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Resumen. Objetivo: Se procede a conocer € estado dela placa
dental frente aHelicobacter pylori (HP) en 53 nifios, endoscopiados por
dolor abdominal crénico y/o hematemesis, de entre 3y 17 afios.

Método: Latécnica utilizada fue la PCR. Para€llo se utilizaron los
primers de Clayton HPU1 y HPU2, que codifican parael gen dela
ureasa. Tras la obtencidn de muestra de placa dental se practica una
esofagogastroscopia; se toman hiopsias gastricas y se analizan también
por latécnicade PCR. Ademés se estudiaron los distintos hahitos de
higiene dental. Los resultados obtenidos en la cavidad oral se
compararon con aquéllos obtenidos a nivel géstrico.

Resultados: No obtuvimos amplificacion de parte del genomaen
ninguna de las 53 muestras de placa dental, mientras que laPCR
géstrica resultd positiva en 35 nifios (66%).

Conclusion: Este estudio no confirmala hipétesis que otorgaala
placa dental un papel relevante como reservorio de este
microorganismo.
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STUDY OF THE DENTAL PLAQUE IN INFECTIONSBY
HELICOBACTER PYLORI

Abstract. Objective: The aim of this study was to determine the
role of Helicobacter pylori infection in dental plague from 53 children,
between 3 and 17 years of age, with recurrent abdominal pain and/or
upper gastrointestinal bleeding.

Patients and methods. Dental plaque was analyzed by using
polymerase chain reaction (PCR) for a specific internal urease gene (as
described by Clayton). Esophago-gastro-duodenoscopy was performed
after the dental plague was obtained and biopsies were taken from the
gastric antrium and fundus and analyzed by PCR. An individual
interview was performed to know the customs and attitudes about buco-
dental hygiene.

Results: None of the children were positive with the PCR test in
dental plaque, while 35 children (66%) had a positive gastric PCR
result.

Conclusions: This study does not confirm the hypothesis that dental
plague might act as a reservoir for this microorganism.

Key words. Helicobacter pylori. Dental plague. Children. PCR test.
Epidemiology.
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Introduccién

Lainfeccion por HP es una de las més frecuentes en el mun-
do. Se conocen mulltiples datos sobre su prevaencia en distin-
tas zonas geogréficas, pero el modo de transmisién es todavia
muy controvertido.

El principal huésped del HP es el hombre. Su adquisicion
parece ocurrir predominantemente en lainfancia®, adquirién-
dose més precozmente en los paises del Tercer Mundo.

Lo cierto es que los estudios de seroprevalenciaen unidades
familiares?4 y los realizados en ingtituciones cerradas tipo or-
felinatos®, lleva ala mayoria de autores a considerar la trans-
mision persona-personacomo laprimordial, aunque difieren so-
bre € tipo de via utilizada: oro-oral® o feca-oral®.

Tras la aparicion de los primeros trabajos publicados en
India® en 1990 en que consiguieron cultivar HP de muestras bu-
cales, incluso en individuos asintométicos, se comenzo a atri-
buir alaplaca dental un papel clave en la epidemiologia de la
infeccion por Helicobacter pylori, ademés de hacerla responsa
ble de las no raras recidivas postratamiento.

En los Gltimos tiempos, estudios de tipaje del ADN extrai-
do de cultivos de biopsias gastricas y de placadental de un mis-
mo individuo han demostrado que puede tratarse de colonias
idénticas en alguna ocasiéon®19, Otros autores, como
Cammarota® y cols., han demostrado ADN de HP en cavidad
ora deindividuos sin infeccion gastrica, aunque el significado
Gltimo de este hallazgo es desconocido por e momento.

Todos estos hechos, junto a hecho de haber aparecido nue-
vos estudios en los que se demuestra la transmision intrafami-
liar persona-persona con laidentificacion de cepas précticamente
iguales entre padres e hijos, nos llevaron aestudiar laplaca den-
ta frente d Helicobacter pylori en aguellos nifios de nuestro me-
dio con sintomatol ogia digestiva que obligara ala préctica de
una fibroendoscopia digestiva alta.

Material y métodos

Entre los meses de octubre de 1995 y julio de 1996 se prac-
ticaron 53 endoscopias digestivas altas por dolor abdominal
recurrente (45) y/o hematemesis® en el Servicio de
Gastroenterologia del Hospital San Juan de Dios de Barcelona.

De estos 53 pacientes, 23 eran varonesy 30 eran mujeres,
con edades comprendidas entre 3y 17 afios, con una edad me-
diade 10 afios 11 meses. Se excluyeron aguell os pacientes que
hubiesen recibido antibidticos, inhibidores de |os receptores
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Tabla | Poblacién estudiada

Grupo | Grupo Il Grupo Il

3-7 afios 8-12 afios 13-17 afios
Varones 6 8 9
Mujeres 2 19 9

H. o anticidos 4 semanas antes de la practica endoscdpica.

Para su estudio se dividieron en tres grupos de edad, tal co-
mo quedareflgiado en latablal.

Dentro de la anamnesis personal se hizo especial hincapié
en los habitos higiénicos de la cavidad oral: primeros lavados,
frecuencia de los mismos (Tabla ll), dltimavisitaa dentistay
Ultimo cepillado.

También se procedié a una valoracion de la higiene bucal
confeccionando una puntuacion en funcidn de: estado gingival
(gingivitis, 1 pto.), nmero de caries (menos de dos caries, 1 pto.;
mas de dos caries, 2 ptos.) y la cantidad de placa dental (escasa,
1 pto.; moderada, 2 ptos. y abundante, 3 ptos.) (Tablalll).

Antes de |a préctica endoscdpica se procedi6 ala obten-
cioén de muestras de placa dental con el fin de evitar posibles
contaminaciones de la cavidad oral con €l fibroendoscopio.

Con una cureta estéril se tomaron muestras de placa dental
de a menostres zonas diferentes, tanto interdental es, como sub-
gingivales, parapoder minimizar e hecho de su distribucionirre-
gular en laboca. Se escogié lazona subgingival por no estar
constantemente barrida por € fluido salival y por ser un medio
bésicamente anaerobio en contraste con el medio supragingi-
val®2,

El estudio géstrico se lleva a cabo mediante un endosco-
pio, modelo pediatrico Olympus GIF-XP. Durante la explora-
€ion se tomaron muestras bidpsicas de antro.

PCR

Un total de 53 biopsias géstricas y 53 muestras de placa den-
tal fueron introducidas en tubos Eppendoff con suero salino fi-
sioldgico y congeladas a-70 °C en el plazo de 30 minutos a
dos horas.

El estudio de la placa dental se llevé a cabo por medio de
laPCR, yaque larealizacion de cultivos de saliva o de placa
dental presenta serias dificultades técnicas. El estudio molecu-
lar tiene la ventaja adicional de poder detectar |a presencia de
un escaso nimero de microorganismos, |legando a demostrar
una sensibilidad muy superior alaobtenida mediante cultivosa
este nivel.

Se utilizd un protocol o de extraccion répidade ADN con una
solucion de resina chelex 100 al 20%. L os primers escogidos
fueron los de Clayton®™ HPU1 (5 -GCCAATGGTAAATTAGTT-
3)yHPU2 (5'-CTCCTTAATTGTTTTTAC-3') por ser unosde
los més universales y por ser punto de referencia de muchas
investigaciones al demostrar su gran rendimiento en muestras
obtenidas por biopsias géstricas. Con estos primers se amplifi-

VOL. 50 N°3, 1999

Tabla Il  Frecuencia cepillado dental
Frecuencia de lavados
> 1/24H  124H 148H >=1/72H Nunca
HP+ 5 7 13 7 3
N =35
HP- 5 3 5 4 1
N =18
Tabla Il Valoraciéon cavidad oral
Valoracion cavidad oral
1 2 3 4 5 6
HP+ 10 11 8 4 2 0
N =35
HP- 6 9 2 1 0 0
N =18

can 411 pares de bases correspondientes al gen que codificapa
ralaUreA, enzima especifica de este microorganismo.

LaPCR sellevd a cabo con un termociclador automético
Perkin Elmer 9.600. Se program6 para 35 ciclos consecutivos.

La deteccidn del producto amplificado y marcado con di-
goxigeninafue llevado a cabo por € sistema de deteccion PCR
ELISA Dig Detectionr de Boehringer Mannheim.

Lasonda utilizada fue el primer de Clayton HPUI15'-TT-
GACATTGGCGGTAAC-3'.

El producto final fue leido por el lector de microplacas,
Microplate reader 2001 Bio-Whittaker, a 405 nm con un filtro
de referenciade 492 nm. Se considerd un resultado positivo ab-
sorbancias superiores a500 OD, unavez efectuada a cada mues-
tralasustraccion de laabsorbanciadel control negativo. Se con-
siderd un resultado negativo absorbancias iguales 0 menores de
200 OD.

Paraevauar lareproducibilidad del ensayo por cada 13 mues-
tras analizadas se afiadieron un control negativo con 50 ul de
SSF, un control positivo con 50 pl de una solucién que contenia
3-5 colonias de Helicobacier pylori y un control interno com-
puesto por 25 pl de placa dental extraida con 25 pl de control
positivo extraido.

Resultados

En el estdmago se obtuvo amplificacion positivaen 35 pa-
cientes, con edad mediade 11a5m + 4a2m.

A pesar de existir diferencias objetivas en la higiene oral
(Tablalll), y apesar de los distintos habitos de limpieza (tres
pacientes del grupo HP+ no habian cepillado nunca sus dientes,
como se pone de manifiesto en latablall), no conseguimos de-
tectar ADN de HP en placadental de ninguno de nuestros 53 pa-
cientes sometidos a estudio fibroendoscopico.

Discusion
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El hecho de no haber conseguido resultados positivos en nin-
gun caso podria ser debido a tres motivos principa mente:

1. A un problemaen laextraccion del ADN delaplacaden-
tal o alaexistenciade algiin material bioldgico complgo quea
unirse a ADN bacteriano |o inactivase.

2. A laescasa sensibilidad de los primers escogidos.

3. A lano existencia de microorganismo en la placa dental
en nuestra poblacion estudiada.

Laposibilidad de un problema en la extraccion del ADN o
la posibilidad de que existiese una substancia inhibidora de la
Taq polimerasa en las muestras orales fue descartada al conse-
guir hibridacion colorimétrica positiva en todos los controlesin-
ternos realizados (PCR+ en placa dental de pacientes escogidos
al azar, alaqueinoculamos de 3 a5 HP obtenidos de cultivos
especificos para este microorganismo).

Lahipétesis de la escasa sensibilidad de los primers escogi-
dos fue una posibilidad desestimada, puesto que los mismos pri-
mers fueron utilizados para analizar las muestras antrales con
buenos resultados a este nivel.

Lano existencia de microorganismos a este nivel en nuestra
poblacién y con nuestros medios, parece ser la explicacion mas
convincente alos resultados obtenidos.

Este dato estaria apoyado por el hecho de que |os dentistas
Nno presenten mayor riesgo de contagio que la poblacion en ge-
neral®), y si en cambio los endoscopistas, tal vez por contami-
nacion directa desde | as secreciones gastricas®,

No creemos que e hecho de haber utilizado placa dental des-
congelada haya sido un factor determinante en estos resulta-
dos19), |as muestras géstricas también fueron congeladas ala
misma temperaturay estuvieron almacenadas €l mismo tiem-
po antes de proceder a su andlisis.

Cuando uno lleva a cabo una revision bibliogréfica sobre
€l tema constata que la PCR es una técnica poco estandariza-
da, por lo que se hace muy dificil comparar los distintos traba-
jos realizados; las técnicas de extraccion del ADN son distintas,
asi como lo son los primers utilizados para los distintos genes
eincluso parael estudio de un mismo gen. El estudio del pro-
ducto amplificado es analizado también por distintos mecanis-
mos (por electroforesis en gel, en medio liquido, mediante la uti-
lizacidn de sondas marcadas, ...).

Otradificultad afadida esla pocainformacion existente so-
bre placa dental y HP en la poblacidn infantil. La placano se
formariahasta el establecimiento de la denticién definitiva, so-
brelos 10 afios, por lo que seriarazonable no encontrar resulta:
dos positivos en aquellos nifios de menor edad. Pero en nues-
tro grupo quedaron incluidos 18 adolescentes, con unas condi-
ciones orales similares alas del adulto, sin conseguir tampoco
detectar ADN de esta bacteria

Se precisan més estudios e investigaciones sisteméticas pa-
ra conocer €l verdadero rol de la placadental, si setratade un
nicho parael HPraro 0 si se trata de un habitat comdn.

Si su hallazgo es debido a una extensidn secundaria desde
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€l reservorio géstrico 0 S se trata de una colonizacion previaa
la géstrica.

Bibliografia
1 CullenDJE, CollinsBJ, Christiansen KJy cols. When is Helicohacter
pylori infection acquired? Gut 1993; 34:1681-1682.

2 Webb PM, Knigtht T, Greaves Sy cols. Relationship between infec-
tion with Helicobacter pylori and living conditions in childhood:
evidence for person to person transmission in early life. Br Med J 1994;
308:750-753.

3 Drumm B, Pérez-Pérez G, Blaser MJ, Sherman PM. Intrafamilia clus-
tering of Helicobacter pylori infection. N Engl J Med 1990; 322:359-
363.

4 DeGiacomo C, Lisato L, Negrini R, Licardi G, Maggiore G. Serum
immune response to Helicobacter pylori in children: epidemiologic
and clinical applications. J Pediatr 1991; 119:205-210.

5 Berkowicz J, Lee A. Person-to-person transmission of campylobacter
pylori. Lancet 1987; 1:680-681.

6 LeeA, Fox JG, Otto G, Dick EH, Krakowka S. Transmission of
Helicobacter spp. A challenge to the dogma of faecal-oral spread.
Epidemiol Infect 1991; 107:99-109.

7 Hazell SL, Mitchell HM, Hedges M, Shi X, HUPJ, Li YY, Lee A,
Reiss-Levy E. Hepatitis A and evidence against the community dis-
semination of Helicobacter pylori viafeces. J Infect Dis 1994; 170:686-
689.

8 Majmudar P, Shah SM, Dhunjibhoy KR, Desai HG. Isolation of
Helicobacter pylori from dental plague in healthy volunteers. Indian
J Gastroenterol 1990; 9:271-272.

9 ShamesB, Krgiden S, FuksaM, Babida C, Penner L. Evidence for the
occurrence of the same strain of Campylobacter pylori in the stomach
and dental plague. J Clin Microbiol 1989; 27:2849-2850.

10 Khandaker K, Pamer KR, Eastwood MA, Scott AC, Desai M, Owen
RJ. DNA fingerprints of Helicobacter pylori from mouth and antrum
of patients with chronic ulcer dyspepsia. Lancet 1993; 342:751.

11 Cammarota G, Tursi A, Montalto M, Papa A, Veneto G, Bernardi S,
Boari A, Colizzi V, Fedeli C, Gasbarrini. Role of dental plaquein
the transmission of Helicobacter pylori infection. J Clin Gastroenterol
1996; 22:174-177.

12 Mouton C, Robert JC. Bacteriologia bucodental. De Masson 1995.

13 Clayton CL, Klcanthous H, Coates PJ, Morgan DD, Tabaqgchali S.
Sengitive detestion of Helicobacter pylori by using polymerase chain
reaction. J Clin Microbiol 1992; 30:192-200.

14 LuzzaF, MalettaM, Imeneo M, Fabiano F, Doldo P, Biancome L,
Pallone F. Evidence against an increased risk of Helicobacter pylori
infection in dentists: aserological and sdivary study. Eur J Gastroenter
Hepatol 1995; 7:773-776.

15 ChongJ, Marshdl BJ, Barkin JS, MeCdlum RW, Reiner DK, Hoffman
SR, O'Phelan C. Occupaciona exposure to Helicobacter pylori for the
endoscopy professional: a sera epidemiological study. Am J
Gastroenterol 1994; 89:1987-1992.

16 Wahliford J, Meurman JH, ToskalaJy cols. Developement of arapid
PCR method for identification of Helicobacter pylori in dental plague
and gastric biopsy specimens. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 1995;
14:780-786.

ANALES ESPANOLES DE PEDIATRIA



