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ARTICULO ORIGINAL

Deteccion de Helicobacter pylori en mucosa
gastrica y cavidad oral

Ester Sepiilveda T.%V, Carlos Bricefio Casas C.?, Maria Loreto Spencer L.V, Sandra
Quilodran V.®, Ursula Brethauer M., Jessica Moreno H.®? y Apolinaria Garcia C.?

HELICOBACTER PYLORI DETECTION IN GASTRIC AND ORAL MUCOSA

Helicobacter pylori (H. pylori) infection has been related to various gastroduodenal
disorders. The objective of this study was to detect H. pylori in gastric mucosa and relate
it to its presence in the oral cavity. Fifty-four patients with medical indication of digestive
endoscopy from the Gastroenterology Unit of the Regional Hospital of Concepcion, Chile,
were studied. Gastric samples were obtained from each patient from antrum and corpus
through endoscopic biopsies. Oral samples were obtained from dental plaque and saliva
swabs from the floor of the mouth and the base of the tongue. Oral and gastric sample
were studied by culture. Oral samples from patients with positive gastric cultures for H.
pylori (n = 21) were studied by culture, conventional PCR and Real Time PCR. All cultures
from oral samples were negative (0/21) for H. pylori. Only one sample of dental plaque
was positive with conventional PCR (1/21), while all samples of saliva were negative.
However, samples from all patients were positive with Real Time PCR (20/21 dental plaque,
21/21 saliva from the floor of the mouth, 20/21 saliva from the base of the tongue). The
results suggest that there is a correlation between the presence of H. pylori in gastric
mucosa and the oral cavity. Also, that Real Time PCR the best technique to detect low
number of bacteria in the oral cavity.

Key words: Helicobacter pylori, dental plagque, PCR, Real time.

Introducciéon

La infeccion por Helicobacter pylori se
ha vinculado en los ultimos afios al desarrollo
de patologias gastricas tales como gastritis, ul-
cera péptica y cancer. La bacteria posee re-
conocidos factores de virulencia'? que le per-
miten adherirse y colonizar la mucosa gastrica
de un individuo para ejercer su efecto patoge-
no’.

Si bien es cierto que actualmente se cono-

cen las caracteristicas de patogenicidad de este
microorganismo, aun no se ha comprobado su
via de transmision, a pesar de que hay estu-
dios que indican que las vias oral-fecal y oral-
oral serian las mas importantes®.

Existen investigaciones que sefialan que la
bacteria puede ser encontrada en la cavidad
bucal (placa bacteriana, saliva, dorso de la len-
gua) constituyendo asi un reservorio para ella’!?.
Otros estudios no estan completamente de acuer-
do con esta posicion'*". Las investigaciones
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que han establecido una relacion entre ambos
nichos, sin embargo, no han sido determinan-
tes debido a diversas variables, como la pre-
valencia del microorganismo, estudios realiza-
dos en diferentes grupos poblacionales, pes-
quisas con diferentes frecuencias de muestreo
o diferentes métodos de identificacion, lo que
hace que los resultados varien segun la sensi-
bilidad y especificidad del método utilizado.

La alta relevancia clinica de la infeccion
por H. pylori ha estimulado el desarrollo de
numerosos y diversos métodos de diagnostico.
Estos métodos pueden ser clasificados como
invasivos; por ejemplo aquellos que requieren
una endoscopia digestiva alta para detectar H.
pylori directamente a partir del cultivo de una
biopsia gastrica, histopatologia, test de ureasa
rapida y PCR o no invasivos: test en aire espi-
rado, serologia, deteccion de H. pylori en ori-
na, heces y saliva!®!’, los cuales pueden indi-
car indirectamente la presencia de H. pylori'8.

La deteccion de H. pylori en la cavidad
oral también es posible mediante técnicas de
PCR, pese a la enorme microbiota que se alli
se encuentra. El marcador genético mas con-
veniente para la deteccion de H. pylori seria
el correspondiente a una region conservada
que esté flanqueada por regiones hipervariables.
Esta secuencia seria especifica para la espe-
cie H. pylori, no asi la deteccion en base al
gen glmM (ureC), que es especifico para el
género Helicobacter'.

Los cultivos de muestras orales solo pare-
cen factibles en pacientes que presentan re-
flujo gastroesofagico el que aumenta la proba-
bilidad de encontrar H. pylori en la cavidad
oral, en su forma espirilada y cultivable, ya
que normalmente, esta bacteria podria estar
inhibida en la cavidad oral por la presencia de
otros microorganismos como Lactobacillus
spp® (20) y microorganismos de los géneros
Fusobacterium y Porphiromonas?.

La técnica de PCR en tiempo real tiene la
ventaja de definir limites dentro de la epide-
miologia, ya que detecta concentraciones mil
veces menores que la técnica de PCR con-
vencional. Esto podria ayudar a determinar
inoculos de infeccion, y, por lo tanto, indicar
posibles vias de transmision.

En base a estos antecedentes nos parece
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interesante establecer la posibilidad de inferir
la infeccion gastrica mediante la presencia de
H. pylori en la cavida oral en pacientes dis-
pépticos, mediante PCR Convencional y PCR
en Tiempo Real.

El objetivo general fue determinar la pre-
sencia de H. pylori en la cavidad oral de pa-
cientes con cultivo positivo para H. pylori en
biopsia gastrica.

Material y Métodos

El universo estuvo constituido por pacien-
tes que acudieron a la Unidad de Gastroen-
terologia del Hospital Regional Guillermo Grant
Benavente de la ciudad de Concepcion, Chile,
a realizarse Endoscopia Digestiva Alta (EDA)
por indicacion médica. Se excluyeron pacien-
tes que estuvieran en tratamiento de erradica-
cion de la bacteria. La muestra estuvo consti-
tuida por aquellos pacientes que presentaron
cultivo positivo para H. pylori en la mucosa
gastrica. A todos se les solicité consentimiento
informado y el estudio fue aprobado por el
Comit¢ de Etica de la Direccion de Investiga-
cion de la Universidad de Concepcion, Chile.
Para cada paciente se confecciond una ficha
con datos generales y bucales.

De cada uno de ellos se obtuvo: 3 muestras
bucales (placa bacteriana del area subgingival,
saliva de la base de la lengua y del piso de
boca). Durante la realizacion de la EDA, de
cada uno de cllos se obtuvo 4 muestras de
mucosa gastrica del antro y 4 del cuerpo. Tanto
las muestras de mucosa gastrica, como las
muestras orales fueron sembradas para culti-
vo en agar Columbia suplementado con 5% de
sangre de caballo y suplemento antibiotico
DENT para inhibir la microbiota acompafian-
te. Los cultivos se realizaron en condiciones
de microacrofilia generada mediante el siste-
ma GasPak, durante 4 dias, a 37° C>. Las
muestras gastricas de los pacientes que pre-
sentaron cultivos positivos para H. pylori y
las muestras orales de estos pacientes, fueron
sometidas a analisis de la reaccion de PCR
convencional y tiempo real mediante la ampli-
ficacion de una region del gen 16 - 23S rDNA,
especie especifico.
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Extraccion de ADN

Para la extraccion del ADN de la cepa de
bacterias ATCC 43504 cultivada de la manera
tradicional se utilizo el protocolo utilizado por
Dowsett et al”®. En muestras orales se realizo
mediante el kit BIO 101 Protocol Fast DNA
kit, Catalog 6540-400, siguiendo las indica-
ciones de los proveedores y en muestras de
biopsias gastricas se utilizo un Kit comercial
siguiendo las instrucciones del fabricante
(Wizard"® SV Genomic DNA Purification
System, Promega).

Condiciones de PCR

Los partidores y sonda para H. pylori 16S
rRNA, (Yamazaki et al, 2005) y utilizados para
el PCR de Tiempo Real (Ruskovics et al, 2001)
fueron verificados teoricamente usando el pro-
grama "OLIGO ver 6.62" (Tabla 1).

a) Condiciones para PCR convencional
Preparacion de la mezcla: La amplifica-
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cion por PCR simple fue realizada para los
genes descritos en la Tabla 1 utilizando 10 pL
de ADN total, 2,5 pL. de amortiguador (10X),
0,5 puL dNTPs (10 mM), 1,25 uLL MgClI (50 mM),
1,25 pL del partidor directo y 1,25 pl del inver-
so, 0,125 pL de la enzima 7Tag DNA polime-
rasa (500 U) y completar con agua estéril sin
nucleasas en un volumen final de 25 pL.

Programacion del equipo: Se realizd una
amplificacion en termociclador de gradiente para
elegir la Tm adecuada para maximizar la
optimizacion del Tiempo Real (Tabla 2).

Como controles negativos de amplificacion
se utilizo agua y ADN de lactobacillus spp:
como controles positivos se usd productos de
amplificacion de ADN genémico de las cepas
H. pylori ATCC 43504 o los productos de
PCR. El analisis se realizo por electroforesis
en gel de agarosa al 1,8% (p/v) y TBE al 1%
agregando Bromuro de Etidio para su visuali-
zacion en transiluminador UV. Los geles fue-
ron cargados con 9 uL de producto de PCR.

Tabla 1. Partidores utilizados y tamano de los productos de amplificacion

Nombre Secuencia  5°-37 Acceso  posicion producto Referencia
NCBI
165YRNA HpTR  TGC GAA GTG GAG CCA ATC TT 1381 Yamazaki
Directo u00679 1480 119 etal., 2005
165YRNA HpTR  GGA ACG TAT TCA CCG CAA CA
Inverso
Sonda 16SrRNA (FAM) CCT CTC AGT TCG GAT U00679 1408 27 Yamazaki
TGT AGG CTG CAA C (TAMRA) 1435 etal., 2005
Tabla 2. Condiciones para PCR convencional
Programa Parametro Tiempo Temperatura °C Ne Ciclos
1 Preincubacion 15 minutos 95 1
2 Denaturacion 30 segundos 95 1
2 Gradiente Alineamiento 30 segundos 50 a 60 40 a 45
2 Extension 2 minutos 72
3 Extension 5 minutos 72 1
4 Enfriamiento Hold on 4 1
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b) Condiciones para PCR de tiempo Real
LightCycler 2.0 (Roche) con Sonda
TaqgMan

La preparacion de la mezcla master (Mas-
ter Mix TagMan) para PCR en tiempo real
segun las recomendaciones del kit lleva las
siguientes cantidades: 4 pL de MIX, 9,1 puL de
H,O Grado PCR, 0,5 uL de Sonda TAQMAN
10 uM, 0,7 uL de Partidor /6S directo 10 uM,
0,7 pL de Partidor /68 inverso 10 mM y 5 puLL
de ADN templado de la muestra.

Universo de Pacientes (n=54)
Cultivo de Biopsias Gastricas

mHP +
OHP -

Figura 1. Deteccion de H. pylori en Biopsias de Muco-
sa Gastricas mediante la técnica de Cultivo. El grafico
circular representa el universo de pacientes (54) en el
que se detecto la presencia de HP en muestras de biopsia
de mucosa gastrica. El color negro representa a las mues-
tras que resultados positivas (n = 21; 39%) para H.
pylori (HP+). El area punteada representa a los que re-
sultaron negativos (n = 33; 61%) para H. pylori (HP-).

Programa de amplificacion para el gen
16rS: Temperatura de denaturacion a 95 °C,
tiempo de pre-incubacion: 10 minutos, tiempo
de denaturacion: 10 segundos, temperatura de
alineamiento: 55 °C, tiempo de alineamiento:
10 segundos, temperatura de elongacion: 72°,
tiempo de elongacion: 8 segundos

Resultados

Se estudiaron 54 pacientes, 31 de sexo fe-
menino y 23 de sexo masculino (rango = 12-82
afnos, X = 51,18 afios). Al someter las mues-
tras de biopsias gastricas a cultivo, se detectd
H. pylori en el 39% de los pacientes (n = 21)
(Figura 1). Las muestras de los pacientes que
presentaron positividad en la mucosa gastrica
por cultivo, se verificaron genéticamente me-
diante PCR convencional. Los resultados ob-
tenidos para las muestras orales de los 21 pa-
cientes, que presentaron cultivos de biopsia
gastrica positivos para H. pylori, fueron: culti-
vo 100% negativos (0/21) (Figura 2), con PCR
convencional se detectd H. pylori sélo en una
muestra (de las 3 de un paciente) en placa
bacteriana (1/21) (Figura 2), mientras que to-
das las muestras de saliva de piso de boca y
base de la lengua fueron negativas. Veintitin
pacientes resultaron positivos para la bacteria
por la técnica de PCR de Tiempo Real en las
muestras orales (Figura 2): 20/21 en muestras

100
90
80
70
60

% Pacientes 50|

Técnica

Cultivo PCR qPCR

Figura 2. Deteccion H. pylori en
Muestras de Cavidad Oral y Gas-
trica mediante Cultivo, PCR y
— qPCR. En el grafico se comparan
3 técnicas de deteccion para H.
pylori. A la izquierda por Cultivo,
en el centro por PCR Convencio-
nal (PCR) y a la derecha por PCR
en Tiempo Real (qPCR). Las co-
lumnas achuradas con puntos re-
presentan la deteccion positiva
para H. pylori en muestras orales
y las achuradas con lineas horizon-
tales la deteccion positiva para H.
pylori en muestras de mucosa
gastricas.

& Orales
8 Gastricas
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Figura 3. Distribucion de H. pylori orales por PCR de
Tiempo Real (qQPCR). Las columnas de la izquerda re-
presentan la deteccion por PCR de Tiempo Real (qPCR)
positiva cualitativa y cuantitativa de H. pylori. La barra
achurada con ladrillos son las muestras del ADN huma-
no extraido de saliva; achurada vertical, de la base de
lengua; achurada horizontal, la placa bacteriana. Las co-
lumnas de la derecha representan las muestras en las que
no se logro detectar H. pylori.

de placa bacteriana, 21/21 en saliva de piso de
boca y 20/21 en base de lengua (Figura 3).

Discusion

Este estudio estuvo enfocado a estudiar la
presencia concomitante de H. pylori en la mu-
cosa gastrica y en la cavidad bucal. No en-
contramos en la literatura informacion de de-
terminacion de H. pylori en la cavidad oral
mediante PCR tiempo real por lo que pensa-
mos que ¢l estudio es un aporte novedoso.

Diversos estudios apuntan hacia la presen-
cia de H. pylori en la cavidad oral en relacion
con la mucosa gastrica en porcentajes varia-
bles (6,9-100%) de acuerdo a la poblacion es-
tudiada, toma de muestras 6 tecnicas de de-
teccion empleadas.

Kim et al’, reportaron un 6,9% de H. pylori
en saliva y 28.6% en placa bacteriana median-
te PCR. Song et al’, detectaron H. pylori en
el 100% mediante PCR, pero las secuencias
del ADN diferian entre las distintas ubicacio-
nes orales y las muestras gastricas. En otro
trabajo Song et al**, concluyeron que ¢l micro-
organismo estaba presente en el 97% de los
pacientes analizados con una distribucion ca-
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racteristica de 82% en placa bacteriana (64%
en zona de molares y 59% en premolares).
Mapstone et al®, concluyeron que la presen-
cia del microorganismo en la boca de pacien-
tes dispépticos tiene relevancia para la disemi-
nacion de H. pylori ¢ identifica una fuente
potencial de reinfeccion posterior a la erradi-
cacion del microorganismo del estomago.
Krajden et al’, estudiaron biopsias gastricas.
El 40,8% de ellos fue positivo para H. pylori
a través del cultivo, en saliva fueron todas
negativas y en placa bacteriana solo una fue
positiva.

Shames et al'’, demostraron la correspon-
dencia genética en una cepa en mucosa gas-
trica y en la placa bacteriana dental. Berroteran
et al*, determinaron que todos los pacientes
positivos para H. pylori en la placa bacteriana
dental presentaron gastritis cronica.

Karczewska et al'®, concluyeron que H.
pylori es comunmente detectado en la cavi-
dad oral de pacientes con dispepsia. Ozdemir
et al'®, estudiaron 63 pacientes con gastritis
cronica en donde el microrganismo H. pylori
fue erradicado de la mucosa gastrica pero no
de la placa bacteriana ni de la saliva, conclu-
yendo entonces que H. pylori de estos dos
ultimos habitats jugarian un rol importante en
el proceso de la reinfeccion.

En nuestro estudio podriamos explicarnos el
cultivo negativo de H. pylori en las muestras
orales debido a que no se utilizo la metodolo-
gia de cultivo como sefiala Song et al”’, lo que
puede explicar la baja sensibilidad del método
utilizado en este estudio. Ademas, pudo haber
existido falsos negativos (forma cocoide no cul-
tivable o forma espiralada, cultivable, inhibida
por la microbiota acompafiante oral), inoculo
insuficiente, ausencia de H. pylori o falla en
la toma o traslado de la muestra.

El resultado negativo para la técnica PCR
convencional podria explicarse por: baja sensi-
bilidad del método, indculo insuficiente para
generar cantidad adecuada de ADN, ausencia
de H. pylori, falla en la toma ¢ traslado de la
muestra 6 falla en la aplicacion de la técnica.

Si comparamos los métodos, la técnica de
PCR tiene una muy buena sensibilidad (> 94%)
y una especificidad de un 100% que la hace
ser superior a otros métodos como IgG sérica
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(sensibilidad 94%, especificidad 98%), test de
ureasa (sensibilidad 78%, especificidad 96%),
cultivo (sensibilidad 70%, especificidad 98%),
Western bloothing (sensibilidad 96%, especifi-
cidad 93%) o a los métodos basados en
anticuerpos, ya sean mono o policlonales, (sen-
sibilidad entre 58-96%, sensibilidad > 90%%%%.

La desventaja de las técnicas de PCR es
que no define si el microorganismo detectado
es o no viable, por lo que siempre debe ser
guiado en paralelo con el cultivo de la biopsia
gastrica.

Estamos concientes del limitado niimero de
pacientes incluidos en el estudio, sin embargo
este trabajo podria servir de partida a nuevos
y mas amplios estudios que avalen la relacion
entre ambos nichos para la bacteria, con el fin
de poder sospechar de una infeccidon gastrica
mediante la deteccion del microrganismo en la
cavidad oral con el consiguiente beneficio para
la prevencion de patologias gastricas asocia-
das a la presencia de H. pylori.

Con nuestros resultados podriamos concluir
que: existe correlacion en la presencia de H.
pylori en mucosa gastrica y oral, no habria
diferencias en el hallazgo de H. pylori en las
distintas zonas de la cavidad bucal y que la
técnica PCR tiempo real seria la técnica mas
adecuada para detectar baja cantidad de H.
pylori oral.

Como proyecciones pensamos seria intere-
sante realizar un estudio del genotipo asociado
a virulencia de H. pylori en muestras gastricas
y orales.

Resumen

La infeccion por Helicobacter pylori esta
vinculada a diversas patologias gastroduo-
denales. El objetivo de este estudio fue detec-
tar H. pylori en la mucosa gastrica y relacio-
nar su presencia con H. pylori en la cavidad
oral. Se estudiaron 54 pacientes de la Unidad
de Gastroenterologia del Hospital Regional de
Concepcion, con indicacion de endoscopia di-
gestiva alta. Para cada paciente se realizo biop-
sia de mucosa gastrica (antro y cuerpo), y se
obtuvieron 3 muestras orales (placa bacteriana,
saliva de la base de la lengua y piso de boca).
Las muestras gastricas y orales fueron culti-
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vadas. Las muestras orales de los pacientes
que presentaron cultivos de biopsia gastrica
positivos para H. pylori (n = 21) fueron so-
metidas a analisis de deteccion de la bacteria
mediante cultivo, PCR convencional y PCR
de Tiempo Real. Los resultados obtenidos para
las muestras orales fueron: cultivo 100% ne-
gativos (0/21), con PCR convencional se de-
tectd H. pylori so6lo en un paciente (una mues-
tra de las 3 en placa bacteriana) (1/21), mien-
tras que todas las muestras de saliva de piso
de boca y base de la lengua fueron negativas.
Veintiun pacientes resultaron positivos para la
bacteria por la técnica de PCR de Tiempo
Real en las muestras orales, 20/21 en mues-
tras de placa bacteriana, 21/21 en saliva de
piso de boca y 20/21 en base de lengua. Los
resultados sugieren que existe correlacion en-
tre la presencia de H. pylori en la mucosa
gastrica y en la cavidad oral. Ademas, que la
técnica de PCR de Tiempo Real es la mas
adecuada para detectar el bajo nimero de bac-
terias de H. pylori de la cavidad oral.
Palabras clave: Helicobacter pylori, placa

bacteriana, PCR, tiempo real.
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