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INTRODUCCION.

La infeccion por Helicobacter pylori en una de las infecciones mas comunes
en el hombre, y una de las enfermedades de mayor prevalencia en el mundo.
Afecta a la mayor parte de la poblacién mundial independientemente del nivel
socioeconémico, sin embargo, se asocia principalmente a paises en vias de
desarrollo donde el hacinamiento y las condiciones deficientes de
saneamiento ambiental, favorecen su aparicion.

La importancia del estudio de Helicobacter pylori radica en la fuerte
asociacion que se ha establecido entre su presencia y la aparicion de
enfermedades gastricas como gastritis crénica, Ulcera péptica, cancer
gastrico y linfoma . A pesar de que se ha estudiado ampliamente, la forma
en la que se adquiere la bacteria aun sigue siendo muy discutida; siendo las
vias de transmisién mas aceptadas la via fecal-oral, oral-oral e iatrogénica.
Existen diversos estudios en los cuales se establece una importante relacion
entre enfermedades orales y enfermedades sistémicas. Dentro de este
contexto, la finalidad de este trabajo es destacar la importancia de la placa
dentobacteriana de la cavidad oral en el diagnéstico de Helicobacter pylori,
haciendo énfasis en el papel que puede jugar como reservorio permanente o
transitorio de este microorganismo; asi como su posible relacién con la
infeccién, evolucién de la enfermedad y la posible reinfeccién. Asi mismo
este trabajo se enfoca en conocer las técnicas y los medios de diagnéstico
para la deteccién de Helicobacter pylori en la cavidad oral.

Desde el punto de vista odontolégico es de particular interés el estudio de la
transmision de esta bacteria, pues su reservorio no solo se encuentra en la
mucosa gastrica sino también en la placa dental; asi, la terapia de
erradicacion de Helicobacter pylori debe acompafarse con medidas
preventivas a nivel bucal como coadyuvante para la disminucion de las

patologias gastricas asociadas a eventos de reinfeccién.



1. ANTECEDENTES HISTORICOS.

La presencia de bacterias espirales en el estbmago humano fue descrita por
primera vez por Kreintz en 1906. A principios de los afos 80s, en Australia, el
patdlogo Robin Warren (fig2) redescubrid la bacteria y establecid por primera
vez su relacion con la inflamacién y ulcera gastrica.

Robin Warren animé al médico gastroenterélogo Barry Marshall (fig1) a
intentar aislar la bacteria; los intentos de cultivar la bacteria resultaron
infructuosos hasta que, casualmente, muestras de biopsias quedaron
olvidadas durante las vacaciones de Semana Santa de 1982. A la vuelta de
las vacaciones, Marsahll observdé la presencia de bacterias que no
correspondian a ninguna especie conocida y que llam6é Campylobacter
Pyloridis por su parecido morfolégico con un Campylobacter spp. *'® En
1984 se publica en la revista Lancet la asociacién de esta bacteria con la
gastritis crénica y por primera vez se sugiere que la Ulcera péptica pudiera
ser de etiologia infecciosa.®®

Fig.1.Barry Marshall y Robin Warren.*’



Es hasta 1989 que se publica el nuevo nombre de Helicobacter, gracias a
que el analisis de secuencias del acido ribonucléico ribosomal 16s demostrd

que Campylobacter y Helicobacter son dos géneros diferentes.

Finalmente en 1994 Helicobacter pylori es declarado la principal causa de
ulcera péptica y en ese mismo afno la Agencia Internacional para la
Investigacion de Cancer de la Organizacién Mundial de la Salud, lo refiere
como un agente cancerigeno en humanos. %

Paralelamente a estos estudios, se logré establecer la presencia de
Helicobacter pylori en la cavidad oral. En 1989 se reportd por primera vez el
aislamiento de la bacteria a partir de la placa dental de pacientes con
enfermedad géstrica asociada a la infeccion por Helicobacter pylori. °

Fig.2. J.Robin Warren imagen tomada en 1997.%°



2. HELICOBACTER PYLORI.

2.1 Caracteristicas generales.

Helicobacter pylori es un bacilo Gram negativo en forma de espiral “S” o de
“U” que mide aproximadamente 3.5 por 0.5 micrometros con muchas
caracteristicas semejantes a otras especies de Campylobacter. Posee
multiples flagelos en uno se sus polos (de 5 a 6) lo que la hace altamente
movil lo que aumenta su patogenicidad (Fig 3). Posee un glucocalix de 40nm
de grosor que le permite unirse a las microvellosidades de las células
epiteliales, dando un aspecto de estar unidas por hilos. 2238394041

Es un microorganismo microaerofilico, oxidasa y catalasa positivo. Una de
las caracteristicas de esta bacteria es ser gran productor de ureasa que le
permite catalizar la reaccion de la hidrolisis de urea hacia bicarbonato y
amoniaco creando un microambiente alcalino que lo protege de la accién del
jugo géstrico. En cultivo duradero o con exposicién a oxigeno las bacterias

asumen forma de cocos.

Fig. 3. Microfotografia electrénica de Helicobacter pylori. '°



2.2 Fisiopatologia.

Helicobacter pylori habita exclusivamente en la mucosa gastrica aunque
puede encontrarse en zonas muy alejadas donde existen células de epitelio
gastrico, como seria el es6fago, duodeno o en el diverticulo de Meckel . Se
considera como un microorganismo oportunista y que, de hecho, se
encuentra en diversos érganos como corazén, pulmén, encias y placa
dentobacteriana . Sin embargo, la mayor cantidad de bacterias se encuentra

en el estémago, principalmente en el area antral.3*4%*’

Para que Helicobacter pylori llegue a colonizar la superficie gastrica se vale
de su movilidad, su forma espiral y la actividad de ureasa. Este
microorganismo coloniza la superficie gastrica en una capa semipermeable
del moco que tapiza el lumen del estbmago; para ello requiere rodearse de
un espacio periplasmico que le ayude a mantener un pH relativamente
alcalino en un ambiente microaerofilico.

En condiciones normales el pH gastrico en humanos es muy variable. Se
considera que el lumen tiene un pH promedio de 1.4, que baja durante la
noche al no existir alimento que actie como amortiguador. El pH de la
superficie gastrica es significativamente mas alto, y es posible que alcance la
neutralidad gracias a la presencia de una barrera mucosa y la secrecion de
bicarbonato; mientras que el pH de la luz de las glandulas del fundus es
mucho mas bajo pues es ahi donde se produce acido clorhidrico. 3404
Helicobacter pylori es un microorganismo muy sensible a cambios de pH;
cambios de un orden de magnitud son suficientes para que se detenga su
reproducciéon o muera. Solo puede vivir en un pH periplasmico de 4.0 a8.0 y
su crecimiento y reproduccion se favorecen en un pH de 6.0 a 8.0; de aqui la
importancia de la actividad de la ureasa para producir un entorno mas

alcalino superior a 6.0. 3404
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2.3 Caracteristicas de adaptacion.

Helicobacter pylori es capaz de adaptarse a las condiciones de su

microambiente gracias a diferentes mecanismos:

Membrana

Al ser un microorganismo Gram negativo Helicobacter pylori posee dos
membranas que propician un espacio periplasmico. El pH de este espacio es
importante para su sobrevivencia, desarrollo y reproduccion. (fig4)

Las caracteristicas quimicas de ambas membranas le permiten desarrollar
diferentes mecanismos de respuesta ante una acidificacién aguda o croénica
del medio. La composicion lipoprotéica de ambas membranas proporciona
un grado de resistencia adaptativa a la accion del acido cuando el
microorganismo se expone directamente a la acidez del lumen durante el
transito.®*%*" Esta proteccion transitoria le permite llegar a su blanco para
poder establecerse y desarrollarse en el medio ambiente gastrico.

3%
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Fig.4. Comparacion de las envolturas celulares. Arriba Bacteria Gram positiva. Abajo
bacteria Gram negativa. '
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Ureasa

La ureasa que produce Helicobacter pylori puede encontrarse en dos formas
diferentes: libre y unida a la superficie de la bacteria. Ambas catalizan en un
pH éptimo entre 7.5 y 8.0, de tal manera que al encontrarse en un pH muy

bajo su actividad disminuye, lo mismo que su capacidad protectora.>®4#!

Modificacion del moco gastrico

El moco que se produce en el estbmago se adhiere a la pared gastrica y
presenta diferentes valores de pH. En la superficie que mira hacia la luz
gastrica, el moco tiene un pH bajo (de 1.0 a 2.0) mientras que en el lado que
mira hacia el epitelio el pH es casi neutro [REF] y es ahi donde Helicobacter
pylori encuentra las condiciones éptimas para vivir. Una vez establecido,
Helicobacter pylori es capaz de producir enzimas proteoliticas que afectan la
capacidad del moco para regular el pH. La disminucién del moco en los

tejidos inflamados en caracteristica de la gastritis asociada a Helicobacter
+ 39,40,41

pylori.

2.4 Caracteristicas de virulencia.

La virulencia califica la patogenicidad a través de varios factores. Las
caracteristicas de virulencia que posee un microorganismo son utilizadas
para producir dafio en los tejidos y defenderse de las condiciones adversas
del ambiente; en el caso de Helicobacter pylori le permiten colonizar la
mucosa gastrica del estbmago, inducir dafo en los tejidos y liberarse de los
mecanismos de defensa del huésped. ***°*!(Fig 5)

12
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Fig. 5. Modo de infeccién de Helicobacter pylori.”

Entre las caracteristicas de virulencia de Helicobacter pylori podemos

destacar:

Estructura espiral: La estructura en espiral de la bacteria le permite
introducirse a través de la capa de moco gastrico actuando de forma similar
a un sacacorchos y favoreciendo el acercamiento a las células epiteliales

gastricas.

Movilidad: Helicobacter pylori posee de 4 a 6 flagelos polares que le
confieren una gran movilidad que le permiten llegar a la mucosa sin ser

eliminado por los mecanismos defensivos del huésped. (fig 6)

13



Fig.6. Microscopia electrénica deHelicobacter pylori.*

Adhesinas: Posee una gran variedad de adhesinas, proteinas que se unen a
lipidos asociados a membranas y a carbohidratos, que reconocen de forma
especifica a los receptores de la mucosa gastrica y se unen a ellos

comenzando la colonizacion bacteriana. 349’

Estas adhesinas, como BabA y SabA, ademds de ser necesarias para el
establecimiento de la bacteria, son importantes para producir la inflamacion y

promover el dafio en la mucosa gastrica.

Toxina vacuolizante: Se ha descrito la presencia de una toxina que produce

la formacion de grandes vacuolas en las células eucaridticas. Este efecto lo

14



producen mas de la mitad de los aislamientos clinicos de Helicobacter pylori
y aquellos que poseen la toxina se han asociado con cuadros mas graves de
enfermedad. 24294041

La toxina vaculozante esta codificada por un gen denominado vacA que esta

presente en todos los aislamientos.

Proteina CagA: Se ha descrito la presencia de una proteina codificada por el
gen cagA que podria estar implicada en el proceso de activacion de la toxina
vacuolizante (cagA= gen asociado a citotoxina). La presencia de esta
proteina podria influir en la respuesta inflamatoria y aumentar la secrecién de
interleucina. Algunos autores han observado una clara diferencia en cuanto
al proceso de enfermedad que se produce cuando se trata de una cepa
cagA+ o cagA-, sin embargo, para otros autores la diferencia no es tan

importante.

El gen cagA que codifica para esta proteina, se encuentra localizado en una
regién del cromosoma que se conoce como Isla de patogenicidad. El término
“Isla de patogenicidad” se refiere a una regién cromosdémica cuyos productos

son esenciales para la virulencia.

Ureasa: Helicobacter pylori tiene varios mecanismos de resistencia al acido;
uno de los mecanismos mas notables se da gracias a la expresion de la
enzima ureasa que cataliza la hidrélisis de urea para producir amoniaco que

amortigua la acidez gastrica.?*%%**!
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2.5 Caracteristicas de cultivo.

Helicobacter pylori es un microorganismo de crecimiento lento, tomade 5a 7
dias para poder apreciar las colonias en medios sélidos. Para su desarrollo
en cultivo se requieren condiciones particulares de microaerofilia (10% de
C02) y medios ricos en nutrimentos.>®

Crece en un pH neutro y su temperatura éptima es de 35 a 37°C.

2.6 Epidemiologia.

Estudios epidemiolégicos estiman que mas de la mitad de la poblacion
mundial esta afectada por Helicobacter pylori, pero solo un fragmento
desarrolla la enfermedad. 38394041

La prevalencia en adultos es cercana a 30% en Estados Unidos y en otros
paises desarrollados, mientras que en paises en vias de desarrollo la
prevalencia alcanza el 80% (Fig 7). Esta infeccién se adquiere desde la
infancia en una edad promedio de 10 afios y a pesar de que se observa en
todos los niveles socioecondmicos, esta estrechamente relacionada con una
baja calidad de vida asociada al hacinamiento y al deficiente saneamiento

ambiental.38’39’4°’41

Por otro lado, se ha observado que los casos aumentan con la edad.
Estudios reportan que la seroprevalencia en nifos preescolares (1-5 afnos)
es del 6% y en puberes (11-15 afos) alcanza el 12%. En edades mas
avanzadas el porcentaje aumenta de manera considerable, en edades de
entre 16-20 anos la prevalencia es del 16%, mientras que para edades de

entre 36 y 40 afios de 31% 34,37,38
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Fig. 7. Prevalencia de Helicobacter pylori en el mundo.®

2.6.1 Prevalencia de Helicobacter pylori en México.

En México se han observado regiones de mayor riesgo para la infeccién de
Helicobacter pylori, entre ellas, las zonas altas del estado de Chiapas donde
existen grupos indigenas que presentan una alta incidencia de cancer
gastrico asociado al organismo. (fig 8)

En un estudio seroepidemioldgico realizado en 1997, se trabajé con un
banco de sueros representativo de la poblacion de todos los estados de la
republica mexicana (11,605 individuos) procedentes de personas cuya edad
fluctud entre 1 a 90 anos. Los resultados mostraron que el 20 % de los nifios
de 1 afo de edad presentaron anticuerpos contra Helicobacter pyloriy que la
seropositividad aumento hasta un 50 % en los nifios de 10 afos de edad, lo
que indicaba que la infeccién por el microorganismo se adquirié en edades
tempranas y alcanzo un 80% en los adultos jovenes entre 18 y 20 afos de
edad. *®

17
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2.7 Transmision.

Se considera que, a pesar de que el Helicobacter pylori esta presente en el
estbmago de casi la mitad de la poblacion mundial, su mecanismo de
transmision todavia no es del todo claro. 3#%313741

Los reservorios principales de Helicobacter pylori en el hombre son la
mucosa gastrica, saliva y placa dental; y se propone que su transmision se
puede dar a través de tres diferentes vias: latrogénica, fecal-oral y oral-oral.?
(Fig 9)

Las principales vias reconocidas de transmision de Helicobacter pylori se

describen a continuacion:

a) Via iatrogénica: cuando endoscopios, tubos u otros objetos en contacto

con la mucosa gastrica de una persona infectada, son introducidos en otra.

18



b) Via fecal-oral: a través del agua y alimentos contaminados.
c) Via oral-oral: a través de la saliva, lo cual sugiere que la cavidad bucal es

un reservorio natural de la bacteria y/o transitorio

Estémapn f . Musca oomon
I 1
... ¥ L' I -.I ':_.h ) N : .-.

w .,.I"Il A o

Materia tesal - |

e LTy
cundaminadys

Fig. 9. Esquema de los mecanismos involucrados en la transmision de la infeccion por
Helicobacter pylori.'

2.8 Helicobacter pyloriy su asociacion con diversas
enfermedades.

Las principales enfermedades con las que se ha asociado Helicobacter

pylori son: Gastritis crénica, Ulcera péptica y linfomas 3313841

Gastritis y Helicobacter pylori

Se reconocen dos tipos de esta, Tipo Ay Tipo B; de estas, se presume que
la Tipo A tiene una etiologia autoinmune, mientras que la de Tipo B es
causada por la bacteria Helicobacter pylori.®*
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El Helicobacter pylori es la causa mas comun de gastritis cronica inespecifica
no erosiva. Puede afectar exclusivamente la regién antral, la regién glandular
del fondus, presentarse como pangastritis o como gastritis atréfica multifocal.
La afeccién antral es la mas comun, que se conoce también como gastritis

tipo B. Puede causar gastritis aguda ocasionalmente.?*30:31:38-41

La gastritis se cataloga histolégicamente como superficial cuando la
inflamacion no se profundiza mas alla de las criptas, es decir, cuando no hay
afectacion glandular. Generalmente, el infiltrado inflamatorio presenta tanto
como mononucleares como neutréfilos, y es en estos casos en que se
designa como crdnica activa; cuando el infitrado se conforma Unicamente
por mononucleares, se cataloga como cronica inactiva. La gastritis
provocada por Helicobacter pylori mejora al erradicar la bacteria y empeora
en caso de reinfeccion. El infiltrado inflamatorio agudo suele desaparecer al
cabo de seis semanas de tratamiento, no obstante, la desaparicion del
infiltrado monocuclear es mas gradual, pudiendo requerir hasta un afo para

su desaparicion.?*38*!

2.8.1 Ulcera gastrica y Helicobacter pylori.

El Helicobacter pylori ha demostrado ser el agente causal mas importante de
la gastritis crénica ademas a comprobado ser un factor importante en el
desarrollo de la Ulcera péptica, presentandose en el 90-100% de las ulceras
duodenales y en un 70-90% de las Ulceras gastricas, donde comparte un
papel muy importante en la patogénesis de las mismas, con el uso de
antiinflamatorios no esteroideos (AINES).La presencia de gastritis en
infeccién por Helicobacter pylori se encuentra en aproximadamente 70% de
los pacientes con Ulcera géstrica.?* La prevalencia de infeccién por
Helicobacter pylori en pacientes consumidores de AINES oscila entre 22 y

63%.Factores como la edad, grupo étnico y nivel socioeconédmico son de
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extrema importancia a este respecto. Las Ulceras ocasionadas por AINES se
forman por un mecanismo distinto al que provoca su formacién en pacientes

con Helicobacter pylori. 2*3¢*!(fig 10)

Fig.10.Ulcera crénica de la mucosa gastrica.”®
2.8.2 Helicobacter pylori y ulcera duodenal.

La prevalencia de infeccién por Helicobacter pylori en pacientes con Ulcera
duodenal oscila entre 95 y 100%.Por el contrario, solo un pequefio
porcentaje, alrededor del 10% del total de pacientes infectados desarrolla
tlcera duodenal. Se puede concluir entonces que el Helicobacter pylorifunge
Unicamente como un factor de riesgo asociado, aunque importante, ya que
su erradicacion practicamente cura la enfermedad.?*

La dlcera duodenal se acompafa frecuentemente de gastritis antral,
respetando en la mayoria de los casos la regién del cuerpo y el fondus, lo
cual explica por que suelen cursar con elevados niveles de gastrina
posprandial y acido gastrico. Como resultado de la inflamacién crénica y el
exceso de acido que llega al duodeno, se afectan los mecanismos de
defensa de la mucosa, que le permite la retodifusion del acido el las zonas
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danadas, provocando inicialmente erosiones y posteriormente la formacion
de ulceras.?*%*

El Helicobacter pylori alcaliniza el medio a su alrededor, produciendo amonio
apartir de urea; de esta manera interfiere con la retroalimentacion habitual de
acido hacia las células G del antro y se produce aumento en la produccion
de gastrina. La gastrina en exceso estimula mas intensamente a las
glandulas productoras de acido, aumenta la masa de células parietales y
desencadena hiperacidez secundaria.

El potencial ulcerogénico depende de la cepa de la bacteria asi como su

capacidad para sintetizar citotoxinas.?**%*’

2.8.3 Helicobacter pyloriy su relacién con el cancer gastrico.

Los alimentos ricos en sal, nitritos o nitratos se consideran portadores de un
alto potencial carcinogénico. En el proceso de carcinogénesis, la sal actua
como irritante géastrico y los nitritos y nitratos pueden convertirse en
carcinégenos activos (nitrosaminas).?*3%*’

El cancer gastrico puede dividirse histolégicamente en dos tipos, segun la
clasificacion de Lauren: insteinal y difuso.

El de tipo intestinal, el mas frecuente mundialmete, suele originarse en el
antro gastrico y es mas frecuente en hombre que en mujeres. El de tipo
difuso suele afectar el cardias y la region del fondus, es solo ligeramente
mas frecuente en hombres que en mujeres y suele afectar a personas mas
jovenes.?*

Correa y colaboradoes sostienen que la mucosa sufre algunos cambios
antes de la aparicion del carinoma de tipo intestinal. Inicialmente se
desarrolla gastritis superficial, luego gastritis crénica atréfica, posteriormente
ocurre la metaplasia intestinal y displasia, para finalmente aparecer a partir

de ellas el carcinoma géstrico de tipo intestinal.**
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Aquellos que sostienen que el Helicobacter pylori favorece la carcinogénesis
postulan los siguiente mecanismos posibles: 1) productos metabdlicos de la
bacteria transforman la mucosa gastrica,2) el DNA de la bacteria se
incorpora a las células del huésped, transformandolas, o 3) la respuesta
inflamatoria que induce la bacteria es genotdxica por si sola. Probablemente
este ultimo mecanismo sea el mas consistente, sabiendo que la inflamacién
cronica se ha vinculado causalmente con el desarrollo de otras neoplasias.
La proliferacion expone el DNA celular a errores espontdneos de replicacion.
A mayor tiempo de infeccion mayores probabilidades de una reparacion

inadecuada y por ende de transformacién maligna.?*

Existe ademas una asociacién firme entre Helicobacter pylori y otra
neoplasia gastrica. El tejido linfoide asociado a mucosa (MALT) puede sufrir
transformacion maligna y degenerar en linfoma gastrico, conocido también
como maltoma. Se ha demostrado que 90% de estos tumores se asocian a
infeccién por Helicobacter pylori. La gastritis asociada a la infeccion por esta
bacteria se caracteriza por presentar numerosos foliculos linfoides en la

mucosa gastrica.?*
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3. PERIODONTO.

Se llama periodonto al conjunto de estructuras vecinas que fijan la pieza al
alvéolo y pueda resistir cargas de masticacién y constituyen entorno vital
para la vida de la pieza dentaria (Fig 11).%
Desde la raiz del diente hacia afuera encontramos:

e Cemento: con sus fibras de sharpey.

e Ligamento periodontal: tejido conjuntivo muy fibroso.

e Pared alveolar

e Tunica propia gingival o de la encia: tejido blando muy fibroso.

— Esmalte

Corona— | | im0/ j—Dentina

Raiz—| i |
4] Ligamento
7#.] periodontal

Nervio y
suministro
sanguineo

FADAM.

Fig. 11. Estructuras del periodonto.

3.1 Ligamiento periodontal.

Es tejido conjuntivo fibroso, muy vascularizado y con inervacién, tanto
sensitiva como motora. (fig 13)

El espacio periodontal es la distancia entre el cemento y pared alveolar, alli
se ubica este ligamento (Fig 12). Si en una radiografia este espacio se ve

ensanchado, probablemente se trate de una periodontitis. %
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Con la edad este espacio se reduce y el diente se va anclando al alvéolo.
Mide entre 0,15 y 0,4 milimetros. El espacio periodontal es un poco menor en

la zona media de la raiz, porque esa zona tiene menos movimiento .%2

Fig. 12. Ligamento periodontal incluido en el espacio entre las raices (R) de los dientes y la
lamina dura o hueso alveolar propio (flechas).”

Fig. 13. Microscopia electronica de barrido, el ligamento periodontal (L) mas cercano a la
superficie del cemento (C), claramente demostrando grupos de fibrillas sueltas plexiformes,
dentro de fibras bien definidas de Sharpey (F), las cuales entran a la matriz del cemento

Como tejido conjuntivo, el ligamento tiene células y una sustancia

intercelular.

3.2 Células.
Células de sintesis: fibroblastos (para la zona que atraviesa el espacio),

osteoblastos y cementoblastos (Fig 14).
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Fig. 14. Fibroblasto bajo micoroscopia electrénica. El citoplasma contiene un reticulo
endoplasmatico granuloso bien desarrollado (E) con ribosomas. El aparato de Golgi (G) con
un tamarno considerable y las mitocondrias (M) que son grandes y numerosas. Adyacente a

la membrana celular, a lo largo de la periferia, se observan muchas vesiculas (V)."

Células de reabsorcion: cementoclastos, osteoclastos; también el fibroblasto
actua como fibroclasto, que por accién enzimatica hidroliza las microfibrillas,
este remodelado de colageno explica la erupcion pasiva del diente.

Células de defensa: linfocitos, macréfagos, células cebadas .2

Restos epiteliales de Malassez. estan ubicados en el tercio apical, encima

del cemento.?? (Fig 15)

Fig. 15. Tincion de hematoxicilia-eosina de restos epiteliales de Malassez .
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3.3 Sustancia intracelular.

e Fibras: la mayor parte son fibras colagenas (ondulantes); también hay
fibras de oxytalan, que no son fibras elasticas; en el ligamento no hay
fibras elésticas (salvo en las paredes de los vasos).??

e (olagenas: en mayor cantidad, la mayor parte son fibras de sharpey;
se les llama fibras principales (hay otras dispersas en el tejido
conjuntivo); tienen orientaciones muy definidas y en base a eso se
agrupan (Fig 16):

e  Fibras de la cresta alveolar: van desde la parte alta del reborde
alveolar hasta el cuello del diente.
e Fibras horizontales: trayectoria perpendicular a la superficie del
cemento
e Fibras oblicuas: son las mas numerosas
e Fibras del grupo apical
e Fibras interradicular, si tiene mas de una raiz en el septum o

tabique interalveolar. (Fig 17)

Fig. 16. Capa gruesa de fibrillas colagenas enredadas (Cf) adheridas insertadas a la matriz

de cemento (C)."
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Fig. 17. Fibras de la cresta alveolar (ACF), Fibras horizontales (HF), Fibras Oblicuas (OF),
Fibras apicales (APF), Hueso alveolar propio (APF), Fibras dentogingivales (DGF), Fibras
dentoperiodontales (DPF)."

OXYTALAN: compuesta por unidades pequenas filamentosas de proteinas.
Estan agrupados de una forma parecida a las proteinas elasticas (pero no hay
elastina). Son casi paralelas a la raiz dentaria; se insertan en el cemento y el
extremo queda libre en el ligamento, donde se asocian a las paredes de los
vasos sanguineos; otras (las menos) se insertan en el alvéolo y terminan en

vasos sanguineos. %
Se desconoce la funcién de estas fibras, pero se supone que sirven para
acomodar los vasos sanguineos y evitar que sean apretados por las cargas

fisicas y movimientos del diente.?

> Sustancia amorfa o fundamental: complejos de proteinas con hidratos de

carbono, glucoproteinas, mantienen hidratado el tejido.
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3.4 Irrigacion.

El ligamento esta muy irrigado, la que procede de 3 fuentes distintas:

* Aporte apical: vasos sanguineos que van a la pulpa, de cuyos troncos
salen ramas que irrigan el sector apical del ligamento.

* Desde la pared alveolar: son los mas numerosos (porque el espacio es
mayor); los vasos del tejido 6seo van dando ramas arteriolares al
ligamento.

* Aporte gingival: los vasos sanguineos del tejido conjuntivo de la encia

irrigan la parte mas alta del ligamento.(fig 18)%

Fig. 18. Irrigacion sanguinea de los tejidos dentarios y periodontales. Arteria dentaria (ad),
que es una rama de la arteria maxilar superior o inferior (a.a.i). la arteria intratabical (a.i) que
se ramifica a partir de la arteria dentaria, en antes de penetrar en alveolo dentario, ramas
terminales de la arteria intratabical (rami perforantes rr.p)*®

3.5 Inervacion.

A Motora: dada por el sistema nervioso vegetativo para los vasos
sanguineos arteriolares (vasomotora).
A Sensitiva:

-Terminaciones nerviosas libres: receptores de dolor
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- Terminaciones nerviosas espiraladas: estan enrolladas alrededor de
fasciculos de fibras principales; son receptores de presion y tensién
(mecanorreceptores). No producen percepcién sensorial, sino que
regulan automaticamente el ciclo masticatorio.

Esta inervacion tiene un rol protector en la pieza dentaria, ya que

frente a un cuerpo extrafo o dolor hacen disminuir la fuerza de

masticacién.??
3.6 Histofisiologia.

La erupcion del diente se explica porque las microfibrillas estan siendo
remodeladas por los fibroblastos, que desunen este colageno y lo vuelven a
unir. Este remodelado del coldgeno se produce en una zona media; las
cadenas cortadas se unen con las de la fibra que estaba mas arriba. Romper
algunas cadenas de tropocolageno no afectan la resistencia de la fibra de
colageno. Esto es valido para el fendmeno de la erupcion dentaria y para la
erupcién pasiva. Antes de que se conociera la ultraestructura del ligamento
periodontal, a esto se le llamd plexo intermedio del ligamento periodontal.
Este plexo ha sido reemplazado por el dinamismo del colageno.?

Con el tiempo, el ligamento periodontal experimenta un fenémeno regresivo,
que se traduce en la disminucion del grosor del espacio para el ligamento
periodontal. Esto se debe a que aumenta la cantidad de cemento que se va
depositando en la raiz, con lo que va mineralizando mas la fibra de

sharpey.?

Ademas, la orientacion de las fibras no es tan ordenada, porque las piezas
se van desgastando y hay menor actividad del ligamento (por menores
cargas mecanicas), lo que conduce a un cierto grado de atrofia del
ligamento. Cuando se pierde la pieza dentaria del arco opuesto, el ligamento

entra en una regresion definitiva; por erupcién pasiva y por disminucién de
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cargas, el ligamento se reduce al minimo, quedando el cemento muy cerca

de la pared alveolar (anquilosis).?

Frente a traumatismos o cargas pesadas que producen luxacién del
ligamento, este tejido tiene una buena recuperacion (no como la pulpa). El
remodelado puede llevar a una normalizacion del anclaje de la pieza
dentaria, incluso si el diente ha salido del alvéolo. En este caso no hay que
lavar el diente con agua, sino con suero fisiolégico, tampoco hay que
desinfectarlo con alcohol, ni rasparlo (porque se sacan las fibras de sharpey),
y el lugar mas indicado para llevar este diente es la boca, o leche. Otro
problema es que el trauma haya roto los vasos de irrigacién de la pulpa, lo

que lleva a necrosis.

Cuando el ligamento se afecta, hay 2 areas principales de compromiso:

Tercio apical: las defensas organicas van a focalizar la infeccién en la zona
apical, destruyendo parte del alvéolo; en este caso el tejido conjuntivo
produce una proliferacion del ligamento, lo que constituye un granuloma.
Donde hay restos epiteliales de malassez, estos pueden proliferar y generan
un quiste apical, en el que se necrosan las células del centro, que no
alcanzan a ser vascularizadas, formandose una cavidad llena de liquido

rodeada de un epitelio.*

Tercio cervical: las personas mayores disminuyen la frecuencia de caries,
pero aumentan las infecciones a la encia; en el surco gingival se acumulan
microorganismos Yy las sales de la saliva lo mineralizan, formando tartaro o
sarro; en una primera etapa solo formara gingivitis marginal, pero si se
prolonga en el tiempo, la encia se desprende de su insercién de origen,
avanzando la infeccion y destruyéndose el ligamento y la cresta alveolar

(esto no necesariamente da sintomas).*
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4. PLACA DENTOBACTERIANA.

4.1 Formacion de la pelicula adquirida sobre la superficie del
diente.

La formacion de la pelicula adquirida sobre la superficie del diente es la
etapa inicial en la formacion de la placa dental. Sobre la superficie del
esmalte comienza a depositarse una pelicula delgada amorfa que oscila
entre 0,1 y 1,0 micrémetros de espesor, llamada pelicula adquirida,
compuesta por proteinas y glucoproteinas aniénicas unidas a la
hidroxiapatita del esmalte. Estas proteinas y glucoproteinas provienen de
elementos salivales y del fluido crevicular, asi como de los desechos
bacterianos y de las células de los tejidos. Los mecanismos que intervienen
en la formacién de la pelicula sobre el esmalte incluyen fuerzas
electroestaticas, tipo Van der Walls e hidr6fobas. Es por ello que en la
superficie de la hidroxiapatita que posee grupos fosfatos con carga negativa,
interactla con proteinas y glucoproteinas salivales y del fluido crevicular con
carga positiva.'”'®

La pelicula formada opera como barrera de proteccidon proporcionando
lubricacion a las superficies e impidiendo la desecacion del tejido. Ademas,
posee moléculas que funcionan como sitios de unién para la adherencia de
microorganismos y enzimas de origen salival, como lizosimas, amilasas y
peroxidasas, que favorecen la colonizacion bacteriana sobre la superficie de

la pelicula.''®

4.2 Colonizacién por microorganismos especificos.

La colonizacion por microorganismos especificos comprende varias fases
que involucra la deposicién, adhesion, coagregacidén, crecimiento y

reproduccion de los microorganismos adheridos sobre la pelicula adquirida.
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Luego de formada la pelicula adquirida, ésta es colonizada por

microorganismos que residen en la cavidad bucal.

Las bacterias se adhieren a las glucoproteinas de la pelicula adquirida
depositada en la superficie del diente, de forma casi inmediata.’® Algunos
mecanismos por las cuales las bacterias se adhieren a la pelicula adquirida
son: mediante moléculas especificas, denominadas "adhesinas", presentes
en la superficie bacteriana que se unen con receptores especificos de la
pelicula; a través de estructuras proteinicas fibrosas, llamadas "fimbrias", que
se fijan a la pelicula; por la formacién de puentes de calcio (Ca++) y
magnesio (Mg++) con carga positiva que permiten la union de componentes
bacterianos cargados negativamente a la pelicula que también posee carga
negativa; y a traves de polisacaridos extracelulares sintetizados a partir de la
sacarosa, que permiten la union de polisacaridos bacterianos a la superficie
de la pelicula. Streptococcus sanguis, es el primer microorganismo que se
adhiere a la superficie de la pelicula adquirida y como tal, inicia la
colonizacién microbiana en la formacion de placa dental supragingival e

inmediatamente se adhiere a Actinomyces viscosus. (fig 19)

Fig.19 Actinomyces viscosus.?
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Algunos sefialan que S. sanguis y A. viscosus son los microorganismos
pioneros en la colonizacion de la placa dental, y que la asociacién de estas
bacterias con la superficie del diente es considerado como un prerequisito
para la colonizacién posterior de especies de Veillonella'y Fusobacterium.'®
Otras bacterias que inician el proceso de colonizacion son Streptococcus del
grupo oralis (S. oralis, S. mitis), Actinomyces sp., Neisserias sp., y
Haemophilus sp. '®

Después de siete dias de formada la placa dental, las especies de
Streptococcus contindan siendo el grupo predominante, pero a las dos
semanas comienzan a predominar los bacilos anaerobios y las formas

filamentosas.

Estos cambios microbianos que se van produciendo van ligados a diversas
causas, tales como: antagonismo por competencia de sustratos; produccion
de Hx0,; y especialmente por el consumo de oxigeno en el ambiente, por lo
que ocurre una sustitucion de especies bacterianas Gram positivas
facultativas por especies bacterianas anaerobias facultativos y estrictas

Gram negativas, proceso llamado Sucesién Autogénica.'’'®

Investigaciones realizadas refieren que los microorganismos secundarios
que se adhieren a las bacterias presentes en la masa de la placa son
Prevotella loescheii, P. intermedia, Capnocytophaga sp., F. nucleatumy P.
gingivalis; dichas bacterias se adhieren a otras bacterias ya presentes en la
masa de la placa dental.””Un aspecto que juega un papel preponderante en
el crecimiento y posterior maduracién de la placa dental, es el fenédmeno de
coagregacion entre células microbianas, en el cual la adherencia de nuevos
microorganismos se realiza sobre la primera capa de estos ya unidos a la
superficie del diente. Estas interacciones suceden especificamente a través
de proteinas de tipo lectinas y menos especificas resultantes de las fuerzas
hidréfobas, electrostaticas y de Van der Walls .
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Se han descrito coagregaciones entre S. sanguis con A. viscosus, A.
naeslundii, Corynebacterium matruchoti y F. nucleatum, entre P. loescheii

con A. viscosus y entre Capnocytophaga ochracea con A. viscosus. '

También entre especies Gram positivas como Streptococcus gordonii, S.
mitis, con C. matruchotii 0 con Propionibacterium acnes; entre especies
Gram positivas con Gram negativas como Streptococcus sp. o Actinomyces
sp. con Prevotella sp. y Porphyromonas sp., Capnocytophaga sp., F.
nucleatum, Eikeinella corrodens, Veillonella sp, y entre especies Gram

negativas como Prevotella melaninogenica con F. nucleatum . °

En las ultimas fases de la formacion de la placa, es probable que predomine
la coagregaciéon entre especies Gram negativas anaerobias, como F.
nucleatum con P. gingivalis . Este fendmeno provee las condiciones para la

interaccion patogénica caracteristica de las infecciones periodontales.'®
4.3 Formacion de la matriz de la placa.

El crecimiento y reproducciéon de los microorganismos adheridos sobre la
pelicula, pueden conducir a la formacién de la placa dental madura. Estos
microorganismos existen en una matriz intercelular, la cual esta constituida a
su vez por productos bacterianos, células (epiteliales, macréfagos vy
leucocitos), materiales organicos (polisacaridos, proteinas, y glucoproteinas)
e inorganicos (calcio y fésforo) derivados de la saliva o del liquido del surco
gingival. Esta matriz forma un gel hidratado donde proliferan las bacterias y
se producen las interacciones metabdlicas entre las diferentes
especies.'’Especies de Streptococcus y Actinomyces, microorganismos
pioneros en la colonizacion de la placa dental, utilizan el oxigeno lo que
favorece el desarrollo de especies anaerobias, a su vez estas bacterias
utilizan azucares como fuente de energia y saliva como fuente de carbono;
caso contrario ocurre con las bacterias anaerobias asacaroliticas en la placa

madura que usan amino&cidos y péptidos como fuentes de energia. '

35



Los productos generados del metabolismo bacteriano como protohemina y
hemina, derivado de la descomposicién de la hemoglobina del hospedero
favorecen el desarrollo de especies de anaerobios como P. gingivalis ."®

(Fig.20)

Fig.20. Porphyromonas gingivalis.?®

Como consecuencia de estos procesos e interacciones, se favorece el
crecimiento y la supervivencia de especies anaerobias en la placa dental, asi

como, condiciones apropiadas para el desarrollo de periodontitis.
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5. PLACA DENTOBACTERIANA COMO RESERVORIO DE

Helicobacter pylori.

No hay duda de la relacion existente entre enfermedades orales con otras
enfermedades sistémicas. En tal contexto, las bacterias de la flora bacteriana
oral, que alcanza alrededor de 350 especies, para la mayoria de tales
bacterias no se ha demostrado un rol especifico, conociéndose si una
relacién entre los Estreptococos orales (Streptococus sanguis; Streptococcus
mutans, Streptococcus sobrinus) y Actinobacillus actinomycetencomitans,
Entre otros con la endocarditis bacteriana; asi como infecciones digestivas
por Candida albicans.

La funcion de la microbiota oral es impedir implantacion de patégenos
oportunistas, colaborando con los mecanismos de defensa del hospedero
para controlar el crecimiento y reproduccién de estos microorganismos que
moran en la cavidad bucal. Cuidar la composicion de estos micro
ecosistemas bidticos permite prevenir enfermedades locales y disminuir las
consecuencias asociadas a problemas que tengan relacion con su

permanencia en boca.?

La comunidad bacteriana de la superficie dentaria forma parte de la
microflora, residente o transitoria, del cuerpo humano. Se organiza formando
un pelicula (boifilm) a la que se agregan especies bacterianas que
establecen relacién entre ellas mediante receptores, estructuras vy
compuestos adherentes, e interacciones idnicas, hasta formar una capa
densa que trasciende de la colonizacién primaria de bacterias que conforman

la placa dentobacteriana.?®
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Las bacterias Gram negativas pueden colonizar la placa bacteriana oral y
competir por los nutrientes necesarios para la microflora local; también
pueden aprovechar ciertas condiciones de menor tensiéon de O, en las zonas

dentales posteriores, y dar lugar, a un ecosistema dinamico.*®

El Helicobacter pylori tiene muy particulares caracteristicas de colonizacién,
Puede encontrarse en la boca en un pH, entre 6.8-7.2 donde se cree que es
atrapada por Porphyromonas gingivalis y Fusobacterium nucleatum .

La presencia de Helicobacter pylori en la placa dental y en la saliva plantea
que la infeccién oral-oral podria ser la ruta de infeccién mas significativa. Los
pacientes con infeccion de Helicobacter pylori en la boca alguna vez
manifestaron reflujos, sin embargo en pacientes sin reflujos, luego de
tratamientos antiacidos, no se hall6 Helicobacter pylori en la boca, no
obstante que el Helicobacter pylori en el estbmago fue constante en todos
los casos, aun luego del tratamiento. Esto podria probar que el Helicobacter
pylori es regurgitado desde el estémago. 3%

El ecosistema bucal es muy diferente al del estbmago, puede ser la primer
residencia de Helicobacter pylori. La presencia de Helicobacter pylori en la
cavidad oral esta influenciada por varios factores, como lo son la

temperatura, pH, potencial de oxido-reduccion, la viabilidad de nutrientes.

Algunos estudios han detectado Helicobacter pylori en la microbiota oral en
pacientes con enfermedad periodontal, lo que propone que las bolsas
periodontales y la inflamacion sugiere la mayor colonizacion de esta bacteria
por la baja concentracion de oxigeno en estos sitios que es el mejor
ambiente dado que la bacteria del Helicobacter pylori es

microaerofilico.'®12°
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Otros estudios reportan que otras bacterias inhiben el crecimiento de
Helicobacter pylori produciendo bacteriocina una proteina inhibitoria lo cual
afecte la viabilidad de la bacteria en la cavidad bucal, como lo es el
Lactobacillus salivarius (fig.21) que produce una gran cantidad de &cido
lactico lo cual inhibe el crecimiento en un cultivo de Helicobacter pylori.

Fig.21 Streptococcus salivarius *

Otros autores también han considerado a la cavidad oral como un segundo
reservorio natural para Helicobacter pyloriy tratan de explicar las recaidas de
la enfermedad ulcerosa-péptica, posteriores al tratamiento de erradicacion,

30373941 Adicionalmente se ha

mediante un mecanismo de reinfeccion.
propuesto, que la colonizacién en la placa dental no trasciende a enfermedad
local, sin embargo Umeda y cols. (2003) encontraron una alta prevalencia de
Helicobacter pylori en la placa dental de pacientes con periodontitis.? Sin
embargo otros estudios que se realizaron para la deteccién de Helicobacter
pylori en un grupo de pacientes de la clinica de odontologia Fes-Iztacala * los
resultados no fueron indicativos de la presencia de Helicobacter pylori en la
placa bacteriana oral.

Otro estudio realizado en Brasil concluyeron que la cavidad oral no es un

reservorio para Helicobacter pylori."
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6. METODOS DE DETECCION.

En la actualidad existen diversos métodos de diagnéstico para determinar la
presencia de Helicobacter pylori, 10s invasivos y no invasivos:

Los invasivos comprenden todas las técnicas de deteccion del
microorganismo en la mucosa gastrica e implican la realizacién de una
endoscopia para obtener muestras.

Los no invasivos se realizan con muestras obtenidas ya se por saliva, aliento
o placa bacteriana oral. La prueba seroldgica realizada en saliva no es tan
sensible ni tan especifica como las basadas en suero. La prueba de aliento
utiliza urea marcada con C-13 o C-14 y se basa en la capacidad que tiene el
Helicobacter pylori para hidrolizar la urea mediante su ureasa. Las pruebas
de placa bacteriana oral se han trabajado principalmente por técnicas

moleculares.3**

También existe otra clasificacion que es por métodos indirectos y directos:

Los métodos directos estudian alguna propiedad del Helicobacter pylori (urea
rapida, prueba de aliento). Los indirectos detectan la presencia del
microorganismo mediante cultivo, tinciones histolégicas o por técnicas

moleculares como la PCR. 3
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6.1 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

La Reaccidén en Cadena de la Polimerasa o PCR por sus siglas en inglés, es
la técnica mas sensible y la que se aplica con mayor éxito en microbiologia
clinica. En particular, en el caso de patégenos que son dificiles de crecer in
vitro o que presentan crecimiento lento, la PCR ha aportado un gran valor
diagnéstico. A partir de 1990 se han desarrollado multiples protocolos que
permiten identificar de forma especifica y rapida bacterias de diagnéstico
dificil, asi como detectar la presencia de genes de relevancia clinica como
los que codifican resistencia a antibidticos, o los que confieren mayor

virulencia a organismos que los portan. /26:27:37:38

Lo que consigue la PCR es fabricar multiples copias de una secuencia de
DNA mediante un proceso de amplificacion que llega a permitir la obtencién
de microorganismos de DNA a partir de cada molécula inicial: Cualquier
segmento de DNA o de RNA puede ser amplificado siempre que se
conozcan las secuencias flanqueantes de la region diana o, lo que es lo
mismo, podemos amplificar cualquier porcién de acido nucleico, conocido o
no, siempre que quede comprendido entre dos secuencias conocidas con las
que podran hibridar oligonucleotidos complementarios que actuan como
cebadores para que la polimerasa pueda copiar las hebras molde. *

Se han realizado diferentes estudios con el objetivo de mejorar las técnicas
para identificar diversos agentes patégenos. Entre los de uso mas reciente y
con mayor sensibilidad se encuentran los métodos moleculares.

Los métodos moleculares utilizan fragmentos de ADN para la deteccién de
periodontopatdégenos. Se trata de pruebas rapidas, sensibles y especificas,

en comparacion con los que métodos que utilizan medios de cultivo. 2%
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Las técnicas de biologia molecular aplican métodos de analisis genéticos
para la deteccion e identificacion de microorganismos. Por medio del andlisis
del material genético (ADN o ARN) especifico de cada microorganismo, es
posible distinguir e identificar cepas con base en las diferencias de sus
genotipos. El diagnostico molecular ha demostrado ser seguro, rapido,
reproducible y discriminatorio, con la gran ventaja de que estas pruebas es

que no requieren de microorganismos Vivos.

El primer paso para realizar un diagnéstico molecular es la obtencion vy
preparacibn de las muestras. La deteccion e identificacion de
microorganismos en cavidad oral se puede realizar en sangre, saliva, liquido
crevicular, placa dental y mucosa oral; pero es posible partir de cultivos puros
de microorganismos, si el objetivo es la identificacion o caracterizacién del

aislamiento, o su comparacién genética.

Esta técnica se basa en sintetizar grandes cantidades de ADN in vitro de
manera similar a como la célula lo realiza in vivo. Una reaccién tipica incluye
como reactivos: la molécula de ADN de doble cadena o templado
proveniente de la muestra; una enzima polimerasa termoestable (Taq); dos
oligonucleétidos iniciadores o primers;(fig 22) una mezcla de
desoxinucledtidos trifosfatos (ANTP); buffer de reaccién, y magnesio.**>® La
reaccién se efectia en un aparato llamado termociclador, el cual permite
cambios de temperatura en tiempos infimos.
Esta técnica consta de las siguientes etapas:
1. Desnaturalizacion o separacién de las cadenas de doble hélice, del
acido nucléico por calentamiento a 90-95°C.
2. Annealing o hibridacion. Se enfria la mezcla disminuyendo la
temperatura a 40-60°C, para propiciar que las cadenas sencillas se
hibriden con los iniciadores
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3. Extension. Se eleva de nuevo la temperatura a 70-75°C y la
polimerasa comienza a sintetizar las cadenas complementarias a partir
de los iniciadores, usando como molde la cadena sencilla de ADN

original, obteniéndose al final una cadena complementaria inicial.

Los productos de cada ciclo se utilizan como moldes para el siguiente, por lo
que el niumero de copias de ADN se duplica cada vez. Los fragmentos de
AND obtenidos al final de cada ciclo de esta reaccién exponencial, son
segmentos de doble cadena que pueden ser analizados en secuencia,
tamano y cantidad; y que pueden utilizarse para buscar material genético de

agentes infecciosos en una muestra clinica.

Esto lo hace uno de los métodos con mayor sensibilidad y de los mas
eficaces en cuanto a diagndstico periodontal se refiere, ya que es
relativamente simple, rdpido y permite identificar microorganismos vy

diferenciar entre cepas con una minima cantidad de muestra.

La técnica de PCR ha demostrado ser superior al cultivo en términos de
sensibilidad, especificidad y eficiencia, lo cual es de gran interés para la
deteccion de microorganismos especificos en estudios epidemiolégicos a
gran escala. No obstante, pueden producirse reacciones falsas positivas o
negativas, por lo cual resulta indispensable efectuar controles durante su
ejecucion. Los mayores inconvenientes de la PCR son su capacidad para
identificar serotipos y su susceptibilidad frente a antibi6ticos, por lo que
posiblemente no sea la técnica ideal para monitorizar clinicamente los
resultados de la terapia periodontal. Los factores que pueden alterar la
eficacia y especificidad de la PCR incluyen: concentracién de polimerasa y
magnesio; concentracién y pureza de ADN vy primer; temperaturas de
desnaturalizacién, annealing y extensién; asi como el numero de ciclos

empleados.
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En los dltimos afios, se han empleado métodos moleculares para la

deteccion de periodontopatégenos, a través de fragmentos especificos de

ADN de las bacterias, en numerosos estudios.

5,6,7,11,33

fable 1. Polymerase chain reaction primers used to amplify regions of Helicobacter pylori genes

Giene  MName Primer sequence Size Location/accession
Ag Pl STGGOGTGTCTATTIGACAGOGAGC-Y 298 bp
P2 SCCTGCTGHGCATACTTCACCATG-3 220-242/M 335507
Urease A FLAAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT-3" 295 bp  1201-1317/Me0303%
B FAAGCTTACTTICTAACACTAACGC-Y 1363-1580
ml WAS-F FGOTCAAAATGCGGTCAT GG 290 bp  2741-2759/U05676
VAR SCCATTGOTACCTGTAGAAACSS 30113030/ U5670
ml WViad-F F-GOAGCCCCAGGAAACATTG-Y 352 bp  YT6-UOLBSGTT
VAd-R S CATAACTAGCGUCTTGUACS 1306-1327/U05677
sla 551-F SGTCAGC ATCACACCGCAAC-Y 190 bp  Bo6-884/U036T6
VAL-R SCTGUTTGAATGUGUCAAAC-T 1037 1035/L0567 0
slb S553-F §AGCGUCATACCGCAAGAG-3 187 bp '
VAL-R SCTGCTTGAATGOGOCAAAC-S 16371055 /U0567 6
52 S52-F §F-GCTAACACGUCAAATGATCC-3 19% bp  433-452/12%9401
VAL-R SLCTGCTTGAATGOGOCAAACS 10371055 /L0567 6
cagd2  CAG-] SLAGACAACTTGAGCGAGAAAG-S 320 bp 17641783/ XT0030
Cal-2 S TATTGGGAT TCTTGGAGGCG-3 2064-2083
cagdl  CagA-F2  5-GATAACAGGCAAGCTTTTGA-S MU bp  137-176/AFO01357
CagA-R2 SCTOCAAAAGATTGTTTGGCAGA-S” 505-484

'According to Atherton et al. (3) there are no published coordinates for strains of this tvpe.

Fig.22. Primers usados para la amplificacién de genes de Helicobacter pylori."

En un estudio comparativo realizado en Brazil®

la deteccion de

Helicobacter pylori en placa dental y biopsias gastricas, se evalué en 99

pacientes adultos (69 mujeres y 30 hombres) la mayoria de zonas de bajo

nivel socioecondmico

El DNA de Helicobacter pylori fue encontrado en el 96% de las muestras

de mucosa gastrica y en un 72% en muestras de placa dental. Lo que

sugiere que este patdégeno se encuentra simultdneamente en placa dental y

la mucosa gastrica y que la infeccibn gastrica se correlaciona con la

presencia de Helicobacter pylorien la boca.®

44



Sin embargo otro estudio realizado también en Brazil concluyen que la
cavidad oral no es un reservorio para Helicobacter pylori en el que se
evaluaron 43 pacientes con sindrome de dolor epigastrico confirmando la
infeccién en el estbmago con test rapido de ureasa y prueba de urea en el
aliento. En las muestras tomadas de saliva, dorso de la lengua y placa
dental supragingival no fue posible detectar Helicobacter pylori en ninguna
de las muestras concluyendo que la cavidad oral no es un reservorio para
Helicobacter pyloriy que la bacteria solo es detectada exclusivamente en el

estomago.'"’

6.2 Test Rapido de Ureasa.

Consiste en un gel casero que contiene urea un marcador de pH (rojo
fenol) la fuerte actividad de la ureasa de Helicobacter pylori produce un
cambio de color amarillo a rosado.

Esta prueba se utiliza para la deteccién de Helicobacter pylori en biopsias
gastricas.'>%32

Para su uso en la deteccién en cavidad bucal se toman muestras a nivel
gingival o subgingival e inter proximal de zonas dentales posteriores (Fig
23)46910.1230 qonde hay menor tensién de oxigeno y las biopsias se

esparcen sobre el test de la ureasa.

Fig. 23. Zonas indicadas para la toma de muestra para el Test Rapido de

Ureasa en cavidad bucal."
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6.2.1 Propdsito.

H. pylori posee una ureasa que le capacita para la colonizacién y
persistencia en la cavidad géastrica. Se localiza tanto en la membrana externa
como en el espacio periplasmico y estd compuesta por complejos de una
estructura hexamérica. La potencia de la ureasa es muy superior a la de
otras bacterias, incluida Proteus spp. La enzima cumple tres funciones
principales: proteccion frente al &cido de la mucosa gastrica, provisién de
nitrégeno en forma de amonio y como factor de virulencia en la patogenia de

la Glcera gastrica.’

El fundamento de la prueba rapida de la ureasa consiste en detectar la
presencia de la enzima de la siguiente forma: Helicobacter pylori
descompone la urea en anhidrido carbénico y amoniaco (NH,-CO-NH, -
CO2 + NHg), lo cual genera un pH basico que va a ponerse en evidencia
mediante el cambio de color del medio de naranja-amarillo a rosa fuerte

debido a la accion del indicador de pH.*' (Fig 24)

Fig. 24. Test rapido de la ureasa: amarillo = ureasa negativo; rosa = ureasa positivo. '®
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La prueba de la ureasa rapida se puede realizar directamente con la muestra
de biopsia gastrica, obtenida mediante endoscopia digestiva alta. Se
recomiendan dos biopsias, una de cuerpo y otra de antro para el diagnéstico.
Las muestras pueden ser inoculadas en la misma sala de endoscopias por lo

que no necesitan ningtin medio de transporte.'®

Existen diferentes reactivos comerciales dirigidos a detectar la enzima a
partir de biopsia. Todos ellos contienen urea a diferentes concentraciones
(se estima que hasta un maximo del 6% porque concentraciones superiores
pueden inhibir la enzima) y un indicador de pH y varian en el disefio de los
mismos: existen "test" de gelosa como Clotest® (Fig 25), HUTtest® (Fig 26)
y Hpfast® en los que la muestra se introduce en un medio semisélido que
contiene los reactivos, "tests" de membrana, en los que los reactivos estan
contenidos en una tira de papel, como Pyloriteck® y Pronto Dry® y "tests"

en medio liquido como Helicochek®.

C umh,t y
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Fig. 25. Test rapido de ureasa, CLOtest." Tphant 3

EUT Toal
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Fig. 26. Test rapido de ureasa, HUT Test."®
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En general son sistemas comerciales muy sencillos de utilizar y los
resultados se interpretan en un intervalo corto de tiempo (media hora),
observando el cambio en el color del reactivo. Los resultados de sensibilidad
y especificidad son en general superiores al 80% y 90%, respectivamente.’

También se puede utilizar una solucién preparada en el laboratorio que
contenga urea al 3-4% e indicador de pH, sin embargo los resultados de
sensibilidad pueden ser algo menores. La solucion se puede preparar con 60
g/L de urea, 0,012 g/L de rojo fenol, 2 g/L de KH2PO4, 1 g/L de peptona, 5
g/L de NaCl y 10 g/L de glucosa en agua destilada.

En la Unidad de Gastroentelorogia del Hospital Universitario de los Andes,
se realizd un estudio epidemiolégico para determinar la presencia de
Helicobacter pylori en la placa dental por medio del test de la ureasa
comparado con el cultivo del microorganismo.

Se evaluaron 147 pacientes, de los cuales 97(66%) presentan dispepsia y
50(34%) sin dispepsia.*

El test de la ureasa en la placa dental resulta positivo en el 99.3% de los
pacientes estudiados. Se comparoé el test de la ureasa en la placa dental con
el cultivo de la misma, se encuentra que 99% son test de la ureasa positivos,
pero no hay aislamiento de Helicobacter pylori en la placa dental de ningun
paciente. Lo que concluye que el test de la ureasa no es un método de
deteccion especifico para determinar la presencia de Helicobacter pylori en
la placa dental.*

Sin embargo en un estudio realizado en Turkia ° consideran que el test

rapido de ureasa (CLOtest) puede ser la primera linea de diagnéstico para la
infeccion géastrica asociada a Helicobacter pylori.®
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6.3 CULTIVO.

El aislamiento mediante cultivo de Helicobacter pylori es sin duda el método
mas especifico en el diagnoéstico del microorganismo. No obstante su
sensibilidad varia notablemente en relacion con diferentes variables como la
recogida, transporte y almacenamiento de la muestra, los medios de cultivo
utilizados y las condiciones de incubacién (porcentaje de CO, y humedad,
principalmente). Se puede considerar como un método tedioso e incluso de
dificil realizacién, pero debe efectuarse de rutina si se realiza la endoscopia
ya que aporta un gran numero de ventajas en el estudio de la bacteria. Entre
ellas destaca el conocimiento de la sensibilidad a los diferentes
antimicrobianos, la caracterizacion de factores de virulencia y la posibilidad

del tipificado de cepas con fines epidemioldgicos. 71%2>:28:32.:34

6.3.1 Recogida de la muestra.

La muestra mas habitual para el cultivo de Helicobacter pylori es la biopsia a
partir de mucosa gastrica. El microorganismo se encuentra
predominantemente en la parte antral del estbmago, excepto en individuos
tratados con IBP y antihistaminicos anti-H,, en los que se encuentran
densidades mas grandes en el cuerpo. Se encuentra, igualmente en mayor
proporcion en el antro gastrico en comparacion con duodeno incluso en
pacientes con duodenitis. Debido a la distribucién parcheada se recomiendan
varias biopsias para el aislamiento. Para obtener resultados Optimos se
requieren cuatro biopsias, si bien se acepta de una manera general y de
acuerdo con la clasificacion modificada de Sydney que para asegurar un
diagnéstico suficiente se deben procesar para cultivo al menos una muestra

de antro y, si es posible, dos de cuerpo. '
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Se han utilizado otras muestras gastricas como jugo gastrico, la obtenida
mediante la prueba del hilo ("string test") y el aislamiento a partir de vomitos,
aportando diferentes resultados. Helicobacter pylori se ha cultivado
puntualmente también de muestras exogastricas como placa dental, eséfago,
recto y vejiga urinaria. Cualquier antibidético con actividad frente a
Helicobacter pylori reducira considerablemente el numero de bacterias en el
estobmago. Si el paciente ha estado en tratamiento con antibidticos es
necesario esperar al menos cuatro semanas tras la ultima dosis para obtener
resultados satisfactorios en lo que respecta al cultivo. Otro aspecto
importante a tener en cuenta es la limpieza de los férceps con los que se
realizan las biopsias. Estos dispositivos deben desinfectarse adecuadamente
para evitar contaminaciones entre los pacientes, si bien si la desinfeccidn es

demasiado fuerte puede perjudicar la viabilidad de la bacteria.’
6.3.2 Transporte y conservacion de la muestra.

Helicobacter pylori es un microorganismo labil y el procesamiento de la
muestra debe realizarse de una forma rapida una vez que esta ha sido
obtenida. Si el procesamiento es inmediato se debe introducir la biopsia en
un tubo estéril con 0,5 ml de suero salino, si bien otros autores recomiendan
dejar la muestra sobre la pared del tubo sin introducirla en el suero.
Helicobacter pylori permanece viable en suero salino hasta 6 horas, de forma
que si la siembra se realiza con posterioridad, la biopsia debe introducirse en
medio de transporte semisélido para aumentar la viabilidad de la bacteria
hasta 48 h si se conserva en nevera a 4°C. No obstante la mejor alternativa
parece ser procesar la biopsia durante las cuatro horas posteriores tras la
recogida de la muestra. '°
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6.3.3 Procesamiento de la muestra y medios de cultivo.

Previa a la inoculacion es conveniente realizar una homogeneizacion de la
biopsia bien mediante un mortero de cristal o preferiblemente con un
triturador eléctrico en un volumen pequefo de suero fisiologico. El objetivo
no es romper completamente el tejido sino mejorar la liberacién de las
bacterias de la superficie del mismo. Una vez realizada la homogeneizacion
de la muestra se deben colocar dos gotas del homogeneizado en un medio

selectivo y otras dos en otro no selectivo. ™°

Helicobacter pylori es un microorganismo capaz de crecer en distintos
medios de cultivo si bien requiere diferentes factores de crecimiento. Es
dificil de cultivar en medio liquido aunque se logra con menor dificultad a
partir de caldo de Brucella, cerebro-corazdén, Mueller-Hinton y tripticasa soja,
todos ellos suplementados con nutrientes, siendo el mas comun el suero

bovino fetal. '°

Los medios de cultivo sélidos base mas frecuentes son agar Mueller-Hinton y
agar Columbia y los suplementos mas comunmente empleados son la
sangre o derivados de ella. Otros suplementos son el suero de caballo,
lisado de eritrocitos y hemina, extracto de levadura, peptona, e Isovitalex, si
bien los resultados no son mejores que los obtenidos con suero bovino fetal
o sangre. Recientemente se ha mostrado prometedor en el cultivo del

microorganismo un extracto obtenido de cianobacterias.

Dos aspectos importantes a considerar en relacion con la sangre son, en
primer lugar la cantidad utilizada, ya que un aumento en la proporcién al 7-
10% mejora significativamente el crecimiento en comparacién con el 5%. En
segundo lugar el tipo de sangre utilizada, encontrandose un crecimiento mas

denso con sangre de caballo al 10% y lisada al 7%."
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Con el objeto de evitar el sobrecrecimiento de contaminantes que pueden
acompanfar a Helicobacter. pylori en la biopsia es necesaria la utilizacion de
inhibidores que no afecten su viabilidad. Helicobacter pylori es resistente in
vitro a la vancomicina, sulfametoxazol, trimetoprim, cefsulodina y polimixina
B, los cuales pueden utilizarse en los medios selectivos para su

aislamiento.
6.3.4 Condiciones de incubacion.

Helicobacter pylori es un microorganismo microaerofilico que requiere para
su crecimiento una atmdésfera con las siguientes caracteristicas: 5-10% de
Oz, 5-10% de CO, y 80-90% de N, a 35-37°C, una humedad del 95% y una
incubacion de hasta 10 dias antes de considerar negativo el cultivo. Estas
condiciones se obtienen bien utilizando cabinas de microaerofilia o con
sobres comerciales que proporcionen las caracteristicas anteriores. Estos
ultimos proporcionan resultados muy buenos pero tienen como inconveniente

la necesidad de reemplazar los sobres una vez abiertas las jarras. °
6.3.5 Criterios para interpretacion de resultados.

La identificacion se realiza mediante visualizacion en fresco con un
microscopio de contraste de fases para ver la morfologia o bien mediante
una tincién de Gram (Fig 27). Las pruebas positivas de catalasa, ureasa y
oxidasa confirman la identificacion como Helicobacter pylori.*®
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Fig. 27. Tincién de Gram a partir de un cultivo en placa de agar de Helocobacter pylori.

Una vez realizado el aislamiento se debe subcultivar cada 48-72 horas en
medios no selectivos en las condiciones anteriormente expuestas. Las cepas
se pueden conservar en caldo tripticasa soja o infusion de cerebro corazén
con glicerol al 20% en congelador a -80°C o en nitrégeno liquido (Fig 28).

hww.holicobactorspairicom

Fig. 26. Cultivo de Helicobacter pylor.i'®
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Un estudio realizado en Per(® detecté la presencia de Helicobacter pylori en
muestras de sarro dental las cuales se obtuvieron de zonas supragingivales y
transportadas en un medio de conservacién para el cultivo e incubado en
microaerofilia por 5 a 10 dias. En una poblacion de estudio de 115
pacientes, en 24 se logré aislar Helicobacter pylori en sarro dental.®

De esta forma tanto la saliva,la placa dentobacteriana y la enfermedad

periodontal han sido implicadas como posibles vias de adquisicién de la
infeccion por Helicobacter pylori®
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CONCLUSIONES.

La infeccion por Helicobacter pylori es una de las infecciones bacterianas
cronicas mas comunes en el hombre afectando a la mayor parte de la
poblacion mundial. Debido a esto, Helicobacter pylori es uno de los
patdbgenos mas estudiados que actualmente se reconoce como el principal
agente causal de enfermedades gastricas.

La presencia de Helicobacter pylori en el tracto gastrointestinal esta
perfectamente establecida, asi como su papel en la etiologia y curso de
diversos padecimientos; sin embargo el papel que juega en la cavidad oral
como reservorio, permanente o transitorio, de este microorganismo es aun
incierto y controversial. Si bien se reconoce que ademas de la mucosa
gastrica, la saliva y la placa dentobacteriana son los principales reservorios
de la bacteria en el hombre, su presencia y etiologia en la cavidad oral
resultan de gran importancia desde el punto de vista odontolégico.

Resulta importante establecer no solo la identificacién de la bacteria en
muestras provenientes de cavidad oral, sino si existe una relacién directa
entre las cepas de Helicobacter pylori encontradas en cavidad oral y
aquellas comunmente encontradas en tracto gastrointestinal, pues de esa
relacibn puede derivarse una via Optima de tratamiento y/o medidas
preventivas a nivel bucal que disminuyan la patologia gastrica por via directa

o por fenémenos de reinfeccion.
Los esfuerzos para la erradicacion de este patégeno engloban el estudio de

nuevas técnicas de diagndstico, tratamiento y prevencidén que incluyen a la

practica odontoldgica.
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La relevancia de la deteccion de Helicobacter pylori en placa dentobacteriana
dentro de la préactica clinica odontolégica no se relaciona con padecimientos
dentales per se, pues la presencia de esta bacteria no desencadena
procesos patoldgicos en cavidad oral. Mejor dicho, su relevancia se enfoca al
establecimiento de mejores regimenes de salud bucal y su impacto en
padecimientos gastricos establecidos y/o en proceso, asi como la prevencion
de posibles reinfecciones post tratamiento antimicrobiano.

Dentro de este contexto, debe considerarse fundamental la elaboracién de
una historia clinica previa completa que permita reconocer pacientes que
pudieran ser objeto de la individualizaciébn de planes de tratamiento y
prevencidén especializados dirigidos a impactar favorablemente el curso de
los padecimientos gastricos referidos por el paciente.

En este marco, este trabajo se enfoca en la busqueda y recopilacién de
informacion acerca de las técnicas mas empleadas para la deteccién de
Helicobacter pylori en muestras de interés clinico. Describe tres métodos
usados en la actualidad que abarcan métodos de deteccidon tradicionales,
como el cultivo microbioldgico, pruebas comerciales y de facil empleo como
el Test rapido de Ureasa hasta técnicas mas especializadas de diagnéstico

molecular como la prueba de PCR.

A diferencia de otras técnicas empleadas, estas tres reunen las principales
particularidades que caracterizan a Helicobacter pylori y pueden generar la
deteccion acertada del patégeno en la placa dentobacteriana.

El uso de cualquiera de estas técnicas dificilmente arroja resultados falsos
negativos; sin embargo las ventajas de una sobre otra marcan una gran
diferencia dependiendo del enfoque del estudio que se realice. Por ejemplo el
uso de una técnica de diagnéstico molecular, como la reacciéon de PCR,
permitiria no solo la deteccién sino también la diferenciacion entre cepas de

Helicobacter pylori para establecer patrones de infeccién y/o reinfeccion
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basados en huellas genéticas del microorganismo, que pudieran ayudar a la
comprensién de la relacidn entre los factores de invasividad y caracteristicas

individuales de un paciente.
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