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RESUMEN

Introduccion: Helicobacter pylori es un organismo espiral Gram negativo que
infecta la mucosa gastrica humana, es la principal causa de enfermedad ulcera
péptica y es un factor de riesgo para carcinoma gastrico y linfoma; sin embargo el
modo de transmisién de la infeccién de Helicobacter pylori aun es desconocida.

Objetivos: Determinar la presencia y distribucion del DNA de Helicobacter pylori
en cavidad ora, asi como identificar los factores del individuo que favorecen la
presencia de la bacteria en cavidad oral de pacientes con patologia gastrica.
Material y Métodos: A 112 pacientes que se les realizé un estudio endoscépico y
se les investigd para la presencia del DNA de Helicobacter pylori en placa dental,
saliva y carrillos — lengua, por PCR usando primers especificos para el gen 16S
rRNA. Las muestras recolectadas correspondieron a placa dental de molares,
premolares, saliva y carrillos y bordes laterales de lengua antes del estudio
endoscopico para evitar contaminacion. La cantidad de placa se clasificé de
acuerdo al indice de placa de Ldée — Silllness. Resultados: EI DNA de
Helicobacter pylori fue identificado en muestras de placa dental de 53 pacientes
(47.3%) en 72 muestras de saliva (66.7%) y en 21 de carrillos — bordes laterales
de lengua (18.4%). Conclusién Helicobacter pylori estuvo presente en in 75. 9%
de los individuos analizados, por lo que la cavidad oral podria servir como

reservorio para esta bacteria.

Palabras clave: Helicobacter pylori, cavidad oral, saliva placa dental, carrillos,
lengua



ABSTRACT

Introduction: Helicobacter pylori is a gramnegative spiral organism infects the
human gastric mucosa, has been a major cause of peptic ulcer disease and is a
risk factor for gastric carcinoma and lymphoma; however the mode of transmission
of Helicobacter pylori infection still remain unclear. Objectives: To determine the
presence and distribution of Helicobacter pylori DNA as well as to identify factors
of the individual that favor the presence of the bacterium in oral cavity of patients
with gastric pathology. Materials and Methods 112 patients undergoing
gastroscopy were investigated for the presence of Helicobacter pylori in dental
plaque, saliva, cheeks — tongue by PCR using primers specific for 16S rRNA.
Samples tested comprised dental plague from molars, premolars, saliva and
cheeks — lateral edges of the tongue, before gastroscopy  study to avoid
contamination. The patients’ gingiva and plaque were assessed by the gingival and
plaque indices of Sillness and Lée. Results Helicobacter pylori DNA was identified
in dental plague samples from 53 patients (47.3%), in 72 saliva samples (66.7%)
and in 21 cheeks — lateral edges of tongue (18.4%). Conclusion Helicobacter
pylori was in 75. 9% of the analyzed individuals, the oral cavity could serve like

reservoir for these bacteria.

Key words: Helicobacter pylori, oral cavity, saliva, dental plaque, cheeks, tongue



Introduccion.

Helicobacter pylori (Hp) es una bacteria patégena que ha sido implicada como el
principal agente causal en la patogénesis de gastritis cronica, Ulcera péptica, y
constituye un importante factor de riesgo para el desarrollo de adenocarcinoma
gastrico y linfoma. La prevalencia de la infeccion varia notablemente en todo el
mundo, con una tasa del 90% en aquellos paises en vias de desarrollo. En 1994 |a
Organizacién Mundial de la Salud clasifico esta bacteria como carcinégeno tipo.' #
El mecanismo especifico por el cual Helicobacter pylori es transmitida del
estbmago de una persona al de otra es muy controvertido, aunque algunas
evidencias sugieren que ocurre predominantemente por el contacto de persona a
persona. >4

La deteccién de la bacteria en saliva, y placa dental, en algunos pacientes, ha
hecho que la cavidad bucal reciba especial interés como un posible reservorio
para el organismo, implicando la transmisién oral-oral como la principal ruta
posible de transmision. 4>

Se ha postulado que Helicobacter pylori coloniza el estbmago con una estadia
previa en la cavidad oral.’ Existe evidencia de que Helicobacter pylori es
frecuentemente identificada en muestras de placa dental de personas con o sin

infeccion en el estdmago,®®

ademas; Las bacterias Gram negativas pueden
interrelacionarse con la placa dental y competir por los nutrientes necesarios con
la microflora local, ademas de aprovechar condiciones de menor tension de
oxigeno en las zonas dentales posteriores, colonizandolas transitoriamente a la
vez que establecen un ecosistema dinamico; al mismo tiempo la placa dental
provee un pH optimo, temperatura apropiada y el ambiente microaerofilico
necesario para su persistencia. Estas caracteristicas proveen el ambiente
necesario para la supervivencia de Helicobacter pylori, que abre la posibilidad de
que la placa dental actue como reservorio y por lo tanto podria ser una fuente de
reinfeccion de la mucosa gastrica.> "®

El papel de Helicobacter pylori en la cavidad bucal resulta controversial, estudios

como el de Song y col.’, sugieren que Helicobacter pylori pertenece a la flora



normal de la cavidad oral, igualmente se ha reportado que la colonizacién bucal
por la bacteria, podria representar un factor de riesgo para la reinfeccidén
gastrointestinal posterior a la terapia antibidtica. Todo esto, puede tener una
aplicacién inmediata recomendando la prevencion para evitar la transmisién
persona a persona en grupos familiares. °

Actualmente, para diagnosticar la infeccion gastrica por Helicobacter pylori, la
toma de las muestras clinicas se realiza por métodos invasivos como: prueba de
ureasa, cultivo, histologia y PCR en biopsias. De estos, el cultivo con la
recuperacion de la bacteria se considera el estandar de oro, por otro lado la
infeccion también es diagndsticada por métodos no invasivos como, la serologia,
prueba del aliento con urea marcada, deteccién de antigenos de heces, PCR en
saliva y placa dental, considerados como adecuados para el seguimiento clinico,
control de la erradicacion 8101112

Diferentes estudios®'3, demostraron que las personas positivas para Helicobacter
pylori en placa dental tenian gastritis cronica u otras enfermedades, incluyendo
displasia gastrica y metaplasia intestinal; los resultados de estos estudios
confirmaron una fuerte correlacion entre la presencia de infeccion oral por
Helicobacter pylori y gastritis, duodenitis y otras enfermedades, lo cual sustenta la
hipétesis de que la placa dental y saliva pueden ser responsables de la
transmision de la bacteria, ya que representan una posible fuente de re-infeccion
después del tratamiento de erradicaciéon. Sin embargo, la relaciéon entre sintomas
gastricos y la presencia de Helicobacter pylori en la cavidad oral no es clara. Es
posible que la cavidad oral sea el sitio inicial de infeccion y/0 que Helicobacter
pylori pueda persistir en bajo numero de microorganismos en la cavidad oral por
largo tiempo y no colonizar el estémago > °

Tiwari y col., propusieron la deteccién de Helicobacter pylori en saliva como una
prueba no invasiva, amplificando un fragmento del gen 16S rRNA mediante PCR;
y encontrarén que el 87.5 % de los pacientes sintomaticos y el 60% de los
individuos asinto maticos, fueron positivos a la presencia del DNA de la bacteria.

Estos resultados indican que la saliva de una persona infectada podria servir como



un medio alternativo y confiable, para detectar la presencia de la infeccion por
Helicobacter pylori.'*

Song y col.,’> demostraron variaciones en la prevalencia de Helicobacter pylori
dependiendo de la localizacién de la muestra de placa supragingival, obteniendo
un 59% en incisivos, 64% premolares, y 82% en molares. Esta distribucién puede
ser explicada por las caracteristicas microaerofilicas de la bacteria, por otro lado,
se encontré un alto porcentaje (55%) en muestras de saliva, lo que soportaria la
hipétesis de que Helicobacter pylori pertenece a la flora normal de la cavidad oral.’
Sin embargo, no se ha encontrado un habitat intra - oral preferente para
Helicobacter pylori."

Se considera que la complejidad de la flora bucal del adulto es quizas su
caracteristica principal. Puede haber cantidades variables de placa dental y el
grado de enfermedad periodontal cronica estara en relacion al numero y tipo de
microorganismos encontrados, las lesiones cariosas y las restauraciones poco
satisfactorias, proporcionaran ambientes adecuados para la acumulaciones
locales de bacterias.®

Se ha propuesto que Helicobacter pylori puede alcanzar el estbmago con una
residencia previa en la cavidad oral "° debido a que se ha detectado en placa
dental, saliva, la regién subgingival y Ulceras en la mucosa oral. ® Por ello se
propone que la via mas importante de transmisién es oral-oral para lo cual
Helicobacter pylori debe ser capaz de colonizar y persistir en la cavidad bucal.

Otros estudios®'>'"18

sugieren que la cavidad oral es un reservorio de
Helicobacter pylori y que la secrecién oral que baja al estomago, es la ruta
principal de infeccidn y reinfeccion, y una vez que se instala en este sitio, es capaz
de persistir por décadas favoreciendo el inicio y consolidacion de patologias
gastroduodenales.

La elevada prevalencia de Helicobacter pylori en la poblaciéon hace importante
incrementar el conocimiento de las posibles vias de transmisién de la bacteria con
la finalidad de disefar posibles medidas de prevencion, control mejorar el

tratamiento de esta infeccion, para evitar asi complicaciones futuras.
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En México, no existen estudios acerca de la prevalencia de Helicobacter pylori en
cavidad oral, ademas la placa dental podria ser una opcién para el seguimiento en
el caso de las reinfecciones gastroduodenales y para determinar su importancia
en la posible transmision oral.

En este estudio se propone la hipétesis de que las personas que padecen
patologias gastroduodenales crénicas estan infectadas en forma persistente por
Helicobacter pylori en cavidad oral, y su presencia es favorecida por factores
orales.

El propdsito de esta investigacion fue detectar el DNA de Helicobacter pylori en
placa dental, saliva y carrillos-bordes de la lengua. en personas con enfermedad
gatroduodenal atendidas en el servicio de gastroenterologia en Chilpancingo,
Gro. Asi como, identificar factores que favorecen la presencia de Helicobacter

pylori en cavidad oral.

MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio transversal, descriptivo, el cual se llevé a cabo en el
laboratorio de Investigacion Clinica de la Unidad Académica de Ciencias Quimico
Biologicas de la, Universidad Auténoma de Guerrero. El muestreo fue por
conveniencia, y se realizd en una unidad de gastroenterologia en la ciudad de
Chilpancingo, Guerrero, que atiende a personas con diferentes caracteristicas
socioecondémicas, asi como de las diferentes ciudades de esta entidad. Todos los
individuos participantes en este estudio, dieron su consentimiento escrito, cuando

los participantes eran menores de edad el padre firmé el consentimiento.

Poblacion estudiada

En el periodo marzo a noviembre del 2006 se captaron 112 individuos
programados para endoscopia gastrica en la Unidad Especializada de
Gastroenterologia y Endoscopia por indicacion médica. Se incluyeron en el estudio
4 pacientes con diagnéstico endoscépico de gastritis aguda, 48 con gastritis
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cronica, 29 con gastritis folicular , 10 con gastritis biliar, 2 con pélipo gastrico, 11
con ulcera, 2 con metaplasma intestinal y 6 con cancer gastrico.

A los participantes se les dio instrucciones un dia antes del procedimiento
endoscépico sobre las condiciones en que deberia presentarse (sin realizar el
aseo bucal). A todos los pacientes que asistieron a realizarse este procedimiento
se les tom6é muestra oral, pero solo se incluyeron aquellos que tuvieron un
diagnéstico endoscdpico de alguna patologia gastrica.

A todos los participantes se les aplico una encuesta para investigar diferentes
habitos, como si el participante fumaba, ingeria bebidas alcohdlicas, tomaba café
o refresco con gas, asi como los habitos de higiene bucal del individuo, estos
incluian la frecuencia de cepillado dental, uso y tipo de enjuague bucal, ademas de
la cuantificacion de la placa dental por el indice Lée - Silness.®

Los participantes fueron evaluados clinicamente en todos los casos por un solo
gastroenterélogo y un odontdlogo; se les explicaron los objetivos del estudio, a
quienes completaron los criterios de inclusién:

a) Tener diagnostico endoscépico reciente de Ulcera péptica, gastritis;
adenocarcinoma gastrico, b) No haber recibido tratamiento para alguna de las
enfermedades que se mencionan durante un mes previo a la toma de las muestras
c) sujeto a revisién bucal, d) obtencion de toma de muestra de la cavidad oral y
e) Firmar un formato de aceptacién para ser participantes. Se excluyeron aquellos
pacientes sin patologia gastrica y aquellos individuos que hubiesen vomitado 24hr.
antes y/o el dia del estudio para evitar una posible contaminacién gastro-oral.

Toma de Muestra

La toma de muestras se realizé previo al procedimiento endoscépico, se utilizaron
curetas Gracey (Hu-friedy, USA) estériles, para recolectar placa dentobacteriana
de la superficie de los molares y zona interproximal; con hisopos estériles se
raspo los bordes laterales, zona inferior de la lengua y carrillos, las muestras
fueron colocadas en frascos estériles con 1 ml de BHI con 10% de glicerol,

mientras que la muestra de saliva, se coloco en tubos estériles con 3 ml de
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caldo BHI, Todas las muestras fueron transportadas en hieleras al laboratorio, se
congelaron a —20 °C hasta la extraccion de DNA para el posterior diagnostico
molecular mediante la reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR).

Evaluacion de la Placa dental

Se analizd la cantidad de placa de los pacientes, en el momento de la toma de
muestra utilizando el indice de placa de Lée — Silness'®, clasificando la presencia
de placa en: no hay placa bacteriana a simple vista, hay placa bacteria a simple
vista, hay placa bacteriana a simple vista y puede haber calculo, mientras a los
individuos que contaban con ninguno o un solo érgano dentario presente se les
clasifico en el rubro de no aplica.

Extraccion y Cuantificacion DNA

La extraccion de DNA se realizé6 por el método de fenol- cloroformo®, y la
cuantificacion del DNA se realizdé en un biofotémetro (Eppendeorf Biophotometer
22331), en el que se determiné su concentracién y pureza; para el efecto se
coloco 1 ul de DNA mas 99 ul de agua desionizada en un tubo Eppendorf, se tomo
en cuenta el factor de dilucién (1:100).

Deteccion molecular del gen del rRNA 16S de Helicobacter pylori.

Para detectar el DNA de Helicobacter pylori, se realizé la amplificacién por PCR de
un fragmento del gen del rRNA 16S de esta especie bacteriana.

Los iniciadores utilizados fueron: iniciador sentido : HP 16-219 (5’-GCT AAG AGA
TCA GCC TAT GTC C -3)*' e iniciador antisentido: HPGR16SR (5-CAA TCA
GCG TCA GTA ATG TTC-3)).2" Los cuales originan un producto de 522 pb. Los
iniciadores fueron analizados con el programa vector NTI 9, y para verificar la
especificidad de la alineacion se empleo el BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool); se utilizd la cepa ATCC43504 como control positivo de la amplificacion, y
agua estéril para control negativo, para determinar la integridad del DNA se utilizé
el gen B- actina.

Para la deteccion de Helicobacter pylori en placa dental, la mezcla de reaccién se
realizd en un volumen final de reaccion de 15 yl (200 ng DNA total, Buffer 1x, 2.5
mM de Mgcl (50mM), 0.2 mM de dNTP’S (Invitrogen,Brazil) 0.6 yL de oligo HP 16-
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219 (5pmol/ml), 0.6 yL de oligo HPGR16SR (5pmol/ml), 1U enzima Tag DNA
polimerasa recombinante (Invitrogen, Brazil)) Para la deteccién de Helicobacter
pylori en placa dental, las condiciones de amplificacion fueron 35 ciclos de
amplificacién que comprendieron; desnaturalizacién a 94 °C durante 30s,
alineamiento a 55 °C durante 30 s, 72 °C 30s y un ciclo final de extension a 72°C
durante 7 minutos, en un Termociclador Eppendorf (Hamburg, Germany).

En muestras de saliva y carrillo la amplificacién de PCR se realiz6 en un volumen
final de reaccion de 15 yl (200 ng DNA, Buffer 1x, Mgcl (50mM) 2.5 mM, 0.2 mM
dNTP’S, 0.6 uM de oligo HP 16-219 (5pmol/ml),1.2 uM de oligo HPGR16SR
(5pmol/ml),y 0.2 de enzima Taq DNA polimerasa platinum (Invitrogen, Brazil), las
condiciones de amplificacion fueron 40 ciclos de amplificacion que comprendieron;
30s de desnaturalizacién a 94 °C, 30s de alineamiento a 55 °C a 45s, extension
inicial a 72 °C, y 7 minutos de extension final, en un termociclador Eppendorf
(Hamburg, Germany).

A los productos de PCR se les realizé electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, se
coloco 8 ul del producto amplificado con 3 pl de loading buffer y posterior a la
electroforesis el gel fue tefido con bromuro de etidio durante 15 minutos y se
analiz6 en un transiluminador de luz U.V, tomando como positivas aquellas
muestras que dieron una banda de 522 pb.

Analisis Estadistico

Se utilizaron los paquetes estadisticos SPSS versién 11.0 y STATA versién 8.2,
para determinar la concordancia entre el diagnostico endoscépico y el resultado
de PCR en la cavidad oral. También se calculé el coeficiente de kappa, para
analizar las diferencias entre frecuencias y se utilizé la prueba de ji cuadrada (X?),
se considero estadisticamente significativo cuando p fue igual o menor a 0.05.
RESULTADOS

Caracteristicas de la poblacién

Se estudiaron 112 pacientes, de éstos, 53.6% (60) fueron mujeres y 46.4% (52)
hombres, el rango de edad fue de 15 a 90 afnos. En el grupo de estudio, el
promedio de edad fue de 44.9 afos, mientras que el promedio de edad para las
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mujeres fue de 45.7 afos con un rango de 16 a 87 afos, y para hombres el
promedio fue de 42.8 afios con un rango de 18 a 90 afos, cuadro 1.

Cuadro 1. caracteristicas de la poblacion

n %
Educacion Bésica 18 16.1
Nivel Medio 11 9.8
Educacion Nivel Medio Superior 15 13.4
Nivel Superior 55 49.1
Postgrado 7 6.3
Ninguno 6 5.4
Ama de Casa 22 19.6
Docente 24 21.4
Estudiante 7 6.3
Jornalero 18 16.1
Ocupacion Trabajadores en el Area de Salud 8 7.1
Empleado de Gobierno 25 22.3
Autoempleado (a) 5 4.5
Jubilado 2 1.8
Sacerdote 1 9
Ha fumado alguna vez S 29 259
en su vida No 60 536
Ocasionalmente 23 20.5

Deteccion molecular del DNA de Helicobacter pylori en muestras orales

En las muestras orales de los 112 pacientes estudiados, se detecto una
prevalencia de Helicobacter pylori del 48.2% (54/112) de las muestras de placa
dental, del 67.9% (76/112) en saliva y del 18.8% (21/112) de los especimenes de

carrillos — bordes de laterales de lengua. Figurasi, 2, 3
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Fig. 1 Productos de PCR generados por amplificacion de un fragmento del gen rRNA 16s de
Helicobacter pylori en muestras de placa dental. Linea 1 DNA ladder de 123 pb, linea 2
control positivo cepa ATCC43504 , linea 3 control negativo, linea 4 — 8 muestras

Fig. 2 Productos de PCR generados por amplificacion de un fragmento del gen rRNA 16s de
Helicobacter pylori en muestras de saliva. linea 1 DNA ladder de 123 pb, linea 2, control positivo,
linea 4, control negativo, linea 3,4,5,6,7,8 muestras positivas en saliva

Fig. 3 Producos d PCR generados por amplificacion de un fragmento del gen rRNA 16s de Helicobacter pylori en
muestras de carrillos. linea 1, control positivo cepa ATCC43504, linea 2, 3, 4, 5, 6, 7, muestras de
carrillos — lengua, linea 8, control negativo,

Correlacion entre la deteccion molecular de Helicobacter pylori en muestras

orales y el diagndstico endoscopico

Los participantes estudiados cursaban con diferentes patologias  gastricas
por diagnostico endoscépico, lo cual se relaciond con aquellos que fueron
Helicobacter pylori - positivos en las muestras de placa dental, saliva y carrillos —
bordes laterales de la lengua, en individuos que presentaron cancer gastrico la
deteccién fue del 100% en muestras de placa dental y saliva, cuadro 2;
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Cuadro 2. Correlacion entre la deteccion molecular de Helicobacter pylori en
diferentes sitios de la cavidad oral y el diagndstico endoscopico

No. De Carrillos —
Diagnéstico i
g o Pacientes  Placa Dental Sal:va Bordes de
Endoscépico n (%) n (%) Lengua
n (%) n (%)
Gastritis Aguda ;5 4, 2 (50) 3 (75) 1 (25)
Gastritis Cronica 4 5 g 22 (45.8) 33 (68.8) 8 (16,7)
Gastritis Folicular 54 5 o) 16 (55.2) 21 (72.4) 8 (27.6)
Gastritis Biliar 10 (8.9) 3 (30) 5 (50) 1(10)
Polipo Gastrico 2 (1.8) 0 2 (100) 0
Ulcera 11 (9.8) 5 (45.5) 6 (54.5) 1(9)
Metaplasia
Intestinal 2 (1.8) 0 0 0
Cancer Gastrico 4 5 4, 6 (100) 6 (100) 2 (33.)
Total 112 (100) 54 (48.2) 76 (67.9) 21 (18.8)

Detecciéon molecular de Helicobacter pylori en muestras orales en relacion
con la deteccion del DNA de la bacteria en muestras gastricas

En el estudio Genotipos s y m del gen vacA de Helicobacter pylori en pacientes
con patologia gastroduodenal, realizado en el laboratorio de Investigacién clinica,
se analiz6 en biopsias gastricas por PCR a los 112 individuos que participaron en
este estudio, encontrando que el 81.25% (91/112) de los pacientes examinados
fueron Helicobacter pylori — positivo a nivel gastrico, en estos individuos la

prevalencia de la bacteria en las muestras de la cavidad oral, fue de 57.1%
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(52/91) positivos en placa dentobacteriana, 82.4% (75/91) positivo en saliva y el

23.1% (21/91) en carrillos. Cabe mencionar que las 21 muestras negativas a nivel

gastrico también lo fueron en las muestras orales. Encontrandose para muestras

de saliva y placa dental un valor de p=0.000 mientras que para carrillos- lengua se

encontrd un valor de

p =0.878.

Distribucidon de Helicobacter pylori por sitio de la cavidad oral y el indice de

Loe — Silness

Se examiné la cantidad de placa de los 112 pacientes en el momento de la toma

de muestra, con base en los criterios de Lde-Silness para medir el indice de placa

dental, cuadro 3.

Cuadro 3. PCR de H. pylori distribuida por sitio de la cavidad oral y por el
indice de placa de Lée - Silness

Carrillos —
C No. de Placa Dental Saliva Borde de
JIndice de pacientes n (%) n (%) Lengua
Loe — Silness n (%) h (%)
+ - + - + -
No hay placa a simple 36 (32.1) 16 20 25 B 8 28
vista ' (44.4) | (55.6) | (69.4) | (30.6) | (22.2) | (77.8)
Hay placa bacteria a 14 6 17 3 5 15
simple vista 20 (17.9) | (70) | (30) | (85) | (15) | (25) | (75)
s s st et | 3y | 2 @ | @ w0 o |
calculo : (43.4) | (56.6) | (62.3) | (37.7) | (15) (85)
No apli 1 2 1 2 3
plica 3(2.7) 0
: (33.3) | (66.7) | (33.3) | (66.7) (100)
Total 112 (100) 54 58 76 36 21 91
+ PCR positva
- PCR negativa
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Cepillado dental y deteccion molecular de Helicobacter pylori
A pesar de la indicacion dada a los participantes sobre no cepillar sus dientes el

dia del estudio, el 70.5% (79/112) de los individuos realizaron el cepillado dental
antes de la toma de muestra, y solo un 29.5% (33/112) no lo hizo, por lo que se
considerd si el cepillado afect6 la presencia de Helicobacter pylorien las muestras
orales. Al analizar si el cepillado dental antes de la toma de la muestra afectaba la
identificacion de Helicobacter pylori no se encontr6 una asociacién

estadisticamente significativa en ningun tipo de muestra, cuadro 4

Cuadro 4. PCR positiva para H. pylori en diferentes sitios de la cavidad oral
en relacion a la realizacion del cepillado dental antes de la toma de muestra

Realizé cepillado dental

Sitio de Si No
cavidad oral n n Total P
Saliva 56 20 76 0.288
Placa Dental 38 16 54 0.970
Carrillo 16 5 21 0.528

También se analizo la frecuencia con la que los individuos realizaban el cepillado
dental, siendo el 42.9% (48/112) quienes realizaban 3 cepillados al dia,
37.5%(42/112) realizaban 2 cepillados, el 12.5%(14/112) lo realizaba solo una
vez al dia, el 2.7% (3/112) lo realizaba ocasionalmente, mientras que un 2.7%
(3/112) llevaba a cabo el cepillado mas de tres veces al dia, y solo 1.7% (2) se
encontr6 con un érgano dentario (1 solo diente) se le dio la clasificacion
desdentado debido a que los individuos realizaban la higiene oral como tal, en
muestras de saliva se encontr6 un valor de p= 0.643, en muestras de placa dental

el valor de p=0.238 mientras que en carrillos se encontré una valor de p= 0.762.
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Higiene oral en relaciéon con la deteccion molecular de Helicobacter pylori en
muestras de la cavidad oral.

Ademas de la realizacion del cepillado dental antes de la toma de muestra se
analizd si el individuo realizaba un cepillado adecuado, clasificandolos, si tenia
una buena higiene oral, higiene regular o mala higiene considerando la cantidad
de placa presente después de realizar el cepillado. Aquellos que no realizaron
ningun tipo de aseo oral antes del estudio se les coloco en el rubro de no aplica
(N.A), cuadro 5.

Cuadro 5. Frecuencia de H. pylori distribuida por sitio de la cavidad oral en
relacion con la Higiene oral del individuo

PCR positiva en Cavidad Oral

. No. de Carrillos —
Higiene Oral . Saliva Placa Dental
pacientes Lengua
n (%) n(%)
n (%)
N.A 34 22 (64.7) 16 (47) 6 (17.6)
Buena higiene
. 10 8 (80) 3 (30) 3 (30)
Higiene
Regular 47 37 (78.7) 27 (57.4) 11 (23)
Mala Higiene 20 9 (45) 8 (40) 1(5)
p= 0.065 0.419 0.307

Detecciéon molecular de Helicobacter pyloriy el uso de enjuague bucal
Se analiz6 si el uso de enjuague bucal afecta la presencia de H. pylori en
muestras de la cavidad oral. cuadro 6.
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Cuadro 6. PCR positiva a DNA de Helicobacter pylori en diferentes sitios de la
cavidad bucal en relacion con el uso de enjuague bucal

Enjuague Bucal

Con Sin No
N - No Usa
antibiético  antibiotico recuerda p=
n (%)
n (%) n (%) n (%)
No. de pacientes 12 (10.7) 25 (22.3) 70 (62.5) 5 (4.5)
Placa Dental 9 (75) 8 (32) 35(50) 2 (40) 0.098
Saliva 10 (83.3) 16 (64) 47 (67) 3 (60) 0.658
Carrillos — bordes de 3 (25) 4 (16) 12 (17) 2 (40) 0.535
Lengua

Relacion de la frecuencia del uso de enjuague bucal y la deteccion del DNA
de Helicobacter pylori

Al considerar la frecuencia con la que los participantes utilizaron el enjuague
bucal, se encontr6 que el 49.3% de los que no utilizaban enjuagues fue positivo,
mientras aquellos participantes que lo utilizaron mas de tres veces fueron
negativos en placa dental cuadro 7, mientras que el 65.7% (44/67) de los
individuos que no utilizaron colutorios y fueron positivos a la presencia de
Helicobacter pylori en muestras de saliva, los que utilizaban tres veces o mas el
enjuague bucal, fueron negativos a la identificacién de la bacteria 100%(2/2), en
las muestras de carrillos, el 16.41 (11/67) fue positivo en individuos que no
utilizaron ningun colutorio, mientras que el 100% (1/1) que lo utilizaban 3 veces al
dia fue negativo (datos no mostrados), se encontré6 que en las muestras de saliva
el valor de p= 0.658, y en carrillos, placa dental p = 0.084 aun con el uso de

colutorios con algun tipo de antiséptico.
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Cuadro 7. Helicobacter pylori en placa dental en relacion con la frecuencia
del uso de enjuague bucal

H. pylori en placa dental Total
Uso de Enjuague Negativa Positiva
Bucal %(n) Y%(n)

No utiliza 50.7(34) 49.3(33) 67
1 vez al dia 60(8) 40(6) 14
2 veces al dia 50(5) 50(5) 10
3 veces al dia 100(1) 0 1
Mas de tres veces

al dia 100(1) 0 1
Ocasionalmente 47.4(9) 52.6(10) 19
Total 112

Presencia de 6rganos dentarios y frecuencia de la deteccion molecular de
Helicobacter pylori en cavidad oral

Debido a que la presencia de dientes puede ayudar a la acumulacion de placa
dentobacteriana; se analiz6 si el nimero de érganos dentarios afectaba la
presencia de Helicobacter pylori en la cavidad oral, cuadro 8.

Cuadro 8. Helicobacter pylori en cavidad oral en relacion con la presencia de
oérganos dentarios.

PCR Positiva en Cavidad Oral

Organos Carrillos -
dentarios No. De Bordes de
presentes pacientes Saliva Placa Dental lengua
n (%) n (%) n (%) n (%)

Desdentado 2 (1.78) 1(50) 0 (0) 0 (0)
Dentado Parcial 46 (41) 32(69.6) 19(35.2) 8 (17.39)
Dentado total 64 (57) 43(67.2) 35(64.9) 13 (20.31)

P 0.832 0.148 0.734
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Tratamiento previo con antibioticos e inhibidores de la bomba de protones
en relacion con la deteccion de Helicobacter pylori
El 53.30% de los individuos incluidos en el estudio habian tenido un tratamiento

con antibiético, (amoxicilina, metronidazol), por lo menos 3 meses antes de la
toma de muestra, y el 63.7% tuvo tratamiento previo con inhibidores de la bomba
de protones 3 meses antes. Se consider6 si esto afectaba la presencia de
Helicobacter pylori en la cavidad oral. Cuadro 9

Cuadro 9. Helicobacter pylori en la cavidad oral en relaciéon con el uso de
antimicrobianos.

Sitio en Cavidad Oral

Saliva Placa Dental Carrillo - Lengua
PCR PCR PCR PCR PCR PCR
. Negativa Positiva Negativa Positiva Negativa Positiva
Tratamiento
. Si 20 41 33 28 49 12
Previo con
. No 16 35 25 26 42 9
Antibiotico
36 76 58 54 91 21

Al analizar a los 112 pacientes no se encontr6 una disminucién significativa de H.
pylori en placa dental debida al uso de antimicrobianos previos, (p= 0.577),
mientras que en muestras de saliva el valor de p=0.851, y en carrillos p= 0.790;
por otro lado se analiz6 la relacién del uso de inhibidores de la bomba de protones
y la presencia del DNA de la bacteria en las muestras recolectadas, cuadro 10

Cuadro 10. Helicobacter pylorien relacion al uso de Inhibidores de la bomba
de protones.

Resultado Tratamiento previo con inhibidores

PCR de la bomba de protones
Si No P
Negativa 26 11
0.604
Saliva Positiva 49 27
Negativa 41 18
Placa Dental . 0.503
Positiva 34 20
Carrillo - Lengua Negativa 49 42
_ 0.655
Positiva 12 10
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El 61.53% (32) de los individuos con tratamiento previo de inhibidores de la bomba
de protones fue positivo a Helicobacter pylori en placa dental y el 53.3% (40) en
muestras de saliva (Dato no mostrado)

Se utilizo la prueba de kappa para conocer la concordancia entre los resultados
de la deteccion del DNA de la bacteria en muestras de saliva y placa dental; el
valor encontrado fue de 0.34, lo que nos indica que no existe concordancia,
Cuadro 11.

Cuadro 11. Analisis de concordancia entre muestras de placa dental y
saliva

Identificacion de
H. pylori en saliva

PCR PCR TOTAL
negativa positiva
PCR positiva 28 30 58
Identificacion de
H. pylorien
PCR negativa 8 46 54
placa dental
Total 36 76 112
Discusidn

En el presente estudio se observé una prevalencia de Helicobacter pylori en boca
del 75.9% mostrando diferencias entre los tres distintos sitios muestreados, fue
aislado de placa dental en el 47.30% de los individuos; la frecuencia es mayor a lo
reportado por Berroteran (37.5%) en muestras de placa dental en poblacién
venezolana®, en muestras de saliva la prevalencia fue de 66.70% un porcentaje
|12

menor a lo reportado por Tiwari y col' “ mediante PCR en muestras de saliva en la

India. En las muestras de carrillos — bordes de lengua la prevalencia fue de 18.4%
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menor a la encontrada en las muestras de saliva y placa dental, sin embargo la
identificacién fue mayor a la encontrada por Namavar y col.??, los cuales
reportaron solo 15% (3/20) en muestras de carrillos; por otro lado Gebara y col.,
encontraron 6.6% (2/30) muestras positivas del dorso de la lengua de pacientes,
el hecho de que nosotros recolectdramos muestras de 2 zonas diferentes
(carrillos — borde laterales de la lengua) explicaria la mayor prevalencia
encontrada con respecto otros estudios.'”? Sin embargo la baja prevalencia
encontrada en estas zonas puede indicar que no son un nicho preferente para la
bacteria si no mas bien puede sugerirse que se encuentra en estos sitios por
accidente debido a la accién de arrastre producido por diferentes mecanismos
como es la circulacion de la saliva o bien el roce de los carrillos con la placa dental
durante la masticacion.

Se esperaba que el uso de enjuagues afectara la presencia de Helicobacter pylori
en la cavidad oral, sin embargo no sucedid, esto podria explicarse por diferentes
factores, como es la frecuencia de uso, y el tipo de colutorio ya que el efecto de
éste sobre los biofilms depende de la frecuencia y cantidad con la que se utilice;
de esta manera; el efecto del colutorio serd como bactericida o bacteriostatico.
Diferentes estudios han reportado que la efectividad de los colutorios también
depende de la formulacién con la que se fabricd, asi como del uso del mismo, por
lo que es importante conocer el efecto de los enjuagues bucales sobre las

bacterias que causan la placa dental®® 2*

por lo que se debe hacer mas estudios
para conocer el efecto de estos sobre Helicobacter pylori.

El cepillado dental es una de las practicas mas comunes e importantes para la
higiene del individuo, un buen cepillado elimina la placa dentobacteriana presente
tanto de los érganos dentarios como de la lengua y carrillos, lo que conlleva a la
reduccidn o eliminacidén de bacterias presentes en boca. Al analizar si el cepillar la
dentadura antes de la toma de muestra afectaba la identificacion de Helicobacter
pylori no se encontré una disminucién significativa (p = 0.970), sin embargo, la
higiene oral del individuo no se considero buena en la mayoria de los casos lo que

podria explicar que no se afectara la deteccion de Helicobacter pylori (p = 0.419)
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en la cavidad oral, por tal motivo debe considerarse si el individuo realiza un
cepillado correcto ademas de conocer los productos utilizados para ello.

Debido a que mas de la mitad de los individuos participantes en el estudio
contaban con un tratamiento de antibiéticos o de inhibidores de la bomba de
protones (el 53.30 % y 63.70% respectivamente) se esperaba una disminuciéon en
la frecuencia de identificacion de la bacteria, sin embargo la prevalencia fue alta,
por lo que podriamos sugerir una alta resistencia o bajo efecto del tratamiento
sobre la bacteria en cavidad oral, lo que coincide con lo reportado por Fat—Moon y
col.® y Gebara y col." indican que el tratamiento es més efectivo a nivel gastrico
que en la cavidad bucal. Es dificil erradicar Helicobacter pylori de la placa dental
con el tratamiento comunmente indicado para esta bacteria, por tal razén la
cavidad oral podria actuar como reservorio de Helicobacter pylori y reinfectar la
mucosa gastrica.®'’

Si bien la presencia de Helicobacter pylori fue diferente entre los diferentes nichos,
la presencia o ausencia de 6rganos dentarios no fue critica para afectar la
presencia de la bacteria en la cavidad oral, este resultado concuerda con el
presentado por Czeswikiewicz — Guzik y col.,? por lo que podemos sugerir que la
presencia de la bacteria es independiente de la cantidad de 6rganos dentarios sin
embargo factores como dentaduras o restauraciones mal ajustadas podrian estar
jugando un papel en la acumulaciéon de placa y por tal motivo proporcionar un
nicho adecuado a Helicobacter pylori.

Cabe destacar que ningun paciente sin infeccion por H. pylori a nivel gastrico
resulto positivo a la identificacion por Helicobacter pylori en las diferentes
muestras orales.

Con estos resultados podemos concluir que la alta prevalencia de Helicobacter
pylori en cavidad oral podria sugerir que esta sirve de reservorio para la bacteria,
la mayor prevalencia de la bacteria encontrada en saliva puede indicarnos un
nicho preferencial por el microorganismo dentro de la cavidad oral, mostrando una

posible alternativa no invasiva para diagnosticar la infeccion por H p. por ultimo los
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habitos higiénicos orales propios del individuo no parecen disminuir la presencia
de Helicobacter pylori en cavidad oral.

Los resultados de este estudio proponen que la cavidad oral presenta varios
nichos posibles que pueden servir como reservorio para la bacteria, sin embargo
estos podria considerarse complementarios, de tal manera que para obtener un
mejor diagndstico deberia tomarse mas de una muestra.

Una de las limitantes del estudio fue el poco tiempo que se tuvo para la realizacion
de la recoleccion de muestra, encuesta y examen oral, debido a la ansiedad
generada por el estudio endoscopico posterior. Uno de los factores que falto
estudiar en este trabajo fue considerar si el paciente usaba alguna dentadura
postiza, asi como el uso de restauraciones que pudieran estar sirviendo como
retenedores de placa dental; otro analisis que faltdé realizar fue considerar la
existencia y el grado de bolsas periodontales.
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