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Resumen.

Laplaca dental ha sido propuesta como un reservorio importante de Helicobacter pylori; en este sentido, el
presente estudio tuvo como objetivo detectar la presencia de dicho microorganismo en placa dental en un grupo
de pacientes del servicio de Gastroenterologia del Hospital Angel Larralde, asi como también, investigar la
relacion existente entre la infeccion por este microorganismo y sintomas gastricos, y por tltimo, estandarizar la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). En consecuencia, se realizd una investigacion tipo
descriptivo de disefio no experimental y de corte transversal; para el cual se seleccion6 una muestra de cincuenta
y seis (56) individuos que presentaban sintomatologia a nivel gastrico compatible con H pylori. A cada paciente
se le tomd muestra de placa dental de la region subgingival e interdental y se llevo aun vial de 1.5 ml, posteriormente,
se amplifico el gen ureC bacteriano mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), para
identificar el microorganismo. De las 56 muestras examinadas, seis (10,7%) resultaron positivas para H pylori;
por lo tanto se puede concluir que hay coincidencia entre los resultados positivos y los pacientes con reflujo
gastroesofagico, y ademas se logré estandarizar la técnica de PCR en la deteccion de H. pylori en la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Carabobo.

Palabras clave: Reaccion en Cadena de Polimerasa, Helicobacter pylori, placa dental
Summary. Detection of Helicobacter pylori in dental plaque, by means chain reaction of the polymerase

The dental plaque has been propose like important reservoir of Helicobacter pylori; in this sense, the present
study had as objective to detect the presence of this microorganism in dental plaque in a group of patients of the
Service of Gastroenterology of the Larralde Angel Hospital, as well as, to investigate the existing relation between
the infection by this microorganism and gastric symptoms, and finally, to standardize the technique of chain
reaction of polimerasa (PCR). In consequence, an investigation of type descriptive was realized of non experimental
design and of it cross section; for which a sample of fifty and six (56) individual, ones were selected which they
presented/displayed group of symptoms at gastric level compatible with Helicobacter pylori. To each patient a
sample from dental plaque of the subgingival region was taken him and interdentally and brought it to eppendorf
tube. Ofthe DNA of the present bacteria in dental plate the gene was amplified ureC to identify the microorganism
through the PCR
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From the 56 examined samples, six (10.7%) were positive for the DNA from H. pylori; therefore it is
possible to be concluded that there is coincidence between the positive results and the patients with gastroesophageal
reflux, and in addition was accomplished to standardize the technique of PCR in the detection of H. Pylori in the

Dentistry Faculty of the University of Carabobo

Keywords: PCR, Helicobacter pylori, dental plaque

Introduccion

El Helicobacter pylori (Hp), es un bacilo gram
negativo, de forma espiral y con gran motilidad
conferida por sus flagelos, responsable del 90% de
las gastritis cronicas, 85-90% de las ulceras
duodenales, 70-75% de las ulceras gastricas; y por
estar asociado con la evolucidn de metaplasia a cancer
gastrico, en 1994 fue clasificado por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) como carcindgeno tipo
I. Adicionalmente, se ha asociado de manera
concluyente a distintas formas de gastritis, ulcera
péptica de estomago y de duodeno, adenocarcinoma
gastrico y linfoma gastrico de bajo grado originado en
Tejido Linfoide Asociado a la Mucosa(1).

En este sentido, la incidencia mundial promedio de
H. pylori es del 60%, siendo una de las infecciones
humanas mas diseminadas a nivel mundial (2); y donde
ademas diversos autores han mencionado el posible
contagio por via oral, ya que la saliva representa una
via potencial de transmisidn del microorganismo y por
tanto pudiera ser encontrada también, en surco
gingival, en mucosa yugal o en placa dental (3).

Asi la placa dental constituye un reservorio de
reinfecciones postratamiento, por ende diversos
autores se han abocado a estudiar la presencia de
dicho microorganismo en cavidad bucal. La presencia
del H. pylori anivel dental, segin Manson y Eley (4),
se debe a que inmediatamente después de la limpieza
dental, una fina capa de glucoproteinas salivales se
deposita sobre la superficie dental, restauraciones y
protesis, adhiriéndose firmemente a dichas superficies
y posteriormente es colonizada por bacterias. En pocas
horas, algunas especies de spp, posteriormente, de

actinomices se adhieren a la pelicula, dando inicio asi
ala etapa de colonizacion microbiana y a la formacion
de la placa dental. Posteriormente, otros
microorganismos se radican sobre los que ya se
encuentran, incrementando el espesor de la placa
dental y del nimero de microorganismos, por
multiplicacion y por agregacion bacteriana.

Paralelamente a la etapa de colonizacién microbiana
surge la formacidn de la matriz de la placa, que ayuda
amantener estable la comunidad de microorganismos
que conforman en si la estructura de la misma (4,5).
En consecuencia, han surgido diversas investigaciones,
con el objeto de aislar esta bacteria en restauraciones,
protesis y superficies dentales, utilizando metodologias
tradicionales de cultivo o bien por la técnica de la PCR,
la cual se basa en la amplificacidn de una secuencia
de ADN de cualquier género o especie en estudio, en
este caso H. pylori constatando asi la presencia del
microorganismo. En este sentido, Song cols., (6),
investigaron la presencia de H pylori en la placa dental
supragingival de molares, premolares e incisivos en
20 pacientes. Dichos autores, evidenciaron que todas
las muestras fueron positivas para el ADN de H pylori
en al menos uno de los lugares de recogida de la
muestra, llegando asi a la conclusion de que la placa
dental realmente actia como reservorio de esta
bacteria, advirtiendo que los ensayos con PCR
demostraron ser un método muy sensible y especifico
y por tanto lo consideran el método de eleccion para
detectar el ADN de H pylori en la cavidad bucal.

También Nguyen cols., (7) afirman que la
colonizaciéon de H. pylori no se limita a la mucosa
gastrica, ya que el nicho bucal puede servir como una
posible fuente de reinfeccion de dicha mucosa. Para
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Schein y Meryn (8) consideran que aunque se hayan
empleado diferentes métodos de diagndstico para
identificar H. pylori en placa dental, solo algunos
parecen ser realmente capaces de detectar la
presencia de esta bacteria en las muestras obtenidas
de la cavidad bucal. Para Cheng cols., (9), aun cuando
la placa dental presenta una microbiota bastante
compleja, podria actuar como uno de los principales
reservorios de H. pyloriy posiblemente desempefia
un papel importante en la instauracion de la infeccion
periodontal y gastrica.

Adicionalmente, Perrone y Berroteran (10) afirman
que la presencia de esta bacteria en la cavidad bucal
hace que algunas consideraciones propuestas por los
investigadores sean relevantes, entre ellas, la que
refiere la presencia de H. pylori en la cavidad bucal
como una consecuencia del reflujo géstrico, o como
miembro de una microbiota transitoria, o bien como
un microorganismo permanente de la cavidad bucal.
Se han relacionado varios aspectos odontoldgicos con
la presencia del microorganismo en la placa dental,
entre los mas nombrados figuran el uso de protesis
dental junto con el grado de higiene por parte del
paciente, ambos aspectos conllevan a la acumulacion
de placa bacteriana y por consiguiente la colonizacion
del mencionado microorganismo antes mencionado.
No obstante, debido a la gran variabilidad genética
del Hp demostrada por estudios de genotipificacion y
secuenciacion (11), lamayoria de las investigaciones
basadas en PCR se han dirigido hacia la amplificacion
de determinadas secuencias de genes especificos, en
este caso, el ureC, que expresa la proteina
fosfoglucosamina mutasa (GImM) (9,13), la cual es
esencial y especifica en el genoma del H pylori para
su crecimiento. Asi, dicha enzima ha sido objetivo para
la deteccion especifica de esta bacteria con valores
acertados de sensibilidad y especificidad (12). De esta
manera, los referidos antecedentes marcaron las
pautas fundamentales para determinar la presencia
de H. pylorien placa dental a través de lareaccion en
cadena de la polimerasa (PCR).
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Materiales y métodos

En el presente estudio se utilizo una muestra de
cincuenta y seis (56) pacientes cuyos criterios de
inclusion fueron pacientes con sintomas
gastrointestinales sugerentes de positividad para H.
pyloriy pacientes sin tratamiento con antibidticos al
menos durante tres meses previos a la toma de
muestra. A cada paciente se le informo el proposito
del estudio para que aceptaran su participacion en el
mismo mediante con un consentimiento escrito de
participacion sustentado en las normas de bio€tica que
protegen a los seres humanos. La toma de la muestra
de la placa dental se realizo con una cureta de Gracey
Hyftiedy en laregion subgingival e interdental y se llevo
a un vial de 1,5 ml que contenia 50 pl de solucién
salinaal 0,9 %y se congeld a -20 °C, hasta la posterior
extraccion del ADN bacteriano.

Extraccion del ADN bacteriano de la placa dental

La extraccion del ADN se inicio con la
centrifugacion del vial a 7000 rpm durante 10 minutos,
seguidamente se descartd el sobrenadante y el
precipitado en el que se encontraban los
micrrorganismos se sometieron a un tratamiento con
el kit Wizard Genomic DNA Purification casa
Promega. Al vial que contenia el precipitado se agregd
600 pl de solucion de lisis nuclear e incubd 5 minutos
a 80 °C; se descartd el sobrenadante, se llevd a
temperatura ambiente y se agreg6 3 ul de ARNasae
incubd durante 40 minutos a 37°C. Seguidamente se
afiadi6 50 pl de solucidn precipitante de proteinas
(proteinasa K, a concentracion de 2 pg/ul) y se
incubo en hielo durante 5 minutos; posteriormente se
centrifugd a 13000 rpm por 3 minutos; se transfirio el
sobrenadante a otro vial de 1,5 ml y se centrifugo, el
sedimento con el ADN microbiana se recupero y se
le agreg6 600 ul de etanol al 70%, se centrifugo,
seguidamente se descartd el sobrenadante y se
resuspendié el precipitado con 60 pl de agua libre de
nucleasas. La concentracion de ADN se determino a
partir de una dilucion 1:10 mediante un
espectrofotdmetro Gene Quant a una longitud de onda
de 260nm y 280nm.
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Reaccion en Cadena de la Polimerasa para
detectar secuencias especificas de Helicobacter

pylori

La preparacion de la mezcla se realizd en una
campana de flujo laminar, previa limpieza con etanol
al 70% y aplicacion de UV durante 15 minutos.

Los cebadores empleados permiten la aplificacion
un fragmento de 294 pares de bases (pb) del gen
ureC, cuyas secuencias son:

5'GGATAAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGG-3’
y 5 -GCTTACTTTCTAACACTAACGCGC-3".

Lamezcla de reaccion que se empled fue kit GoTaq
Gren Master Mix de Promega, la cual contiene: taq
DNA polimerasa, desoxinucledtidos a una
concentracion de 400uM, cloruro de magnesio 3 mM
de concentracion y buffera pH 8,5.

Como control positivo se empleo la cepa
bacteriana de Hp 26695.

El ensayo se realiz6 con un volumen final de 25 pl
y se le agregd 12,5 ul de Gotaq Gren master Mix,
0,25 ul de cebadores con una concentracion de 0,1
pmol/ul; 11,5 pl de agua libre de nucleasas y 0,5 pul de
ADN cuya concentracion fue 2,2 ng/ul.

La amplificacion se realizé en un termociclador
marca MJ Research para alcazar las condiciones de
temperatura (desnaturalizacion, anillamiento y
extension). La programacion del equipo fue la
siguiente: La desnaturalizacion inicial se realizé a
95 °C durante 5 minutos y los 35 ciclos: con
desnaturalizacidn a 95 por 1 min., anillamiento a
56 °C durante Imin y extensién a 72 °C
por Imin. La extension final fue 72 °C durante 3
minutos. Cada amplificacién incluyo un control negativo
libre de ADN y un control positivo.

Obtenido el producto amplificado de PCR, para
observar su calidad se realizo electroforesis en gel de
agarosa al 2% durante 90 minutos a 70 voltios y se
expuso a luz ultravioleta para evidenciar las bandas
del producto amplificado tefiidas con bromuro de
etidio. Finalmente se capturd y document6 la imagen,

T-.; ﬂDﬂ u E‘ CHHTFRA

para el andlisis pertinente, utilizando el transiluminador
UVP, modelo M-15, el cual est4 incorporado al
sistema de fotodocumentacion Photo Doc-it.

Resultados

De las cincuenta y seis (56) muestras examinadas,
seis (10,7 %) resultaron positivas para el gen ureC
de Hp, tal como se presenta en la tabla I, mostrando
el comportamiento migratorio de las bandas producto
de amplificacidon para el gen ureC por PCR en
eletroforesis en gel de agarosa al 2% de dos pacientes
que resultaron positivos (fig. 2), a diferencia de la
imagen mostrada en la figura 1 que muestra ausencia
de la banda esperada producto de la amplificacion
del gen ureC en 5 pacientes negativos Hp .

Tabla 1. Expresion del gen ureC de Hp en placa dental

Pacientes Fm Porcentual (%)
Positivos 6 10,7
Negativos 50 89,3

Tota 56 100

Figura 1. Imagen de electroforesis en gel de agarosa al 2%
TBE, donde se aprecia el marcador (linea 1), control
negativo (linea 2), control positivo (linea 3) y cinco
muestras con resultado negativo (linea 4, 5, 6, 7 y 8).

1.000pb
750pb
500pb

300pb
150pb
50pb
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Figura 2. Imagen de electroforesis en gel de agarosa al 2%
TBE, donde se aprecia el marcador (linea 1), control
negativo (linea 2), control positivo (linea 3), dos resultados
positivos (linea 5 y 7) y dos resultados negativos (linea 4 y 6)

L1 L2 L3 4 L5 L6 L7 L8

1.000pb
750pb
500pb

300pb
150pb
50pb

Tambien se observd que en los pacientes que
formaron parte de la muestra, cinco de ellos usan
protesis dental y resultaron positivos a la amplificacion
del gen ureC para H. pylori en placa dental (tabla I1I).

Tabla 2.Relacion entre pacientes positivos para el gen
ureC de Hp y presencia de reflujo gastroesofajico

Roba Izzeddin / Ruben Toro / Rula Izzeddin / Maria Salas

Pacientes | Pacientes con Reflujo Pacientes positivo Hp
Gastroesof&gico
56 6 6

Los resultados del presente estudio demostraron
que todos los pacientes positivos para H. pylori también
revelaron sintomas de reflujo gastroesofagico segin
se indica en la Tabla II.

Tabla 3. Pacientes portadores de protesis dental

Pacientes total Paciente con protesis fija | Pacientes positivos Hp

56 5 6
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Discusion.

Cabe resaltar que varios de los antecedentes
expresan discrepancia entre los resultados, pues existen
estudios con una alta prevalencia de positividad y otros
que muestran escasos o ningun resultado positivo (14),
probablemente pueda influir el método empleado para
la toma de la muestra de placa dental. Uno de los que
exponen esa condicion es el de Perrone cols., quienes
en el aflo 2006 concluyen que de las 69 muestras de
placa dental evaluadas, solo una (1,4 %), fue positiva
para la amplificacion del gen ureC (15); un mayor
numero de casos positivos se obtuvo en la presente
investigacion, pues de las 56 muestras procesadas seis
(10,7%) resultaron positivas, hecho que podria dar
indicio de larelacién entre la infeccion por H. pyloriy
el desarrollo de enfermedades gastrointestinales (16),
inclusive se podria dar sustento a la sugerencia de que
la placa dental puede ser un reservorio del
microorganismo para la posible via de reinfeccion
después de la terapia de erradicacion del Hp (17).

Por otra parte, Scarano y cols., en el afio 2005
observaron que la presencia de lesiones en la mucosa
gastrica favorece la proliferacion de H. pylorien el
medio y consecuentemente aumenta la colonizacion
de lamucosa gastrica por el patogeno, refiere ademas
que la infeccidn de la mucosa gastrica por H. pylori
frecuentemente ocurre con presencia simultanea del
patogeno en la placa dental (18). En concordancia
con lo anterior los pacientes con los resultados positivos
al gen ureC del Hp en placa dental presentaron
sintomas de reflujo esofagico, que fue comprobado
con un test estadistico aplicado representando el
100% de los casos en los que se amplifico el gen
ureC. En contraparte, a lo expuesto en otro estudio
del mismo afio cuya muestra la conformaron 48
paacientes, resulté que 100% de los pacientes
presentaron H. pylori en placa dental
independientemente de la presencia de lesion en la
mucosa gastrica. No obstante, los estudios realizados
por Song cols., en el afio 2000 y por Okuda cols., en
el afio 2003, corroboran a la cavidad bucal como
reservorio de Helicobacter Pylori (6, 14).
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Otro aspecto interesante que merece comentario
es que de los 6 pacientes que resultaron positivos a la
amplificacion por PCR del gen ureC 5 utilizan protesis
dental, lo que guarda correspondencia con la
afirmacién de Perrone y Berroteran (10) quienes
fundamentan que los portadores de protesis dental
presentan niveles altos de infeccién por dicho
microorganismo, pudiendo plantearse que la prétesis
dentales contribuye al microambiente redox requerido
por microorganismo lo que favorece la colonizacion
del Helicobacter pylori en la cavidad bucal.

Conclusiones.

- Técnica de reaccidon en cadena de la polimerasa
(PCR) es sensible para amplificar el gen ureC del Hp
a partir de muestras de placa dental.

- Todos los pacientes que resultaron positivo al gen
ureC de Helicobacter pylori mostraron reflujo
gastroesofagico.

- Se observé que 5 de los 6 pacientes que resultaron
positivo para Hp fueron portadores de proétesis fija.
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