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La placa dental como reservorio de Helicobacter pylori
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Resumen: La placa dental ha sido propuesta como un reservorio para Helicobacter pylori, sugiriéndose que el microambiente oral pueda
ser un nicho permanente para la bacteria. El objetivo de este estudio fue determinar el papel que juega la placa dental como reservorio de
esta especie, evaluando la presencia de ADN de H. pylori en la placa dental y biopsias gastricas, mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR por sus siglas en inglés). Fueron evaluados 71 pacientes sintomaticos gastrointestinales referidos para examen endos-
cépico, provenientes del Servicio de Gastroenterologia del Hospital Universitario de Caracas, Venezuela y 40 sujetos asintomaticos. Las
muestras de placa dental fueron analizadas por PCR, basada en la secuencia del gen ure c. Se tomaron biopsias gastricas para analisis
histopatoldgico y PCR. H. pylori. fue detectado en las biopsias gastricas de 48(68%) de los 71 pacientes, todos con gastritis cronica y en
placa dental de 13(18%) de los 71 sujetos. En 8 (17%) de estos 48 pacientes, H. pylori fué también detectado en placa dental. De estos
pacientes 4 presentaban adicionalmente displasia y 4 metaplasia. Tres pacientes del grupo control fueron positivos por PCR para H.
pylori en placa dental. La placa dental puede ser un reservorio para la bacteria, y su presencia podria representar un factor de riesgo para
la reinfeccion gastrointestinal, posterior al tratamiento de erradicacion de la bacteria.
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Dental plaques as Helicobacter pylori reservoirs

Abstract: Dental plaques have been proposed as Helicobacter pylori reservoirs, suggesting that the oral microenvironment can be a per-
manent niche for the bacterium. The objective of this study was to determine the role played by the dental plaque as reservoir for this
species, evaluating the presence of H. pylori DNA in dental plagues and gastric biopsies through the polymerase chain reaction (PCR).
The evaluation included seventy-one gastro-intestinal symptomatic patients referred for endoscopic examination by the Gastroenterology
Service of the Caracas University Hospital, as well as 40 asymptomatic subjects. The dental plaque samples were analyzed by PCR based
on the ure ¢ gene sequence. Gastric biopsies were taken for histopathological analysis and PCR. H. pylori was detected in 48 (68%) gas-
tric biopsies from the 71 patients, all with chronic gastritis, and in the dental plaque of 13 (18%) of the same 71 patients. In 8 (17%) of
these 48 patients H. pylori was also detected in dental plaque. Four of these patients also presented displasia and metaplasia. Three pa-
tients from the control group were PCR positive for H. pylori in dental plaque. Dental plaques can be a reservoir for these bacteria and
their presence could represent a risk factor for gastrointestinal re-infection after treatment for eradicating this bacterium.
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Introduccion

Actualmente esta bien establecido que H pylori es un
importante patdgeno humano, que causa gastritis cronica y
estd asociado con el desarrollo de Ulcera péptica, y gastritis
atrofica. Este microorganismo es considerado como el
principal factor de riesgo para el desarrollo de cancer gas-
trico y linfomas tipo MALT [1-5].

La infeccion usualmente se adquiere en la nifiez, aunque
la expresion de la enfermedad ocurre en muchas ocasiones
en la etapa adulta. La presencia de este organismo causa
inflamacién gastrica en todos los individuos, que con el
tiempo permite el dafio a la mucosa gastrica [6]. La infec-
cién durante la nifiez es usualmente transitoria y puede
ocurrir una remision espontanea de la misma [7].

La enfermedad sélo ocurre en el 15% de las personas
infectadas, siendo influenciada su aparicion, por la viru-
lencia de la cepa bacteriana infectante, la susceptibilidad
genética del hospedero y la presencia de cofactores am-
bientales [8,9]. La bacteria tiene una gran variabilidad
genética, evidenciada por estudios de genotipos y secuen-
ciacion de ADN [10,11]. Recientemente se han descrito
genes especificos que estan asociados con la virulencia de
las especies bacterianas [12,13].

La prevalencia de la infeccién varia notablemente en
todo el mundo, con una tasa del 19 a 57% en los paises
desarrollados y cerca del 90% en los paises en vias de
desarrollo [14-17].

El modo de transmision de H. pylori es ampliamente
discutido. Aunque algunas evidencias indican que ésta
ocurre predominantemente por contacto de persona a per-
sona, otros autores proponen la via fecal oral. De igual
forma ha sido reportado que una via importante de adqui-
sicion de la infeccién ocurre a través de las aguas de con-
sumo [18].

Actualmente las evidencias a favor y en contra de la
transmisiéon via oral-oral del microorganismo son muy
debatidas. Desde que H. pylori fue exitosamente aislado
mediante cultivo de la placa dental de algunos pacientes
[19], la cavidad bucal comenz6 a recibir especial interés
como un posible reservorio del microorganismo [20]. Sin
embargo, la tasa de recuperacion del microorganismo en la
cavidad bucal es muy controversial; mientras que H. pylori
ha podido ser aislado de la cavidad bucal en algunos casos
[19,21], otros esfuerzos para cultivar el organismo han
fallado [22]. Adicionalmente se ha sefialado que al ser H.
pylori parte de una biopelicula como lo es la placa dental,
esto hace que el organismo permanezca inaccesible a los
antibiéticos que son usados para erradicar la infeccion a
nivel estomacal [23,24].

Se han desarrollo varios tipos de reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) con la finali-
dad de detectar el organismo de la cavidad bucal, muchos
de ellos basados en la secuencia del gen de ureasa y de los
genes ribosomales de ARN, reportando en algunos casos
una alta prevalencia [14,25-32] y en otros no se ha detec-
tado o se ha hecho en una proporcion muy baja [33-35].

El objetivo de este estudio fue determinar el papel que
juega la placa dental como reservorio de esta especie,

evaluando la ocurrencia de ADN de H. pylori en la placa
dental y biopsias gastricas, mediante la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR).

Materiales y Métodos
Seleccidn de los pacientes

Se evaluaron 71 pacientes provenientes del Servicio de
Gastroenterologia del Hospital Universitario de Caracas,
Venezuela, referidos para examen endoscopico entre julio
1999-julio 2001, por presentar enfermedad de las vias
digestivas superiores. Como grupo control se selecciona-
ron 40 sujetos sin sintomatologia gastrointestinal que esta-
ban recibiendo tratamiento odontolégico en la Facultad de
Odontologia de la Universidad Central de Venezuela. Se
les presentd el consentimiento informado a cada uno de
ellos y el protocolo de experimentacion fue previamente
aprobado por el comité de ética del FONACIT. A cada
sujeto se le realiz6 una detallada historia clinica y se le
pidié firmar la carta de consentimiento para participar en
el protocolo. Los criterios de exclusion del presente trabajo
fueron: tratamiento con antibiéticos y compuestos que
contuviesen bismuto u omeprazol, durante dos semanas
previas al examen.

Recoleccion de la muestra

Se tomaron muestras de placa dental de ambos grupos de
pacientes, mediante raspado de las superficies supra y
subgingival con cureta de Gracey. Igualmente se obtuvie-
ron de cada uno de los pacientes con sintomatologia gas-
trointestinal, dos especimenes de biopsia antral, uno para
diagnéstico histopatolégico, y el otro para PCR.

Deteccion de ADN de H. pylori de placa dental

Las muestras fueron agitadas. La suspension fue lavada
con agua estéril y centrifugada a 12.000X g por 3 min. El
sedimento resultante fue resuspendido en 500 pl de buffer
de lisis (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI [pH 8.0], 25nM
EDTA, 0,5% dodecilsulfato de sodio), y 10 pl de proteina-
sa K (10mg/ml) fue afadido. La incubacion se realiz6 a
50°C por 20 h; esto fue seguido por la extraccion con fenol
cloroformo y precipitacion con etanol. El sedimento resul-
tante fue disuelto en 100 ul de buffer TE (10 mM), Tris-
HCI [pH 7.4], 0.1 mM EDTA [pH 8.0] por 20 h a 37° C.
Las muestras fueron mantenidas a —20°C hasta su posterior
procesamiento.

Los siguientes oligonucledtidos fueron usados como
iniciadores: HPU 1 (5'- GCC-AAT-GGT-AAA-TTA-
GTT-3’). El producto esperado después de la amplifica-
cidn con estos primers era de 411 pares de bases. Una
sonda interna marcada con digoxigenina HPU 1l (5°- ATT-
GAC-ATT-GGC-GGT-AAC- 3’), fué usada para la hibri-
dizacion.

La amplificacion de la PCR fue realizada en un volumen
de reaccidn total de 50 pl: 10 pl del ADN extraido y 40 pl
de la mezcla de (50 uM KCI, 20 uM Tris —-HCI pH 8.3, 3.0
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UM de MgCI2, 0.01 de gelatina, 2.5 U de Taq polimerasa,
0.2 uM dNTPs, 0.5 uM primer HPU 1, 0.5 uM del primer
HPU 2). La denaturalizacion inicial fue llevada a cabo por
4 min. a 94°C.

Treinta y cinco ciclos de amplificacion fueron realizados
en un termociclador automatico. Cada ciclo consistia de
tres pasos de 1 min cada uno: un paso de desnaturalizacion
a 94°C, un paso de anillado a 45°C, y un paso de extension
a 72°C. Los productos de amplificacién se visualizaron por
electroforesis en geles de agarosa al 3%, tefiidos con bro-
muro de etidio y examinados con luz ultravioleta. Las
muestras fueron consideradas positivas cuando una banda
de 411 pb pudo ser observada en el gel.

Hibridizacion

La especificidad de los amplificados de ADN fue con-
firmada por hibridizacion con una sonda marcada con
digoxigenina (HPU I1; DNA Enzyme IMMUNO assay). El
plato de microtitulacion fue cubierto con una sonda especi-
fica para el ensayo: Se colocaron 100 pl de la solucién con
la sonda biotinilada a cada pocillo. Los platos fueron incu-
bados de 18-22 horas a 2-8°C. Al final de la incubacion,
los platos fueron lavados para remover cualquier exceso.
Previamente al inicio de la hibridizacion los productos
amplificados fueron desnaturalizados en un Termociclador
por 15min a 94°C. Posterior al paso del lavado 100 pl de
buffer de hibridizacion fue servido en cada pocillo (a ex-
cepcion del blanco). 20 pl del amplificado desnaturalizado
fue dispensado dentro de su respectivo pocillo. El plato fue
lavado tres veces con 100 pl de Anti-ds-AND y 100 pl de
cromégeno + sustrato fueron dispensados e incubados por
30 min a temperatura ambiente en la oscuridad. Posterior-
mente se agregaron 200 pl de solucién bloqueadora por
pozo. Los platos fueron leidos a 450/360nm. La corrida
fue vélida cuando el radio del valor positivo de la absor-
bancia era mayor o igual a 10 (CP /CN >10).

Andlisis Estadistico
La data fué analizada mediante la prueba de Fisher’s.
Resultados

Setenta y un pacientes, 49 femeninos y 22 masculinos,
con un rango de edad entre 20-79 afios (media de 50 afios),
fueron incluidos en el presente estudio. H. pylori fue de-
tectado en las biopsias gastricas de 48 (68%) de 71 pacien-
tes, todos con gastritis cronica. H. pylori fue también de-
tectado en la placa dental de 13 (18%) de los 71 sujetos.
La frecuencia de H. pylori en las biopsias gastricas fué
significativamente mas alta que en la placa dental de los
pacientes (p<0.001). En 8 (17%) de estos 48 pacientes, H.
pylori fué también detectado en placa dental. De estos
pacientes 4 presentaban adicionalmente displasia y 4 me-
taplasia. En el caso del grupo control, tres pacientes fue-
ron positivos por PCR para H. pylori en placa dental, ob-
servandose un porcentaje mucho menor que en aquellos
pacientes que presentaban sintomatologia gastrointestinal.

Discusion

La cavidad bucal ha sido propuesta como un reservorio
de infeccion de H. pylori, usando datos provenientes de
una variedad de técnicas empleadas, con resultados muy
variables [19,20,36]. Algunos estudios han demostrado
frecuentemente la presencia de H. pylori en muestras de la
cavidad bucal, particularmente de placa dental. [14,25,37].
Otros lo han observado sélo en aislamientos ocasionales
[33,34,35], y muchos han fallado para demostrar la pre-
sencia del microorganismo en la cavidad bucal [22,32].
Estas diferencias en la frecuencia de H. pylori en la placa
dental, pueden ser explicados por diferencias en los méto-
dos de recoleccion de muestras y técnicas de deteccion o
por contaminacién causada por el reflujo gastrico en el
momento de la endoscopia.

De esta forma, tanto la saliva como la placa dental han
sido implicadas como posibles vias de adquisicién de la
infeccion por H. pylori. Aln cuando se han realizado nu-
merosos esfuerzos dirigidos a mejorar los métodos dignds-
ticos para detectar este agente [38,39], su identificacién a
nivel bucal se percibe como muy complicada, quizas por-
que su tasa de recuperacion es muy controversial. Asi,
mientras que la bacteria pudo ser aislada de la cavidad
bucal en algunos estudios [14,25-32], en otros los esfuer-
zos para cultivarla han fracasado [33-35]. En muchos ca-
S0s, pacientes con resultados positivos a nivel de biopsias
gastrica son también positivos en placa dental, pero otros
pacientes no presentan coinfeccion a nivel bucal. A este
respecto, algunos investigadores han sugerido que posi-
blemente formas cocoides no cultivables del organismo
puedan sobrevivir en la boca [40].

En el presente trabajo se demostrd una alta frecuencia de
la infeccion a nivel de estémago donde fue detectado en el
68 % de los casos, datos que corroboran otros estudios
previos realizados en nuestro pais, donde se ha demostrado
que la tasa de infeccion de H. pylori es elevada [14,41].

La deteccion de H. pylori en placa dental fue en 13/71
(18%) pacientes, lo cual representa un porcentaje mas
bajo, que el reportado previamente por nuestro grupo
(37,5%) [14].

Seria importante considerar que para la toma de la mues-
tra de placa dental deberian ser incluidos sujetos que ten-
gan una cantidad mediana de placa en sus superficies den-
tarias o quizas solicitarle al paciente el no cepillado el dia
de la toma de la muestra, ya que al acudir el paciente a una
cita médica como en este caso refuerza su cepillado ese
dia. lgualmente es necesario tratar de recolectar la mayor
cantidad posible de muestra de cada uno de los pacientes,
ya que las posibilidades de deteccion del microorganismo,
seran mayores.

Sin embargo, a pesar de haber sido mas bajo el porcenta-
je de deteccion en placa dental, se logré demostrar la pre-
sencia de microorganismo, datos que coinciden con los de
otros investigadores, [28, 29] y difieren de algunos repor-
tes donde no se ha podido demostrar su presencia o se ha
hecho en porcentajes sumamente bajos (solo un caso posi-
tivo). [28,33-35].
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Los resultados del presente estudio demostraron que
todos los pacientes positivos para H. pylori en placa den-
tal, tenfan gastritis cronica, observandose adicionalmente
otras enfermedades que incluyeron metaplasia intestinal y
cambios displasicos. Estos resultados confirman la estre-
cha asociacion existente entre H. pylori y gastritis, duode-
nitis u otras enfermedades. [1-4], y corrobora lo sugerido
por otros autores en el sentido de que la saliva puede ser
responsable de la transmision de la bacteria, y puede servir
como una posible via de reinfeccion, posterior al trata-
miento antibiotico. [23,24]. La relacion existente entre los
sintomas gastricos y la presencia de H. pylori en la cavidad
bucal no esta clara. Es posible que la cavidad bucal pueda
ser el sitio inicial de la infeccidn, y persista a ese nivel en
bajo nimero por un largo periodo de tiempo sin colonizar
el estomago [31].

En el presente estudio se observé que en 8 (17%) de los
48 pacientes positivos para H. pylori en estomago presen-
taron la bacteria también a nivel de la placa dental, lo que
corroboraria lo antes expuesto, referente a las posibilidades
de reinfeccion del microorganismo.

Es importante sefialar que se observo la presencia de H.
pylori en tres de los pacientes del grupo control (pacientes
asintomaticos), siendo estos valores similares a nuestros
reportes previos [14].

En conclusion podemos sefialar que la placa dental pue-
de ser un reservorio para H. pylori. La presencia de este
microorganismo a nivel de placa dental, podria representar
un riesgo para la reinfeccién posterior a la terapia antibi-
Gtica.
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