocolo de ensayo definitivo de 
qPCR en tiempo real con la cepa de Helicobacter pylori NCTC 11638 y como control se 
utilizó ADN certificado ATCC de Helicobacter pylori cepa J99  Referencia 700824D-5™ 
Lote Número: 57968191. (Anexo A y B) 

5.3 Evaluación de primers 

Se seleccionaron 6 pares de primers resultado de revisión bibliográfica y de las 
investigaciones de Lopez Cascante, 2007 y Zahoor et al, 2011 por ser los empleados en 
aguas de consumo. 

Se verifico la especificidad de las secuencias de nucleótidos en una búsqueda BLASTn 
utilizando la configuración predeterminada: (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), 
(http://rdp.cme.msu.edu), (http://greengenes.lbl.gov) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
http://rdp.cme.msu.edu/
http://greengenes.lbl.gov/


Se solicitó la síntesis de los iniciadores citados con las siguientes secuencias. (Anexo C). 
 

5.3.1 Secuencia de primers 
 
Se utilizaron las siguientes secuencias de primers identificadas en las 
investigaciones relacionadas: ARNr 16S,  vacA (región- s y región m), cagA, glmM 

yureA. 
 
 

Tabla 5-1  Secuencias de primers utilizadas en el estudio 
 

Gen Secuencia del Primer Tamaño del 
producto 

T C 
melting 

16S ARNr  5’…GCGACCTGCTGGAACATTAC  
3’…GTCGTTAGCTGCATTGGAGA 

139 pb 56 

vacA 
regións U1 

5’…CCATGGAAATACAACAAACACAC  
3’…CAAGCTTGAATGCGCCAAACTT 

259 pb 55 

vacA 
región m J2 

5’…CCATGGCAATCTGTCCAATCAA  
3’…GAAGCTTGCGTCAAAATAATTCC 

650 pb 55 

cagA-SG 5’…AAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT 
3’…AAGCTTACTTTCTAACACTAACGC 

325 pb 57 

glmM 5’…GCCATGGTGGTCCTGGAGCTA 
3’…AAGCTTGGAAATCnTAATCTCAGTT 

294 pb 55 

urea 5’…GCCAATGGTAAATTAGTT 
3’…CTCCTTAATTGTTTTTAC 

411 pb 45 

Fuente: Zahoor, Q. S, (2011). Journal of Water and Health, 09(1), 208-216; López Cascante, J. (2007) 

CEQIATEC. 

 

 
 Los genes 16S ARNr, vacA (región-s)  U1, vacA (región-m)  J2, cagA: Gen SG se 

sintetizaron para formato SYBR Green. 
 

 Los genes glmM yureA se sintetizaron para formato de sondas de hibridación 
HybProbe. 

5.4  Concentración de la muestra 

Se concentró la muestra de un volumen inicial de 100 mL, (volumen establecido por la 
norma vigente de agua para consumo humano en Colombia: Resolución 2115 de 2007 
para investigación de bacterias en aguas de consumo humano) hasta un volumen de 250 
a 100 µL, volumen establecido para la extracción de ADN requerido por los diferentes 
estuches. 
 
 

5.4.1. Ensayos de concentración con las cepas de Escherichia 
coli y Enterobacter cloacae 



Se realizaron tres técnicas para la concentración de 106 muestras de agua contaminadas 
de manera controlada con cepas de fácil cultivo como son Escherichia coli ATCC 25922 y 
Enterobacter cloacae ATCC 13047 mediante las técnicas de Filtración-Centrifugación, 
Centrifugación (Reischl et al, 2006), y Filtración-Acetona (Welleinghuase, 2006). 
Distribuidas así: 31 muestras para la  técnica de Filtración-Acetona, 25 para la de 
Filtración-Centrifugación y  50 para Centrifugación. 

Las suspensiones de estas bacterias al igual que las de Helicobacter pylori se prepararon 
de la siguiente manera: 

Figura 5-1 Preparación de la suspensión de los microorganismos 
 

 

Fuente: EAB, ESP. Control de calidad microbiológico en ensayos microbiológicos, 2014 

Se tomó el Tubo 0.5 de la Escala de Mc Farland (1.5 X 108) bacterias y se realizaron 
diluciones seriadas en base 10. De estas diluciones se utilizaron 10-6, 10-7 y 10-8 para los 
ensayos de las tres técnicas de concentración. 

a. Técnica de concentración por Filtración-Acetona 

• Se adicionó a 100 mL de  muestras de aguas de consumo 1 mL de suspensión de 
bacterias en las diluciones 10-6, 10-7 y 10-8. 
 

• Filtración: Se filtró el volumen a través de una membrana de nitrato de celulosa de 
0.45 µm. La membrana se introdujo en un tubo Falcon de 15 mL estéril. 

• Se agregó 2 mL de acetona y 1 mL de buffer de lisis. Se incubó con agitación 
constante a 15 minutos a 99°C. 

 Se refrigeró por 10 minutos a 4°C -8°C. La solución se separó en dos fases. De la 
fase inferior se tomó 300 µL y se transvasaron a un tubo de centrifuga estéril libre 
de DNAsas de 1.5-2.0 µL para la extracción de ADN. 

 

b. Técnica de concentración  Filtración- Centrifugación :  
 



• Se adicionó a 100 mL de  muestras de agua de consumo 1 mL de suspensión de 
bacterias en las diluciones 10-6, 10-7 y 10-8. 
 

 Se filtró el volumen a través de una membrana de nitrato de celulosa de 0.45 µm. 
La membrana se introdujo en un tubo Falcon de 15 mL estéril y se agregó 10 mL 
de agua destilada estéril. Se agitó en vortex a 3000 rpm por 1 minuto. 
 

 Posteriormente se centrifugó a 4000g por 30 minutos en centrifuga refrigerada. 
 

 Se eliminó el sobrenadante con bomba y se dejó un precipitado de 1 mL. 
 

 Se transvasó este volumen 1 mL  a tubo de centrifuga estéril libre de DNAsas1.5-
2.0 µL 

 Se centrifugó a 12000g X 10 minutos en ultracentrífuga. Se eliminó el 
sobrenadante. 
 

 Se centrifugó a 10000g X 10 minutos en ultracentrífuga. 
 

 Se eliminó el sobrenadante y se tomó un precipitado de 0.5 mL para la extracción 
de ADN. 

 

c. Técnica de concentración por Centrifugación. 

 Se adicionó a 100 mL de  muestras de aguas de consumo 1 mL de suspensión de 
bacterias en las diluciones 10-6, 10-7 y 10-8. 

 

 Se dividieron las muestras en dos tubos Falcon de 50 mL estériles. 
 

 Se centrifugó a 4000g X 30 minutos en centrifugó refrigerada 
 

 Se eliminó el sobrenadante con bomba y se dejó un precipitado  de 1 mL. 
 

 Se transvasó los dos volúmenes de cada tubo a un volumen de 1 mL a tubo de 
centrifugó, estéril libre de DNAsas. 

 

 Se centrifugó a 12000 g X 10 minutos en ultracentrífuga. Se eliminó el 
sobrenadante. 

 

 Se centrifugó a 10000 g X 10 minutos en ultracentrífuga. 
 

 Se eliminó el sobrenadante y se tomó un precipitado de 250 µL para la extracción 
de ADN. 

5.5 Ensayos de extracción del ADN de las muestras con 
las cepas de Escherichia coli y Enterobacter cloacae 

 



Se evaluaron tres estuches para extracción de ADN de las 106 muestras adicionadas con 

cepas de Escherichia coli y Enterobacter cloacae, los cuales han sido validados 

internacionalmente y diseñados para realizar la extracción de ADN. 

El estuche (i) MagNA Pure LC DNA isolation Kit III (Bacterias, Hongos) se utiliza con el 

Equipo  MagNA Pure LC y su principio activo es la separación de ADN con perlas 

magnéticas. El estuche (ii) QIAamp DNA Mini Kit 50, está diseñado para la extracción 

manual de ADN. Appendice D. Protocolo para Bacterias y el estuche (iii) Congen 

SureAqua Bacteria Prep I. el cual esta específicamente diseñado para la extracción de 

ADN en aguas. 

• Estuche MagNA Pure LC DNA isolation Kit III (Bacterias, Hongos).  
• Estuche de QIAgen 
• Estuche de Congen Sure Aqua Bacteria Prep I. 
 
Se siguió la metodología de cada uno de los estuches comerciales según los siguientes 
protocolos: 

 

5.5.1 Estuche MagNA Pure LC DNA isolation Kit III 
 
El estuche contiene los reactivos necesarios para realizar la extracción de ADN y se 
realizó el siguiente protocolo: 

 
 El volumen de muestra extraída de 100-250 µL se introdujo en un tubo de 

centrifuga de 2.0 mL y se le agregó 130 µL de Buffer de Lisis y  20 µL de  
Proteinasa K. Se agita con vortex. 

 

 Se incubó a 65°C por 10 minutos. 
 

 Se incubó a 95°C por 10 minutos. 
 

 Se  centrifugó y se colocaron 250 µL en el cartucho de extracción del equipo 
MagNA Pure LC. 
 

 Se programó el equipo y se colocaron los reactivos y los consumibles indicados 
por el equipo. Se realizó la extracción automática. 

 
Este estuche utiliza como principio la separación inmunomagnética que se representa a 
continuación: 
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Figura 5-2  Equipo y principio de extracción del Kit MPLC DNA Kit III Bacteria 
 

 
Fuente: EAB, ESP y Roche. MagNA Pure LC DNA isolation Kit III, 2012 

 
 
Equipo MagnaPure LC realiza a través de perlas marcadas con antígenos marcados la 
extracción de ADN en la muestra. 

 

5.5.2 Estuche QIAgen 
 
Para realizar esta extracción se realiza el siguiente procedimiento: 
 

 Se pipeteó 100-250 µL de la muestra extraída en un tubo de microcentrífuga de 
1,5 mL y  centrifugó durante 5 minutos a 5000 x g (7500 rpm).  
 

 Se midió el volumen del precipitado y se añadió solución tampón ATL para un 
volumen total de 180 µL. 
 

 Se añadió 20 µL de proteinasa K, se mezcló mediante agitación, se incubó a 56 ° 

C por 1 hora, se aplicó vortex 2 a 3 veces durante la incubación para dispersar la 

muestra. Se centrifugó brevemente el tubo de microcentrífuga de 1,5 mL para 

quitar las gotas de la parte interior de la tapa. 

 

 Se añadió 200 µL del buffer tampón AL a la muestra. 



 

 Se mezcló en vortex durante 15 segundos y se incubó a 70 ° C durante 10 
minutos.  
 

 Se agregó 200 µL de etanol (96-100%) a la muestra y se mezcló con vortex por 
15 segundos.  

 

 Se agregó la mezcla en una columna de centrifugación. 
y  se centrifugó a 6000 x g (8000 rpm) durante 1 min.  

 

 Se colocó la columna en un tubo limpio y se desechó el tubo que contiene el 
filtrado. En el tubo con la columna se añadió 500 µL de búfer AW1  
Se cerró la tapa y se centrifugó a 6000 xg (8000 rpm) durante 1 min.  
Se colocó la columna QIAamp mini en tubo limpio de 2 mL y desechó el tubo de 
que contenía el filtrado.  
 

 Se añadió 500 µL Buffer AW2, se centrifugó a toda velocidad 20.000 g (14.000 
rpm) durante 3 minutos. 
 

 Se colocó la columna en un nuevo tubo y se desechó el tubo del filtrado. Se 
Centrifugó a velocidad máxima durante 1 minuto. 
 

 Se colocó la columna Mini QIAamp en un tubo de microcentrífuga limpio de 1.5 
mL. Se añadió 200 µL de buffer AE o agua destilada.  

 

 Se repitió el paso anterior y se eluyó en 100 µL de buffer AE. El ADN está listo 
para ser cuantificado. 

 
Figura 5-3 Procedimiento general de extracción con el estuche QIAgen 

 



 
 

Fuente: QIAamp DNA Mini and Blood Mini Handbook, 2012 
 
 

 
 

5.5.3 Estuche de Congen SureAqua Bacteria Prep I 
 
Este estuche funciona de una manera similar al estuche de QIAgen. 
 

 Se pipeteó 100-250 µL de la muestra extraída en un tubo de microcentrífuga de 
1,5 mL y se centrifugó durante 5 minutos a 8000 rpm 
 

 Se descartó el sobrenadante y se agregó150 µL de Buffer de Lisis A. 
 

 Se añadió 50 µL de proteinasa K o reactivo B. Se incubó a 65° por 15 minutos. 

 

 Se añadió 200 µL del buffer C. 
 

 Se mezcló y se incubó a 95°C por 10 minutos. 
 

 Se agregó la muestra en una columna de centrifugación.  
 se centrifugó a 8000 rpm durante 1 minuto.  

 

 El tubo con el eluído se descarta y el tubo de con el filtro se coloca en otro tubo de 
elusión nuevo. 
 



 Se añadió al tubo del filtro 500 µL de búfer D. Se centrifugó a 8000 rpm durante 1 
minuto. 
 

 El tubo con el eluído se descartó y el tubo de con el filtro se coloca en otro tubo de 
elusión nuevo. 
 

 Se añadió 500 µL Buffer E y centrifugó a 14000 rpm durante 1 minuto. 
 

 Se descartó el filtrado. Se colocó el tubo del filtro dentro de un tubo de elusión y se 
añadió100 µL buffer de elusión.  
 

 El ADN está listo para ser cuantificado. 
 
 

 

5.6 Cuantificación de la concentración del ADN de las 
muestras con Escherichia coli y Enterobacter cloacae. 
 
Después de la extracciones se midieron las concentraciones en el Equipo 
Espectrofotómetro Nanodrop 2000 el cual permite cuantificar el ADN a 260 nm y también 
identifica la relación 260/280 nm  y 260/230 nm, los cuales son indicativos de la calidad de 
ADN extraído. 
 

 

5.7. Ensayos de concentración, extracción y 

cuantificación de ADN en las muestras adicionadas con 

cepa de Helicobacter pylori 

Se realizaron ensayos de concentración de 60 muestras de agua de consumo de manera 

controlada con cepa Helicobacter pylori NCTC 11638 por las técnicas de Filtración-

Centrifugación y Centrifugación. 

Se realizó la extracción con el Estuche MagNA Pure LC DNA isolation Kit III. 

Se cuantifico de la misma manera como se cuantificaron las muestras adicionadas con 

Escherichia coli y Enterobacter cloacae. 

 

5.8 Ensayos de los primers con ADN patrón de 

Helicobacter pyloria diferentes temperaturas de 

hibridación. 



5.8.1 Detección en formato SYBR Green 

Se ensayaron por PCR en tiempo real los primers a diferentes temperaturas de 

hibridación de los genes 16SARNr, vacA (región-s)  U1, vacA (región-m)  J2, cagA: Gen 

SG utilizando ADN patrón ATCC de Helicobacter pylori cepa J99  Ref 700824D-5™ con el 

estuche de detección LightCycler® 480 SYBR Green I Master, siguiendo el siguiente 

protocolo: 

 Se diluyeron los primers a 25 µM. En la reacción de PCR tendrán una 

concentración final de reacción de 0.5 µM. 

 Se preparó la reacción de PCR teniendo en cuenta los siguientes volúmenes de 

reacción para un volumen total de 20 µL: 

• Agua grado biología molecular: 4.6 µL 
• Primer Forward: 0.2 µL 
• Primer Revers: 0.2 µL 
• SYBR Green: 10 µL 
• Muestra: 5 µL 

 

En la siguiente tabla se relaciona el perfil térmico utilizado de acuerdo al inserto 
LightCycler® 480 SYBR Green I Master sin realizar variaciones al mismo: 

 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 5-2 Perfil térmico utilizado con el estuche Light Cycler® 480 SYBR Green I Master 
para los genes 16SARNr, cagA, vacA región-s U1 

 
 

Programa Paso Ciclos Modo de 
Análisis 

Temperatura Tiempo 

Pre incubación  Desnaturalización 
inicial 

1 --------------- 95°C 5 min 

Amplificación 
PCR 

Desnaturalización 45 Cuantificación 95°C 10 seg 
Hibridación Depende del 

primer  
7 seg 

Extensión 72°C 10 seg 
Curvas Melting Desnaturalización 1 Curvas Melting 95°C 5 seg 

Apareamiento 65°C 1 min 
Extensión 97°C --- 

Enfriamiento Extensión final 1        --------------
- 

40°C 10 seg 

 

Se ensayaron diferentes temperaturas de hibridación para cada primer así: 



Tabla 5-3 Temperaturas de hibridación para cada gen ensayadas utilizado con el estuche 

LightCycler® 480 SYBR Green I Master 

Gen Temperatura 
de 

Hibridación 

16SARNr  

64°C 

65°C 

66°C 

vacA región-s 
U1 

64°C 

65°C 

66°C 

vacA región-m J 

55°C 

59°C 

65°C 

67°C 

cagA- SG 

55°C 

65°C 

68°C 
 

 

 

 

 

5.8.2 Detección en formato HybProbe 

Igualmente se ensayaron en qPCR en tiempo real los primers a diferentes temperaturas 

de hibridación glmM y ureA utilizando ADN patrón ATCC de Helicobacter pylori cepa J99  

Ref 700824D-5™ con el estuche de detección para sondas de hibridación HybProbe. 

Se diluyeron los primers a 25 µM y las sondas a 10 µM. Los primers se diluyeron para 

quedar en una concentración final de reacción de 0.5 µM y la sonda a 0.3 µM. 

Se preparó la reacción teniendo en cuenta los siguientes volúmenes de reacción para un 

volumen total de 20 µL 

• Agua: 10.2 µL 
• Primer Forward: 0.2 µL 
• Primer Revers: 0.2 µL 
• Sonda LC: 0.2 µL 
• Sonda FL: 0.2 µL 
• Genotiping master 5x: 4 µL 
• Muestra: 5 µL 



Tabla 5-4 Perfil térmico para los Genes glmM y urea con LightCycler® 480 Genotyping 

Master. 

Programa Paso Ciclos Modo de 
Análisis 

Temperatura Tiempo 

Pre incubación  Desnaturalización 
inicial 

1 --------------- 95°C 10 min 

Amplificación 
PCR 

Desnaturalización 45 Cuantificación 95°C 10 seg 

Apareamiento Depende del 
primer  

10 seg 

Extensión 72°C 10 seg 

Curvas Melting Desnaturalización 1 Curvas Melting 95°C 5 seg 

Apareamiento 40°C 1 min 

Extensión 72°C --- 

Enfriamiento Extensión final 1 --------------- 40°C 10 seg 

 

Se ensayaron a diferentes temperaturas de hibridación para cada primer así: 

Tabla 5-5 Temperaturas de hibridación para los genes glmM y ureA 

Gen Temperatura 
de Hibridación 

glmM 
55°C 
63°C 

Urea 
45°C 
50°C 

 

5.9 Ensayo de especificidad de los primers de 

Helicobacter pylori frente a otros microorganismos  

Los primers 16SARNr, vacA (región-s)  U1  y ureA, fueron utilizados para realizar una 

PCR en tiempo real con otros microorganismos como fueron Escherichia coli y 

Enterobacter cloacae, Salmonella sp, Pseudomonas aeruginosa y Serratia marcenses con 

el fin de verificar su especificidad para Helicobacter pylori. En esta reacción se comparó 

con la prueba de estos primers con cepa NCTC de Helicobacter pylori 11638. 

 

5.10 Purificación del producto de amplificación de PCR 

Con el fin de realizar la curva estándar se realizó la purificación de los productos de 
amplificación de los diferentes genes como son: 16S ARNr,vacA (región-s)  U1y ureA, 
utilizando el estuche de Purificación High Pure Product Purification PCR así:  

 
Figura 5-4 Metodología de purificación de productos de amplificación de  PCR 

 



 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

5.11 Elaboración de la curva estándar para cada gen con 

el producto amplificado del ADN patrón. 

Con los productos purificados se midió la concentración de ADN y se realizaron diluciones 

decimales para realizar la curva. Se realizó el montaje de la curva por triplicado y se 

calculó con la cantidad de pares de bases de cada gen la cantidad de copias identificadas 

en cada dilución que corresponde a una concentración determinada de bacterias. 

 

5.12  Ensayos de qPCR en tiempo real en muestras 

adicionadas con cepa de Helicobacter pylori  NCTC 11638 

para los genes ARNr 16S, vacA (región-s)  U1  y ureA 

Al ADN extraído por la técnica de Centrifugación de las muestras contaminadas 

controladamente con Helicobacter pylori se corrió la qPCR en tiempo real 16S ARNr, vacA 

(región-s)  U1  y ureA y se cuantificó con las curvas estándares para conocer la cantidad 

de copias de cada muestra. 

 

100 µL de producto PCR 

Mezclar el pozo y aplicar el buffer en un 

tubo con filtro. Centrifugar a vel. Max. por 

20-30 seg. 

Centrifugue a 13000 g X 1 min 

Centrifugue a 13000 g X 1 min 

Centrifugue a 13000 g X 1 min 

Producto PCR Purificado 

Adicionar 500 µL de Buffer de acople 

Adicionar 500 µL de Buffer de lavado 

Adicionar 200 µL de Buffer de lavado 

Adicionar 50 -100 µL de Buffer de Elusión 

Descartar el sobrenadante 

Descartar el sobrenadante 

Descartar el sobrenadante 



 

 

6. Resultados 

6.1 Resultados de concentración, extracción y 

cuantificación de ADN con cepas de Escherichia coli  y 

Enterobacter cloacae. 
 

En las siguientes tablas se muestran las 106 muestras corridas por diferentes protocolos 

de concentración, extracción y la cuantificación de ADN obtenido: 

Tabla 6-1 Resultados de concentración, extracción y cuantificación de ADN de muestras 

contaminadas con Escherichia coli y Enterobacter cloacae con la técnica de Filtración-

Acetona.

 

Cepa probada Método concentración Cartucho Date and Time Nucleic Acid Units A260 A280 260/280 260/230

E. coli 1 Filtración-Acetona Congen SureAqua 06/03/2012 12:42:07 p.m. 2,3 ng/µl 0,046 0,005 9,03 0,15

E. coli 2 Filtración-Acetona Congen SureAqua 06/03/2012 12:42:52 p.m. 1,8 ng/µl 0,037 0,008 4,71 0,13

E. coli 3 Filtración-Acetona Congen SureAqua 06/03/2012 12:43:31 p.m. 6,6 ng/µl 0,131 0,057 2,3 0,33

E. coli 4 Filtración-Acetona Congen SureAqua 06/03/2012 12:44:18 p.m. 1,6 ng/µl 0,031 0 68,1 0,12

E. coli 5 Filtración-Acetona Congen SureAqua 06/03/2012 12:45:06 p.m. 1,5 ng/µl 0,03 -0,007 -4,5 0,1

E. coli 1 Filtración-Acetona MPLC DNA Kit III 06/03/2012 12:45:49 p.m. 4,9 ng/µl 0,098 0,055 1,78 0,24

E. coli 2 Filtración-Acetona MPLC DNA Kit III 06/03/2012 12:46:26 p.m. 5 ng/µl 0,1 0,06 1,67 0,25

E. coli 3 Filtración-Acetona MPLC DNA Kit III 06/03/2012 12:48:53 p.m. 3,8 ng/µl 0,075 0,056 1,34 0,23

E. coli 4 Filtración-Acetona MPLC DNA Kit III 06/03/2012 12:49:32 p.m. 2,6 ng/µl 0,052 0,025 2,08 0,17

E. coli 5 Filtración-Acetona MPLC DNA Kit III 06/03/2012 12:50:16 p.m. 6,4 ng/µl 0,128 0,089 1,43 0,26

E. coli 1 Filtración-Acetona Congen SureAqua 22/08/2013 01:59:54 p.m. 4,1 ng/µl 0,082 0,063 1,31 0,25

E. coli 2 Filtración-Acetona Congen SureAqua 22/08/2013 02:00:43 p.m. 4,9 ng/µl 0,099 0,074 1,34 0,29

E. coli 3 Filtración-Acetona Congen SureAqua 22/08/2013 02:01:41 p.m. 3,8 ng/µl 0,076 0,056 1,34 0,27

E. coli 4 Filtración-Acetona Congen SureAqua 22/08/2013 02:02:25 p.m. 4,2 ng/µl 0,084 0,063 1,34 0,28

E. coli 5 Filtración-Acetona Congen SureAqua 22/08/2013 02:03:13 p.m. 4,4 ng/µl 0,087 0,065 1,34 0,32

Enterobacter 1 Filtración-Acetona Congen SureAqua 22/08/2013 02:04:12 p.m. 4,3 ng/µl 0,086 0,062 1,39 0,29

Enterobacter 2 Filtración-Acetona Congen SureAqua 22/08/2013 02:05:19 p.m. 3,7 ng/µl 0,074 0,055 1,34 0,28

Enterobacter 3 Filtración-Acetona Congen SureAqua 22/08/2013 02:06:18 p.m. 4,3 ng/µl 0,085 0,068 1,24 0,28

Enterobacter 4 Filtración-Acetona Congen SureAqua 22/08/2013 02:07:08 p.m. 4,7 ng/µl 0,094 0,064 1,48 0,3

Enterobacter 5 Filtración-Acetona Congen SureAqua 22/08/2013 02:07:43 p.m. 5,7 ng/µl 0,114 0,077 1,48 0,27

E. coli Filtración-Acetona Congen SureAqua 03/12/2013 09:41:33 a.m. 3,1 ng/µl 0,062 0,038 1,65 0,38

E. coli Filtración-Acetona Congen SureAqua 03/12/2013 09:42:44 a.m. 4,2 ng/µl 0,083 0,047 1,79 0,35

E. coli Filtración-Acetona Congen SureAqua 03/12/2013 09:43:38 a.m. 3,7 ng/µl 0,074 0,045 1,66 0,34

E. coli Filtración-Acetona Congen SureAqua 03/12/2013 09:44:52 a.m. 3,5 ng/µl 0,071 0,041 1,73 0,34

E. coli Filtración-Acetona Congen SureAqua 03/12/2013 09:46:33 a.m. 3,8 ng/µl 0,076 0,039 1,94 0,33

Enterobacter Filtración-Acetona Congen SureAqua 03/12/2013 09:47:30 a.m. 3,6 ng/µl 0,072 0,043 1,7 0,35

Enterobacter Filtración-Acetona Congen SureAqua 03/12/2013 09:48:15 a.m. 4,1 ng/µl 0,083 0,043 1,9 0,34

Enterobacter Filtración-Acetona Congen SureAqua 03/12/2013 09:49:20 a.m. 4,1 ng/µl 0,081 0,046 1,77 0,35

Enterobacter Filtración-Acetona Congen SureAqua 03/12/2013 09:50:29 a.m. 4,3 ng/µl 0,085 0,05 1,69 0,37

Enterobacter Filtración-Acetona Congen SureAqua 03/12/2013 09:52:42 a.m. 3,7 ng/µl 0,073 0,043 1,71 0,35

Enterobacter Filtración-Acetona Congen SureAqua 03/12/2013 09:53:45 a.m. 3,8 ng/µl 0,076 0,045 1,69 0,34



 

6-2 Resultados de concentración, extracción y cuantificación de ADN de muestras 

contaminadas con Escherichia coli y Enterobacter cloacae con la técnica de 

Centrifugación. 

 

 

Cepa probada Método concentración Cartucho Date and Time Nucleic Acid Units A260 A280 260/280 260/230

E. coli 1 Centrifugación MPLC DNA Kit III 06/03/2012 12:59:53 p.m. 2 ng/µl 0,039 0,017 2,36 0,14

E. coli 2 Centrifugación MPLC DNA Kit III 06/03/2012 01:00:27 p.m. 1,9 ng/µl 0,037 0,021 1,73 0,14

E. coli 3 Centrifugación MPLC DNA Kit III 06/03/2012 01:01:01 p.m. 2,1 ng/µl 0,043 0,015 2,9 0,14

E. coli 4 Centrifugación MPLC DNA Kit III 06/03/2012 01:01:33 p.m. 2,7 ng/µl 0,055 0,024 2,3 0,19

E. coli 5 Centrifugación MPLC DNA Kit III 06/03/2012 01:02:02 p.m. 9,1 ng/µl 0,181 0,125 1,45 0,34

Enterobacter 1 Centrifugación MPLC DNA Kit III 06/03/2012 01:02:29 p.m. 8,9 ng/µl 0,177 0,118 1,5 0,36

Enterobacter 2 Centrifugación MPLC DNA Kit III 06/03/2012 01:02:55 p.m. 2 ng/µl 0,04 0,009 4,63 0,12

Enterobacter 3 Centrifugación MPLC DNA Kit III 06/03/2012 01:03:25 p.m. 0,7 ng/µl 0,015 -0,013 -1,15 0,06

Enterobacter 4 Centrifugación MPLC DNA Kit III 06/03/2012 01:03:49 p.m. 2,7 ng/µl 0,053 0,03 1,79 0,21

Enterobacter 5 Centrifugación MPLC DNA Kit III 06/03/2012 01:04:20 p.m. 3,2 ng/µl 0,064 0,035 1,81 0,22

Enterobacter 1 Centrifugación MPLC DNA Kit III 06/03/2012 12:54:50 p.m. 1,5 ng/µl 0,029 0,022 1,31 0,12

Enterobacter 2 Centrifugación MPLC DNA Kit III 06/03/2012 12:55:29 p.m. 2,6 ng/µl 0,052 0,034 1,54 0,16

Enterobacter 3 Centrifugación MPLC DNA Kit III 06/03/2012 12:56:02 p.m. 7 ng/µl 0,139 0,093 1,5 0,28

Enterobacter 4 Centrifugación MPLC DNA Kit III 06/03/2012 12:56:38 p.m. 5,5 ng/µl 0,109 0,073 1,5 0,26

Enterobacter 5 Centrifugación MPLC DNA Kit III 06/03/2012 12:57:11 p.m. 3,3 ng/µl 0,067 0,054 1,23 0,2

Enterobacter 1 Centrifugación QIAamp DNA Min 28/03/2012 04:13:22 p.m. 7,2 ng/µl 0,144 0,059 2,42 -1,9

Enterobacter 2 Centrifugación QIAamp DNA Min 28/03/2012 04:14:08 p.m. 7,1 ng/µl 0,143 0,051 2,8 -1,61

Enterobacter 3 Centrifugación QIAamp DNA Min 28/03/2012 04:15:16 p.m. 11,4 ng/µl 0,228 0,095 2,4 -8,08

Enterobacter 1 Centrifugación QIAamp DNA Min 28/03/2012 04:15:55 p.m. 9,2 ng/µl 0,183 0,079 2,3 -1,59

Enterobacter 2 Centrifugación QIAamp DNA Min 28/03/2012 04:17:37 p.m. 10,4 ng/µl 0,208 0,063 3,29 -7,84

Enterobacter 3 Centrifugación QIAamp DNA Min 28/03/2012 04:18:15 p.m. 10,2 ng/µl 0,204 0,055 3,73 15,66

Enterobacter 1 Centrifugación QIAamp DNA Min 19/04/2012 11:14:57 a.m. 11,4 ng/µl 0,229 0,154 1,49 0,96

Enterobacter 2 Centrifugación QIAamp DNA Min 19/04/2012 11:15:37 a.m. 9,5 ng/µl 0,189 0,127 1,49 0,95

Enterobacter 3 Centrifugación QIAamp DNA Min 19/04/2012 11:16:25 a.m. 11,1 ng/µl 0,222 0,146 1,53 0,76

E. coli 1 Centrifugación QIAamp DNA Min 22/08/2013 01:50:42 p.m. 4,5 ng/µl 0,09 0,068 1,31 0,3

E. coli 2 Centrifugación QIAamp DNA Min 22/08/2013 01:51:20 p.m. 6,8 ng/µl 0,136 0,118 1,16 0,33

E. coli 3 Centrifugación QIAamp DNA Min 22/08/2013 01:51:37 p.m. 6,8 ng/µl 0,135 0,114 1,18 0,34

E. coli 4 Centrifugación QIAamp DNA Min 22/08/2013 01:52:37 p.m. 4 ng/µl 0,08 0,061 1,31 0,29

E. coli 5 Centrifugación QIAamp DNA Min 22/08/2013 01:53:27 p.m. 3,5 ng/µl 0,07 0,047 1,48 0,28

Enterobacter 1 Centrifugación QIAamp DNA Min 22/08/2013 01:54:44 p.m. 4,7 ng/µl 0,094 0,061 1,54 0,32

Enterobacter 2 Centrifugación QIAamp DNA Min 22/08/2013 01:56:15 p.m. 3,3 ng/µl 0,065 0,049 1,32 0,25

Enterobacter 3 Centrifugación QIAamp DNA Min 22/08/2013 01:57:10 p.m. 5,8 ng/µl 0,115 0,087 1,32 0,32

Enterobacter 4 Centrifugación QIAamp DNA Min 22/08/2013 01:58:18 p.m. 4,9 ng/µl 0,098 0,08 1,23 0,3

Enterobacter 5 Centrifugación QIAamp DNA Min 22/08/2013 01:58:49 p.m. 5,3 ng/µl 0,106 0,079 1,33 0,31

E. coli 1 Centrifugación MPLC DNA Kit III 22/08/2013 02:08:23 p.m. 5,5 ng/µl 0,109 0,08 1,36 0,31

E. coli 2 Centrifugación MPLC DNA Kit III 22/08/2013 02:09:32 p.m. 3,6 ng/µl 0,071 0,052 1,37 0,32

E. coli 3 Centrifugación MPLC DNA Kit III 22/08/2013 02:09:58 p.m. 3,5 ng/µl 0,07 0,049 1,41 0,31

E. coli 4 Centrifugación MPLC DNA Kit III 22/08/2013 02:10:49 p.m. 4,1 ng/µl 0,081 0,06 1,36 0,33

E. coli 5 Centrifugación MPLC DNA Kit III 22/08/2013 02:11:34 p.m. 4,1 ng/µl 0,083 0,055 1,51 0,32

E. coli Centrifugación MPLC DNA Kit III 03/12/2013 09:54:39 a.m. 3,8 ng/µl 0,076 0,043 1,75 0,36

E. coli Centrifugación MPLC DNA Kit III 03/12/2013 09:56:00 a.m. 3,1 ng/µl 0,061 0,033 1,85 0,32

E. coli Centrifugación MPLC DNA Kit III 03/12/2013 09:57:22 a.m. 3,3 ng/µl 0,066 0,031 2,12 0,35

E. coli Centrifugación MPLC DNA Kit III 03/12/2013 09:58:23 a.m. 3,6 ng/µl 0,072 0,035 2,05 0,35

E. coli Centrifugación MPLC DNA Kit III 03/12/2013 09:59:30 a.m. 3,6 ng/µl 0,071 0,043 1,67 0,34

Enterobacter Centrifugación MPLC DNA Kit III 03/12/2013 10:00:29 a.m. 2,8 ng/µl 0,056 0,028 2 0,33

Enterobacter Centrifugación MPLC DNA Kit III 03/12/2013 10:01:10 a.m. 2,5 ng/µl 0,051 0,022 2,36 0,32

Enterobacter Centrifugación MPLC DNA Kit III 03/12/2013 10:01:57 a.m. 2,3 ng/µl 0,047 0,019 2,49 0,31

Enterobacter Centrifugación MPLC DNA Kit III 03/12/2013 10:02:57 a.m. 2,3 ng/µl 0,047 0,018 2,6 0,34

Enterobacter Centrifugación MPLC DNA Kit III 03/12/2013 10:03:54 a.m. 2 ng/µl 0,04 0,015 2,7 0,35

Enterobacter Centrifugación MPLC DNA Kit III 03/12/2013 10:04:58 a.m. 2,6 ng/µl 0,054 0,018 2,98 0,34



 

Tabla 6-3 Resultados de concentración, extracción y cuantificación de ADN de muestras 

contaminadas con Escherichia coli y Enterobacter cloacae con la técnica de Filtración-

Centrifugación. 

 

De las anteriores técnicas de concentración se descartó la técnica de filtración-acetona 

mientras que con las otras dos técnicas se obtuvo concentraciones de ADN adecuadas y 

similares. 

 

6.2 Resultados de concentración, extracción y 

cuantificación de las 60 muestras adicionadas con cepa 

de Helicobacter pylori NCTC 11638 

Se escogieron los métodos de concentración: Filtración-Centrifugación y Centrifugación, 

debido a que se obtuvo una concentración de ADN permisible para realizar la PCR en 

tiempo real. No se escogió el método de Filtración Acetona por presentar un precipitado 

viscoso que supera el volumen aceptable para realizar la extracción. 

De los tres estuches se escogió el estuche de Extracción Magna Pure, LC DNA isolation 
Kit III (Bacterias, Hongos) ya que no se evidenció diferencia significativa en los resultados 
de concentración de ADN y por su mayor practicidad y rapidez. 

 

Cepa probada Método concentración Cartucho Date and Time Nucleic Acid Units A260 A280 260/280 260/230

Enterobacter 1 Filtración-Centrifugación QIAamp DNA Min 06/03/2012 12:51:11 p.m. 1,8 ng/µl 0,037 0,029 1,29 0,13

Enterobacter 2 Filtración-Centrifugación QIAamp DNA Min 06/03/2012 12:51:55 p.m. 2,4 ng/µl 0,048 0,046 1,03 0,16

Enterobacter 3 Filtración-Centrifugación QIAamp DNA Min 06/03/2012 12:52:35 p.m. 1,6 ng/µl 0,032 0,027 1,17 0,14

Enterobacter 4 Filtración-Centrifugación QIAamp DNA Min 06/03/2012 12:53:08 p.m. 5,1 ng/µl 0,102 0,065 1,58 0,26

Enterobacter 5 Filtración-Centrifugación QIAamp DNA Min 06/03/2012 12:54:15 p.m. 2,5 ng/µl 0,051 0,038 1,33 0,16

E. coli 1 Filtración-Centrifugación QIAamp DNA Min 28/03/2012 04:07:23 p.m. 1,3 ng/µl 0,025 0,031 0,82 -0,2

E. coli 1 Filtración-Centrifugación QIAamp DNA Min 28/03/2012 04:08:30 p.m. 0,7 ng/µl 0,013 -0,022 -0,61 0,68

E. coli 2 Filtración-Centrifugación QIAamp DNA Min 28/03/2012 04:09:16 p.m. -0,2 ng/µl -0,005 -0,045 0,1 0,09

E. coli 2 Filtración-Centrifugación QIAamp DNA Min 28/03/2012 04:10:40 p.m. -0,3 ng/µl -0,006 -0,053 0,12 0,11

E. coli 3 Filtración-Centrifugación QIAamp DNA Min 28/03/2012 04:11:44 p.m. 3,9 ng/µl 0,078 0,043 1,81 0,54

E. coli 4 Filtración-Centrifugación QIAamp DNA Min 28/03/2012 04:12:34 p.m. 2,9 ng/µl 0,059 0,013 4,4 1,59

E. coli 1 Filtración-Centrifugación QIAamp DNA Min 19/04/2012 11:11:46 a.m. 6,5 ng/µl 0,13 0,102 1,27 0,79

E. coli 2 Filtración-Centrifugación QIAamp DNA Min 19/04/2012 11:12:25 a.m. 6 ng/µl 0,12 0,094 1,28 0,95

E. coli 3 Filtración-Centrifugación QIAamp DNA Min 19/04/2012 11:13:20 a.m. 11,2 ng/µl 0,224 0,145 1,55 1,03

Enterobacter Filtración-Centrifugación QIAamp DNA Min 25/04/2012 05:24:29 p.m. 8,9 ng/µl 0,178 0,098 1,81 0,49

Enterobacter Filtración-Centrifugación QIAamp DNA Min 25/04/2012 05:25:10 p.m. 8,9 ng/µl 0,178 0,085 2,08 0,55

E.coli Filtración-Centrifugación QIAamp DNA Min 25/04/2012 05:22:17 p.m. 5,2 ng/µl 0,105 0,043 2,45 1,44

E.coli Filtración-Centrifugación QIAamp DNA Min 25/04/2012 05:23:28 p.m. 5,4 ng/µl 0,108 0,054 1,99 1,36

Enterobacter 1 Filtración-Centrifugación MPLC DNA Kit III 09/09/2013 03:14:43 p.m. 3,2 ng/µl 0,064 0,032 2 0,34

Enterobacter 2 Filtración-Centrifugación MPLC DNA Kit III 09/09/2013 03:15:30 p.m. 2,7 ng/µl 0,055 0,019 2,86 0,33

Enterobacter 3 Filtración-Centrifugación MPLC DNA Kit III 09/09/2013 03:16:11 p.m. 2,7 ng/µl 0,054 0,018 2,98 0,34

E. coli 1 Filtración-Centrifugación MPLC DNA Kit III 09/09/2013 03:16:56 p.m. 2,4 ng/µl 0,048 0,019 2,58 0,38

E. coli 2 Filtración-Centrifugación MPLC DNA Kit III 09/09/2013 03:17:42 p.m. 3 ng/µl 0,06 0,026 2,3 0,38

E. coli 3 Filtración-Centrifugación MPLC DNA Kit III 09/09/2013 03:18:26 p.m. 3,7 ng/µl 0,074 0,054 1,39 0,45



 

Tabla 6-4 Resultados de concentración de ADN de Helicobacter pylori extraído por 

métodos de Filtración-Centrifugación y Centrifugación. 

Numero 
de 

muestra Concentración 

Protocolo 
Filtro de 

Membrana 
ng/µL 

Protocolo 
Centrifugación 

ng/µL 
control  Alto 1.7 3.2 
control  Alto 2.8 5.8 
control  Alto 1.9 2.4 
7211 Alto 1.7 3.0 
7212 Alto 2.2 3.3 
7214 Alto 1.8 4.1 
7216 Alto 2.1 7.1 
7220 Alto 1.8 4.0 
7224 Alto 1.5 6.4 
7228 Alto 1.2 7.0 
7230 Alto 2.1 11.7 
7232 Alto 2.4 3.8 
7235 Alto 2.2 4.1 

control  Bajo 2.5 2.6 
control  Bajo 1.7 2.6 
control  Bajo 2.7 3.2 
7192 Bajo 1.7 2.5 
7193 Bajo 2.7 4.3 
7194 Bajo 2.9 5.6 
7195 Bajo 2.2 4.8 
7196 Bajo 2.2 3.7 
7197 Bajo 2.2 3.6 
7198 Bajo 2.9 5.5 
7203 Bajo 3.0 3.5 
7215 Bajo 2.1 3.2 
7223 Bajo 2.3 3.0 

control  Medio 2.8 3.0 
control  Medio 2.8 3.4 
control  Medio 2.5 3.4 
7205 Medio 1.8 9.8 
7207 Medio 1.8 3.5 
7210 Medio 1.7 3.1 
7213 Medio 1.3 2.8 
7218 Medio 1.3 3.1 
7219 Medio 1.7 2.8 
7221 Medio 1.8 3.2 
7225 Medio 1.8 3.5 
7233 Medio 2.4 6.9 
7234 Medio 1.5 2.2 

De acuerdo a los resultados de la tabla 6-2 se escogió la técnica de Centrifugación 

debido a que hay una mejor recuperación de ADN que en la técnica de Filtración-

Centrifugación. 



6.3 Curvas de concentración del producto purificado de 

ADN patrón de Helicobacter pylori para los genes 16S 

ARNr, vacA región-s U1 y ureA  

De los primers analizados tres dieron resultados óptimos por PCR en tiempo real a todas 

temperaturas de hibridación probadas. Se purificó el producto de la amplificación del ADN 

certificado que sirvió de patrón para los primers 16SARNr, vacA región-s U1 y ureA. 

Figura 6-1 Purificación del producto del gen 16S ARNr  

 

Figura 6-2 Purificación del producto del gen vacA región-s U1 

 

 



 

Figura 6-3 Purificación del producto del gen ureA 

 

En las anteriores figuras se puede observar los resultados por triplicado de la 

calidad de los productos purificados debido a que se presenta una amplificación 

en la longitud de onda específica para ADN a 260nm, además se observa la 

excelente concentración obtenida entre 33-70 ng/µL y se cumplen los criterios de 

calidad de ADN en las relaciones 260/280 y 260/230.  

Estos productos purificados sirvieron como patrón para realizar las curvas 

estándar de concentración. 

 

 

 

 

 

 



6.4 Curvas estándar de cuantificación con producto 

purificado de cepa de Helicobacter pylori NCTC de 11638  

6.4.1 Curva estándar del gen 16S ARNr  

Figura 6-4 Curvas de amplificación del Gen 16S ARNr a diferentes concentraciones 

 

Se observa la amplificación de todas las diluciones utilizadas para la construcción de la 
curva para el gen 16S ARNr. 

 
 

Figura 6-5 Curva estándar de concentración del Gen 16S ARNr 

 

 



 

6.4.2. Curva estándar del gen vacA (región-s) U1 

Figura 6-6 Curvas de amplificación del Gen vacA (región-s) U1 a diferentes 
concentraciones 

 

 

Se observa la amplificación de todas las diluciones utilizadas para la construcción de la 
curva para este gen vacA. 

 

Figura 6-7 Curva estándar de concentración del Gen vacA (región-s) U1 

 

 

 



6.4.3 Curva estándar del Gen ureA 

Figura 6-8 Curvas de amplificación del Gen ureA a diferentes concentraciones 
 

 

Se observa la amplificación de todas las diluciones utilizadas para la construcción de la 
curva para este gen ureA. 

 
Figura 6-9 Curva estándar de concentración del Gen ureA 

 

 

 



En las figuras 6-4, 6-5 y 6-6 se observa que las eficiencias (1.95-2.01) y los errores (0.12-
0.26) están dentro de los rangos óptimos para la realización de curvas estándar. Se 
evidencia que la concentración de producto amplificado es inversamente proporcional al 
Cp encontrado. 
 
 

6.5 Especificidad del ensayo 

La especificidad de los primers se corroboró por la homología encontrada en tres 

bases de datos diferentes: (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), 

(http://rdp.cme.msu.edu), (http://greengenes.lbl.gov) . 

En las siguientes figuras se observan el resultado de las búsquedas de la 

especificidad de cada uno de los primers: 

 

6.5.1. Especificidad para el Gen 16SARNr  
 

Figura 6-10 Reporte de especificidad del NCBI del Gen 16S ARNr 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
http://rdp.cme.msu.edu/
http://greengenes.lbl.gov/


Figura 6-11 Reporte de especificidad del RDP del Gen 16S ARNr  
 

 

Figura 6-12 Reporte de especificidad del GREEN GEN del Gen 16S ARNr  
 

 

 

 

 



En la figura 6-10 se demuestra la especificidad del primer ya que la curva melting solo 

muestra un pico de fluorescencia. 

Figura 6-13 Curva melting del Gen 16S ARNr  
 

 

6.5.2  Especificidad para el Gen vacA (región-s) U1 
 
En la anterior grafica se observa un solo pico de amplificación mostrando que no hay 
interferencia de productos inespecíficos en la reacción. 

 
Figura 6-14 Reporte de especificidad del NCBI del Gen vacA (región-s)U1 

 

 



 

En la figura 6-15 se demuestra la especificidad del primer ya que la curva melting solo 

muestra un pico de fluorescencia: 

Figura 6-15 Curva melting del Gen vacA (región-s) U1 

 

La anterior grafica se observa un solo pico de amplificación mostrando que no hay 
interferencia de productos inespecíficos en la reacción. 

 
 

6.5.3 Especificidad para el Gen ureA 
 

Figura 6-16 Reporte de especificidad del NCBI del Gen ureA 
 

 



 
En la figura 6-17 se demuestra la especificidad del primer debido a que la curva melting 

solo muestra un pico de fluorescencia. Esta curva melting es diferente debido al tipo de 

formato utilizado Hybprobe. 

Figura 6-17 Curva melting del Gen ureA 
 

 

En la anterior grafica se observa un solo pico de amplificación mostrando que no hay 
interferencia de productos inespecíficos en la reacción. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6.5.4 Especificidad de los primers frente a otros microrganismos. 

La especificidad se evidenció en la amplificación de ADN patrón de Helicobacter 

pylorifrente a otros ADN de microorganismos como Escherichia coli y Enterobacter 

cloacae, Salmonella sp, Pseudomonas aeruginosa y Serratia marcenses, como se 

observa en las siguientes figuras: 

 

Figura 6-18 Amplificación de ADN con el  Figura 6-19 Amplificación de ADN con el 

primer 16S ARNr de Helicobacter pylori frente    primer vacA de Helicobacter pylori frente a 

otras cepas.    otras cepas.     

         

 

 

Figura 6-20 Amplificación de DNA con el primer ureA de Helicobacter pylori frente a otras 

cepas. 

 

.  

En las anteriores figuras se puede observar que las líneas verdes planas son las 

muestras con cepas de otros microorganismos diferentes a Helicobacter pylori 

donde se observa que no hubo amplificación. Las curvas de color rojo 

corresponden a amplificación de Helicobacter pylori  NCTC 11638. 



 

6.6 Límites de cuantificación del ensayo 

El límite de cuantificación corresponde a la menor concentración de ADN 

detectado por medio las curvas estándar para cada gen. 

Tabla 6-5 Límite de cuantificación los diferentes primers evaluados 

Gen Cp Límite de 
cuantificación 

(copias) 

Equivalencia en 
Número de 
Bacterias 

16S ARNr 36.25 5.82e0 2 bacterias 
vacA (región-

s)U1 
40.0 6.83e0 3 bacterias 

ureA 31.60 8.69e0 8 bacterias 

 

En la anterior tabla podemos observar las mínimas concentraciones de ADN 

detectado.  

 

6.7 Linealidad del ensayo 

Esta dada por la curva de cada gen y se verifica con el error y la eficiencia. 

Tabla 6-6 Error y eficiencia de las diferentes curvas de amplificación para cada primer. 
 

Gen Error Eficiencia 
16SARNr  0.266 1.956 
vacA (s-

región)U1 
0.129 2.012 

urea 0.301 1.985 
 

 
En la tabla se observa los errores y las eficiencias de cada curva que indica que las 
curvas estándar cumplen con los criterios de  error 0.5 y eficiencia entre 1.95-2.00. Estas 
eficiencias son acordes con lo mencionado por  (Surzycki, 2008) y (Mulhardt, 2010). 
 

 

 

 

 



6.8 Resultados de qPCR en tiempo real en muestras 
adicionadas con Helicobacter pylori cepa NCTC 11638 
para los genes 16S ARNr, vacA (región-s)  U1  y ureA. 
 

Tabla 6-7 Resultados consolidados de muestras adicionadas para los genes 16SARNr, 

vacA (s-region) U1 y ureA. 

 

 

Numero
Concentración 

teorica

CP ARNr 

16S

Concentración 

(N° de copias)

vacA (s-

region) 

U1 

Concentración 

(N° de copias)
CP ureA

Concentración 

(N° de copias)

control  alto 34,73 1,2E+03 37,36 7,6E+01 29,73 9,3E+02

control  alto 32,80 1,1E+03 36,35 2,1E+02 27,80 8,0E+02

control  alto 34,01 1,1E+03 37,08 8,9E+01 29,01 7,6E+02

7211 alto 34,08 1,0E+03 37,58 8,7E+01 29,08 7,1E+02

7212 alto 32,60 1,2E+03 37,46 9,0E+01 27,60 8,4E+02

7214 alto 33,58 1,2E+03 38,01 5,0E+01 28,58 8,5E+02

7216 alto 32,00 8,7E+03 37,21 9,8E+01 27,00 8,4E+03

7220 alto 32,78 1,3E+03 37,37 7,3E+01 27,78 9,4E+02

7224 alto 33,89 1,2E+03 37,86 5,1E+01 28,89 8,5E+02

7228 alto 34,08 1,0E+03 37,92 4,8E+01 29,08 7,1E+02

7230 alto 33,50 3,8E+03 37,3 1,0E+02 28,50 3,4E+03

7232 alto 33,40 1,0E+03 37,43 9,8E+01 28,40 7,1E+02

7235 alto 32,82 1,2E+03 37,89 4,5E+01 27,82 9,1E+02

control  medio 34,97 7,9E+02 38,56 2,9E+01 29,97 5,8E+02

control  medio 35,31 1,0E+03 38,6 2,7E+01 30,31 8,1E+02

control  medio 33,80 5,8E+02 38,52 2,6E+01 28,80 3,8E+02

7205 medio 34,02 1,1E+03 38,69 2,5E+01 29,02 8,8E+02

7207 medio 34,78 4,6E+02 38,72 6,1E+01 29,78 2,5E+02

7210 medio 34,08 1,0E+03 38,52 2,6E+01 29,08 7,9E+02

7213 medio 33,80 1,2E+03 38,08 4,3E+01 28,80 1,0E+03

7218 medio 35,20 1,0E+03 39,25 2,5E+01 30,20 7,9E+02

7219 medio 34,25 8,5E+02 39,01 3,5E+01 29,25 6,5E+02

7221 medio 34,12 1,0E+03 38,97 5,5E+01 29,12 7,9E+02

7225 medio 33,89 1,2E+02 39,43 1,6E+01 28,89 8,8E+02

7233 medio 34,28 7,6E+02 38,75 6,6E+01 29,28 5,6E+02

7234 medio 34,12 8,0E+02 38,73 2,7E+01 29,12 6,0E+02

control  bajo 35,15 1,2E+01 39,36 1,7E+01 30,15 1,1E+01

control  bajo 36,25 5,8E+00 39,2 2,5E+01 31,25 4,7E+00

control  bajo 38,88 8,3E+00 39,4 1,0E+01 31,00 7,2E+00

7192 bajo 36,05 6,6E+00 40 6,8E+00 31,05 5,5E+00

7193 bajo 35,32 1,1E+01 39,3 1,7E+01 30,32 9,9E+00

7194 bajo 35,00 1,6E+01 40 6,8E+00 30,00 1,5E+01

7195 bajo 34,93 1,4E+01 40 6,8E+00 29,93 1,3E+01

7196 bajo 34,93 1,4E+01 40 6,8E+00 29,93 1,3E+01

7197 bajo 35,12 1,3E+01 39,3 1,7E+01 30,12 1,1E+01

7198 bajo 34,89 1,5E+01 40 6,8E+00 29,89 1,3E+01

7203 bajo 34,87 1,5E+01 39,2 2,8E+01 29,87 1,4E+01

7215 bajo 35,49 1,0E+01 39,24 1,8E+01 30,49 8,8E+00

7223 bajo 35,27 1,1E+01 39,36 1,7E+01 30,27 1,0E+01



En la tabla se observan los resultados de las muestras de agua contaminada de manera 

controlada con Helicobacter pylori,  concentradas por el método de Centrifugación y 

extraídas con el estuche de Magna Pure Lc a las cuales se les realizó la qPCR en tiempo 

real previamente estandarizada. 

A continuación se observan los resultados de la qPCR  en tiempo real de las muestras de 

agua contaminadas con Helicobacter pylori para cada gen, donde se observa que la 

mayoría de las muestras amplifican en Cp tardíos que es directamente proporcional a 

concentraciones bajas del microorganismo. 

Figura 6-21 Curvas de amplificación muestras adicionadas para el gen 16S ARNr  

 

 

 

 

 

 

 



Figura 6-22 Curvas de amplificación muestras adicionadas gen vacA (s-region) U1 

 

Figura 6-23 Curvas de amplificación muestras adicionadas gen ureA 

 

 

Se observan en las figuras 6.22,23,22, las curvas de amplificación de cada uno de los 

genes en las muestras adicionadas de manera controlada con concentraciones bajas de 

cultivo de Helicobacter pylori, estas curvas evidencian el funcionamiento del protocolo 

estandarizado de qPCR para la detección del ADN en agua. 

 



 

 

 

7. DISCUSIÓN 

En Colombia la prevalencia de la infección por Helicobacter pylori es alta y la ocurrencia 
de las enfermedades relacionadas con esta infección son frecuentes, todos los individuos 
infectados desarrollan gastritis, aproximadamente el 20% ulcera péptica y el 3% cáncer 
gástrico. (Henao et al, 2009). 

Estudios en diferentes regiones del mundo han postulado la trasmisión acuática de 
Helicobacter pylori utilizando diferentes metodologías como son: el cultivo  (Montero 
Campos, 2011) y (Zahoor et al, 2011), FISH (Moreno et al, 2007), por técnicas 
inmunológicas para la detección de antígenos de Helicobacter pylori (Hegarty et al, 1999), 
por técnicas moleculares como la hibridación fluorescente in situ (Piqueres et al, 2006), 
por PCR convencional (Hulten et al, 1996), (Al-Sulami et al, 2010) y PCR en tiempo real 
(Daniels et al, 2005), (Yáñez et al, 2009), (Botes et al, 2013). 

Se ha demostrado la presencia de Helicobacter pylori en aguas superficiales y 
subterráneas no tratadas y utilizadas para consumo humano, en ríos, lagos, en el mar y 
aguas residuales.   Estudios como el de México (Mendoza et al, 2004) han demostrado la 
presencia del ADN bacteriano en el Rio Grande  que surte agua a los acueductos, en 
Perú (Hulten et al, 1996) en unas poblaciones cercanas a Lima donde se encontró que el 
50% de las muestras de agua para consumo eran positivas para Helicobacter pylori, en 
Costa Rica se detectó  el microorganismo en muestras del sistema de distribución de 
aguas y en los tanques de almacenamiento, hallaron la bacteria en el 40% en áreas 
donde la incidencia de cáncer gástrico es alta y en el 7% en las áreas de baja incidencia 
(Montero Campos, 2011), en Estados Unidos se encontró la bacteria en el 60% de las 
muestras de aguas superficiales y fuentes subterráneas en los estados de Ohio y 
Pensilvania (Hegarty et al, 1999);  en Lahore, Pakistán fue detectada la bacteria en el 
40% de las muestras de agua para consumo (Zahoor et al, 2011), En Kermanshah, Irán 
se halló en el 36% de muestras de agua de la llave (Amirhooshang, 2014), también se ha 
hallado el microorganismos en aguas de riego y aguas residuales, por lo que estos 
hallazgos evidencian que el agua puede servir de reservorio para la bacteria. 

Estudios en países en vía de desarrollo  han encontrado asociaciones entre la alta 
prevalencia  de la infección con fuentes de agua contaminadas con materia fecal (Klein et 
al, 1991) y en diferentes poblaciones se ha demostrado que los métodos y protocolos de 
desinfección no están siendo efectivos, por ejemplo (Krumbiegel et al, 2004)  y (Baker K. 
H., 2002), (Gião et al, 2010) encontraron que Helicobacter pylori es más resistente que 
Escherichia coli a la desinfección con cloro y  ozono, lo que dificultaría su eliminación, 
sumado a esto Helicobacter pylori puede cambiar su morfología a formas cocoides  y 
además se puede encontrar  haciendo parte de las biopelículas de redes de agua potable 
e igualmente se ha referenciado como habitante de diferentes tipos de materiales de 
tuberías de trasporte de agua (Andersen; Rasmussen, 2009), (Gião et al, 2011). 



  

A pesar que en Colombia no hay estudios que demuestren la bacteria en ambientes 
acuáticos, ni existen protocolos de laboratorio para identificar este patógeno en agua para 
consumo, se puede pensar que Helicobacter pylori puede estar presente en el agua; el 
informe del Instituto Nacional de Salud del año 2013 reporta que solamente el 58,8% de la 
población colombiana recibe agua sin riesgo para los parámetros establecidos en la 
Resolución 2115 de 2007 (INS, 2013) esto se puede correlacionar con lo hallado por 
(Goodman et al, 1996) un estudio en Aldana, Nariño (Colombia) en el que concluyeron 
que las tasas de infección eran más altas en grupos de niños en que utilizaban  los 
arroyos sin tratamiento como fuente de agua de consumo. 

La infección por Helicobacter pylori ha adquirido  importancia en la salud pública debido a 
las múltiples evidencias sobre la presencia de Helicobacter pylori en agua y su posible 
transmisibilidad  y  a pesar de todos los estudios, no existe un protocolo estándar o 
normalizado para la detección de la bacteria en agua.  Por consiguiente  se planteó  la 
necesidad de estandarizar  un método específico, sensible, cuantificable y rápido para 
detectar el ADN de Helicobacter pylori en aguas de consumo como es la qPCR en tiempo 
real.    

Para este fin se evaluaron inicialmente tres métodos de concentración  y  extracción del 
ADN, donde el método de centrifugación fue el más conveniente por los resultados en 
cuanto a la cantidad, calidad del ADN y menor manipulación de la muestra como lo 
conseguido por (Welleinghuase, 2006),  comparándolo con los métodos de filtro de 
membrana y acetona.  En la técnica de filtro de membrana-acetona, la acetona forma una 
capa blanca viscosa que no permite diferenciar bien del precipitado y ocasiona que no se 
asegure recoger la totalidad del mismo para extracción y en la técnica de Filtro de 
membrana – Centrifugación, la agitación con vortex no asegura que se desprendan todas 
las bacterias del filtro,  además se realizan demasiados pasos que pueden involucrar 
contaminación, aunque otros estudios han utilizado este último método con buenos 
resultados (Al-Sulami et al, 2010) y (Zahoor et al, 2011). 

En este trabajo, se comprobó que con el método de Centrifugación se obtiene una 
concentración de ADN entre 1 y 5 ng/µL  en la matriz de agua contaminada con 
concentraciones tan bajas de hasta 10-200 UFC de bacterias. El volumen de muestra se 
validó en 100 mL ya que es un volumen utilizado para el análisis de aguas, pero es 
importante mencionar que entre mayor sea la cantidad de muestra, mayor será la 
concentración de ADN genómico obtenido. 

 
Se utilizó el estuche de extracción MagNAPure LC DNA isolation Kit III Roche® por ser  
un método automatizado en el cual hay la menor manipulación de la muestra, evita la 
contaminación cruzada y realiza automáticamente en menor tiempo la extracción de las 
muestras con un volumen final extraído de 100 µL, tiene una mayor eficiencia comparado 
con los otros estuches probados. 
 
Se probaron diferentes temperaturas de hibridación para cada primer según los estudios 
realizados por (Lopez Cascante, 2007), (Zahoor et al, 2011), temperaturas donde los ADN 
de Helicobacter pylori certificado y de la cepa ATCC dieron las mejores curvas de 
amplificación. De los seis primers evaluados solo tres presentaron curvas de amplificación 
adecuadas, esto  fueron 16S ARNr, vacA U1 y ureA.  Los primers cagA y glmM luego de 
varios ensayos no se obtuvo la amplificación deseada posiblemente debido a problemas 



en la síntesis de los mismos. El gen vacA J2 tuvo un tamaño de primer muy grande que 
es un limitante para PCR en tiempo real,  esta pudo ser la causa de la no amplificación. 
 
Los oligonucleótidos 16S ARNr, vac A U1, fueron evaluados utilizando el estuche 
LightCycler® 480 SYBR Green I Master. El gen ureA fue evaluado con una sonda de 
hidrolisis que da mayor especificidad y el protocolo utilizado fue con el Kit Light Cycler 480 
Genotyping Master Roche®, mejorando lo hecho por (Zahoor et al, 2011) quien utilizó una 
sonda para PCR convencional. 

Con el uso del estuche de Purificación High Pure Product Purification PCR se  purificaron 
los productos de los tres primers y se  observó que la relación Abs260/Abs280 se 
encontraba en promedio 1.99 que es cercano al rango esperado entre 1.5 y 2.2 (Mulhardt, 
2010) y (Marjorie, 2013) lo que permitió establecer que en este trabajo se logró la 
extracción de ADN de alta calidad, aceptable para la estandarización de las curvas para la 
qPCR en tiempo real.  

La concentración promedio de ADN obtenido en el producto amplificado fue de 30-70 
ng/µL con lo que fue posible realizar las curvas de amplificación  para cada gen, utilizando 
este producto específico como “patrón" y para hallar la concentración en copias se utilizó 
un software online.  La sensibilidad cuantitativa del ensayo fue de 4, 3,  y 8   bacterias en 
la dilución más baja, es decir,  copias del gen 16S ARNr, vac A U1 y ureA 
respectivamente.  Estos umbrales son similares a los de los informes publicados 
(Surzycki, 2008)  y el presente trabajo confirma que la qPCR en tiempo real puede 
cuantificar con precisión  concentraciones muy  bajas de  Helicobacter pylori  en agua. 

 
Con este estudio se ha logrado la estandarización de todos los pasos desde la 
concentración, extracción, temperatura, tipo de primers, purificación, elaboración de las 
curvas,  por lo tanto ahora se cuenta con una técnica altamente sensible, especifica y 
rápida, se puede realizar en 8 horas incluida la concentración y extracción de ADN, no 
requiere recuperación de microorganismos viables y las condiciones de transporte no son 
tan exigentes como para el cultivo. La qPCR  es la mejor opción ya que es bien conocido 
la dificultad de recuperación de células viables de Helicobacter pylori del ambiente  por 
cultivo; otras opciones serían  la técnica de inmunofluorescencia pero no hay suficientes 
estudios que demuestren su sensibilidad y especificidad, la técnica de FISH pero tampoco 
hay suficientes reportes que demuestren su efectividad en la detección de 
microorganismos viables (Fernandez et al, 2008). Además el costo de los reactivos 
necesarios para la implantación de esta técnica es razonable: $80.000 por prueba incluida 
la concentración, extracción y amplificación, este valor es aproximado a cualquier 
diagnóstico de microbiología en aguas. 

Se sugiere que los laboratorios ambientales de control y vigilancia de aguas de segundo 
nivel de complejidad implementen al menos uno de los tres primers utilizados como 
herramienta de evaluación de la calidad del agua y de presencia del ADN de Helicobacter 
pylori.  

 

 

 



 

 

 

 

Conclusiones  

 

 Se estandarizó a través de la contaminación experimental controlada, una técnica 

específica, sensible y adecuada para de detección de Helicobacter pylori en 

aguas, como es la  qPCR en tiempo real, como etapa preliminar para su detección 

en las aguas de consumo. 

 

 La técnica de centrifugación fue con la que se obtuvo los mejores resultados para  

concentración de muestras de aguas de consumo. 

 

 Se escogió el estuche de extracción de ADN Magna Pure LC por ser un sistema 

automatizado que evita la manipulación de la muestra y aporta rapidez al ensayo y 

con el cual se obtienen concentraciones de ADN adecuadas de aguas de consumo 

para la PCR en tiempo real. 

 

 Se estandarizó la qPCR para la detección de los genes de Helicobacter pylori 16S 

ARNr, (vacA) región-S U1 y ureA. 

 

 Esta técnica estandarizada está disponible para evaluar la presencia de 

Helicobacter pylori en agua la cual puede ser implementada por los prestadores 

del servicio de acueducto y los entes vigilantes que lo requieran. 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Recomendaciones 
 
 

 Con la estandarización de esta técnica se puede acudir a los entes 

gubernamentales y partes interesadas para que se incluya en la normatividad la 

detección de Helicobacter pylori como parte de la evaluación de calidad  de aguas 

consumo. 

 

 Se sugiere implementar la técnica de qPCR para Helicobacter pylori en 

laboratorios ambientales de segundo y tercer nivel y prestar servicios de ensayo a 

todos los acueductos, empresas y corporaciones del país. 

 

 Se recomienda realizar estudios de detección, secuenciación y análisis de 

Helicobacter pylori en  los diferentes acueductos del país como aporte a la 

investigación y al conocimiento de los mecanismos de transmisión del 

microorganismo.  

 

 Se requiere mayor compromiso y apoyo de todos los sectores empresarial, 

educativo y gubernamental con la investigación, para poder desarrollar macro 

proyectos que beneficien la salud de todos los colombianos. 
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Anexos 

• Anexo A. Certificado de ADN  ATCC de Helicobacter pylori cepa J99  
 Ref 700824D-5™ Lot Number: 57968191   
 

• Anexo B. Certificado cepa cultivo de NCTC Helicobacter pylori 11638  
 

• Anexo C. Certificado síntesis de primers. 
 

 

 


