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Resumen. La infeccién por H. pylori es una de las mas comunes en el
hombre. Sin embargo, los reservorios extragastricos y las vias de transmision
permanecen en el campo de lo controversial. La cavidad oral ha sido propues-
ta como reservorio de H. pylori, por lo que se realiz6 un estudio para determi-
nar la presencia de H. pylori en placa dental y saliva asociando estos resulta-
dos con los obtenidos en biopsia gastrica. Se estudiaron 97 pacientes dispépti-
cos y 50 pacientes sin dispepsia a quienes se les tomé muestras de biopsia
gastrica, placa dental y saliva. Las muestras de biopsia gastrica fueron evalua-
das mediante métodos microbiolégicos e histologicos. A las muestras de cavi-
dad oral se les realiz6 cultivo y prueba de la ureasa y se incluyé un método de
pretratamiento, usando urea y HCI. La prevalencia de infeccion por H. pylori
fue de 75,5% en la totalidad de los pacientes evaluados. No se logré aislar H.
pylori en saliva y placa dental de ninguno de los dos grupos estudiados, con o
sin pretratamiento de la muestra. La prueba de la ureasa en placa dental fue
positiva en 99,3% de los pacientes y 89,8% en saliva. No hubo diferencia esta-
disticamente significativa entre la frecuencia de infeccion por H. pylori en pa-
cientes dispépticos y sin dispepsia. Los resultados obtenidos sugieren que la
metodologia empleada para la deteccion de H. pylori no es suficientemente
sensible para la determinacion del microorganismo en cavidad oral.
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Isolation of Helicobacter pylori in gastric mucosa, dental plaque
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Abstract. Helicobacter pylori infection is common in people. However,
the existence of extra gastric reservoirs and transmission routes remain con-
troversial in the field. Because the oral cavity has been proposed as a reservoir
for H. pylori, a study was carried out to determine the presence of H. pylori in
dental plaque and saliva. The results were asociated with those obtained in
the gastric biopsy. Ninety-seven dyspeptic and fifty asymptomatic patients
were studied and samples taken for biopsy, dental plaque and saliva. The gas-
tric biopsies were evaluated using microbiology and histology methods. Cul-
tures and urease tests were carried out on the oral cavity samples and in-
cluded pretreatment methods using urea and HCI. The frequency of H. pylori
for all the patients evaluated was 75.5%. H. pylori was not isolated in saliva or
dental plaque in any of the two groups studied with or without sample pre-
treatment. The urease test in dental plaque was positive in 99.3% of the pa-
tients and 89.8% in saliva. There was no statistically significant difference be-
tween the infection prevalence by H. pylori in dyspeptic or not dyspeptic pa-
tients. The obtained results suggest that the methodology used for the detec-
tion of H. pylori is not sufficiently sensitive for the determination of the mi-

croorganism in the oral cavity.
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INTRODUCCION

Aproximadamente la mitad de la po-
blacién mundial estd infectada por Helico-
bacter pylori, bacteria que ha sido asociada
a gastritis cronica, tlcera péptica, neopla-
sia gastrica y linfoma (1); sin embargo se
han descrito varias fuentes de infeccion y
vias de transmisién (2). Hasta hace poco
tiempo se reconocia como su inico reservo-
rio natural el estomago, recientemente la
cavidad bucal ha sido considerada como re-
servorio importante de H. pylori en el hom-
bre, y esto avala las diferentes rutas de
transmision propuestas (3-3).

En la presente investigacion se planted
el aislamiento de H. pylori en muestras de
placa dental y saliva, y su asociacion con el

aislamiento en biopsia gastrica, con la fina-
lidad de evaluar el potencial de la cavidad
oral como posible reservorio del microorga-
nismo y via de infeccion, asi como aplicar
métodos sensibles y especificos que puedan
brindar alternativas diagndsticas en la ge-
neracién de pruebas no invasivas que permi-
tan el estudio de la prevalencia de H. pylori
en cavidad oral.

METODOS

Pacientes

Se estudiaron un total de 147 pacien-
tes adultos, 109 correspondientes al género
masculino y 38 al género femenino, en eda-
des comprendidas entre 15y 75 afios; 97 de
ellos acudieron al Servicio de Gastroentero-
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logia por presentar sintomas dispépticos
(pirosis, eructos, distension abdominal, epi-
gastralgia, sensacion temprana de llenura,
nauseas, vomitos, regurgitacion) y 50 eran
pacientes sin dispepsia que consultaban por
otra causa (estrenimiento, hemorroides,
pérdida de peso). Se excluyeron aquellos
pacientes que hubiesen recibido terapia an-
tibiética o inhibidora de la bomba de proto-
nes cuatro semanas previas al estudio, anta-
gonistas de los receptores de histamina tipo
IT dos semanas previas al estudio y neutrali-
zantes o citoprotectores en un lapso de una
semana antes del estudio.

A cada paciente se le explicaron los
procedimientos a los cuales serian someti-
dos y les fue solicitada una autorizacién por
escrito para ser incluido en la investigacion,
de acuerdo a las normativas éticas y legales
para ensayos clinicos.

Recoleccion de muestras

Previo a la endoscopia, se colectaron
las muestras de saliva por salivacion en un
colector estéril y muestra de placa dental a
nivel gingival, mediante raspado de la su-
perficie dentaria de los molares sexto y sép-
timo superiores ¢ inferiores, con cureta de
Gracey®, para cultivo y prueba de ureasa.

Posteriormente, ¢l médico gastroente-
rologo realizdé una gastroscopia (Olympus®
CV-100 GIF-130), mediante la cual se obtu-
vieron 6 muestras de mucosa gastrica, 3 de
antro y 3 de fundus para estudio histologico
mediante coloracion de Giemsa modificada y
hematoxilina-cosina, prueba de ureasa rapi-
da usando ¢l medio de Christensen modifica-
do, cultivo y coloracion de Gram modificado.

Cultivo microbiolégico de muestras
de biopsia gastrica

Cada fragmento de biopsia fue dividido
para realizar coloracion de Gram y macera-
do en un micromortero con 200 uL de solu-
cion salina fisiologica estéril para siembra
en dos medios de cultivo:

— Agar Belo Horizonte diferencial: Agar
Infusion Cerebro Corazon (BHI) suple-
mentado con 10 % de sangre de caballo,
e indicador 2,3 difenil tetrazolium (6).

— Agar Belo Horizonte selectivo diferen-
cial: Agar BHI suplementado con 10%
de sangre de caballo, indicador 2,3 di-
fenil tetrazolium y suplemento antibio-
tico Dent® (Oxoid).

Para la generacion de la atmésfera mi-
croaerofilica necesaria, se usé el método
propuesto por Herndndez y Rivera (7), que
consiste en colocar dentro de la jarra de
anaerobiosis una vela encendida y una ta-
bleta de antidcido efervescente tipo
Alka-Seltzer en una bolsita de plastico con
agua destilada. Posteriormente, las jarras se
incubaron en estufa a una temperatura de
37°C durante 3-7 dias.

Cultivo microbiolégico de muestras
de saliva y placa dental

Se realiz6 una siembra directa de las
muestras de saliva y placa dental; a una par-
te de la muestra se le aplico pretratamiento
con 10 uL de HCI (0,06 N) y 5 uL. de Urea
(0,08 M) durante 5 minutos a 37°C, para la
eliminacion de la flora habitual de cavidad
oral, seguin el método propuesto por Song y
col. (8).

Ambas muestras se centrifugaron du-
rante 5 minutos a 15.000 rpm y el sedimen-
to se inoculd en los medios descritos para
la muestra de biopsia gastrica, en iguales
condiciones de incubacion.

Identificacion

Las pruebas de referencia usadas para
el diagnoéstico de infeccion fueron la histo-
logia y cultivo.

La identificacion de H. pylori se llevo a
cabo por caracteristicas morfologicas y de
cultivo (colonias pequenas, de color dorado
debido al indicador del medio), coloracion
de Gram modificado, hidrolisis de la urea y
produccion de catalasa y citocromo oxidasa.
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Estudio estadistico

Se utiliz6 el programa estadistico
SPSS version 10.0. Las variables categoricas
se expresaron como porcentajes y se coms-
pararon mediante Chi cuadrado %2 o test de
Fisher.

El grado de concordancia para las va-
riables cultivo y prueba de la ureasa en cavi-
dad oral y biopsia gastrica se evalu6 a través
de la metodologia de Medidas Simétricas
para Variables Nominales, utilizando tablas
de contingencia 2 X 2, y se clasificé de
acuerdo al coeficiente Gamma.

RESULTADOS

De los 147 pacientes estudiados, se ob-
tuvo una frecuencia de infeccion de 75,5%,
tomando como criterio para el diagnostico
de infeccion por H. pylori el aislamiento del
microorganismo mediante cultivo microbio-
l6gico, la presencia del microorganismo por
histologia, o en su defecto la positividad a
un minimo de dos pruebas diagndsticas (prue-
ba de la ureasa y coloracion de Gram).

No se observo diferencia estadistica-
mente significativa entre la frecuencia de
infeccion por H. pylori en pacientes dispép-
ticos (77,3%) y sin dispepsia (72%).

La frecuencia de H. pylori en pacientes
dispépticos y sin dispepsia en muestras gas-

tricas, segin cada método diagnéstico utili-
zado se observa en la Fig. 1.

No se obtuvo crecimiento de H. pylori
en placa dental ni saliva de ningtn pacien-
te, independientemente de la utilizacién o
no del método de pretratamiento de la
muestra. La frecuencia de positividad ante
la prueba de la uresa en cavidad oral de pa-
cientes infectados por H. pylori y pacientes
sin infeccion fue similar (Fig. 2), no obser-
vandose diferencia estadisticamente signifi-
cativa.

No se observé concordancia estadisti-
camente significativa entre los métodos uti-
lizados para la determinacién de coloniza-
cion en cavidad oral por H. pylori (cultivo o
prueba de la ureasa en placa dental y saliva)
y los mismos métodos utilizados para diag-
nostico de infeccion en mucosa gastrica.

DISCUSION

Diversos procedimientos han sido em-
pleados para el diagnéstico de infeccién por
H. pylori; en el presente estudio se utiliza-
ron tres métodos microbiol6gicos y uno his-
tolégico para la determinacion de infeccion
por H. pylori en mucosa gastrica, obtenien-
do una elevada frecuencia de infeccion se-
mejante a la obtenida en otros estudios rea-
lizados en Venezuela (9-11), con un alto
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Fig. 1. Frecuencia de Helicobacter pylori en biopsia gastrica de pacientes dispépticos y sin dispepsia

segun el método diagndstico utilizado.
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Fig. 2. Distribucién porcentual de positividad a la prueba de ureasa en muestras se cavidad oral de
pacientes infectados y sin infecciéon por H. pylori.

grado de concordancia entre el cultivo, que
ha sido catalogado como el método de oro,
con la histologia y la coloracién de Gram.
Por otra parte, la prueba rapida de ureasa
en biopsia gastrica presentdé un grado de
concordancia intermedio con el cultivo, evi-
denciando estos resultados la posibilidad de
diferentes alternativas diagnésticas sensi-
bles y especificas en la determinacién de H.
pylori en mucosa gastrica.

Es importante destacar, que la fre-
cuencia de infeccion fue similar en pacien-
tes dispépticos y sin dispepsia, coincidiendo
con un estudio realizado en Argentina (12),
esto sugiere que una vez adquirida la infec-
cién por H. pylori ésta persiste en la muco-
sa gastrica por anos o décadas en ausencia
de sintomatologia.

Se han realizado esfuerzos en la bis-
queda de procedimientos para la deteccién
de H. pylori en cavidad oral, abarcando des-
de técnicas microbiolégicas convencionales
hasta técnicas moleculares. Las conclusio-
nes de los diferentes trabajos son controver-
tidas y hasta ahora no se conoce si existe
una colonizacion transitoria de la cavidad
oral, en casos de reflujo o en pacientes so-
metidos a endoscopia. Los resultados de
prevalencia en este tipo de muestras fluc-
taan desde valores elevados (3, 4, 13, 14),
hasta resultados préximos a cero (15-20).

En un estudio realizado por Berroteran
y col. (5) en Venezuela, lograron recuperar
H. pylori mediante cultivo en 7/40 (17,5%)
muestras de placa dental, sin embargo, en el
presente estudio, no se logré aislar H. pylori
en las muestras de cavidad oral en ningin pa-
ciente. Estos resultados concuerdan con los
reportados por Bernarder (15) en Suecia,
quien no logré aislar H. pylori en cultivos de
placa dental y saliva de 52 pacientes que fue-
ron positivos en muestras de biopsia gastrica.

Oshowo y col. (20), lograron aislar H.
pylori a partir de placa dental en sélo 2 pa-
cientes de 208 estudiados, sin recuperarlo
en saliva, raspado de lengua ni hisopado
orofaringeo. Bickley y col (16) en 1993,
tampoco lograron detectar el microorganis-
mo mediante cultivo o PCR de placa dental
de 62 pacientes con biopsias positivas. Por
otra parte, Kradjen y col. (21) en un estu-
dio Canadiense, asi como Luman y col.
(18), en el Reino Unido, no aislaron el mi-
croorganismo en saliva. De modo similar,
en un estudio reciente realizado por Allaker
y col. (22), en un grupo de pacientes con
resultados positivos o negativos en biopsia
gastrica, no lograron aislar H. pylori en
muestras de placa dental que resultaron po-
sitivas por técnicas de PCR.

Los cultivos negativos en cavidad oral
podrian deberse a que H. pylori se encuen-
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tra en bajo ntmero, dificultando su aisla-
miento por el sobrecrecimiento de abun-
dantes poblaciones de microorganismos
competitivos. Otra explicacién, podria ba-
sarse en la distribucion no uniforme de H.
pylori en cavidad oral (23, 24). En vista de
las dificultades planteadas por varios inves-
tigadores, Song y col. (8), propusieron un
método de pretratamiento usando Urea y
HCI para eliminar la cantidad de microor-
ganismos competitivos en muestras natu-
ralmente contaminadas. Este procedimien-
to fue aplicado en la presente investiga-
cion, con lo cual se logré eliminar o mini-
mizar el crecimiento de la microbiota habi-
tual de cavidad oral; sin embargo, no se lo-
gro aislar H. pylori de ningdn paciente me-
diante la aplicacion de este procedimiento.
Cabe destacar que estos investigadores
usaron el método de pretratamiento en
muestras de saliva inoculadas previamente
con cepas de H. pylori, obtenidas por culti-
vo del microorganismo en biopsia gastrica
y no con muestras de pacientes para la re-
cuperacion primaria del microorganismo
en saliva, por lo cual se deduce que este
hallazgo podria deberse a que se trata de
un cultivo secundario, en el cual la recupe-
raciéon de la cepa es de mas facil obtencién
que en aislamiento primario. En el presen-
te estudio, los cultivos negativos en placa
dental y saliva, podrian atribuirse a que los
pacientes no poseian H. pylori en cavidad
oral o que se encontraran en in6culos me-
nores a 102 UFC/mL. También se ha plan-
teado como dificultad para el éxito del cul-
tivo a partir de cavidad oral, la existencia
de H. pylori en forma cocoide, la cual se
especula sea una forma de resistencia ca-
paz de soportar las condiciones adversas
que encuentra en el medio ambiente y re-
versible a la forma espiral en el momento
en que se vuelven a dar las condiciones 6p-
timas (17, 25). Numerosos intentos de cul-

tivar la forma cocoide han fracasado, lo
que han llevado a denominar a la forma co-
coide como “forma viable pero no cultiva-
ble” de H. pylori (26).

Los resultados obtenidos mediante la
prueba de la ureasa en cavidad oral sugie-
ren que esta no puede ser considerada una
prueba alternativa para la determinacién de
infeccion en mucosa gastrica, ni para eva-
luar la colonizacion en cavidad oral como
ha sido propuesto por otros investigadores
(27, 28). Es importante destacar que la ca-
vidad oral puede poseer otras bacterias
ureasa positivas que pueden originar resul-
tados falsos positivos.

Nasrolahei y col. (29) en un estudio si-
milar a esta investigacion, evaluaron 180
pacientes dispépticos mediante varias técni-
cas (ureasa, coloraciéon de Giemsa, PCR,
cultivo en placa dental y biopsia gastrica),
evidenciando la presencia de H. pylori en
placa dental tanto en pacientes infectados
como no infectados, por lo que concluyen
que no hay asociacion entre colonizacion
en placa dental ¢ infeccion gastrica.

En conclusion los resultados obtenidos
se pueden atribuir a la existencia de H.
pylori en in6culos bajos o la presencia de
formas cocoides no cultivables, lo cual su-
giere que la metodologia empleada para la
deteccion de H. pylori no es suficientemen-
te sensible para la determinaciéon del mi-
croorganismo en cavidad oral.
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