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RESUMEN

El descubrimiento del Helicobacter pylori, y el progresivo conocimiento de
su relacion con distintas enfermedades clasicamente consideradas de origen

"péptico”, ha estimulado un gran esfuerzo en investigacion clinica y basica.

Desde que este microorganismo fue exitosamente aislado mediante cultivo de
la placa dental de algunos pacientes, la cavidad bucal ha recibido especial

interés como un posible reservorio para el mismo.

Este trabajo tiene como objetivo general determinar la frecuencia de
Helicobacter pylori en cavidad bucal en una muestra de poblacion mexicana.
El grupo de estudio fue constituido por 131 pacientes los cuales se
dividieron en 2 grupos: 66 pacientes pertenecientes al Instituto Nacional
de Enfermedades Respiratorias (INER) y 65 pacientes de la Facultad de
Odontologia de la Universidad Nacional Auténoma de México, cada uno
con/sin patologias gastrointestinales, de los cuales se analizaron muestras de
saliva, placa dental y dorso de lengua por el método de Reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR).

Identificandose la presencia de Helicobacter pylori en cavidad bucal
unicamente en muestras de placa dental y saliva, donde la mayor frecuencia
se mostro en pacientes con patologias gastrointestinales principalmente
provenientes del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER),
con lo que podemos concluir que Helicobacter pylori por lo general se
encuentra en boca de individuos infectados a nivel gastrointestinal o como
consecuencia del reflujo esofagéastrico, por lo que es posible que la cavidad
bucal pueda ser el sitio inicial de la infeccion, y asi mismo ser un factor de
riesgo para la re-infeccion gastrointestinal después de la terapia antibidtica



1. INTRODUCCION

Los estudios sobre la presencia de microorganismos en la mucosa gastrica se
han visto impulsados por el descubrimiento de Helicobacter pylori. Su
capacidad de colonizacion y adaptacién a ambientes hostiles e ha permitido

sobrevivir y crecer en las condiciones adversas que ofrece el estomago?.

Aunque los primeros trabajos comunican la presencia de bacterias espirales

8 no es hasta inicios de

en estémagos humanos datan hace mas de un siglo, 2
la década de los 80's cuando acontece el hecho que revolucionaria los
conceptos etiopatogénicos y terapéuticos dirigidos a la gastritis y ulceras

pépticas.33

Robin Warren y Barry Marshall son los primeros en comunicar la presencia
de bacterias curvadas en biopsias géastricas de pacientes con gastritis y
ulcera péptica.>®

Una vez que el microorganismo fue aislado por primera vez en cultivo,
comenzO a generarse una gran cantidad de informacion acerca de

Helicobacter pylori.

Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa de dificil cultivo in
Vitro cuyo diagnostico es de suma importancia debido a que su presencia por
largos periodos esta asociada de manera concluyente a distintas formas de
gastritis, Ulceras pépticas de estbmago y duodeno, adenocarcinoma gastrico y
linfoma gastrico de bajo grado originado en tejido linfoide asociado a la
mucosa (MALT) 12,

La vigilancia epidemioldgica del H. pylori se justifica por la evolucidn

cronica de esta enfermedad, la posibilidad de continuar con su transmisién y
por comprometer la calidad de vida.
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Los estudios de prevalencia de la infeccion causada por Helicobacter pylori
muestran importantes diferencias segun se analicen poblaciones de diferentes
zonas geograficas, asi tenemos una tasa del 40-50% en los paises
desarrollados y cerca del 90% en aquellos en vias de desarrollo. También,
varian segun la edad, diferencias étnicas o raciales, estado socioecondémico,
condiciones higiénicas y calidad de vida de la poblacion a analizar.

La exposicion a Helicobacter pylori comienza en la primera infancia en
escolares y adolescentes?, y la seroprevalencia aumenta en el transcurso de

la vida.®

Existe mucha controversia sobre el modo de transmision de Helicobacter
pylori, hasta hace relativamente poco tiempo se reconocia como su Unico
nicho el estbmago humano. Investigaciones mas recientes han permitido
detectar la bacteria por métodos moleculares en placa dental y saliva, 1o que
sugiere que quizads el ambiente bucal puede constituir un ambiente de

transicion o permanencia dentro del hospedador.

La posibilidad de transmision de Helicobacter pylori por via oral ha traido
como consecuencia el surgimiento de diversas investigaciones con el
objetivo de identificar la bacteria en cavidad bucal en muestras de saliva,

surco gingival, mucosa yugal y placa dental.

Esto abre la posibilidad de considerar a la cavidad oral como reservorio para
este microorganismo, pero la hipétesis de que la microflora bucal pueda ser
un nicho permanente para la bacteria es muy controversial.

Diversos autores también han considerado a la cavidad oral como un segundo
reservorio natural para Helicobacter pylori y tratan de explicar las recaidas
de la enfermedad ulcero-péptica, posteriores al tratamiento de erradicacion,
mediante un mecanismo de re-infeccién proponiendo como reservorio a la

placa dental.

11



Se menciona que existen condiciones que pueden facilitar la colonizacion
oral de Helicobacter pylori, tales como el reflujo gastroesofagico, los malos
habitos de higiene, entre otros, la infeccion intrafamiliar ha cobrado

posicionamiento en la transmision de este microorganismo.?

Es por ello que la deteccion de Helicobacter pylori en placa dental y saliva
sugiere que la cavidad oral podria ser un importante reservorio para este
microorganismo.® Basandonos en |o anteriormente expuesto resulta obvia la
importancia de aplicar métodos de deteccion sensibles y especificos para la
determinacion Helicobacter pylori en placa dental y saliva, con lo cual se
evitaria recurrir al uso de métodos invasivos como la endoscopia para la
deteccion de la infeccién por este microorganismo. Igualmente existe mucho
interés en determinar los reservorios naturales de este microorganismo,
ademas del estdmago, con la intencion de contribuir al esclarecimiento de si
la placa dental y la saliva son un reservorio bucal de la referida bacteria.

Debido a que no se conocen especificamente |os mecanismos de transmision,
el objetivo del presente trabajo fue determinar la frecuencia de la infeccion
en cavidad oral ya que podria arrojar una importante informacion
epidemioldgica en la identificacion de una de las diferentes rutas de
transmision, asi mismo de las posibles causas de re-infeccién después del

tratamiento.

1.1 ANTECEDENTES HISTORICOS.
Existen descripciones histoldgicas de organismos espirales localizados en la
cavidad géstrica de seres humanos realizados por autores alemanes desde

1874.%7

Helicobacter pylori ocupa una interesante posicion en la historia de la
medicina e investigacion biomédica ya que su descubrimiento en 1983
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cambié radicalmente los conceptos sobre las enfermedades gastroduodenal es,

su epidemiologiay el tratamiento.

Ello implicé un cambio de actitud drastico que incluso se oponia a uno de
los paradigmas mas fuertes relacionados con la epidemiologia de las
enfermedades gastrointestinales; pues el estbmago representa la denominada
"barrera acida", responsable de la eliminacion de muchos de los posibles
agentes infecciosos que se ingieren con los alimentos; un ejemplo indirecto
de ese poder inhibitorio es el sobrecrecimiento bacteriano en duodeno y
yeyuno que experimentan los pacientes post-gastrectomia. Por lo tanto,
aceptar que en ese ambiente acido del estbmago existiesen microorganismos
adaptados, implicaba un cambio importante en el conocimiento de esa época.

El hallazgo de las primeras observaciones de Helicobacter pylori se
remontan a mas de un siglo de antigiedad, cuando Guilio Bizzozero en Turin
en 1893 en sus observaciones anatomicas de la mucosa gastrica de perros,
reporto espiroquetas habitando las glandulas gastricas al igual que en los

canaliculos de las células parietales.®**?7

En 1906, Balfour demuestra la existencia de espiroquetas localizadas en las
ulceras gastricas e intestinales de perros y monos. En este mismo afio
Krientts realiza la primera descripcion de este tipo de microorganismos en

estébmagos de pacientes con cancer gastrico.>?’

En 1938, Doengues realizo el primer estudio sistemético sobre la presencia
de bacterias helicoidales en el estomago.®> Ademés de detectar espiroquetas
en macacos, este autor describié posteriormente organismos similares,
asociados a gastritis en el 43% de 242 estdmagos humanos obtenidos

mediante necropsias.?’

En 1951, un médico espafiol, Solano, recomendaba la administracion de
suero y penicilina a los pacientes convalecientes de ulcera duodenal o
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gastrica, e insistia, en la necesidad de una buena higiene dental, por
considerar los focos sépticos dentales responsables de recidivas ulcerosas.?’

Algunos autores, sugirieron que las bacterias vistas por algunos
investigadores en las biopsias gastricas eran secundarias a la contaminacion
bacteriana proveniente de la cavidad oral, la cual llegaba al estomago a
través de la comida.?’

En Australia, Robin Warren, un patélogo australiano de Perth, en una
preparaciéon de mucosa gastrica con gastritis crénica activa, observa una
linea azul en la superficie del epitelio gastrico que nunca habia visto. Con
mayor aumento pudo distinguir numerosos pequeiios bacilos que componian
la linea azul, firmemente adheridos a la superficie del epitelio.t>?":73

Como patdlogo tenia claro que la presencia de bacterias en cualquier tejido
inflamado debia ser considerada agentes causales.

Para identificar los componentes de la "linea azul" previamente mencionada
prob6 la coloracion de Gram y la de Warthin-Starry (con preparados
argénticos). Con ambas tinciones, pero especialmente con esta ultima,
consigui6 tefiir las bacterias y diferenciarlas de las células epiteliales.
Posteriormente, examind con el microscopio electrénico, observando los
cuerpos bacterianos adheridos con firmeza a la superficie del epitelio.®*®

Imagen 1. Imagen de Helicobacter pylori tomada por microscopia electronica.
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Comenzo6 a notificar una bacteria curvada a menudo presente en biopsias
gastricas sometidas a examenes histologicos. Warren descubriéo que la
mayoria de los microorganismos similares encontrados y descritos en Europa
en el siglo X1X habian sido ignorados por imposibilidad de aislamiento.

Datan los hechos de 1983, donde J. Robin Warren escribid una publicacion
inédita a “The Lancet” donde exponia multiples casos clinicos en los que
aparecia una bacteria bacilar con forma espiral. Se le asociaba con gastritis
crénica, gastritis activa cronica, inflamaciobn y en cualquier caso
acompafiada de infiltraciobn de polimorfonucleares en el antrum

gastrico.11%73

Estos hallazgos dejaron perplejos a muchos investigadores, entre otras
razones, porque era admitido que las bacterias eran destruidas en el medio
acido del estomago antes de que pudieran colonizar la mucosa gastrica y
establecerse alli.

Un profesor de medicina interna llamado Barry Marshall estuvo interesado
en las observaciones de Warren se apasiondé por el proyecto, ambos
investigadores diseflaron un ensayo clinico sobre cien pacientes

consecutivos.®1%73

Elaboraron un minucioso

protocolo, en el que

constaba un detallado

o e

cuestionario clinico y
metodolégico de las zonas
de la mucosa gastrica,
donde deberian recogerse
biopsias para estudio
histopatol 6gico y para

cultivo microbiologico.
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Por su parecido a Campylobacter eligieron el medio y el tiempo de
incubacion utilizado para este género. El cultivo inicial de 30 pacientes fue
negativo porque Campylobacter crecia a las 48 hrs y a los tres dias tiraban
las placas, sin embargo el azar y la fortuna, facilito el éxito de su
descubrimiento ya que una placa de cultivo de la biopsia 35, fue olvidada en
la cAmara de cultivo, provocando que el periodo de incubacién de la misma
tuviera un periodo mayor y se observaran minusculas colonias transparentes,
gue al ser extendidas y tefiidas se identificaban como bacterias similares a
las ya antes encontradas en preparaciones histol 6gicas.!®

En 1983, y al no Ilegar a un acuerdo de redaccion final de una carta aparecen
en Lancet dos cartas, una escrita por Warren y otra por Marshall, quienes
describen la presencia de bacterias curvas y espirales en 135 biopsias
gastricas, en estrecha unién con células del epitelio y con areas de
inflamacion de la mucosa gastrica; con distribucion continua, focal o en
parche, y més abundante en el antro gastrico. La infiltracién superficial
bacteriana se acomparfiaba de un gran namero de polimorfonucleares. Por sus
caracteristicas morfoldgicas recordaba a Campylobacter jejuni mas que a las
espiroquetas, Warren denomind a estos microorganismos presentes en la
mucosa gastrica Campylobacter like. Marshall, en su carta describe el
cultivo de la bacteria procedente de biopsias gastricas, después de 3-4 dias
de incubacién utilizando técnicas de aislamiento para Campylobacter, asi
como sus caracteristicas microbioldgicas y bioquimicas, considerando que no
se adaptaban claramente al género Campylobacter y que podria corresponder
al género Spirillum. Este autor menciona que el microorganismo debe
desempefiar un importante papel en la patogenia de la gastritis y Ulcera

péptica 155573
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Imagen 2. Citacién de la carta en la primera pagina del Lancet, 4 de junio de 1983

Se da el primer nombre de la nueva bacteria en |os Proceedings of the
second International Workshop Campylobacter Infections, Martin Skirrow
sugiere que estas bacterias deben recibir la denominacion Campylobacter
pyloridis por su localizacion preferente proxima al piloro.®® Nomenclatura
gue fue revisada mas tarde, para adaptarse a las normas de gramatica latina,

sustituyéndose por la de pylori.

Posteriormente, varios grupos de investigadores publicaron resultados
parecidos en otras revistas cientificas. Los clinicos pasaron del rechazo a la
duda. Para aceptar al Campylobacter como agente causal de gastritis y ulcera
péptica, precisaba cumplir uno de los postulados de Koch: la produccién de
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la inflamacion de la mucosa géstrica por la inoculacién de la bacteria en un
animal de experimentacion.

En 1985 frente a la incredulidad del ambiente medico, Marshall ingiri6 estos
microorganismos y controlarse mediante repetidas endoscopias, en un intento
de demostrar los postulados de Koch. Se produjo un cuadro de gastritis con
toda la sintomatologia acompafiante, asi como |os datos anatomopatol 6gicos,
microbiolégicos y terapéuticos, demostrando el efecto patogénico de esta

bacterial,22,55,64,73

Imagen 3. Morfologia de las bacterias tefiidas con el método de Warthin-Starry, obtenida
en la muestra de la mucosa gastrica tomada por biopsia endoscopica en el décimo dia de

la inoculacién de Marshall.

La nueva bacteria habia sido incluida en la especie Campylobacter
provisionalmente.'? Con los miembros del grupo compartia la morfologia
espiral, la capacidad de microaerofilia, el crecimiento en el mismo medio de
cultivo y otras caracteristicas bioquimicas. Diferian, sin embargo, en dos
rasgos esenciales: la presencia de multiples flagelos en uno de los extremos

y su gran contenido de la enzima ureasa.
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Fue en 1989, cuando Goodwin estudiando la ultra estructura de la bacteria
encuentran caracteristicas, fundamentalmente en relacion con los acidos
grasos celulares. Utilizando el método de medicion del contenido de acidos
grasos por cromatografia liquida de gas (GLC) aplicado en la taxonomia de
las bacterias, permitio completar la clasificacion de la especie
Campylobacter. Lo aplicaron al estudio del contenido de &acidos grasos del
Campylobacter pylori con otros Campylobacter, y obtuvieron resultados

diferentes.®

Con este estudio y el analisis de secuencias de acido ribonucleico ribosomal
16S (RNATr) permitié demostrar la diferencia de las bacterias del genero
Campylobacter, sugiriendo el nombre Helicobacter (del griego, “bacteria
espiral”) pylori, denominacion con la que se conoce hasta la actualidad,

creandose ademas un nuevo género bacteriano.

Esta infeccion se ha convertido en un serio problema de salud publica. En
1994, una conferencia consenso de los Institutos Nacionales de Salud
concluyo que Helicobacter pylori era la causa de la enfermedad de ulcera
péptica. Ese mismo afio, la Agencia Internacional en Investigacion del
Cancer declaro a Helicobacter pylori como carcindégeno del tipo | en
humanos. Asimismo, a ultimas fechas también se la ha relacionado con

algunos padecimientos extragastricos.

Por el descubrimiento de Helicobacter Pylori y la magnitud del efecto
potencial que tiene sobre la poblacion humana, el Dr. Barry Marshall y el
Dr. Robin Warren recibieron el Premio Nobel de Medicina en 2005.2%* Ellos
dieron una leccién muy importante al mundo cientifico: ninguin dato se puede
tomar como dogma de fe, la naturaleza nos sorprende con su versatilidad en

muchas de sus formas... Si se |le subestima, nos toma por sorpresa.
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1.2 EPIDEMIOLOGIA.

La infeccion con Helicobacter pylori continua siendo una de las
enfermedades crénicas mas extensas en el mundo. Ha sido encontrada en
estbmagos humanos en todas partes del mundo es ubicua e infecta
igualmente a hombres como a mujeres® y no parece existir reservorios de
Helicobacter pylori fuera de estos, salvo en primates y gatos como

excepciones particulares.®

A pesar de que, al igual que ocurre con otras enfermedades de tan alta
incidencia, es dificil establecer cifras exactas. Se estima que la infeccion por
Helicobacter pylori afecta a mas de la mitad de la poblacion

mundi a|2,7,16,19,28

, pero sélo una proporcion baja de aquellos que albergan la
bacteria desarrollan en alguin momento patologia gastroduodenal severa, que
incluye a las Ulceras gastricas o duodenales y a los adenocarcinomas y
linfomas.®> Registrandose una mayor probabilidad de infeccion durante la
infancia donde la transmision se produce fundamentalmente dentro de las

familiasy su prevalencia va aumentando con la edad.?7:12.16.21.22

Se ha documentado en todo el mundo, una prevalencia de 10 a 90% la cual
va a depender de la edad, la zona geografica y la condicidén socioecondémica
de los individuos.'®22:23:27 | as tasas més altas de infeccidn estan asociadas a
los bajos estatus socioecondmicos que generan factores que intervienen en la
infeccion como el nivel de higiene, el agua contaminada, saneamiento,
densidad de vivienda, las oportunidades educacionales y determinadas

profesiones como veterinario o gastroenterélogo.®14:1%:21.30

En general existen dos patrones epidemioldgicos béasicos que definen su
extension:

1. Paises de tipo |I: Esta formado por paises en vias de desarrollo como es

América central y del sur, Africa y Asia, en los que el individuo
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suelen contraer la infeccion por H. pylori durante la infancia®® y va a

continuar de forma croénica durante la vida,”81416.27.28

2. Paises de tipo Il: El cual esta conformado por paises desarrollados que
componen el norte y oeste de Europa, Estados Unidos, Japén y
Australia, muestran una prevalencia de la infeccidon por Helicobacter

pylori, relativamente baja durante la nifiez. ! 812.14.16.27,28.41

EPIDEMIOLOGIA MUNDIAL DE LA INFECCION POR
Helicobacter pylori
Pais % de infeccion por H. pylori
Nifos Adultos
Nigeria, India, Sudafrica® 60-80 ND
Etiopia 48-80 >05
Gambia 95 >05
AFRICA Nigeria 82 91
Bangladesh 58-82 >90
India 22-87 88
ASIA Siberia 30-63 85
Sri Lanka 67 72
MEDIO China 41 55
ORIENTE Jordania ND 82
Libia 50-84 94
Arabia Saudita 40 80
Turquia 64 80
AMERICA Guatemala 51 65
CENTRAL M éxicg® 1257 20-50 80
AMERICA Bolivia 54 ND
DEL Brasil™ 30-78 82
SUR Chile 36 72
Pert 52 ND
AMERICA
DEL NORTE E.U.AZ1 0.5-1 40-50
EUROPA Inglaterra, Noruega 8-20% ND
y Alemania’
Lituania® ND 80
|

*Basado sobre referencia; ND Informacién no disponible
Tabla 1. Se observa el porcentaje de infeccidn por Helicobacter pylori en distintos
paises del mundo, observandose las diferencias en base a la zona geogréafica.
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La infeccion se encuentra en un rapido declive en la mayoria de los paises
occidentales, debido principalmente al éxito de los regimenes terapéuticos y
la mejora de la higiene personal y comunitaria que impide volver a la
infeccion?.

En algunos paises como en México se han observado regiones de mayor
riesgo, como es la parte sureste de México en especial las zonas altas del
estado de Chiapas donde existen grupos indigenas que presentan una alta

incidencia de cancer géstrico asociado al microorganismo.'4:63

En un estudio seroepidemiolodgico realizado en 1997, se trabaj6é con un banco
de sueros representativo de la poblacién de todos los estados de la Republica
Mexicana (11,605 sueros) procedentes de personas cuya edad fluctuo entre 1
a 90 afos.'

Los resultados mostraron que el 20% de los nifios de 1 afio de edad
presentaban anticuerpos contra H. pylori y que la seropositividad aumenté
hasta un 50% en los nifios de 10 afios de edad, lo que indicaba que la
infeccién por el microorganismo en nuestro pais se adquiere a edades
tempranas y alcanza un 80% en |los adultos jovenes entre los 18 y 20 afios de
edad.® 4

Grafico 1.
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Los estudios anteriores sugieren que los mecanismos de transmisién son mas
comunes en la nifiez, o que el nifio es mas susceptible de ser colonizado por
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esta bacteria que el adulto; y quiza también sea més vulnerable a la re-

infeccion.

En contraste con otros estudios, Torres Javier y colaboradores, encuentran que en

Meéxico, la geografia tuvo poca influencia en la infeccidon por H. pylori. Las

regiones con diferentes niveles de desarrollo las tasas de infeccion fueron

similares. Por otra parte, no se mostré ninguna diferencia en la infeccion

entre las comunidades urbanas y rurales. Es asi,

gue por ejemplo la

prevalencia de H. pylori en pacientes sintomaticos en el noreste de México

es tan alta como la prevalencia reportadas para todo el pais.*°

Variable No.
% seropostitivos
Género
1. Masculino 5342 (59.8)
2. Femenino 3774 (62.7) 1.02-1.23
Hacinamiento (personas por
habitacion) 1922 (58.6)
<1.5 2515 (61.7) 1.12-1.46
1.6-3.5 4679 (62.4) 1.23-1.60
> 3.6
Indice socioeconémico
1. Alto 3562 (58.6)
2. Medio 2337 (62.5) 1.13-1.43
3. Bajo 3217 (63.6) 1.26-1.63
Nivel de educacion
1. Universidad 787 (63.7)
2. Preparatoria 1414 (70.2) 1.20-1.78
3. Basica 2304 (79.5) 1.60-2.43
4. Analfabetos 381 (83.7) 1.71-3.44
Nivel economico
1. Alto 2337 (64.1)
2. Medio-alto 2353 (62.0) 0.81-1.03
3. Medio-bajo 2171 (57.9) 0.68-0.87
4. Bajo 2253 (61.7) 0.80-1.02
Regién
1. Rural 3770 (61.4)
2. Urbana 5346 (61.6) 0.87-1.05

Cl= Intervalo de confianza

Tabla 2. Variables que influyen en la sero-prevalencia de H. pylori en personas de 1-39

afos en México
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Esta observacion es de extrafar, porque en México, las comunidades rurales
rara vez tienen aguas municipales; y generalmente, el aguala obtienen de los
pozos o rios. Aunque el abastecimiento de agua ha sido considerado una
fuente importante de infeccién por H. pylori en algunos paises esto puede no

ser cierto en México.

En paises como México, donde de acuerdo con estudios realizados la
prevalencia de la infecciéon es alta, la re-infecciéon también podria ser
frecuente. De esta Ultima los escasos trabajos sobre el tema de los que se
tienen conocimiento se han realizado s6lo en adultos; en tanto que en nifios
se desconoce la tasa de re-infeccién, después de la terapia de erradicacion

gue en raras ocasiones reciben.

1.3 RESERVORIOS.

Se sabe que el ser humano es el reservorio de este patégeno,?? pero
diferentes estudios sobre la transmision de H. pylori muestran que los

factores ambientales tienen un papel fundamental.

Se ha descrito que en reservorios ambientales, como el aguay alimentos®®28,
las células de H. pylori pueden transformarse desde una morfologia espiral
cultivable a una morfologia mas condensada de aspecto cocoide, viable pero
no cultivable. Estos cambios morfolégicos son acompafiados de cambios

metabolicos y fisiol6gicos.

Este hecho resulta un problema importante para el aislamiento de este
microorganismo con los métodos de aislamiento en cultivo tradicionales, y
es la razén por la que no se ha conseguido aislar H. pylori de muestras
ambientales aunque se ha detectado por técnicas basadas en el analisis de

acidos nucleicos.
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Estudios publicados recientemente realizados por técnicas de DNA, detectan
H. pylori en ambientes marinos, aguas superficiales y subterraneas en
Estados Unidos, asi como en agua para el consumo humano en paises con
diferentes niveles socioeconémicos como Perd, Japén, Gambia, México y
Suecia.?® Estos datos sugieren que el agua es un reservorio natural para este
microorganismo y una posible fuente de infeccion, sobre todo en zonas
rurales donde con frecuencia los habitantes se abastecen de pozos de poca
profundidad con un tratamiento de desinfeccion minimo o inexistente,
aunque son necesarios estudios de detecciéon en estos ambientes para

confirmar este punto.

No hay reservorios animales de la bacteria aunque se habla de hallazgos de
la misma en gatos domésticos (H. heilmanii) por |0 que se piensa que puede

tener comportamiento zoon6tico.!>23:29

El hébitat especifico del H. pylori es la mucosa géastrica del hombre,'* pero
desde que H. pylori fue exitosamente aislado mediante cultivo de la placa
dental de algunos pacientes, la cavidad bucal comenzd a recibir especial
interés como un posible reservorio del microorganismo. 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, otros esfuerzos para cultivar el organismo han
fallado.??

Algunas consideraciones han sido propuestas, entre ellas se ha referido que
H. pylori puede estar presente en la cavidad bucal como consecuencia del
reflujo gastrico, y que quizas éste se encuentre mas como una parte de la
microbiota transitoria, que un residente normal. Igualmente se ha reportado
gue en algunos pacientes la colonizacion bucal de la bacteria, podria
representar un factor de riesgo para las recaidas de las enfermedades
gastrointestinales, posterior a la terapia antibiotica de erradicacion.
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1.4 ViAS DE TRANSMISION.

El 4rea mas estudiada y ciertamente mas controversial de la investigacion
epidemioldgica de Helicobacter pylori es la ruta de transmisién ya que el
mecanismo por el cual el microorganismo es transmitido, no se conoce con

Certeza.8’14'19’21’22'23'24'30

Dada la localizacion de la infeccion y la necesidad béasica de esta bacteria
por la mucosa del tipo gastrico para su proliferacién in vivo, la ingestion

parece ser el medio més probable de adquirir Helicobacter pylori.**3°

Aunque H. pylori esta en el estomago de la mitad de la poblacién mundial
todavia no se conoce perfectamente como se transmite. Se han propuesto tres
distintas rutas de transmision que puede seguir la infeccion: oral-oral, fecal-

oral, oro-géastrica o a partir de una fuente ambiental *14.1%.21.22,28.35

Transmision oral-oral

Varios autores han reportado la presencia de H. pylori en la cavidad oral y
han propuesto que ésta podria ser la fuente de la infeccion y de la re
infeccidon del estbmago después de la terapia, asi como de la transmisiéon a
otras personas, destacandose la transmisién por los miembros de la familia y
por vectores, como las moscas, que abundan especialmente cuando hay malas

condiciones higiénicas y socioeconémicas.?t:2%43

La transmision se puede producir através de la saliva, por la presencia de H.
pylori en lesiones de la cavidad oral y en la placa dental. Es por ello que se
ha sugerido que la cavidad bucal puede ser un sitio de colonizacion del H.
pylori y puede actuar como importante reservorio manteniendo la infeccion,

asi como perpetuando el ciclo infeccioso de la bacteria.®3°

De esta forma tanto la saliva como la placa dental han sido implicadas como
posibles vias de adquisicion de la infeccion por H. pylori.*>%32843 Algunos
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investigadores han sugerido que posiblemente formas cocoides, no

cultivables del organismo puedan sobrevivir en la boca.?16:19:22

Aunque la presencia de H. pylori en placa dental de pacientes con gastritis
podria sugerir a la via oral como una importante fuente de transmision, su
aislamiento a partir de muestras bucales ha sido muy dificultoso, quizas
porque su tasa de recuperacion es muy controversial 16:21:22:23.35.43

Se piensa que podria ocurrir una colonizacion transitoria de la cavidad oral??
(es decir que forme parte de la microbiota transitoria, que como un residente
normal) en casos de reflujo gastrico o en pacientes sometidos a endoscopia,
lo cual podria representar un factor de riesgo para la re-infeccion
gastrointestinal posterior alaterapia antibiotica.>®

Utilizando la técnica de PCR para la deteccién de la bacteria, los resultados
de prevalencia en este tipo de muestras fluctian desde valores elevados,
hasta resultados préximos a cero y en algunos casos, las cifras son
dificilmente correlacionables con la prevalencia, que por el mismo método,
se obtenia en esos estudios cuando se analizaban muestras de mucosa

gastrica.®233%

Transmision fecal-oral

La transmision fecal-oral estd dada por la contaminacion del agua y
alimentos por parte de la materia fecal que contiene Helicobacter

pleI"i 15,23,28

La transmisién a través del agua ha demostrado ser tres veces mas frecuentes
en los personas de hogares con bajos ingresos econdmicos y en especial los
que tienen sus fuentes de agua bebible externas a sus hogares, que las
personas con altos ingresos que tienen un aporte de agua de fuentes internas
en sus casas. En familias con iguales condiciones econdmicas, los que
reciben agua de dudosa potabilidad tienen mucha mas posibilidad de
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infeccion por Helicobacter pylori, que los que tienen agua con seguridad
higiénica. La infeccion a través de los alimentos es mas factible por la
ingesta de vegetales no cocinados, por la posibilidad de contaminacién con

aguas cloacales que se utilizan para el riego de las plantaciones.?®

Helicobacter pylori <
en fluido gastrico

v

Helicobacter pylori
en mucosa gastrica

Reflujo gastro-esofagico Helicobacter pylori en intestino
Cavidad Bucal: Helicobacter pylori en heces
Saliva
Placa dental

Mucosa bucal

Medio ambiente

Imagen 4. Mecanismo de transmision de la infeccién por Helicobacter pylori
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El cultivo de formas viables de la bacteria en muestras de heces, apoya la
hipotesis de esta via de transmision.???® Sin embargo, |os resultados de los
diferentes trabajos son poco coherentes, |o que podria justificarse aludiendo
a la presencia en la muestra de sustancias capaces de disminuir o inhibir el
crecimiento bacteriano (sales biliares, polisacaridos), o bien, por la
existencia de caracteristicas ambientales (deprivacién de nitrégeno vy
carbono) que hacen que la bacteria adopte su forma resistente cocoide de
dificil replicacién en cultivo. Utilizando PCR como método de deteccién, los
problemas aparecen como consecuencia de la presencia en la muestra de
interferentes para esta técnica, por lo que los resultados dependen en gran
medida del método de obtencion del DNA desde |as heces.??

Transmision oral-gastrica (iatrogénica).
Se puede producir transmision de la bacteria por via endoscopica,

demostrandose que los gastroenterdlogos, especialmente los endoscopistas,
tienen un riesgo cinco veces mayor de infecciéon por Helicobacter pylori. El

uso de guantes no previene la adquisicion de la infeccién, pero disminuye el
15,23,28

riesgo de infeccion.

Imagen 5. Fotografia obtenida en el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
durante la realizacién de un estudio de endoscopia.

29



Esta posibilidad se apoya en la ocurrencia de algunos brotes asociados con
manejo y desinfeccién inadecuada de gastroscopios. Tal posibilidad Ilevaria
también a relacionarle con el vomito, lo que en cierta medida podria explicar
las altas tasas de infeccion en nifios, ya que estos vomitan mas
frecuentemente que los adultos, ademas de que frecuentemente se llevan
objetos a la boca. En saliva la presencia del Helicobacter pylori puede ser
intermitente, como resultado del reflujo gastroesofagico. La ruta oral
gastrica se puede producir por regurgitacion del contenido gastrico a la boca
y por transmisién iatrogénica por sondas y endoscopios, calculandose que
esto sucede en alrededor del 1%.28

1.5 TAXONOMIA.

El descubrimiento de Helicobacter en humanos hizo sospechar que podrian
haber otras especies colonizando el estobmago en otros animales y fue asi
como se descubrio la primera especie diferente de H. pylori en urones, la
cual inicialmente se describi6 como una subespecie y luego como H.
mustelae. Rapidamente apareci6 una serie de informes que narraban el
hallazgo de Helicobacter en una serie de mamiferos que incluyen desde
leopardos hasta ratones; la mayoria de esas especies se alojan en el
estbmago; sin embargo, hay dos grupos que se separan de esa localizacion;
por una parte, estan las especies que se localizan en vias biliares en el
higado de ratones como H. bilis, H. rodentum, H. hepaticus y H. colecystus.
El otro grupo, corresponde a especies adaptadas al colon, entre ellas figuran
las primeras especies descritas en humanos y se relacionaron con cuadros de
diarrea en pacientes con el sindrome de inmunodeficiencia adquirida, estas
fueron H. fennelliae y H. cinaedi ; posteriormente se descubrieron otras
especies en intestino de otros animales, incluyendo a H. muridarum, H.
bizzozeronii y "H. flexispira" descritas desde la década de 1970 como
bacterias que exhiben una morfologia caracteristica por la presencia de
fibras periplasmicas; la primera de éstas fue hallada en valvula ileocecal de
ratones y las otras dos, en el intestino de perros. Actualmente, H. bilis, H.
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trogontum 'y H. felis presentan fibras peripldsmicas las cuales constituyen
una de las caracteristicas morfoldgicas incluidas en los cuadros de
identificacion de este género. Desde la descripcion del género, el niumero de
especies incluidas en él ha aumentado espectacularmente. En la actualidad al
menos 24 especies de Helicobacter han sido descritas de una forma valida.

Las especies del genero Helicobacter se han dividido en las que colonizan él

estomago y las que se localizan en el intestino tanto de hombres como

animal es.?’
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1.6 CARACTERISITICAS MICROBIOLOGICAS.

a) Morfologia

H. pylori es un bacilo Gram negativo, corto (2, 4-5 #m de longitud), con

forma de espiral, de coma o de “S”.31°16:27,29.35
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Imagen 6. Tincion de Gram a partir de un cultivo en placa de agar. Se observa de color
rosa debido a su estructura de bacilo gram negativo.

La superficie celular de Helicobacter pylori es lisa, posee 4-6 flagelos
envainados unipolares; cada flagelo esta cubierto por una vaina rica en
proteinas y lipopolisacridos, y estdn compuestos por tres componentes:

filamentos, cuerpo basal y punta.l42°

Miden aproximadamente 304 m de largo y tiene un bulbo terminal el cual es
una extension de su cubierta o envoltura, el cual protege el filamento
flagelar de la despolimerizacion. ElI nucleo del flagelo esta4 constituido por
un filamento, que en su extremo proximal aparece fijo a una matriz de

naturaleza desconocida. Las células bacterianas en su mayoria son moviles.

El filamento flagelar compuesto primariamente de unidades repetidas de 2
polipéptidos FlaA y FlaB, esta conectado directamente con la punta flagelar
(la cual estd compuesta por una proteina FlaE), la cual a la vez conecta al
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filamento flagelar con el cuerpo basal que es una estructura de multi-
proteinas que sirve para motivar o impulsar y conducir su rotacion y

movimiento.t41% 7%

Helicobacter pylori tiene dos formas: una bacilar o espiral (Imagen 7) que
son las formas jévenes cultivables y una forma cocoide, que se considera
como cultivo viejo. Ambas, pueden encontrarse en el estomago y en el
duodeno, aunque la mayoria presentan la forma bacilar y es mas patente
cuando se observa la bacteria en las propias biopsias. Cuando se observan
tras cultivo su morfologia es mas recta y llegan a desaparecer las formas

helicoidal es.'®?’

Imagen 7. Forma bacilar o espiral de Helicobacter pylori

La forma cocoide préacticamente no se adhiere a las células epiteliales v,
ademas, tampoco es capaz de inducir la produccién de interleucina. La
conversion morfolégica de la forma espiral a la forma cocoide se ha descrito
en Helicobacter pylori cultivado bajo diversas condiciones adversas:
aerobiosis, pH alcalino, alta temperatura, incubacién prolongada, o tras
exposicion a altas concentraciones de oxigeno, tratamiento con inhibidor de
la bomba de protones, o antibiético, oxido nitrico, etc. Como el modo de
transmisién todavia no esta aclarado, se especula con la posibilidad de que la
forma cocoide sea una forma de resistencia, capaz de soportar condiciones
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adversas que encuentra en el medio ambiente, y reversible a la forma espiral

en el momento en que se vuelvan a dar las condiciones optimas.!®?’

Como bacilo Gram negativo que es, presenta las caracteristicas estructurales
de éstos, es decir consta de membrana externa aparte de la membrana
plasmatica. La composicién interna de la bacteria, se parece a la de otras
bacterias Gram negativas, con un complejo constituido por elementos
fibrilares nucleares y ribosomas que se entremezclan entre si, pudiéndose
observar ocasionalmente bacterio6fagos.

Es catalasa, ureasa y oxidasa positiva, la hidrolisis del hipurato y la
reduccion de los nitratos son negativas. Se trata de un bacilo microaerofilico
gue requiere de una concentracion éptima entre el 2-8% de O2, 10% de CO,

y 85% de nitrégeno para su desarrollo.1#2°

Helicobacter pylori y otra helicobacterias son microorganismos de
crecimiento lento que requieren de medios artificiales ricos en nutrimentos
como: peptona, triptona, extracto de levadura, glucosa, y sales como: cloruro
de sodio y bisulfito de sodio y de medios complejos suplementados con:
sangre de caballo, polienriquecimiento, suero fetal bovino (SFB) o ambos,
yema de huevo y crece a un rango de temperatura que va de los 30° C a
370C.14'27’29

Imagen 8. En cultivos a partir de biopsias y
siembras en agar sangre a 37°C y bajo
condiciones  microaerdbicas las colonias
Helicobacter pylori tardan entre 5-7 dias en
aparecer. Las colonias son circulares, con una
apariencia convexa y translucida y con un

diametro de 1-2 mm
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1.7 FACTORES DE VIRULENCIA.

El papel de Helicobacter pylori en la patogénesis de las lesiones gastricas,
esta basado en su capacidad para sobrevivir dentro del mucus, que cubre y
protege al epitelio gastrointestinal, atravesarlo y luego adherirse al epitelio,
venciendo todas las barreras del estomago (pH, mucus, bicarbonato, IgA
secretora). Cabe resaltar su capacidad de estimular el crecimiento de células
parietales, células G y células principales gastricas en el estomago y en
localizaciones diferentes del duodeno denominadas M etaplasia.

Los Factores que permiten la patogenicidad del microorganismo son:

Isla de patogenisidad

cag

Factores de adherencia

/

Proteinas secretadas

Vach |
Cagt

Enzimas: ureasa

Lipopolisacarido

1.7.1 Flagelos.

La forma y los movimientos espirales le confieren al bacilo motilidad,
permitiéndole atravesar la barrera mucosa y alojarse en el epitelio gastrico,
de manera que no pueda ser barrido por los movimientos de peristalsis del

estomago.3’7'14’27'28’29'71

Actualmente se han sugerido que el flagelo es determinante como sensor de

cambios de pH entre la luz gastricay la capa de moco.
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1.7.2 Adhesinas.

El proceso de adquisicion de la infeccion por Helicobacter pylori se puede
dividir en dos fases: a) la adhesién a la capa celular epitelial; y b) la

induccion de citocinas pro-inflamatorias.?829 71

La colonizacién de este microorganismo se da al haber primero una adhesion

28 ‘mediada por diferentes adhesinas.®

ala mucosa gastrica’
Las adhesinas son proteinas glicoconjugadas o lipidos presentes en la pared
exterior del bacilo que le permiten el alojamiento en el endotelio gastrico

por una unién al factor X1.2*7*

Las adhesinas de Helicobacter pylori estan constituidas por una
hemaglutinina radiante desde la superficie de la bacteria con estructura de
tipo afimbrial y un diametro de 2 nm y perteneciente al grupo de los
sialoconjugados: la adhesion es ventajosa para la supervivencia del
patdgeno.

La hemaglutinina de Helicobacter pylori se une preferentemente a un
componente (N-acetil-neuraminil-lactosa), ampliamente representado por las
sialoproteinas, tanto de las células epiteliales como de las células
sanguineas. Se han sefialado cambios cualitativos y cuantitativos en el moco
intracelular, en relacion con la adherencia de Helicobacter pylori; deplecion
de granulos o vacuolas de moco; descenso de carbohidratos neutros e
incremento de glicoproteinas ricas en acido sialico, en la region apical del
citoplasma de las células de la mucosa.'®

Una vez que Helicobacter pylori alcanza la capa epitelial, la bacteria se
adhiere a través de varias adhesinas como Bab A, SabA, A1pA, AlpB, Hopo,

hpA e iceA %7071
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Imagen 9. Imagen ultraestructural de
Helicobacter pylori en primeras fases
de adhesion (flechas en 2b muestran

afimbrias entre Helicobacter pylori y
microvellosidades de la célula mucosa)

La adherencia de la bacteria a los receptores de las células del huésped
induce cambios celulares, los cuales incluyen una sefial de transduccion,
permitiendo la infiltracion de células inflamatorias como los neutrofilos y
los monocitos. La adhesina BabA facilita la union del microorganismo a los
antigenos de Lewis b del huésped**’°. La adhesina BabA contiene dos copias
del gen bab4A denominados como babAl y babA2. La cepa que contiene el
gen babA2 codifica para una proteina funcional de la membrana externa, la
cual se une al antigeno de Lewis b. Se ha observado que la presencia de
babA?2 se correlaciona con la de otros genes patdégenos (cagA y los alelos sl

y m1 de vacA).1#:58.70

La adhesion es ventajosa para la supervivencia del patdogeno y para favorecer
la liberacion de las toxinas directamente sobre las células epiteliales.”®

1.7.3 Proteina Activadora de Neutroéfilos (NPA)

Otra proteina implicada en la adhesién es la proteina NAP (Proteina
activadora de neutroéfilos), codificada por el gen napd y presente en la
membrana externa de Helicobacter pylori. Sin embargo, tiene funciones muy
diferentes cuando es secreta o cuando se presenta en la superficie bacteriana,
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como bacterioferritina, participa en la captacion de hierro y como adhesina
tiene afinidad por las ceramidas presentes en las membranas plasmaticas
celulares. La proteina NAP también tiene una alta afinidad por ceramidas
sulfatadas, por el grupo antigénico sanguineo SO,-Lewis® y en menor
medida por los Lewis*y SO ,-Lewis™, lo que demuestra que NAP funciona

como una adhesina.?® "t

1.7.4 Ureasa

La ureasa es un factor esencial de la colonizacidn, puesto que permite que
Helicobacter pylori sobreviva en el ambiente altamente acido y hostil del

lumen del estomago antes de que alcance |la capa del moco.”!>%°

La ureasa es una proteina que se expresa en grandes cantidades en
Helicobacter pylori representando el 6% de su peso seco. Es una de las
proteinas mas abundantes secretadas por el microorganismo, la cual se
localiza en el espacio periplasmatico y en la membrana mas externa de la
bacteria, tiene un peso molecular de 550 kDa y un punto isoeléctrico de 5.93,
caracteristicas fundamental es para su adaptacion al estémago.®® Esta formada
por dos subunidades denominadas UreA (6 subunidades) y UreB (6
subunidades), organizadas en un anillo doble de 13 nm de diametro, la
biosintesis de la ureasa es controlada por un grupo de siete genes contiguos
(ureABIEFGH), incluyen los genes que codifican para ureasa (ureAB) y
cinco genes accesorios responsables de la recepcidn e insercion de iones de
niquel (Ni2+) en el sitio activo de la apoenzima.'*

La ureasa permite a Helicobacter pylori utilizar urea como fuente de
nitrégeno para la regulacion de su metabolismo. La degradacion de la urea,
genera altas concentraciones locales de amonio que es capaz de amortiguar
el citosol y el periplasma, lo que crea un microambiente facil para colonizar

la mucosa géstrica.’1°:27:28.71
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La reaccion catalizada por la ureasa es la siguiente.

Ureasa
CONH), +H20 W= 2NH3+CO02

Urea

Donde se lleva a cabo la hidrdlisis de la urea por esta enzima generando
amoniaco que es capaz de amortiguar el citosol y el periplasma creando una
capa neutra (aumenta el pH de 6 a 7) alrededor de la superficie de la
bacteria, protegiéndola del ambiente acido del estbmago. ElI papel
fundamental de la ureasa como factor de virulencia se demuestra por el
hecho de que los H. pylori mutantes que no sintetizan ureasa no pueden
colonizar el estbmago. También se sabe que la ureasa puede ser causante de

dafio directo a las células de la mucosa a través de la produccién del amonio,
7.27

un agente téxico conocido.

Imagen 10. Gracias a la accién de la ureasa, H. pylori degrada la urea a amoniaco y agua,
mecanismo que le permite mantener un medio alcalino a su alrededor y evitar la accién

bactericida del acido clorhidrico.

El amoniaco puede producir directamente dafio celular, también se ha
reportado que aumenta la retro-difusion de los iones H+, e inactiva al
complemento.
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En el intestino, el amoniaco presenta diversos efectos toxicos, como
alteraciones en la sintesis de DNA, incremento del riesgo de infecciones
virales y carcinogenesis.’!

La generacion de amoniaco por estos mecanismos constituye la base
fundamental de una de las pruebas clasicas para el diagnéstico de la
infeccion por Helicobacter pylori pudiéndose medir esta molécula en el aire

espirado.

1.7.5 Lipopolisacarido y Antigenos de Lewis

El lipopolisacarido (LPS) de Helicobacter pylori también ha sido implicado

en la interaccion entre la bacteria y su huésped.*#28:2°

El LPS esta compuesto por tres partes: el lipido A hidrofébico, el cual se
encuentra embebido en la membrana interna del microorganismo; la region
antigénica “O” polisacarida e hidrofilica que posee los carbohidratos de
Lewis “x” o Lewis “y” 0 ambos y se encuentra expuesto al medio
extracelular; y el nucleo polisacaridico que representa la region central del

LPS y se encuentra entre el antigeno O y el lipido A.%% 7!

El lipido A es el componente responsable de las propiedades inmunoldgicas
y endotoxicas del LPS.?® EI LPS de Helicobacter pylori presenta una baja
toxicidad comparada con el que posee Salmonella 0 Escherichia coli. Esta
baja actividad biolégica podria contribuir a la prolongacion de la infeccion y
alainflamacién cronica del mucus.”

La estructura antigénica del LPS es similar a la de los antigenos de los
grupos sanguineos Lewis “x” y Lewis “y” del huésped, lo que puede explicar
la presencia de autoanticuerpos inducidos por H. pylori, que contribuirian al
desarrollo de gastritis atrofica. Ademas, se ha observado que la bomba
H+/K+ tiene epitopos Lewis “y”, que podria ser un objetivo del sistema

inmune en casos de gastritis cronica.l*28
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Estos antigenos de Lewis son glicoconjugados con diferente numero de
residuos de fucosa, los cuales pueden ser de 4 tipos Le,,Le,Le .y Le, los
cuales participan en la patogénesis ayudando al microorganismo a evadir la
respuesta inmune durante la colonizacién en el estomago, favoreciendo a la
bacteria su permanencia en el nicho gastrico, y por otro lado induce una
respuesta autoinmune contra los antigenos de Lewis que expresa H. pylori y
gue son compartidos por las células eucariotas contribuyendo a un dafio

directo o indirecto.?® 58

También se ha constatado que los antigenos de H. pylori similares a los de
Lewis se expresan mas frecuentemente en cepas cagd+ comparadas con
cepas cagd—, o que estimularia una respuesta autoinmune mas intensa en las
bacterias portadoras de gen cagA.

1.7.6 Citotoxina vacuolizante (Vac A)

Las cepas de Helicobacter pylori presentan gran variabilidad genética, por lo
gque pueden llegar a generar respuestas diferentes que influyen en un
resultado clinico. Un gen que presenta variabilidad es vacd4, que codifica
para la citotoxina vacuolizante.®®

La citotoxina vacuolizante (Vac A) se encuentra expresada en
aproximadamente el 50% y 65% de las cepas de Helicobacter pylori de
aislamientos clinicos, es un factor de virulencia importante en la produccion
de la enfermedad, ya que induce la vacuolizacion citopldsmica en los

cultivos celulares y muerte de las células epitelial es.?8:29:%8.71

Esta citotoxina vacuolizante esta codificada por el gen vacA que tiene
aproximadamente 3.864 a 3.933 pbs y presenta 5 marcos de lectura abierta,

de los cuales solo uno es funcional para codificar la citotoxina vacuolizante.

El gen vac A presenta dos regiones variables: a) una de ellas es una region
localizada en el extremo 5 del gen, que codifica para el péptido sefial de la
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citotoxina, esta regién puede ser caracterizada en cuatro subtipos sla, slb,
slc y s2; b) la otra region es la parte media del gen. La cual ha sido
caracterizada en dos familias m1 y m2**, la combinacion de alelos de ambas
regiones permite multiples combinaciones alélicas (sla-m1, slam2, slb-m1,
slb-m2, slc-ml, s2-ml, s2-m2) que se asocian a diferencias en la

produccion de la citotoxina.?®°% 71
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Imagen 11. Regiones variables del gen vac 4

El genotipo VacAsl es el que esta asociado con el desarrollo de la

enfermedad, porque posee mayor virulencia.

Se conoce soOlo parcialmente el mecanismo por el cual VacA induce

vacuolizacion.

1) En estudios realizados in vitro han demostrado que VacA se une a la
célula por interaccion con receptores especificos, y que esta unidn
depende de la concentracion de la citotoxina asi como de la saturacién de
los receptores en la superficie celular. La proteina forma una estructura
hexamérica, la cual se ensambla favorecida por el pH acido se inserta en
la membrana (endocitosis), formando un canal selectivo de aniones a
través de la bicapa lipidica celular favoreciendo el transporte de la urea
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al citosol de la célula, que a su vez, actia como un sustrato para la
generacion de amoniaco por la enzima ureasa de H. pylori. La conduccion
de cloruros por estos canales causa un aumento en la concentracion
intralumenal. Posteriormente para compensar este aumento en la
concentracion de aniones aumenta la actividad de la ATPasa vacuolar,
causando un aumento en el bombeo de protones y una reduccién en el pH
intralumenal. Generando que bases débiles como el amoniaco penetren en
los compartimentos endociticos se protonen y forme partes de estos
compartimentos. La hinchazén osmética de estos compartimentos
causando la vacuolizacién.”*

H. pyvilori ‘
Stomach lumen W —— ?C
Oligomerization
and membrane
l interaction
Endocytic entry
of VacA into cell
l | H+ (WV-ATPase)
Cl— channel activity
VacA)
Vacuole swelling NH 4+
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e \@\
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.
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Imagen 12. Esquema del modelo de vacuolizacion generado por VacA4
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2)

3)

Un segundo mecanismo de accién que involucra a VacA durante la
formacién de vacuolas es el aumento de la permeabilidad in vitro de
células polarizadas. Esto conduce a un aumento del paso de moléculas de
bajo peso molecular, que parece aumentar el flujo de nutrientes desde el
interior de la célula a la sub-mucosa, favoreciendo la sobrevivencia de

Helicobacter pylori.

Por otro lado, VacA se une a los receptores de un determinado tipo de
proteina tirosina fosfatasa, Ptprz, y activa Gitl por un mecanismo adn no
identificado. Gitl integra multiples sefiales intracelulares que regulan el
transporte de membrana, estructura de organelos, produce cambios en la
actina del citoesqueleto y la adhesion celular. b) La intervencion de Ptprz
por VacA conduce al desprendimiento de la membrana basal subyacente a
las células epiteliales, con lo que la ldmina propia se torna vulnerable a
los efectos perjudiciales del acido en el estobmago. ¢) La exposicion
prolongada y desprovista de inflamacion mucosa gastrica de acido en

ultima instancia conduce a la Gl cera péptica.
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Imagen 13. Alteraciones celulares inducidos por la toxina VacA del Helicobacter pylori

gue conducen a la formacion de Ulcera
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1.7.7 Gen A asociado a citotoxina (Cag A)

Todas las cepas productoras de vac A tienen un gen denominado cag A, que
codifica una proteina de igual nombre cuya funcién se desconoce,?® pero se
relaciona con la produccion de citotoxina vacuolizante, capaz de estimular la
produccién de interleucina 8 (IL-8) y generar una respuesta humoral
especifica®?.

El gen asociado a la citotoxina A (cagd) codifica para una proteina de alto
peso molecular (120-140 kDa) muy inmunorreactiva presente en

aproximadamente el 60% de las cepas de Helicobacter pylori.t4?%8:58:59.71

La proteina CagA ingresa al interior de las células humanas donde
interrumpe el funcionamiento normal del citoesquel eto.

El gen cagd4 forma parte de una entidad gendmica grande denominada isla de
patogenicidad (cag-PAl) de un tamafio aproximadamente de 40
kDa,’28:58:59.71 ¢inco de estos genes: HP0524 (virD4), HP0525 (virB11),
HPO0527 (virB10), HP0528 (virB9) y HP0544 (virB4 / cag E) constituyen el
principal aparato del sistema de secrecion tipo IV de H. pylori. Todos estos
genes excepto HP0524 estan asociados con la produccién IL8. 228

Después de fijarse a las células epiteliales del estomago, la proteina CagA es
inyectada dentro de la célula por este sistema de secrecion. La proteina
CagA es fosforilada en un residuo especifico de tirosina por proteinas de
membrana de la célula huésped. Se ha visto que cepas patogénicas de H.
pylori activan el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR en
inglés), una proteina de membrana con tirosina quinasa. La activacion del
EGFR por H. pylori esta asociado con alteraciones en las sefiales de
transduccion y de expresién génica en las células huéspedes y este hecho
puede contribuir a su patogenicidad. También se ha sugerido que la region
C-terminal de la proteina CagA (aminoacidos 873-1002) podria regular la
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transcripcion genética de la célula huésped, independientemente de la
fosforilacion.”

La infeccién con cepas CagA induce una mayor respuesta inmunitaria 'y una
gastritis mas intensa. Varios estudios han mostrado que la infeccidon con
cepas cagA+ se asocia con mayor frecuencia a la Ulcera péptica, la atrofia
gastrica y el cancer gastrico, ya que se adhieren a las células del epitelio
gastrico, donde inducen la secrecion de un mediador inflamatorio como la
interleucina-8 (11-8), a través de la activacion del factor nuclear kappa beta
(NF-kB) ,% que la infeccion con cepas cagd-.>27:28:58.71

Gastric Mucus
Cytntn:m—b

vpﬁﬂﬂﬂﬂlﬂ ..,\ ‘
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Imagen 14. Diagrama que muestra la respuesta inmune del hospedador frente a una infeccion por
H. pylori. Los macréfagos juegan un papel central orquestando las etapas iniciales de la
respuesta inmune. La liberacién de IL-8 por las células epiteliales y posteriormente por los
macréfagos, en conjunto con IL-1B, IL-6 y TNF-a, actian como principales agentes
proinflamatorios que median la liberaciéon de radicales libres, la activacién de fibrogénesis, el
aumento de prostaglandinas, el reclutamiento de mas células y la funciéon accesoria al presentar
antigenos a los linfocitos T.
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El gen cagA, ademas de ser parte de cag-PAI puede ser considerado como un
marcador de esta estructura genética y su presencia esta asociada con las
cepas de mayor virulencia. La cag-PAl contiene otros genes que codifican
para proteinas que aumentan la interaccion de la bacteria con las células del
hospedador, por ejemplo, por induccion de citocinas.

Hay evidencias que la capacidad de producir interleucina-8 (IL-8) por parte
de las células epiteliales, no se ve afectada al emplear cepas mutantes con el
gen cagA lesionado (es decir, cepas carentes de este gen). Por el contrario, la
delecion de otros genes de cag-PAl si que llega a suprimirla.’

La capacidad de las cepas de H. pylori de inducir IL-8 se correlaciona con la
presencia de cag-PAl?. Aunque la presencia del cag-PAl prevalece en
pacientes dispépticos o con Uulcera duodenal, no hay diferencias

significativas entre ambas patologias en cuanto a su presencia.

1.6 PATOGENESIS.

Helicobacter pylori ha desarrollado diversas capacidades para colonizar con
éxito la mucosa. El primer paso en la infeccion es la colonizacién, proceso
gue dura una semana. Para esto, Helicobacter pylori resiste el ambiente
acido local, atraviesa la capa mucosa, se adhiere a los receptores de las
células epiteliales!* y se adapta a la hostilidad del medio.’® Lo anterior se
explicaria por la gran movilidad que da la forma helicoidal y la presencia de
flagelos, 10 que permite que la bacteria escape de la accion del jugo gastrico,
se sitlue bajo la cubierta mucosa, donde la presencia de varias proteinas
especificas facilitan su adaptacién, como las proteasas que desdoblan
inmunoglobulinas del huésped, mucinasa, que le permite desplazarse en la
capa mucosa, y adhesinas, que favorecen su unidn con receptores de las
uniones estrechas entre células epiteliales.”!*2° No obstante, la accion de la
enzima ureasa es la que le confiere la mayor capacidad de residir en el
estobmago, lo que permite que la bacteria cree un microambiente que la
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protege del &cido circundante; asi queda unida a la mucosa sin penetrar en la
submucosa. Ademas, por la irritacion e inflamacion que causa el amonio al
retrodifundirse a capas mas profundas, promueve una persistente reaccion
inflamatoria local. Una vez dada la colonizacién, Helicobacter pylori evita
la reaccion inmune local del huésped, debido a la presencia de la IgA
secretora; esto se suma al hecho de que el lipopolisacarido de su membrana,
a diferencia de la gran mayoria de los gram negativos, tiene bajo poder
inmunogénico y escasa actividad bioldgica, lo que no permite que el huésped
genere una respuesta defensiva que consiga la eliminacion de la bacteria.
Ademas, se sabe que 60% de las cepas tienen la capacidad de producir
toxinas, especificamente la toxina vacuolizante VacA y la citotoxina CagA,
componentes diferenciales de virulencia, que producen toxicidad directa en
las células epiteliales del huésped.’” La adherencia de la mucosa antral por
Helicobacter pylori genera una reaccion inflamatoria aguda con el
consiguiente dafio en las células epiteliales. Ciertos productos
quimiotéacticos se liberan desde la bacteria mientras las células epiteliales
producen interleucina-8 y se genera una activacion local de
polimorfonucleares.”® Esta respuesta se ve potenciada por otros factores,
como las citocinas pro-inflamatorias, IL-1 y TNF alfa, con la posterior
produccidon de enzimas proteoliticas y radicales libres de oxigeno por parte
de los neutrofilos.” La reaccién inflamatoria dafia, evidentemente, el epitelio
y las células adoptan una forma cuboidea, con pérdida de la continuidad de
las uniones estrechas intercelulares, y se conforman los cambios tipicos de
una gastritis aguda antral.! Este proceso dura dos semanas. En la medida
gue la respuesta inflamatoria aguda se va atenuando, comienzan a llegar los
linfocitos y monocitos, y se inicia en esta forma una reaccién inflamatoria
crénica, puesto que la respuesta humoral por medio de la formaciéon de
anticuerpos es incapaz de eliminar la bacteria.'®>?° Esto explica que no haya

erradicacion espontanea de Helicobacter pylori.
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1.9 MANIFESTACIONES CLINICAS ASOCIADAS A
HELICOBACTER PYLORI.

La bacteria est4 asociada a enfermedades gastroduodenales, como: Ulcera
gastrica (en un 60-70%), Glcera duodenal (en un 95%),%%° gastritis cronica

superficial, gastritis crénica atrofica, cancer gastrico®® y linfoma
MALT 1,2,6,8,12,14,15,16,19,21,22,29

a) Ulcera gastrica a duodenal (Ulcera Péptica)3341:°°

La ulcera péptica es una enfermedad frecuente en los paises desarrollados,
de forma que del 5% al 10% de sus habitantes la presentan en algun
momento de su vida. No obstante, si se considera unicamente a los pacientes
positivos para H. pylori, esta cifra aumenta hasta el 20%.%* Una ulcera
péptica es una llaga en el revestimiento del estbmago o el duodeno, que es el
principio del intestino delgado. H. pylori debilita el revestimiento mucoso
gue protege el estomago y el duodeno, lo cual permite que el acido
producido por el PLG (Péptido liberador de Gastrina) y la pepsina afecten la
superficie sensible que se halla por debajo de dicho revestimiento. Por
efecto del acido como de las bacterias, la superficie delicada se irritay se

forma unallaga o ulcera.'>1%.83

s A
Imagen 15. Imagen endoscopica de una ulcera duodenal
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Las zonas donde mas frecuentemente se produce una Ulcera péptica son las

siguientes:

Cara anterior de la primera porcion
1. Duodeno: Cara posterior de la primera porcién

Segunda porcién
Curvatura menor del antro

2. Estémago:

Otras zonas con gastritis crénica atréfica

3. Esoéfago: Tercio inferior, en zonas de metaplasia gastrica.

El sintoma mas sugestivo de Ulcera péptica es el dolor epigastrico, que los
pacientes refieren como de tipo ardoroso; se presenta en los periodos
interprandiales, aproximadamente una a tres horas antes de la ingestion de
alimento; mejora al comer o consumir antiacidos. Puede despertar al paciente
en las primeras horas de la madrugada, dura dias o semanas y alterna con

periodos asintomaéticos.

b) Gastritis crénica superficial *433°¢

Se caracteriza por alteraciones degenerativas en las células del istmo,
infiltracién de linfocitos y plasmocitos preponderadamente en la porcion
superficial de la l[amina propia, entre las foveolas gastricas; la infiltracién

incluye variable cantidad de neutrofilos.1?1®

Esta lesion puede ser no detectable endoscépicamente pero se logra observar
gue la mucosa gastrica esta enrojecida presentandose en diversas formas de
imagenes rojizas en flama, hemorragias subepitelial es puede ser que sélo una
parte del estdbmago esté afectada o toda la esfera gastrica.
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Imagen 16. Cortes histoldgicos a bajo aumento de mucosa gastrica @) Mucosa gastrica normal; b) Gastritis
crénica superficial. La ldmina propia en la porcién interfoveolar estéa ensanchada por un denso infiltrado
inflamatorio. No se observa infiltracion inflamatoria entre las glandul as.

c) Gastritis cronica atrofica

Se presenta una mucosa gastrica adelgazada, con disminucion de glandulas y
simplificacion de las glandulas remanentes; infiltracion linfocitaria y
plasmocitaria en todo el espesor de la lamina propia, acompafiada de
neutrofilos ; en la mucosa fandica puede producirse un reemplazo de las
glandulas caracteristicas por glandulas de tipo pilérico (metaplasia pil6rica);
tanto en la mucosa fundica como en la pilérica puede haber también una
metaplasia intestinal: el epitelio de las fovéolas y de las glandulas est&a
reemplazado principalmente por células caliciformes y células cilindricas
similares a las células de funcién absortiva del intestino (enterocitos).

Como consecuencia de la gastritis cronica se produce una excesiva secrecion
de acido clorhidrico como mecanismo de defensa por parte del organismo
ante la presencia de la bacteria, que ocasiona la ruptura en el tejido normal
gue recubre el estomago, es decir, una perdida focal del tejido que
compromete al menos todo el espesor de la mucosa y parte de la submucosa,



pudiendo extenderse a todo espesor del Organo, denominandose ulcera
56,81

gastrica.

Imagen 17. Corte histoldgico a bajo aumento de mucosa gastrica adelgazada, con su arquitectura simplificada,
sin division clara entre la porcién foveolar y la porcion glandular. Muy escasas glandulas. Lamina propia
difusamente ensanchada, con infiltracion inflamatoria.

d) Cancer géstrico.

Diversos estudios han demostrado una asociacién entre la infeccion por H.

pylori y céncer gastrico.*

La Agencia Internacional de Investigacion en
Cancer de la OMS (International Agency for Research on Cancer IARC), ha
reconocido una relacién causa-efecto entre la infeccion por Helicobacter
pylori y el céancer de estémago®?12#28:30:335%  de tal magnitud que la
presencia de dicha infeccién aumenta aproximadamente 4 veces el riesgo de

padecer cancer.?®

55



El cancer gastrico es una de las enfermedades malignas mas comunes en el
mundo, aunque la incidencia y la tasa de mortalidad han disminuido en los

altimos decenios.t’:26:30

El cancer méas frecuentemente asociado a esta infeccion es el
adenocarcinoma tipo intestinal, aunque también existe informacion de que el
adenocarcinoma difuso pudiera tener relacion etiolégica con esta

bacteria.” 1127

La magnitud del riesgo de céancer gastrico asociadas a la infeccién es, sin
embargo, poco claro y ha habido sugerencias de que variaba con el sexo, la
edad y el subtipo histoloégico del cancer. También hay pruebas de que el
exceso de riesgo se limita al cancer que ocurre en lugares distintos de los

cardias géastricos.?°%*

Solo una minoria de los pacientes infectados desarrolla cancer gastrico. El
papel exacto que juega Helicobacter pylori en la carcinogénesis no se ha
definido con exactitud.>* Se han propuesto varias hipétesis para explicar esta
asociaciéon. La méas aceptada es la capacidad que tiene el microorganismo
para desencadenar gastritis cronica y metaplasia intestinal que serian las

lesiones precursoras del adenocarcioma géstrico.?’

Por lo tanto la accion esta mediada por la inflamacion cronica activa de la
mucosa gastrica que la bacteria induce.!’” Este fenémeno esta influenciado
por diversos factores: a) la virulencia de H. pylori; b) la predisposicién
genética y la respuesta inmunoldgica del hospedador; c¢) factores
ambientales. La interaccion entre estos factores determinara dos tipos de
gastritis: a) gastritis astral difusa, con hipersecrecién acida y asociada a
Ulcera duodenal; b) gastritis cronica atrofica multifocal o tipo B, con

hipoclorhidria.
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Cancer gastrico

El 70-80% de los adenocarcinomas gastricos son atribuidos a la gastritis tipo
B. Tanto el adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal, como el tipo difuso
se asocian a la infeccion por H. pylori. Se ha logrado esclarecer mejor la
patogenia del tipo intestinal, en cambio, el carcinoma difuso no se asocia a
una lesion pre-neoplasica. Se ha postulado que los cambios histol6gicos que
conducen al adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal se inician a través de
una infeccién por H. pylori adquirida principalmente por via oral,
generalmente a una edad temprana de la vida, causando una gastritis aguda
superficial. Posteriormente, en la fase crénica los cambios inflamatorios de
la mucosa pueden progresar a lo largo de los afos, bajo la influencia de
ciertas cepas virulentas, expresion aumentada de interleucinas, vy
determinadas mutaciones a una gastritis atréfica, metaplasia intestinal,

displasia y eventualmente a un adenocarcinoma.t’->*

S7



El riesgo de neoplasia tiene una relacion exponencial con la extensiéon de la
gastritis atrofica y la metaplasia intestinal. Dado que la metaplasia intestinal
se encuentra también en la Ulcera péptica, se considera que esta condicion
histol6gica seria s6lo un indicador de riesgo para neoplasia. Por ello,
algunos autores definieron un fenotipo de gastritis de riesgo para carcinoma,
gue se caracteriza por una gastritis con actividad moderada a severa de
predominio corporal y por atrofia y metaplasia intestinal global del

estomago.

1.10 METODOS DE DIAGNOSTICO.

Existen diversos métodos para el diagnostico de la infeccién por
Helicobacter pylori. Estos podrian agruparse en métodos invasivos y no
invasivos. Dentro de los primeros a su vez se cuenta a aquellos que se
pueden denominar directos, tales como la observacién directa (Endoscopia) y
cultivo y aquellos indirectos, como el test de la ureasa.® Los métodos no
invasivos comprenderian el test del aliento y las pruebas serol 6gicas.?’

a) Métodos Invasivos

Métodos directos.
% Histologia: permite la observacion del microorganismo espiral y el
estudio anatomo-patol6gico de la muestra géastrica (antro y cuerpo).®

Se utilizan varios tipos de tinciones para visualizar mejor al organismo
como:

a) Gram: Precisa una muestra de biopsia fresca y no aporta informacion
histol 6gica de la muestra.327:°8
b) Giemsa: es la que mejor resultados nos da, ya que permite una

identificacion répida del microorganismo.
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c) hematoxilina-eosina: permite realizar el estudio histolégico y valorar la
infeccion por H. pylori, ademas de ser baratay se realiza muy réapido.

d) Otras técnicas: Como es la inmunofluorescencia con anticuerpos
monoclonales contra H. pylori para su deteccion.

Cultivo a partir de biopsia gastrica.

Es un método de diagnostico con alta sensibilidad y especificidad (100%),
imprescindible en la investigaciéon y el estudio de sensibilidad a los

antimicrobianos de las diferentes cepas.®1°22:27

El aislamiento de H. pylori en un medio de cultivo se sitla como el patron de
referencia en el diagnostico. La muestra debe transportarse en el medio
adecuado y en el menor tiempo posible, dado la sensibilidad del Hp a la
desecacion y las condiciones ambientales. No es una técnica de rutina ya
gue sOlo estd indicada cuando hay resistencia del microorganismo al
tratamiento. El cultivo para H. pylori puede realizarse en medios no
selectivos enriquecidos con agar nutriente (sangre y otros elementos) y
medios selectivos con 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) y suplementos
antibioticos (el medio de Skirrow es el mas utilizado)?18:58,

Dlmirictn Foae s mamas m ey ol -
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permite obtener el diagnostico en un corto B 4N
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tiempo. Helicobacter pylori hidroliza la
urea por la produccién de la ureasa,
produciendo iones amonio, por lo que
aumenta el pH de la solucion produciendo
un viraje de color del indicador. En la
actualidad existen varias pruebas basadas

en la ureasa, siendo las mas utilizadas el

CLO-Test, el caldo de urea de Christensen
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y las soluciones de urea con concentraciones variables son de gran

sensibilidad y especificidad.®*>%%2737:58

Pruebas moleculares.

La prueba de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa), presenta
sensibilidad y especificidad muy elevadas, cercanas al 100%.°% Esta prueba
por lo general se realiza en estudios de investigacion, ya que requiere de
equipo sofisticado y personal capacitado, el método se basa en detectar

genes especificos de la bacteria con base a iniciadores.®22:35

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La reaccion en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction, PCR)
implica un conjunto de tratamientos desarrollados in vitro sobre una region
de DNA para su amplificacion selectiva, 10 que permite producir un enorme
numero de copias de una secuencia de DNA especifica.

El proceso requiere el conocimiento de la secuencias de dos regiones cortas
que flanqueen a la que se pretende amplificar; estas regiones cortas son
utilizadas como cebadores o primers en la reaccion de elongacion catalizada
por la polimerasa, para lo cual es necesario previamente conseguir Ssu
asociacion al DNA molde desnaturalizado.

La reaccion de amplificaciéon consiste en la repeticion de un ciclo integrado
por tres etapas:

1. Desnaturalizacion del DNA molde: Para duplicarse, el DNA se separa
en su dos cadenas complementarias mediante la elevacion de la
temperatura (94° - 96°C), asi cada una de ellas sirve de molde o
plantilla permitiendo la subsiguiente unién de los fragmentos
cebadores.
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2. Alineamiento: A continuacion se producira la hibridacién del primer,
es decir, el primer se unira a su secuencia complementaria en el DNA
molde. Para ello es necesario bajar la temperatura a 50-65°C durante
20-40 segundos (segun el caso), permitiendo asi el alineamiento. Los
puentes de hidrégeno estables entre las cadenas de DNA (unién DNA-
DNA) solo se forman cuando la secuencia del primer es muy similar a
la secuencia del ADN molde. La polimerasa une el hibrido de la
cadena molde y el primer, comenzandose a sintetizar DNA. Los
primers actuaran como limites de la region de la molécula que va a ser
amplificada.

Cada primer es un oligonucledtido monocatenario de secuencia idéntica a
una corta regién de cada una de las dos hebras, localizadas en las posiciones
extremas de la region que se quiere amplificar.

3. Elongacién: Actla la DNA polimerasa, tomando el DNA molde para
sintetizar la cadena complementaria y partiendo del primer como
soporte inicial necesario para la sintesis de nuevo DNA. La polimerasa
sintetiza una nueva hebra de DNA complementaria a la hebra molde
afadiendo los dNTP's complementarios en direccién 3'— 5', uniendo el
grupo 5'- fosfato de los dNTPs con el grupo 3'- hidroxilo del final de
la hebra de DNA creciente (la cual se extiende). La temperatura para
este paso depende de la DNA polimerasa que usemos. Para la Tag
polimerasa, la temperatura de maxima actividad esta en 75-80°C
(comunmente 72°C). El tiempo de extensién depende tanto de la DNA
polimerasa usada como de la longitud del fragmento de DNA que se va
a amplificar. Hay una regla basica: en su temperatura 6ptima, la
polimerasa de DNA polimerizara mil bases en un minuto.
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AATGCCAAAGGTGCATTCCAGCAATGCCAAAGG TG
TTACGGTTTCCACGTAAGGTCETTACEETTTCCAC

1 Desnaturalizacion
AATGCCAAAGGTGCATTCCAGCAATGCCAAAGG TG
TTACGGTTTC CACGTAAGGTCETTACGETITCOAC

2 Alineamiente

A ATGCCAAAGGTGCA TTCCAGCAATGCCAAAGE TG
_TACGG
P

5

- ol

> [
GCCAs
TTACGGTT TC CACG TAAGGTCE TTACGGTTTCCAC

3.Elongacion

AATGCCARAAGGTGCATTCCAGCAATGCCARAAGGTG
my TACGG

¥

)

[aat
a B
g
GCCAaa
TTACGGTTTC CACG TAAGGTCGTTACGGTTTCCAC

AATGCCARAGGE TG C.A TTCCAGCAATGCCARMAGGTG
TTACGGTT TC CACGTAAGGTCETTACGGTTTCCAC

A ATGCCARAAGGTGCATTCCAGCAATGCCARMAGGTG
TTACGGTTTC CACG TAAGGTCETTACGGTTTCCALD

A ATGCCAMAGGTOCATTCCAGCAATGCCAAAGGTE
TTACGGTTTC CACGTAAGGTCGTTACGGTTTCC AL

A ATGCCAAAGGTGCATTCCAGCAATGCCARAGG TG
TTACGETTTC CACGTAAGGTCGTTACGGTTTECAC

A ATGCCAAAGGTGCATTCCAGCAATGCCARAGG TG
TTACGGTTTC CACGTAAGGTCGTTACGGTTTCCAC

A ATGCCAAAGG TG CATTCCAGCAATGCCAAAGGTG
TTACGGTTTC CACGTAAGGTCGTTACGGTTTCCAC

Amplificacion exponencial del producto.

Imagen 18: Esguema de lareaccion de amplificacion mediante PCR.

Para verificar que la PCR ha generado el fragmento de DNA previsto, se
emplean técnicas de electroforesis, que separan los fragmentos de DNA
generados de acuerdo a su carga, esto es, longitud, y, en menor medida y
dependiendo de la matriz empleada, a su tamafio: tipicamente se emplean la
electroforesis en gel de agarosa, para fragmentos grandes; en acrilamida,
para los mas pequefios; y, de forma mas rapida y aplicable ala PCR asociada
a marcaje fluorescente, la electroforesis capilar. El/los tamafo/s de los
productos de la PCR vienen determinados por un marcador de peso molecular
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de DNA, el cual contiene fragmentos de ADN de tamafio conocido, y que se

corre en el gel junto con los productos de PCR.

Imagen 19: Preparacion del corrido electroforético

Imagen 20: Electroforesis en gel de agarosa, sobre luz ultravioleta.
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Condiciones de la reaccion

La reacciéon de PCR se lleva a cabo en un volumen de 100 ul y en un medio

gue contiene:

>

YV V. V V

Un tampon de Tris-HCI que a teperatura ambiente mantiene el pH en
un valor de 8 y que a la temperatura de polimerizacion (72°C) cae
hasta 7.

Sal (KCIl) e iones Mg?*; aunque su concentracion optima es muy baja,
el Mg?" es esencial para la reaccion, lo que obliga a evitar la
presencia de EDTA en las disoluciones de otros componentes.

Una mezcla de los cuatro dNTPS, a una concentracion saturante.

Los dos oligonucled6tidos cebadores, también en exceso.

El DNA molde.

La DNA-polimerasa Tagq.

Una vez incorporados todos los componentes, el recipiente de la reaccion

debe cerrarse para evitar la evaporacion durante los ciclos de calentamiento

y enfriamiento.

La reaccion de PCR se ha automatizado: existen aparatos (termocicladores)

gue pueden programarse para que modifiquen de forma ciclica las

condiciones de reaccion de modo que la muestra pueda atravesar

repetidamente las tres etapas del proceso de amplificacion.

Imagen 21: Termociclador MJ RESEARCH
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Otras técnicas:

a) Citologia con cepillado endoscOpico: Es una buena técnica de
identificacién, aunque agresiva sobre la cobertura epitelial que puede
Ilegar a romperse y exponer al Hp a la accion de jugos gastricos, |o
gue reduciria su sensibilidad

b) Técnicas de aspirado gastrico: No requieren estrictamente la
realizacion de una endoscopia, aunque si precisan la introduccién de
una sonda nasogastrica para obtener la muestra.

Métodos indirectos

1. Prueba del aliento con urea marcada (13C 6 14C): es una prueba facil
de realizar, sin molestias y bien tolerada. Se basa en la capacidad de H.
pylori y la ureasa que produce para hidrolizar rdpidamente una solucién de

urea marcada previamente, valorando |la totalidad de la mucosa gastrica.®>8

Esta prueba detecta la infeccién activa con pequefias cantidades del

microorganismo.

Consiste en que el paciente ingiera capsulas, tabletas o una solucién marcada
previamente con 3C 6 *C, después de 15 a 30 minutos, se colecta el aire
espirado en tubos de vidrio o plastico, que se sellan y en un espectrometro se
analiza la presencia del isotopo *CO, o *CO, en el aliento (figura 19)
liberado por la actividad de ureasa del Helicobacter pylori intragastricos.
Por lo general se utiliza *C. No se utiliza en nifios ni en mujeres

embarazadas.?’ 3758
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Imagen 18. Prueba de aliento de urea determina la presencia del Helicobacter pylori.

2. Serologia: La prueba serolégica es un método aceptado para la deteccién
de Helicobacter pylori. Los niveles medios de la1gG y de IgA en las pruebas
de ELISA (ensayo inmunoenzimético ligado a la enzima) son
significativamente mayores en |os pacientes con Helicobdcter pylori positivo

que en los pacientes de Helicobacter pylori-negativo. >’

Dada la permanencia de anticuerpos en el periodo comprendido entre los 3 y
los 6 meses inmediatamente posteriores al tratamiento, las pruebas
serologicas indican Unicamente infeccion previa por Helicobacter pylori 'y
no discriminan entre otras personas con infeccion activa y enfermedad de

aquellos pacientes infectados pero asintomaéticos.?

La sensibilidad de este andlisis sérico se encuentra en general en el rango de
un 80-95% y la especificidad en el rango de 75-95%.
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2. JUSTIFICACION.

Se ha implicado a Helicobacter pylori como el principal agente causal en la
patogénesis de gastritis cronica, ulcera y neoplasia gastrica en humanos, sin
embargo los reservorios extragastricos y las vias de transmision permanecen
en el campo de lo controversial. Esto se debe a que solo se reconocia como
Su unico nicho el estbmago humano. Investigaciones mas recientes han
permitido detectar la bacteria por métodos moleculares en cavidad bucal
(sobre todo en la saliva, surco gingival, mucosa yugal y placa dental), lo que
sugiere que quizas el ambiente bucal puede constituir un ambiente de

transicion o permanencia dentro del huésped.

En México se han realizado muy pocos estudios relacionados a la presencia
de Helicobacter pylori en cavidad bucal, por lo que es necesario hacer un
estudio para conocer la frecuencia en las que se localiza |la bacteria en saliva
y placa dental en diferentes tipos de poblacion mexicana.
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3. OBJETIVO GENERAL.

2 Determinar la frecuencia de Helicobacter pylori en cavidad bucal en
poblacion mexicana, por el método de la Reaccion en Cadena de la
polimerasa (PCR).

3.10BJETIVOS PARTICULARES

2 Detectar la presencia de Helicobacter pylori en placa dental, saliva y
dorso de lengua de pacientes que acuden al servicio dental de la
Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional Auténoma de
M éxico.

2 Detectar la presencia de Helicobacter pylori en placa dental, saliva y
dorso de lengua de pacientes con patologia géastrica que acuden al
servicio de endoscopia del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias (INER), Secretaria de Salud.

4 Determinar en cual de las muestras de estudio de cavidad bucal se

determina con mayor frecuencia la presenciade Helicobacter pylori.
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4. PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA.

Helicobacter pylori ha sido implicado como el principal agente causal en la
patogénesis de gastritis cronica, ulcera y neoplasia gastrica en humanos, sin
embargo los reservorios extragastricos y las vias de transmision permanecen

en el campo de lo controversial.

Por ello el estudio pretende conocer la frecuencia de Helicobacter pylori en
la cavidad bucal (saliva, placa dental y dorso de lengua) y determinar si su
presencia se trata de una extension secundaria o de una colonizacion previa a
la gastrica; asi mismo evaluar si existe relacion con los principales tipos de
enfermedad de las vias digestivas superiores en pacientes con sintomatologia
gastrica

S. HIPOTESIS.

Dado que Helicobacter pylori juega un papel importante en |a patogénesis de gastritis
cronica, ulcera y neoplasia gastrica en humanos, y su presencia en cavidad
bucal (saliva, placa dental y dorso de lengua) puede ser origen de una
extensién secundaria o de una colonizacion previa a la gastrica; ademas de
mencionarse como posible via de adquisicion de la infeccion; entonces dados
dos grupos de sujetos, un grupo de pacientes que acuden al servicio de
endoscopia del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, en el cual
existe un diagnostico relacionado a algun tipo de enfermedad
gastroduodenal, comparandolo con un grupo de pacientes que acuden al
servicio dental de la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional
Autoénoma de México, la frecuencia de Helicobacter pylori en cavidad bucal
sera mayor en pacientes del primer grupo mencionado comparandolo con el

ultimo.
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6. METODOLOGIA

6.1 Grupo de Estudio

El grupo de estudio fue constituido por 132 pacientes los cuales se

dividieron en 2 grupos de 66 pacientes cada uno con/sin sintomas

gastrointestinales cada uno provenientes de:

>

>

Grupo |: Pacientes pertenecientes al Servicio de Gastroenterologia del

Instituto Nacional de Enfermedades respiratorias (INER).

Grupo Il: La Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional

Auténoma de México.

6.2 Recoleccion de muestras

6.2.1

Grupo I: Muestras provenientes del Servicio de Gastroenterologia

del Instituto Nacional de Enfermedades respiratorias (INER).

a)

b)

La muestra de placa dental, saliva y dorso de lengua de este estudio la
constituyeron pacientes que fueron sometidos a endoscopia digestiva
por indicacién médica (Pan-endoscopia), en el Instituto Nacional de

enfermedades respiratoria (INER).

Placa Dental: Las muestras fueron tomadas previamente a la
endoscopia, mediante raspado de la superficie dentaria con Curetas de
Gracey debidamente esterilizadas, extrayendo la placa dental supra e
infragingival y colocando en tubos Eppendorff con solucion salina

fisiologica el cual sirvio como medio de transporte.

Saliva: Asi mismo se tomaron muestras de saliva proporcionandoles a
los pacientes un trozo de cera, el cual estimularia la produccién de

saliva.
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d) La saliva fue recolectada con jeringa de 10 ml, para posteriormente

colocar las muestras en tubos Eppendorff.

e) Dorso de lengua: La toma de muestra se realizo haciendo un raspado
de lengua con hisopos previamente estériles y al igual que las muestras
anteriores se colocaron el hisopo en tubos Eppendorff con solucion

salina fisiol 6gica.

f) El material se conservd congelado en el laboratorio a -20°C, para su

posterior andlisis.

6.2.2 Grupo II: Muestras provenientes de La Facultad de Odontologia de

la Universidad Nacional Auténoma de México.

Este grupo lo constituyeron pacientes que asisten a la Facultad de
Odontologia para realizarse algun tipo de revision dental.

A los cuales se les solicito su autorizacion para obtener las muestras de
Saliva, Placa dental y Dorso de Lengua por el mismo método utilizado en

pacientes provenientes del INER.

Posteriormente, se les otorgd un cuestionario en el cual hacen referencia de
sus datos personales, asi como la presencia de algunas sintomatologias

gastricas.

6.3 Lavado de muestras (En el caso de saliva)

La muestra obtenida se colocdé en viales previamente esterilizados y se
realizaron lavados con sol. Salina fisiolégica (NaCl) 0.13 M y se traspasaron

alicuotas de aprox. 400 a 500 uL a tubos Eppendorf, para asi eliminar la

cera que se encuentra en la muestra.
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6.4 Liberacion de DNA de muestras de Saliva, Placa dental y Raspado

de lengua.

1. Inicialmente se realiz6 la descongelacion de las muestra de cada
paciente.

2. Parala deteccion de DNA de H. pylori de las muestras de placa dental,
saliva y raspado de lengua las muestras fueron agitadas.

3. Posteriormente se realizo la liberacion de DNA bacteriano de las
muestras de placa dental y saliva, calentando a aprox. 100 °C las
muestras por 10 minutos en un Multiblock Heater.

6.5 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para a identificar a Helicobacter pylori en muestras de saliva, placa dental y
raspado de lengua se amplié una region especifica del ADN de la bacteria,
que fue la regién de la secuencia sefial del gen vac 4 por medio de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa

6.5.1 La amplificacion re realizo con un volumen total de 25uL: 10 pL del
DNA extraido de cada una de las muestras y 15uL de la mezcla de:

Reactivo Por tubo (uL)
Aqgua para PCR 9.0 pL
Buffer 10X 2.5 pL
MgCl, 0.7 pL
dNTP's 0.5 puL
Primer 1 (VAI-F) 1.0 pL
Primer 2 (VAI-R) 1.0 uL
Taq polimerasa 0.3 pL
Templado DNA 10 pL
Volumen final 25 puL
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Para la identificacion de la secuencia sefial del gen vac4 de Helicobacter
pylori en cada una de las muestras se utilizaron los siguientes primers:

Secuencia amplificada Tamaiio y ubicacion Secuencia del oligonucledtido sintético 5°-3"
localizada en el gen del producto de
PCR
VAl -+ 259 pb ATGGAAATACAACAAACACACC
VAI R 286 pb CTGCTTGAATGCGCCAAACTTTA

6.5.2. Para las amplificaciones se utilizo un Termociclador automético (PTC-
200), donde se realizaron 35 ciclos para cada una de las muestras con las

siguientes condiciones:

» Desnaturalizacion: 94 °C/ 1 min
» Alineacion: 52 °C / 1 min.

> Extension final: 72 °C /1 min

6.5.3. Analisis y electroforesis.

Para la identificacion de Helicobacter pylori se utilizo gel de agarosa al
1.2%.

a) Preparacion del gel de agarosa.

1. Sevierten en un matraz 100 mL del tampdn de electroforesis TBE
2. 0.5 Xy 1.2 g de agarosa.
3. Se funde la solucién de agarosa en un microondas

4. Se deja enfriar la suspension hasta que alcance unos 50°C

aproximadamente.
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5. Se sella con cinta adhesiva el soporte donde se va a verter el gel de

agarosa y se coloca el peine que servira para formar los pocillos del
gel.

6. Una vez que la solucién de agarosa ha alcanzado los 50°C, se le

afaden 5 uL de bromuro de etidio (10 mg/mL) y se mezcla bien.

7. Se vierte la solucién de agarosa con bromuro de etidio en el soporte,

previamente sellado. Se deja polimerizar durante unos 30 minutos.

b) Preparacion de las muestras de DNA.

Se toman 10 uL del pPCR vy se le afiaden 5 pL de tampon de carga. (loading
buffer)

¢) Electroforesis

1. Se quita la cinta adhesiva con la que se
ha sellado el soporte del gel y se coloca
en la cubeta de electroforesis. Los
pocillos deben de estar cerca del catodo
(polo negativo, color negro).

2. Se afiade tampon de electroforesis TBE
0.5X, de forma que cubra bien el gel de

agarosa.

3. Se aplican 10 upL de la muestra
preparada en el apartado anterior en los pocillos.

4. Se aplican 3 uL de marcadores (100 pb) de peso molecular en dos de

los pocillos.
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1.5% agarose gel
stained with
ethidium bromide

Marcador de 100 pb

bp

I|
il g

T lm

3 pgflane

5. Se tapa la cubeta de electroforesis y se conectan los electrodos a la

fuente de alimentacion. Se comprueba que esta bien conectada.

6. Se programa la fuente a unos 100 voltios y se comienza a correr la

electroforesis que durara unos 30-45 minutos.

7. Una vez terminada la electroforesis se visualizan los fragmentos de
DNA mediante luz UV (Transiluminador) y se realiza una fotografia
de la imagen.

Las muestras fueron consideradas como positivas cuando una banda de
286 pb pudo ser observada en el gel. Como control positivo se utilizo S2
— 286 pb (8822 Obtenida del Departamento de microbiologia de la
Facultad de Medicina UNAM).
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Muestra de DNA

Direccidn de Ia
electroforesis
—b,
= +

— [ 7, ]
1/
Gel Gel /

Solucién para
electroforesis

Tanque de electroforesis

Muestras prueba

Estandar de tamafio

molecular \
-
El gel se tifie con bromuro

de etidio, se observa bajo
luz ultravioleta y se foto-
grafia

Las bandas de
DNA fluorescen
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Ejemplo de un gel de muestras obtenidas de placa dental procedentes de

pacientes del INER

Muestras obtenidas del INER

Muestra positiva /A_\ gom;;g;)
en placa dental / era

1 3 4 5 06 F & 9

Muestras (+) de placa dental Control +
Marcador de 100 ph /— Cepa 8822

N
12305 1{) 7 (@609 10

286 ph
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7. RESULTADOS

7.1 Analisis Estadistico.

Los resultados de ambos grupos se sometieron al andlisis estadistico
descriptivo, representado con tablas y gréficos.
El andlisis descriptivo para cada una de las variables se efectud a través de

medidas de porcentajes y frecuencias.

Las diferencias entre variables categoricas fueron evaluadas por medio de la
prueba Chi cuadrada y para variables continuas con la prueba "t" de Student,
se consideraron significativas si p > 0.05.

7.1.1 Grupo I.

Se trabajo con un total de 66 pacientes pertenecientes al Servicio de
Gastroenterologia del Instituto Nacional de Enfermedades respiratorias
(INER), 16 (24.24%) fueron PCR positiva para Helicobacter pylori en saliva
y 50 (75.75%) fueron PCR negativa; 34 (51.51%) fueron PCR positiva en
Placa dental y 32 (48.48%) fueron PCR negativa y finalmente en la muestra
obtenida por dorso de lengua mostré un 0% de positividad a Helicobacter
pylori detectado por PCR (Gréfico 1).
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En el gréfico 2 destaca la alta frecuencia de positividad de Helicobacter
pylori en placa dental en el grupo 1.

100 -
90 ~
80 ~
70 A
60 -
50 A
40 ~
30 A1
20 A
10 -

W PCR+

1 PCR -

Frecuenciaen%

Saliva Placadental Dorso de lengua

Tipo de muestra

Grafico 2. Frecuencia de Helicobacter pylori en las diferentes muestras obtenidas de
cavidad bucal procedentes del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias

Estos resultados fueron analizados segun edad, sexo, diagnostico clinico y

poblacioén.

a) Frecuencia y asociacion de H. pylori en muestras de Saliva, Placa

dental con la edad.

La media para |la edad de este grupo de pacientes fue de 45.33 afos, con un

rango de edades de meses de vida a 86 afios.
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La Tabla no. 4 describe los resultados de PCR para cada una de las

muestras de Saliva, asi como los porcentajes obtenidos en cada rango de

edad.

Tabla 4. Total de casos positivos y negativos para Helicobacter
pylori en saliva asociados a la edad, procedentes del INER.

Edad PCR + PCR - Total
No. de % No. de % No. de %
pacientes pacientes pacientes

0-14 1 151 10 15.15 11 16.66
15-29 0 0 3 4.54 3 4.54
30-44 4 6.06 10.60 11 16.66
45-59 6 9.09 18 27.27 24 36.16
60-74 3 4.54 11 16.66 14 21.22
75-89 2 3.03 1 151 3 4.54
Total 16 24.24 50 75.75 66 100

Los grupos que presentaron mayor incidencia del microorganismo en saliva,

se encontraron en el
(Gréfico 3)

rango 45-59 afios con un 9.09% de positividad.

20 +

15 -~

Frecuenciaen%

M

mPCR+

PCR -

o

0-14

T T T T 1

15-29  30-44 45-59 60-74 75-89

Edad

Griafico 3. Frecuencia de Helicobacter pylori en saliva asociado con la edad en pacientes

procedentes del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias.
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La Tabla no. 5
muestras de Placa dental, asi como |os porcentajes en cada rango de edad.

describe los resultados de PCR para cada una de las

Tabla 5. Total de casos positivos y negativos para Helicobacter
pylori en Placa dental asociados a la edad, procedentes del

INER.
Edad PCR - Total

No. de % No. de %

pacientes pacientes

0-14 3 4,54 11 16.66
15-29 0 0 3 4.54
30-44 4 6.06 10 15.15
45-59 13 19.69 25 36.35
60-74 10 15.15 14 21.21
75-89 2 3.03 3 4.54
Total 32 48.48 66 100

Los grupos que presentaron mayor incidencia del microorganismo en Placa
dental, se encontraron en el rango 45-59 afios con un 18.18% de positividad.

(Gréfico 4)
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Grafico 4. Frecuencia de Helicobacter pylori en Placa dental asociado con la edad en

pacientes procedentes del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias.
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Los datos de ambas muestras de cavidad bucal muestran que Helicobacter

pylori esta presente desde la nifiez.

b) Frecuencia y asociacion de H. pylori en muestras de Saliva y Placa

dental con el sexo.

De los 66 pacientes de estudio 42 (63%) fueron mujeres y 24 (36.36%)
hombres. El promedio de edad para los hombres fue de 41.5 afios y para las

mujeres 47.5 anos.

La Tabla no. 6 describe los resultados de PCR para cada una de las

muestras de Saliva, asi como |os porcentajes en ambos sexos.

Tabla 6. Total de casos positivos y negativos para Helicobacter
pylori en Saliva asociados con el sexo, procedentes del INER

Sexo PCR + PCR - Total
No. de % No. de % No. de %
pacientes pacientes pacientes
Femenino 12 18.18 30 45.45 42 63.63
Masculino 4 6.06 14 21.21 24 36.36
Total 16 24.24 50 75.75 66 100

El sexo que presento mayor incidencia del microorganismo en saliva, fue el
femenino con un 18.18% de positividad por PCR para Helicobacter pylori.

(Gréfico 5)
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Grafico 5. Frecuencia de Helicobacter pylori en Saliva asociado con el sexo en pacientes
procedentes del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
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La Tabla no. 7 describe los resultados de PCR para cada una de las
muestras de Placa dental, asi como |os porcentajes en ambos sexos.

Tabla 7. Total de casos positivos y negativos para Helicobacter
pylori en Placa dental asociados con el sexo, procedentes del INER

Sexo PCR + PCR - Total
No. de % No. de % No. de %
pacientes pacientes pacientes

Femenino 19 28.78 23 34.84 42 63.62
Masculino 15 22.72 9 13.63 24 36.35
Total 34 51.51 32 48.48 66 100

El sexo que presento mayor incidencia del microorganismo en Placa dental,
fue el femenino con un 28.78% de positividad por PCR.
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SEXO

Grafico 6. Frecuencia de Helicobacter pylori en Placa dental asociado con el sexo en
pacientes procedentes del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias.

¢) Frecuencia y asociacion de Helicobacter pylori en muestras de Saliva y
Placa dental con el Diagndstico clinico.

El diagndstico de este grupo fue obtenido mediante el ingreso al expediente
clinico de cada uno de los pacientes. De los 66 pacientes de estudio 16
(24.24%) presentaban Dispepsia no ulcerosa (DNU), 30 (45%) presentaban
Enfermedad por reflujo gastroesofagico (ERGE), 10

83



(15.15%) presentaban Céancer gastrico (CA) y 10 (15.15%) de los pacientes
presentaban un diagnoéstico clinico, el cual no estaba relacionado con
ninguna patologia gastrica (otros).

La Tabla no. 8 se describen los resultados obtenidos por PCR para cada una
de las muestras de Saliva, asi como los porcentajes obtenidos en cada uno de
los diagndsticos reportados por expediente clinico.

Tabla 8. Total de casos positivos y negativos para Helicobacter
pylori en Saliva asociados al diagnostico clinico, procedentes del

INER.
Dx PCR + PCR - Total
No. de % No. de % No. de %
paci entes pacientes pacientes
DNU 8 12.12 8 12.12 16 24.24
ERGE 5 7.57 25 37.87 30 45.45
CA 3 454 7 10.60 10 15.15
Otros 0 0 10 15.15 10 15.15
Total 16 24.24 50 75.75 66 100

De acuerdo al Diagnéstico clinico los que presentaron mayor incidencia del
microorganismo en saliva, fueron los pacientes que tenian Dispepsia no

ulcerosa con un 28.78% de positividad por PCR para Helicobacter pylori.
(Gréfico 7)
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Grafico 7. Frecuencia de Helicobacter pylori en Saliva asociado con el Diagndstico
clinico de pacientes procedentes del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
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La Tabla no. 9 describe los resultados de PCR para cada una de las
muestras de Placa Dental, asi como los porcentajes de cada diagndstico
reportado por expediente clinico.

Tabla 9. Total de casos positivos y negativos para Helicobacter
pylori en Placa Dental asociados al diagnéstico clinico,

procedentes del INER.
Dx PCR + PCR - Total
No. de % No. de % No. de %
paci entes pacientes pacientes

DNU 11 16.66 5 7.57 16 24.24
ERGE 18 27.27 12 18.18 30 45.45

CA 5 7.57 5 7.57 10 15.15
Otros 0 0 10 15.15 10 15.15
Total 34 5151 32 48.48 66 100

De acuerdo al Diagnéstico clinico los que presentaron mayor incidencia del
microorganismo en placa dental, fueron los pacientes que tenian Reflujo
Gastroesofagico (ERGE) con un 27.27% de positividad por PCR para
Helicobacter pylori. (Grafico 8)
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Grafico 8. Frecuencia de Helicobacter pylori en Placa dental asociado con el
Diagndstico clinico de pacientes procedentes del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias
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7.1.2 Grupo II.

Se trabajo con un total de 66 pacientes pertenecientes a la Facultad de
Odontologia de la Universidad Nacional Auténoma de México, descartando
un paciente debido a que no se obtuvo muestra, trabajandose con 65
pacientes, donde 10 (15.38%) fueron PCR positiva para Helicobacter pylori
en salivay 55 (84.61%) fueron PCR negativa; 13 (20%) fueron PCR positiva
en Placa dental y 52 (80%) fueron PCR negativa y finalmente en la muestra
obtenida por raspado de lengua mostré un 0% de positividad a Helicobacter
pylori detectado por PCR (Gréfico 9.).

Estos resultados obtenidos fueron analizados segun edad, sexo, diagnostico
clinico y poblacion.
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Grafico 9. Frecuencia de Helicobacter pylori en las diferentes muestras obtenidas de
cavidad bucal procedentes de la Facultad de odontologia de la UNAM.

a) Frecuencia y asociacion de H. pylori en muestras de Saliva y Placa

dental con la edad.

La media para la edad de este grupo de pacientes fue de 32 afios, con un

rango de 12 a 66 afios.
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La Tabla no. 10 se describen los resultados obtenidos por PCR para cada una
de las muestras de Saliva, asi como |los porcentajes obtenidos en cada rango
de edad.

Tabla 10. Total de casos positivos y negativos para Helicobacter
pylori en saliva asociados a la edad, procedentes de la UNAM
(Fac. Odontologia).

Edad PCR + PCR - Total
No. de % No. de % No. de %
pacientes pacientes pacientes

10-19 1 1.53 10 15.38 11 16.91
20-29 4 6.15 22 33.84 26 39.99
30-39 3 4.61 6 9.23 9 13.84
40-49 0 0 10 15.38 10 15.38
50-59 2 3.07 4 6.153 6 9.22
60-69 20 0 3 4.61 3 4.61
Total 10 15.38 55 84.61 65 100

Los grupos que presentaron mayor incidencia del microorganismo en saliva,
se encontraron en el rango 20-29 afos con un 6.15% de positividad.
(Gréfico 10)
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Grafico 10. Frecuencia de Helicobacter pylori en saliva asociado con la edad en
pacientes procedentes de la Facultad de odontologia de la UNAM.
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La Tabla no. 11 se describen los resultados obtenidos por PCR para cada una
de las muestras de Placa dental, asi como los porcentajes obtenidos en cada

rango de edad.

Tabla 11. Total de casos positivos y negativos para Helicobacter
pylori en Placa dental asociados a la edad, procedentes de la
UNAM (Fac. Odontologia).

Edad PCR + PCR - Tota

No. de % No. de % No. de %

pacientes pacientes pacientes

10-19 1 1.53 10 15.38 11 16.91
20-19 4 6.15 22 33.84 26 39.99
30-39 5 7.69 4 6.15 9 13.84
40-49 0 0 10 15.38 10 15.38
50-59 2 3.07 4 6.15 6 9.22
60-69 1 1.53 2 3.07 3 4.61
Total 13 20 52 80 65 100

Los grupos que presentaron mayor incidencia del microorganismo en Placa
dental, se encontraron en el rango 30-39 afios con un 7.69% de positividad.
(Gréafico 11)
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Grafico 11. Frecuencia de Helicobacter pylori en Placa dental asociado con la edad en

pacientes procedentes de la Facultad de odontologia de la UNAM.
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b) Frecuencia y asociacion de H. pylori en muestras de Saliva y Placa dental

con el sexo.

De los 65 pacientes de estudio 36 (55.38%) fueron mujeres y 24 (44.61%)

hombres.

La Tabla no. 12 se describen los resultados obtenidos por PCR para cada una

de las muestras de Saliva, asi como los porcentajes obtenidos en ambos

SEXO0sS.

Tabla 12. Total de casos positivos y negativos para Helicobacter
pylori en Saliva asociados con el sexo, procedentes de la UNAM

(Fac. Odontologia).
Sexo PCR + PCR - Total
No. de % No. de % No. de %
pacientes pacientes pacientes
Femenino 6 9.23 30 46.15 36 53.38
Masculino 4 6.15 25 38.46 29 44.61
Total 10 15.38 55 84.61 65 100

El sexo que presento mayor incidencia del microorganismo en saliva, fue el

femenino con un 9.23% de positividad en PCR para Helicobacter pylori.

(Gréfico 12)
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Grafico 12. Frecuencia de Helicobacter pylori en Saliva asociado con el sexo en
pacientes procedentes de la Facultad de odontologia de la UNAM

89


http://odontologos.coomeva.com.co/publicaciones.php?id=8418#b

La Tabla no. 13 se describen los resultados obtenidos por PCR para las

muestras de Placa dental, asi como los porcentajes obtenidos en los ambos
Sexos.

Tabla 13. Total de casos positivos y negativos para Helicobacter
pylori en Placa dental asociados con el sexo, procedentes de la
UNAM (Fac. Odontologia).

Sexo PCR + PCR - Total
No. de % No. de % No. de %
pacientes pacientes pacientes
Femenino 8 12.30 28 43.07 36 44.61
Masculino 5 7.69 24 36.92 29 55.37
Total 13 20 52 80 65 100

El sexo que presento mayor incidencia del microorganismo en Placa dental,
fue el femenino con un 12.30% de positividad por PCR. (Gréfico 13)
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Grafico 13. Frecuencia de Helicobacter pylori en Placa dental asociado con el sexo en
pacientes procedentes de la Facultad de odontologia de la UNAM
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c) Frecuencia y asociacion de Helicobacter pylori en muestras de Saliva y

Placa dental con respecto al Diagnéstico clinico.

El diagnéstico de este grupo se obtuvo mediante informacién proporcionada
por los pacientes que asisten a la Facultad de Odontologia de la UNAM a las
cuales se les otorgo un cuestionario en el cual hacen referencia a una serie
de sintomatologias gastricas (agruras, acidez, colicos, vomitos, diarreas y
nauseas) y antecedentes gastricos (Ver anexo), agrupando el diagndéstico de
los pacientes en Dispepsia no ulcerosa (DNU) y pacientes aparentemente
sanos (PAS).

De los 65 pacientes de estudio, 20 (30.76%) presentaban Dispepsia no

ulcerosa (DNU) y 45 (69.23%) fueron pacientes aparentemente sanos.

La Tabla no. 14 se describen los resultados obtenidos por PCR para cada una
de las muestras de Saliva, asi como |os porcentajes obtenidos en cada uno de
los diagndsticos reportados por cuestionario.

Tabla 14. Total de casos positivos y negativos para Helicobacter
pylori en Saliva asociados al diagnoéstico clinico, procedentes de
la UNAM (Fac. Odontologia).

Dx PCR + PCR - Total
No. de % No. de % No. de %
pacientes pacientes pacientes
DNU 10 15,38 10 15.38 20 30.76
PAS 0 0 45 69.23 45 69.23
Total 10 15.38 55 84.61 65 100

De acuerdo al Diagnostico clinico los que presentaron mayor incidencia del
microorganismo en saliva, fueron los pacientes con diagnostico clinico de
Dispepsia no ulcerosa con un 15.38% de positividad en PCR para
Helicobacter pylori. (Grafico 14). Cabe sefialar que del total de los pacientes

gue presentaron Dispepsia no ulcerosa el 50% de ellos fueron positivos para
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H. pylori y todos los pacientes diagnosticados como aparentemente sanos

fueron H. pylori negativos.
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Grafico 14. Frecuencia de Helicobacter pylori en Placa dental asociado con el
Diagndstico clinico de pacientes procedentes de la Facultad de odontologia de la UNAM

La Tabla no. 15 se describen los resultados obtenidos por PCR para cada una
de las muestras de Placa Dental, asi como |0s porcentajes obtenidos en cada
uno de los diagnésticos reportados por expediente clinico.

Tabla 15. Total de casos positivos y negativos para Helicobacter
Pylori en Placa Dental asociados al diagnostico clinico,
procedentes de la UNAM (Fac. Odontologia).

Dx PCR + PCR - Total
No. de % No. de % No. de %
pacientes pacientes pacientes
DNU 12 18.46 8 12.30 20 30.76
PAS 1 1.53 44 67.70 45 69.22
Total 13 20 52 80 65 100
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De acuerdo al Diagnéstico clinico los que presentaron mayor incidencia del

microorganismo en placa dental, fueron los pacientes con diagnéstico de

Dispepsia no ulcerosa con un 18.46%

Helicobacter pylori. (Grafico 15)
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Grafico 15. Frecuencia de Helicobacter pylori en Placa dental asociado con el

PCR para

Diagndstico clinico de pacientes procedentes de la Facultad de odontologia de la UNAM
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8. Discusion.

Una de las enfermedades infecciosas con mayor distribucién a nivel mundial
es la infeccidn por Helicobacter pylori un reconocido patdgeno asociado con
enfermedades graves con un peso significativo en la morbilidad vy
mortalidad, donde las mas altas tasas de infeccion se encuentran
principalmente en paises en vias de desarrollo, donde el factor

socioeconémico es notable, 37812283147

A pesar del considerable impacto de la infeccion por Helicobacter pylori en
la salud en todo el mundo, aun hay poco entendimiento de los factores del
huésped que facilitan la adquisicién, asi como su forma de transmision, ya
gue el mecanismo por el cual el microorganismo se transmite no se conoce
con certeza, lo que dificulta el éxito de la aplicacion de medidas
preventivas.®® Varios estudios sugieren que la via de transmision
predominante es la via oral-oral, donde la cavidad bucal juega un rol

importante, 6:29:51.79

En la busqueda y comprension de todo el fenébmeno etiopatogénico que
involucra la presencia de Helicobacter pylori, se han desarrollado nuevas
técnicas abarcando desde las microbioldgicas convencionales hasta las
moleculares investigandose asi las diferentes probabilidades de posibles
vias de infeccion y reservorios de este microorganismo. Es asi como en la
actualidad se ha podido evidenciar la presencia de Helicobacter pylori en
otros reservorios que no son el epitelio gastrico, un ejemplo de ellos es la
cavidad bucal .3-819

Sin embargo, también se ha considerado que su presencia en la cavidad bucal
forme parte de la microbiota transitoria, y no como residente normal. Esto se
debe a que la tasa de recuperacion de Helicobacter pylori €S muy
controversial lo cual se ve reflejado en datos provenientes de una diversidad
de metodologias empleadas en diferentes estudios para identificar al
microorganismo (como son: PCR, ELISA y Prueba de Urea en el aliento),
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gue muestran resultados muy variables, informando de un 0 a un 97% de

muestras positivas,?24:3543.67.78

Es asi que dentro de los componentes de la cavidad bucal se han
considerado a la salivay ala placa dental como posibles vias de transmision

de lainfeccién y una fuente de re-infeccién géstrica.322233%40

En paises en vias de desarrollo como México, donde de acuerdo con estudios
realizados la prevalencia de infeccién es alta (70 %), lo que indica que de
una poblacién de 105 millones de habitantes, pueden existir 70.35 millones
de infectados, de los cuales por lo menos el 10 % que son 7.35 millones
podrian ser o son pacientes sintomaticos,®y donde la re-infeccién también
podria ser frecuente; son pocas las investigaciones que se han realizado en
nuestro pais para conocer y determinar las posibles vias de transmision y asi
poder dar a conocer a la poblacion las medidas preventivas adecuadas.®

El objetivo general de este trabajo fue desarrollar un estudio para determinar
la frecuencia de pacientes infectados y no infectados a nivel bucal con
Helicobacter pylori en México por el método de Reaccién en cadena de la
Polimerasa (PCR), y asi mismo, comprobar si estos pacientes tienen una
enfermedad gastroduodenal que se pueda o no relacionar con la infeccién por

el Helicobacter pylori.

La hipotesis a probar fue que dados dos grupos de sujetos, un grupo de
pacientes que acuden al servicio de endoscopia del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (total de 66 pacientes) en el cual existe un
diagnoéstico relacionado a algun tipo de enfermedad gastroduodenal
comparandolo con un grupo de pacientes que acuden al servicio dental de la
Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional Auténoma de México
(total de 65 pacientes), la frecuencia de Helicobacter pylori en cavidad bucal
sera mayor en pacientes del primer grupo mencionado comparandolo con el

ultimo.
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Para demostrar la frecuencia de Helicobacter pylori en nuestro estudio se
consideraron tres diferentes tipos de muestras de cavidad bucal: placa dental,
salivay dorso de lengua.

Como sabemos la cavidad oral es un ecosistema abierto en el que
constantemente se esta produciendo el ingreso de microorganismos asociados
a los alimentos so6lidos o liquidos que se ingieren o que son aspirados del
ambiente que nos rodea; pero protege su integridad mediante mecanismos
inespecificos (el flujo salival, la masticacién, la deglucién, la higiene bucal
y la descamacion de células epiteliales) que son fenbmenos que sirven para
eliminar las bacterias de las superficies orales y mecanismos especificos
(anticuerpos secretores de clase Ig A) que previenen la adherencia de
los microorganismos a la superficie de la mucosa y los dientes
mediante la agregacion facilitando, al mismo tiempo, su fagocitosis
(opsonizacion). Cuando se rompen estos mecanismos de control,
microorganismos potencialmente patogénicos pueden causar, directamente
un dafio.?

Los tres tipos de muestra de cavidad bucal utilizados en este estudio
presentan caracteristicas ideales para que exista la colonizacion de
microorgani smos anaerobicos como es el caso de nuestra bacteria.

La lengua es un refugio excelente para las bacterias anaerobicas gram-
negativas debido a su extensa y continua superficie gque presenta papilas
gustativas y filiformes y grietas que se relacionan con las glandulas
mucosales y amigdal as lingual es.

Es interesante mencionar que algunos estudios enfocados a halitosis bucal
han considerado que esta patologia tiene una estrecha relaciéon con
Helicobacter pylori, ya que en algunos de ellos se ha demostrado la
presencia de la bacteria en la lengua de pacientes que presentan algun tipo

de patologia y sintomatologia gastrica.*’"%’
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En nuestro estudio no se logro obtener ninguna muestra positiva a
Helicobacter pylori en muestras provenientes del dorso de la lengua de
ambas poblaciones, teniendo en cuenta que en el grupo | (pacientes
provenientes del INER) el 84.84% y en el grupo |l (Pacientes provenientes
de la facultad de odontologia) un 30.76% presentaban patologias

gastrointestinales.

La mayoria de los estudios realizados sobre el método de transmision que
relaciona la cavidad bucal con H. pylori, se han enfocado principalmente a

muestras de saliva y placa dental.

La saliva es una secrecion compleja proveniente de las glandulas salivales
mayores en el 93% de su volumen y de las menores en el 7% restante, las
cuales se extienden por todas las regiones de la boca excepto en la enciay en
la porcion anterior del paladar duro, esta a su vez sirve como fuente
nutricional para muchos microorganismos que como algunos anaerobios
metabolizan sus componentes y en consecuencia no requieren adherirse a

ninguna estructura.

La mayoria de los microorganismos detectados en la saliva son un reflejo de
los presentes sobre las diferentes superficies de la cavidad oral. En
consecuencia, se piensa que las bacterias presentes en la saliva son un

reflejo fiel de las halladas en |a boca.

Ensayos de PCR han demostrado ser altamente sensible y especifico y se
consideran como el método de eleccion para la deteccion del ADN del H.
pylori en la cavidad oral, por lo que se han reportado varios estudios de
deteccion de H. pylori en saliva y placa dental con esta técnica.?®

En diferentes estudios realizados en la busqueda de la relacién existente
entre Helicobacter pylori y cavidad bucal, se ha encontrado la presencia de

H. pylori en saliva con resultados muy variados.3%37:49:53
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Es asi que en un estudio realizado por Ferguson, y otros diversos autores
(1996) demuestran la alta prevalencia de Helicobacter pylori en saliva,

reportando un 84% de positividad en pacientes con patologia géstrica,>3°’

a
diferencia de Song Et.al. (2000) donde sigue reportando una alta prevalencia
de H. pylori en saliva pero con una distribucién caracteristica que es
independiente de la situacién de infeccion del estémago,’® donde se ha
llegado a encontrar en un porcentaje bajo en pacientes sin patologias

gastricas.

Nuestro estudio fue evidenciada la presencia de Helicobacter pylori en la
saliva mediante PCR en ambos grupos de poblacion, (graficos 1y 7), donde
se observa que la frecuencia no es tan elevada como algunos autores han

encontrado.®®%"7° Es

interesante mencionar que la positividad a
Helicobacter pylori en saliva se mostro solo en pacientes que presentaban
alguna patologia gastrointestinal, obteniéndose un 24.24% de pacientes
positivos provenientes del INER y un 15.38% de pacientes positivos
provenientes de la Facultad de odontologia; donde se vio principalmente
elevada fue en aquellos pacientes que tenian diagnosticada una Dispepsia no

ulcerosa (DNU), como varios autores sefialan.®3"°

La placa dental al igual que la saliva ha sido propuesta como medio de
transmisién y reservorio para dicho microorganismo, pero la hipétesis de que
la microflora bucal pueda ser un nicho permanente para la bacteria es muy

controversial .#0-6%

Para la adecuada comprension de la asociacion de Helicobacter pylori con la
placa dental, se hace necesaria una breve descripcién de como se produce la
misma. Manson y Eley afirman que algunos segundos después de la limpieza
de los dientes, una fina capa de proteina salival, normalmente glicoproteinas,
se deposita sobre la superficie de los dientes, sobre restauraciones y
préotesis formando una pelicula (Biofilm) a la que se agregan especies
bacterianas que establecen relaciones entre ellas: mediante receptores,
estructuras y compuestos adherentes, e interacciones iénicas, hasta formar
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una capa densa que en pocas horas, algunas especies de Streptococcus vy,
posteriormente, de Actinomyces se adhieren a la pelicula, dando inicio asi a
la etapa de colonizacién microbiana en la formacién de la placa dental. Esta
capa, llamada pelicula adquirida, es lisa, incolora, translucida. Se adhiere
firmemente a la superficie dentaria y solo puede ser eliminada por una
friccion adecuada.”’

Posteriormente, otros microorganismos colonizan sobre los que ya se
encuentran previamente adheridos a la superficie de la pelicula adquirida
(produciéndose asi el proceso de Coagregacion) incrementandose el espesor
de la placa dental (en la etapa de maduracién y crecimiento), donde aumenta
el niamero de microorganismos ya sea por multiplicacion de los que ya se
hallan presentes o por agregacion de nuevos microorganismos. Paralelamente
a la etapa de colonizacion microbiana surge la formaciéon de la matriz de la
placa, que ayuda a mantener estable la comunidad de microorganismos que

conforman en si la estructura de la misma.””’

La funcion de la microbiota oral es impedir implantacion de patdgenos
oportunistas, colaborando con los mecanismos de defensa del hospedero para
controlar el crecimiento y reproduccion de los microecosistemas que moran
en la cavidad bucal.

La comunidad bacteriana de la superficie dentaria forma parte de la

microflora, residente o transitoria, del cuerpo humano.®"38

Las bacterias gram negativas pueden colonizar la placa dental y competir por
los nutrientes necesarios para la microflora local; también pueden
aprovechar ciertas condiciones de menor tension de oxigeno en las zonas
dentales posteriores, y dar lugar, transitoriamente, a un ecosistema
dinamico.? %!

La placa dental ha tomado mayor importancia en el analisis de Hp en cavidad
bucal ya que ha sido el sitio donde se han realizado mayor numero de
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trabajos de investigacion, desde el hallazgo del primer aislamiento en placa
dental, pero los datos generados han sido controversiales ya que algunos han
demostrado frecuentemente la presencia de Helicobacter pylori en muestras
de placa dental como en un estudio en la India, realizado por Majmudar et a.
(1990) donde el 100% de 40 voluntarios presenté H. pylori a nivel de placa
dental; también los recientes estudios realizados por Berroteran y cols.
(2001) en una poblacién venezolana, detectaron la presencia de H. pylori en
placa dental en un 37,5 % (usando PCR) y Umeda y cols. (2003) utilizando
la misma técnica encontrando éste microorganismo en un 35%%, por solo
mencionar algunos ejemplos. Otros se han observado solo en aislamientos
ocasionales, Kradjen y col. (1989), refieren en Canada que en solo 1/29
(3,4%) pacientes con gastritis por esta bacteria, y muchos han fallado para
demostrar la presencia del microorganismo. Aun considerando la presencia
de H. pylori en placa dental, se observa en la literatura que la prevalencia de
la infeccion por esta bacteria puede variar de 0% al 100%,.19:37:40.49.61,69,

Nuestros resultados muestran la presencia de Hp en placa dental en ambos
grupos de poblacién (gréaficos 1 y 7), siendo mucho mayor la frecuencia de
casos positivos en placa dental que en saliva. Cabe destacar que el mayor
porcentaje de positividad en placa dental a Hp en ambas poblaciones se dio
en pacientes que presentaban alguna sintomatologia gastrica, obteniéndose
un 51.51% de pacientes positivos a Hp provenientes del INER y un 20% de
pacientes positivos provenientes de la Facultad de odontologia de la UNAM.
Pero a diferencia de los resultados obtenidos en las muestras de saliva, aqui
logramos detectar un porcentaje bajo (1.53%) de positividad a Hp de
pacientes asintomaticos provenientes de la Facultad de Odontologia de la
UNAM, lo que nos hace creer que la bacteria puede estar presente en un muy
bajo porcentaje de la poblacién, en personas que no tienen problemas
relacionados con patologias gastricas.

Para determinar si existe alguna relacion de Helicobacter pylori en cavidad

bucal con patologias gastrointestinales se trabajé con pacientes que
presentaban algunas patologias gastricas y pacientes asintomaticos en ambos
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grupos. En el grupo de pacientes provenientes del INER, se trabajo con
30/66 pacientes (45.45%) con diagnéstico de Enfermedad por reflujo
gastroesofagico (ERGE), 16/66 pacientes (24.24%) con Dispepsia no
ulcerosa (DNU), 10/66 pacientes (15.15%) con Adenocarcinoma gastrico y
10 pacientes (15.15%) con enfermedades no relacionadas al sistema
digestivo.

En la facultad de odontologia se trabajo con 20/65 pacientes (30.76%) con
Dispepsia no ulcerosa (DNU) y 45/65 pacientes (69.23%) asintomaticos.

Para comprender nuestros resultados es necesario conocer la relacion que
registra la literatura entre estas patologias y Helicobacter pylori.

La prevalencia de la infeccion de H. pylori y su relacion con la enfermedad
por reflujo gastroesofagico (ERGE) ha sido muy estudiada, ya que H. pylori
no tiene efecto sobre la barrera gastroesofdgica, pero tiene efectos
predecibles sobre la secrecion acida, la cual une a la infeccion por H. pylori
y ERGE. La severidad del ERGE y |la presencia de complicaciones asociadas
estan relacionadas a la exposicién del esofago a la acidez, la cual esta
relacionada a la existencia de anormalidades en la funcion de la barrera,
tanto como de la secrecion acida. Numerosos estudios publicados en los
ultimos afos sobre la relacion del Helicobacter pylori con la ERGE han
mostrado unos resultados muy variables, llegando incluso a ser
contradictorios, al menos en apariencia.®®

Tanto la liberacion de NO, que reduce el tono del Esfinter Esofagico Inferior
(EEI), como el aumento de produccion de gastrina, con la consiguiente
hiper-produccion de acido, podrian ser mecanismos favorecedores de ERGE
relacionables con H. pylori. Por el contrario, la propia gastrina mejoraria el
tono del EEI, y la concentracién de amonio tendria capacidad de tamponar el

acido gastrico.13:46.74
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De muchos trabajos de investigacion parece deducirse que Helicobacter
pylori, no sélo no se comporta como patdégeno en la ERGE, sino que su
erradicacion puede hacerla aparecer, o bien empeorar la evolucién del

proceso. 841:46.74,85,86

La Asociacion Mexicana de Gastroenterologia, efectué en el afio 2002 un
consenso de expertos, en el cual se puso de manifiesto que, aunque en
Meéxico se desconoce la prevalencia exacta de la ERGE, es probable que sea
un padecimiento frecuente, sub-diagnosticado y sujeto a la automedicacién.®’

En el grupo | de nuestro estudio (pacientes provenientes del INER) se
observo una elevada frecuencia de pacientes con diagnostico de ERGE
(45.45%), lo que puede llegar a considerarse como un padecimiento
frecuente en la poblacion donde es indispensable crear conciencia sobre la
importancia de esta enfermedad en la comunidad médica.

En el grupo de pacientes con Enfermedad de reflujo gastroesofagico
logramos detectar un porcentaje elevado del 27.27% de positividad a Hp en
placa dental, y en un porcentaje menor del 7.57% en muestras de saliva.

Los pacientes con sintomas pépticos pero que no tienen una lesion visible
con endoscopia y cuyos estudios de vesicula, es6fago y péncreas son
normales son agrupados en el mal definido término de dispepsia no ulcerosa
o también |lamada dispepsia funcional.**'%° Se han planteado una serie de
factores causales relacionados a: fisiologia gastrica, disminucién motora,
disfuncién del sistema nervioso central y factores ambientales entre los que
se encuentra el H. pylori. Entre ellos se identifica cambios inflamatorios a
nivel de mucosa gastrica que seria responsable de la disminucion del umbral
para el malestar causado por la distension de la pared gastrica mediada por
la alteracion en la transmision neuronal local y central. Cifras variables
entre el 50% y 60% de estos pacientes pueden tener una evidencia
microscopica de gastritis y se puede detectar en ellos el H. pylori, un buen
porcentaje de estos pacientes presentan una mejoria de sus sintomas al
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erradicar la bacteria con triple terapia, aunque la recidiva es frecuente y
algunos pacientes no mejoran sus sintomas a pesar de la mejoria histologica

y curacion bacteriol 6gica.%?

Este ultimo dato es muy importante en nuestro estudio ya que en ambas
poblaciones se detecto H. pylori en saliva y placa dental en pacientes con
Dispepsia no ulcerosa, en porcentajes que van de 12.12 al 16.66%, lo cual
podria ser uno de los factores por los que se dé la frecuente recidiva post-
tratamiento en este tipo de pacientes. Estos resultados son interesantes para
considerarse durante el tratamiento a pacientes con DNU, el cual deberia de
incluir la erradicacion de la bacteria de la cavidad bucal y asi disminuir las

posibles recidivas post-tratamiento.

Finalmente, dentro de las patologias gastrointestinales reportadas en el

estudio es el cancer gastrico.

La incidencia del cancer gastrico ha ido disminuyendo en los ultimos 50
afios, sin embargo, Helicobacter pylori es la primera bacteria carcindgena
reconocida por la Organizacion Mundial de la Salud (carcin6geno de clase 1)
y es importante en la etiologia del adenocarcinoma gastrico del tipo
intestinal y del linfoma de los linfocitos B de tejidos linfoide asociado a la
mucosa (MALT), stimandose que 1% de los pacientes infectados

desarrollaran el cancer gastrico.

El cancer de estbmago es la segunda causa de muerte en pacientes que
fallecen por tumores malignos en México?® después de las enfermedades
cardiovasculares, registrando una mortalidad de 5 por 100000 habitantes,

consolidandose como el tumor digestivo maligno mas frecuente.®?
La infeccion por H. pylori podria ser un co-factor importante en la patogenia

del cancer gastrico, ya que se estima que la infeccion por H. pylori
contribuye en mas del 60% del riesgo de carcinoma gastrico. Un estudio en
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Meéxico encontré una incidencia de 87.2% de infeccidén por Hp en pacientes
con cancer gastrico.%

Esta patologia se inicia con la aparicion de gastritis crénica superficial,
gastritis cronica atrofica, metaplasia intestinal, displasia gastrica y
finalmente cancer. Se ha postulado que el control de la infeccion por H.
pylori previene la progresion de lesiones pre-neoplasicas a carcinoma

gastrico.

En nuestro estudio se pudo detectar la presencia de Hp en pacientes que
presentaban cancer gastrico, donde la frecuencia tanto en saliva como en
placa dental fue menor a la registrada por las patologias gastricas antes
mencionadas, siendo esta de un 4.54% en salivay 7.57% en placa dental.

Es evidente que el Cancer gastrico se desarrolla anicamente en una muy
pequefia proporcion de personas infectadas y que en un porcentaje variable

Helicobacter pylori se encuentra en cavidad bucal de estos individuos.

Es asi que en nuestro estudio la presencia de Helicobacter pylori en cavidad
bucal se presenté con mayor frecuencia en pacientes con patologias
gastrointestinales principalmente provenientes del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias, arrojando resultados que muestran diferencias
estadisticamente significativas para placa dental y saliva en ambas
poblaciones en relacion al diagnostico clinico (p>0.05).

Con los datos obtenidos podemos decir que Helicobacter pylori por lo
general se encuentra en la boca de individuos infectados a nivel
gastrointestinal o como consecuencia del reflujo esofagastrico, por lo que es
posible que la cavidad bucal pueda ser el sitio inicial de la infeccion, y asi
mismo ser un factor de riesgo para la re-infeccion gastrointestinal después
de la terapia antibidtica.
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La infeccion por H. pylori es muy frecuente, por lo general se adquiere en
las primeras décadas de la vida, por lo que la edad de adquisicion del
microorganismo puede ser critica en determinar el inicio clinico de la
infeccion y sin tratamiento especifico esta bacteria puede persistir de por

vida ocasionando inflamacion aguda y cronica del epitelio gastrico.

Se estima que en los paises en desarrollo la mayoria de las personas (el 80%
aproximadamente) se infectan con H. pylori a una edad promedio de 10 afios.

Nuestro estudio muestra una diferencia estadistica significativa que
relaciona H. pylori en cavidad bucal con la edad (p> 0.0000), mostrando que
la bacteria como en la mayoria de los paises en vias de desarrollo esta
presente desde la infancia, y la mayor frecuencia se encuentra en la edad

adulta.

Finalmente en nuestros resultados no se mostraron diferencias
estadisticamente significativas que relacionaran la presencia de Helicobacter
pylori en cavidad oral con el sexo (femenino o masculino) de los individuos
(Anexo 2, p<0.05).
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9. CONCLUSIONES.

1. En conclusion podemos decir que la frecuencia de Helicobacter pylori
en cavidad bucal (principalmente en saliva y placa dental) en nuestra
poblacion es alta sobre todo en aquellos individuos que presentan
alguna patologia gastrica.

2. Se evidencio la presencia de Helicobacter pylori en cavidad bucal,
principalmente en saliva y placa dental en ambos grupos de poblacién
por medio de la Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), lo que
podria ayudar a establecer el diagnostico y tratamiento oportuno.

3. Los resultados obtenidos mostraron la presencia de Helicobacter
pylori en saliva (15.38 %) y placa dental (20%) en pacientes
provenientes de la Facultad de Odontologia, presentandose la mayor
frecuencia en pacientes con patologias gastrointestinales, sin embargo
es importante conocer que existe una pequefia poblacion que no tienen
problemas relacionados con patologias gastricas en la cual se encontré
positividad de Helicobacter pylori en cavidad bucal lo que nos hace
creer que la bacteria puede estar presente en muy bajo porcentaje de la
poblacioén.

4. Los resultados obtenidos mostraron la presencia de Helicobacter
pylori en saliva (24.24%) y placa dental (51.51%) en pacientes
provenientes del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias,
presentandose |a mayor frecuencia en pacientes con patologias
gastrointestinal es.

5. La presencia de Helicobacter pylori en cavidad bucal se presento con
mayor frecuencia en pacientes con patologias gastrointestinales
principalmente provenientes del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias.
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6.

7.

Helicobacter pylori por lo general se encuentra en cavidad oral de
individuos infectados a nivel gastrointestinal o0 como consecuencia del
reflujo esofagastrico, por lo que es posible que la cavidad bucal pueda
ser el sitio inicial de la infeccion, y asi mismo ser un factor de riesgo

para la re-infeccidn gastrointestinal después de |la terapia antibiotica.

Helicobacter pylori esta presente en cavidad bucal desde la infancia,
pero la frecuencia es mayor en individuos de edad adulta.

No se mostraron diferencias estadisticamente significativas que
relacionaran la presencia de Helicobacter pylori en cavidad oral con el

sexo femenino o masculino.

La técnica de Reaccion en Cadena de la polimerasa (PCR) es una
herramienta valiosa para la deteccion de Helicobacter pylori en la
cavidad oral y puede ser utilizada para dilucidar el modo de

transmision de la infeccion.
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1. GLOSARIO.

Alelo: Una de dos o méas formas alternativas de un gen que ocupan los

lugares correspondientes en los cromosomas homélogos.

Catalasa: Es una enzima hemo-proteica, que se caracteriza por poseer una
estructura tetramérica, en la cual cada subunidad contiene un grupo
hem(Fe"3). Esta presente en la mayoria de las bacterias aerobias estrictas,
facultativas y anaerobias aerotolerantes. En la prueba de catalasa la reaccion
se efectla con dos moléculas de perdoxido de hidrogeno, una de las cuales
actla como sustrato reducido y la otra como donador de &omos de
hidrogeno; esto resulta en la formacion de agua (sustrato reducido) y
oxigeno (donador oxidado). El peréxido de hidrogeno es muy toxico para las
bacterias. Generalmente los microorganismos que carecen de citrocromos,
también carecen de catalasa, asi la mayoria de las bacterias anaerobias no la

poseen.

Citocinas: Son proteinas producidas por células que afectan al
comportamiento de otras células. Las citocinas producidas por linfocitos se
denominan comunmente interleucinas. Las citocinas actian sobre receptores
especificos en las células a las que afectan.

Citotoxina: Son proteinas producidas por células T citotoxicas que

participan en la destruccion de las células diana.

Dispepsia no ulcerosa o funcional: Se define como dolor o molestia
persistente o recurrente localizada en el abdomen superior sin evidencia de

enfermedad orgéanica que explique los sintomas.

dNTPs: Mezcla de los cuatro desoxirribunucleotidos trifosfato (dATP,
dTTP, dCTP, dGTP) necesarios para la sintesis de DNA.

Electroforesis: Método de separacion de moléculas a partir de una
disolucion en base a su diferente capacidad de desplazarse en el seno de un

campo el éctrico.
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ELISA (Enzime Linked Immunoassay). se basa e el uso de antigenos o
anticuerpos marcados con una enzima, de forma que los conjugados
resultantes tengan actividad tanto inmunolégica como enzimatica. Al estar
uno de los componentes (antigeno o anticuerpo) marcado con una enzima e
insolubilizado sobre un soporte (inmunoadsorbente) la reaccion antigeno-
anticuerpo quedara inmovilizada y, por tanto, serd facilmente revelada
mediante la adicion de un substrato especifico que al actuar la enzima
producira un color observable a simple vista o cuantificable mediante el uso
de un espectrofotémetro o un colorimetro.

Endoscopia: Es la observacién directa del tubo digestivo superior: eséfago,
estOmago, y parte del duodeno. Es un método de exploraciéon que se realiza
con un endoscopio con con luz fria para ver la mucosa del tracto digestivo
superior, en busca de posibles alteraciones. EIl video endoscopio que se
introduce es delgado, flexible. y equipado con sistema fotografico y de
video. El pan-endoscopio tiene un canal de trabajo para introducir un
pinzas para tomar biopsias para su andlisis y prueba para Helicobacter
pylori, sondas con globo para dilatar, ultrasonido, equipo de electrocirugiay
esclerosis.

Enfermedad por reflujo gastroesofagico (ERGE): La enfermedad por
reflujo gastroesofagico, podria definirse como el movimiento retréogrado a
través del esfinter esofagico inferior del contenido géastrico y/o duodenal
hacia el es6fago.

El reflujo, es un evento fisiolégico que ocurre en el postprandio,
generalmente asintomatico y de corta duracién, que caracteristicamente
nunca se presenta durante la noche. Cuando estos eventos, se hacen més
frecuentes y prolongados, o se presentan durante la noche o en los periodos
interdigestivos y causando sintomas, se habla de reflujo patoldgico

Factor XII: Factor de Hageman, factor estable activado por el contacto con
vidrio u otras superficies extrafias , que inicia el proceso intrinseco de
coagulacion de la sangre al activar al factor XI y que participa en la
activacion de la via fibrinolitica.
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Fagocitosis: Proceso por el cual células especializadas buscan, localizan,
identifican e introducen a su citoplasma particulas o gérmenes extrafios para
matarlos y digerirlos.

Gastritis antral difusa: Es producida por la infeccion de Helicobacter
pylori, se caracteriza por un intenso infiltrado inflamatorio de tipo crénico,
con predominio de linfocitos e incluso con formacién de foliculos linfoides,
de localizacion antral. Generalmente cursa con secrecion elevada de acido
clorhidrico y es la gastritis que acompafa casi exclusivamente a la ulcera
duodenal; se cree que con el correr de los afios el proceso inflamatorio va
ascendiendo para comprometer el cuerpo y finalmente el fondo gastrico,
estableciéndose la gastritis multifocal. No se aprecia verdadera atrofia de
mucosa y pueden existir escasos focos de metaplasia intestinal.

Gastritis créonica multifocal: Es el tipo de gastritis crénica inespecifica mas
frecuente. El estudio histoldgico pone de manifiesto inflamacién crénica con
grados variables de atrofia glandular y metaplasia intestinal, distribuidos por
todo el estomago. El agente causal mas importante es el Helicobacter pylori.

Esta gastritis se correlaciona epidemiol 6gicamente con la Ulcera gastrica.

Glicoproteinas: son moléculas compuestas por una proteina unida a uno o
varios hidratos de carbono, simples o compuestos. Tienen entre otras
funciones el reconocimiento celular cuando estan presentes en la superficie
de las membranas plasmaticas.

Halitosis: La halitosis es un sintoma o un signo caracterizado por mal

aliento u olor desagradable de |a cavidad oral.

Hidrolisis: Descomposicion de sustancias organicas e inorganicas complejas
en otras mas sencillas por accién de agua.

IgA: Es la principal inmunoglobulina protectora de las secreciones externas
(es decir, de los aparatos gastrointestinal, respiratorio y urogenital), pero
también esté presente en el torrente sanguineo.
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IgG: Es una clase de inmunoglobulina caracterizada por cadenas pesadas v.

Es la que se encuentra en el plasma con mayor abundancia.

IL-1: es un potente estimulador de la respuesta inmunitaria y de las
reacciones inflamatorias. Su activad més importante es la estimulacion de la
proliferacion de los linfocitos T. La IL-1 también es activa como estimulante
de los linfocitos Th2 y, ademéas. Resulta un cofactor para estimular la
proliferacion de los linfocitos B, de los cuales depende la produccion de
anticuerpos. Al aumentar la expresion de |los receptores (TCR) que tienen los
linfocitos T para reconocer antigenos, la IL-1 expande la respuesta celular y
humoral del sistema inmunitario.

interleucina: Son proteinas solubles de bajo peso molecular mediadoras de
crecimiento celular, inflamacion, inmunidad, diferenciacion y reparacion,
entre otras actividades. Ademéas de las células del sistema inmune, las
citocinas son producidas por diferentes tipos celulares durante la activacion
de la inmunidad innata y adquirida. Son el principal medio de comunicacion
intracelular ante una invasion microbiana. Las citocinas sirven para iniciar
la respuesta infamatoria, y para definir la magnitud y naturaleza de la
respuesta inmune especifica

Linfoma del tejido linfoide asociado a la mucosa gastrica (MALT): Este
tipo de linfoma se desarrolla a partir de la transformacion maligna de células
B presentes en condiciones normales en el intestino, pero que proliferan en
los procesos inflamatorios. El tejido gastrico presenta MALT en respuesta

patologica a lainfeccion por H. pylori.

Lipopolisacarido: Es el componente de la pared de las bacterias Gram
negativas, es el principal agente causante del shock séptico. Una vez en el
torrente sanguineo, el lipopolisacarido activa los sistemas de contacto y
estimula diferentes tipos celulares mediante moléculas de reconocimiento
como el CD14 y los recientemente conocidos receptores TLR, disparando

diversas vias de transduccion que interaccionan entre si.
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Loading buffer: Solucion tampédn de carga utilizada como tincién para la
carga de marcadores de ADN y las muestras en gel de agarosa.

Metaplasia: Transformacion de las células de tejidos normales en otras
anormales menos diferenciadas, como respuesta a una tensién o lesion

cronica.

Microbiota transitoria: Es aquella que Ilega a nuestra piel por el contacto
directo con superficies contaminadas o por aerosol. Esta microbiota puede
estar constituida por bacterias, virus, parasitos u hongos, causantes en
muchos casos de toxiinfecciones.

Morbilidad: NUmero proporcional de personas qué enferman en una

poblacion y tiempo determinado, se reporta en %.

Mortalidad: NUumero proporcional de muertes en una poblacion y tiempo
determinado.

Opsonizacion: Consiste en la alteracion de la superficie de un patégeno u
otra particula para que pueda ser ingerida por los fagocitos. Los anticuerpos
y el complemento opsonizan bacterias extracelulares para que sean

destruidas por neutrofilos y macrofagos.

Par de bases (Pb): Dos nucledtidos complementarios en una molécula de

DNA bicatenario.

PCR: La reaccion en cadena de la polimerasa, conocida como PCR por sus
siglas en inglés (Polymerase Chain Reaction), €S una técnica de biologia
molecular descrita en 1986 por Kary Mullis, cuyo objetivo es obtener un
gran numero de copias de un fragmento de DNA especifico, partiendo de un
minimo del fragmento original o molde.

Esta técnica sirve para amplificar un fragmento de DNA; su utilidad es que,
tras la amplificacion, resulta mucho mas facil identificar con una muy alta
probabilidad virus o bacterias causantes de una enfermedad, identificar
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personas (cadaveres) o hacer investigacion cientifica sobre el DNA
amplificado.

Pepsina: es una proteasa, una enzima digestiva que degrada las proteinas en
el estdbmago; las otras enzimas digestivas importantes son la tripsina y la
guimotripsina

Péptido liberador de gastrina (PLG): Se produce en las terminaciones del
nervio vago que inervan las células G. Es un neurotransmisor que incrementa
la secrecién de gastrina mediada por el nervio vago. Su estructura quimica es
similar a la bombesina de los anfibios.

Peristalsis: es una serie de contracciones musculares ritmicas y coordinadas
gue ocurren a todo lo largo del tracto gastrointestinal. La peristalsis también
se observa en los uréteres, que son los 6rganos tubulares que conectan los
rifiones a lavejiga

Radicales libres: es una molécula (organica o inorganica), en general
extremadamente inestable y, por tanto, con gran poder reactivo.

Reflujo gastroesofagico (ERGE): Es producido por reflujo del contenido
del estomago y del duodeno al esofago. Esto puede producir una inflamacion
en la mucosa gastrica. EI ERGE suele producirse cuando hay una distension
gastrica, una disminucién transitoria de la presion del esfinter esofagico
inferior y una disminucion de la presion del esfinter esofagico inferior,
cuando existe una esofagitis erosiva grave. A causa de estos mecanismos, el
contenido gastroduodenal, que resulta corrosivo por su bajo pH, permanece
en el esofago durante periodos de tiempo que resultan perjudiciales debido a
la tendencia del reflujo a desplazarse en sentido craneal. Este movimiento
ascendente que existe en el ERGE contrasta con |lo que sucede en las
personas que no sufren esta enfermedad, en las cuales, cuando se produce
reflujo, se origina un aumento de la peristalsis y un vaciamiento réapido del
esofago.
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Reservorio: se designa a cualquier animal vivo que proporcione subsistencia
y alojamiento a cualquier agente infectivo para los seres humanos (virus,
bacterias, hongos, protozoos y helmintos) en condiciones naturales.

Termociclador: Instrumento que permite realizar copias de los lugares (loci)
en el DNA que son de interés. En este instrumento se lleva a cabo la Ilamada
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). EI termociclador realiza cambios
ciclicos de temperatura que obligan a que la cadena de ADN se separe para
gue una enzima agregada a la reaccion, junto con otros elementos quimicos,
permitan realizar copias consecutivas de una muestra de interés. Después de
un numero de 30 o 40 ciclos se obtienen millones de copias a partir de la

muestra original.

Tincion de Gram: es un tipo de tincion diferencial empleado en
microbiologia para la visualizaciéon de bacterias, sobre todo en muestras
clinicas. Se utiliza tanto para poder referirse a la morfologia celular
bacteriana como para poder realizar una primera aproximacion a la
diferenciacion bacteriana, considerdndose Bacteria Gram positiva a las
bacterias que se visualizan de color violeta y Bacteria Gram negativa a las
que se visualizan de color rosa.

Tincion de Wright — Giemsa: Tincion que se utiliza para identificar

parasitos sanguineos y otros microorganismos sel eccionados.

Vector: Se |lama vector a un mecanismo, generalmente un organismo, que
transmite un agente infeccioso desde los individuos afectados a otros que

aln no portan ese agente.
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ANEXO 1 “MATERIALES, REACTIVOS Y MEDIOS”

> Materiales

a.

Sae -0 a0 o

[S—

2 T o 5 3

Guantes de latex estériles.

Jeringas de 10 ml.

Hisopos estériles.

Tubos eppendorf 2.0 ml.

Parafina.

Micropipetas 2, 10, 20, 100, 200, 100 pl.
Tubos para PCR 0.2 ml.

. Termdmetro.

Puntas para micropipeta de diferentes volimenes.

Espatula.

. Matraz erlenmeyer 100, 1000 ml.

Gradilla para tubos eppendorf.

. Probeta de 100 ml.

Curetas Gracey.
Etiquetas.

Espatula.

Pipeta graduada de 10 ml.

» Medios y reactivos

a.

b
C.
d

Sol. Salina fisiolégica al 10%

. Caldo Brucella + 10% SFB

Agua para PCR

. Kit para PCR: (INVITROGEN)

> Buffer 10 X

> MgCl,

> DNTP's (12.5mM)

» Tag polimerasa
Primer 1 (VAI-F)
Primer 2 (VAI-R)
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Secuencia Tamaifio y | Secuencia del oligonucledtido sintético
amplificada ubicacion del | 57-3"
localizada en el gen producto de
PCR
VAl -F 259 pb ATGGAAATACAACAAACACACC
VAI -R 286 pb CTGCTTGAATGCGCCAAACTTTA

g. Agua destilada

h. Agarosa

i. Bromuro de etidio

Control (+) : S2 = 286 pb (cepa 8822)
k. Marcador de peso molecular de 100 pb
. TBE 0.5 x

. Acetato de amonio7.5 M

[S—

Acido acético

Cloroformo/ alcohol isoamilico 24:1 v/v
buffer TE (Buffer tris-EDTA pH=8)
Reactivo de GES

| sopropanol

s. Etanol al 70%

- 8 T o 5 3

Equipo

a. Balanza analitica digital

b. Bafio Maria

c. Fuente de poder: BRL Bethesda Research Laboratoris. Life
Tecnologies, Inc. Model 4000 Power Supply

d. Camara de electroforesis

e. Equipo de Fotos: FOTODYNE Model 3-1000 POLAROID* MP4
LAND CAMERA 44-01

f. Transiluminador: Hoefer Scientific instruments. Model UVVIS-20

g. Multiblock Heater

h. Centrifuga

i. Microcentrifuga

j. Termociclador MJ RESEARCH

k. Congelador -20°C
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ANEXO 2. TABLAS ESTADISTICAS

a) Total de casos positivos y negativos para Helicobacter pylori en Saliva asociados
con el sexo, procedentes del INER.

» Prueba estadistica: Chi cuadrada.

Sexo PCR + Frecuencia PCR- Frecuencia Total
esperada esperada
Femenino 12 10.18 30 31.82 42
Masculino 14 5.82 20 18.18 24
Total 16 16 50 50 66

» Regladedecision.
Hipdtesis de trabgjo:

A Ho= Lapresenciao ausenciade Helicobacter pylori en saliva no tiene relacién con
el sexo.

Ho= La presencia o ausenciade Helicobacter pylori en saliva tiene relacion con €
Sexo.

Rechazar Ho siy = XZTabI as

No rechazar Ho si ch < szabIas

a =0.05Gl=1

X2 aias = 3.841

>

> BB B

2 (12-10.18)%  (4-5.82)% (30-31.82)%® (20-18.18)°
X = +— + + =1.0984
10.18 5.82 31.82 18.18

b) Total de casos positivos y negativos para Helicobacter pylori en Placa dental
asociados con el sexo, procedentes del INER.

> Pruebaestadistica: Chi cuadrada

Sexo PCR + Frecuencia PCR - Frecuencia Total
esperada esperada
Femenino 19 21.64 23 20.36 42
Masculino 15 12.36 9 11.64 24
Total 34 34 32 32 66

» Regladedecision.
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Hipdtesis de trabgjo:

A

>

Ho= Lapresencia o ausenciade Helicobacter pylori en Placa dental no tiene relacion
con €l sexo.

Ho= La presencia o ausenciade Helicobacter pylori en Placadenta tiene relacion
con €l sexo.

Rechazar Ho si y 2> y?Tablas

No rechazar Ho si y°c <y*Tablas

a =0.05 Gl=1
X2 aias = 3.841
5 (1%—21.64)F  (15-12.36)F  (22-20.36)° | (9—11.64)7

X = + + + = 1.8268
21.64 12.36 20.36 11.64

¢) Total de casos positivos y negativos para Helicobacter pylori en Saliva asociados

con el diagnostico clinico, procedentes del INER.

>

>

Prueba estadistica: Chi cuadrada

Diagnostico PCR + Frecuencia PCR -  Frecuencia  Total

clinico esperada esperada
DNU 8 3.88 8 12.12 16
ERGE 5 1.27 25 22.72 30
CA 3 242 7 7.58 10
Otros 0 242 10 7.58 10
Total 16 16 50 50 66

Regla de decision.

Hipdtesis de trabgjo:

A

>

Ho= Lapresencia o ausencia de Helicobacter pylori en salivano tiene relacion con
el Diagnostico clinico.

Ho= La presencia o ausencia de Helicobacter pylori en salivatiene relacion con e
Diagnostico clinico.

Rechazar Ho si y > y?Tablas

No rechazar Ho si y’c <y?Tablas

a =005 G.I=3

X1 pias= 7-815
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_(8-388)% (5-727)F (3-242)7 (0-—242)" (8—1212)°

-

X&
3.88 7.27 242 242 12.12
(25— 2272) (7-7.58)° (10— 7.58)2
= 10.3556
22.72 7.58 7.58

d) Total de casos positivos y negativos para Helicobacter pylori en Placa dental

asociados con el diagnostico clinico, procedentes del INER.

» Prueba estadistica: Chi cuadrada

Diagnostico PCR Frecuencia PCR -  Frecuencia Total
clinico + esperada esperada
DNU 8 3.88 8 12.12 16
ERGE 5 1.27 25 22.72 30
CA &) 242 7 7.58 10
Otros 0 242 10 7.58 10
Total 16 16 50 50 66

> Reglade decision.

Hipotesis de trabgjo:

A Ho= Lapresenciao ausencia de Helicobacter pylori en salivano tiene relacion con
el Diagnostico clinico.

A Ho= Lapresencia o ausencia de Helicobacter pylori en salivatiene relacion con €
Diagnostico clinico.

A Rechazar Ho siy = XZTabI as

A No rechazar Ho si y°c <x°Tablas

A o =0.05GI=3

A X*raies= 7.815

., (11-824)° (18—1545)* (5-515)* (0-5.15)* (5-—7.75)

KA
8.24 15.45 5.15 5.15 7.75
(12— 1455)?  (5—4.85)7 (10 —4.85)’
=13.3950
14.55 4.85 4.85

119



e) Total de casos positivos y negativos para Helicobacter pylori en saliva asociados al

sexo, procedentes de la UNAM (Fac. Odontologia).

> Prueba estadistica: Chi cuadrada.

Sexo PCR + Frecuencia PCR- Frecuencia Total
esperada esperada
Femenino 8 7.2 28 28.8 36
Masculino 5 5.8 24 23.2 29
Total 13 13 52 52 65

» Regladedecision.

Hipotesis de trabgjo:
A Ho= Lapresenciao ausenciade Helicobacter pylori en saliva no tiene relaciéon con
el sexo.
A Ho= Lapresenciao ausenciade Helicobacter pylori en saliva tiene relacion con el
Sexo.
Rechazar Ho si y %> y?Tablas
No rechazar Ho si y%c <y?Tablas
a =005 Gl=1
X2rapias = 3.841

> > B> D

, (8—7.2)" (5-58)" (28-—128.8)" (24-—23.2)°
7.2 5.8 28.8 23.2

= 0.2559

f) Total de casos positivos y negativos para Helicobacter pylori en Placa dental

asociados al sexo, procedentes de la UNAM (Fac. Odontologia).

> Pruebaestadistica: Chi cuadrada.

Sexo PCR + Frecuencia PCR- Frecuencia Total
esperada esperada
Femenino 6 5.53 30 30.47 36
Masculino 4 4.47 25 24.53 29
Total 10 10 55 55 65

» Regladedecision.
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Hipdtesis de trabgjo:
A Ho= Lapresencia o ausenciade Helicobacter pylori en Placadental no tiene relacion
con €l sexo.
A Ho= Lapresenciao ausencia de Helicobacter pylori en Placadental tiene relacion
con €l sexo.
Rechazar Ho si y 2> y?Tablas
No rechazar Ho si y°c <y*Tablas
a =0.05GI=1
X2 aias = 3.841

> B> B> b

< (6—553)" (4—447)° (30—-3047)° (25—24.53)°
B 5.53 4.47 30.47 24.53

= 0.1055

g) Total de casos positivos y negativos para Helicobacter pylori en Saliva asociados al

Diagnostico clinico, procedentes de la UNAM (Fac. Odontologia).

> Pruebaestadistica: Chi cuadrada.

Diagnostico PCR + Frecuencia PCR - Frecuencia  Total

Clinico esperada esperada
DNU 10 3.07 10 16.93 20
PAS 0 6.93 45 38.07 45
Total 10 10 55 55 65

> Reglade decision.

Hipotesis de trabgjo:
A Ho= Lapresenciao ausenciade Helicobacter pylori en Saliva no tiene relacion con
el sexo.
A Ho= Lapresenciao ausenciade Helicobacter pylori en Saliva tiene relacion con el
Sexo.
Rechazar Ho si y 2> y*Tablas
No rechazar Ho si y’c <y?Tablas
a =005 Gl=1
X2 raias = 3.841

> B> B> b
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= 26.66

< (10 —3.07)* (0-693)* (10— 16.93)% (45— 38.07)°
307 6.93 16.93 38.07

h) Total de casos positivos y negativos para Helicobacter pylori en Saliva asociados al

Diagnostico clinico, procedentes de la UNAM (Fac. Odontologia).

> Prueba estadistica: Chi cuadrada.

Diagnostico PCR + Frecuencia PCR - Frecuencia  Total

Clinico esperada esperada
DNU 12 4 8 16 20
PAS 1 9 44 36 45
Total 10 13 52 52 65

> Regladedecision.

Hipotesis de trabgjo:
A Ho= Lapresenciao ausenciade Helicobacter pylori en Placa dental no tienerelacion
con €l sexo.
A Ho= Lapresenciao ausenciade Helicobacter pylori en Placadental tiene relacion
con €l sexo.
Rechazar Ho siy = XZTabI as
No rechazar Ho si ch < XZTabIas
a =0.05Gl=1
XTaplas = 3.841

> > B> b

K:_(lz—dlj: (1—9)* (8—16)* (44—36)°
4 9 16 36

= 28.81
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