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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La gran cantidad de conocimientos, en cada una de las
disciplinas relacionadas con la Periodoncia, demanda de estudios
mas detallados referente al diagnostico y tratamiento de las
diferentes enfermedades en cavidad oral y en el periodonto.

Es por eso que la Periodoncia y la Microbiologia se
complementan y relacionan de forma muy importante. Gracias a los
avances gue se han dado en estas disciplinas es posible obtener
conocimientos de interés comun y aplicarios directamente en la

practica Odontologica.

La deteccidon de microorganismos relacionados con las
enfermedades periodontales se ha realizado desde hace ya
muchisimos afos. Los cultivos han dejado de ser la Unica opcidn en
la deteccion de bacterias u otras especies. Actualmente se utilizan
prugbas como examenes serolégicos, de cultivo, estudios
histoloégicos 6 bioquimicos.

Una de las pruebas utilizadas con éxito en la actualidad es el
estudio de la reaccidon en cadena de la polimerasa ( PCR), por sus
siglas en inglés, la cual puede identificar diminutas cantidades de
acidos nucleicos de una variedad de fuentes e iniciadores, que
proveen de especificidad absoluta para una blanco en particular en
la deteccién de microorganismos.



La deteccidn de especies, ya sea flora normal, ¢ patégena en
cavidad bucal, permitira al clinico entender algunas de las
enfermedades del periodonto y de otros sitios del cuerpo humano con
los que se relaciona y buscar la forma de erradicarlos parcial 6
definitivamente, si bien sabemos la dura tarea que esto representa.

JUSTIFICACION

Se pretende utilizar la prueba PCR en la deteccién de un
microorganismo muy  estudiado en e campo de Ia
Gastroenterologia, no asi en el area dental 6 periodontal,
Helicobacter pylori, al que se le implica directamente en el desarrolio
de Ulceras gastricas e inclusive cancer de estomago.

Los estudios existentes sobre el tema son controversiales y
varian dependiendo de su origen. El campo de estudio es amplio y
complejo, hay mucho por hablar sobre Helicobacter pylori, del cual
se conoce mucho y al mismo tiempo muy poco.

México, como pais en vias de desarrollo presenta altos indices
de enfermedades gastrointestinales, y deben relacionarse en parte,
a la infeccion producida por esta bacteria, la cual puede residir de
forma habitual en cavidad oral & bien encontrarse de forma
transitoria debido al reflujo gastrico.



La meta fundamental del presente estudio serd determinar el
grado en que Helicobacter pylori forma 6 no parte de la placa
dentobacteriana y saliva, en el surco gingival, como fuente
constante de infeccidon hacia el eséfago y estomago, donde ha sido
ya probado como patdgeno en los padecimientos ya sefnalados.

OBJETIVO GENERAL

|. Establecer el grado de colonizacibn de Helicobacter
pylori en |la placa dentobacteriana y saliva de pacientes
periodontalmente comprometidos

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar la deteccién sensible de Helicobacter pylori en
la placa dentobacteriana de pacientes con bolsas
periodontales de 4 mm 6 superiores mediante la prueba
de Reaccién en Cadena de la Polimerasa ( PCR)

2. Vincular de forma posiiva a la saliva y placa
dentobacteriana como reservorio usual de Helicobacter

pylori



ANTECEDENTES

Desde 1893 se observd en el estdbmago del hombre una
bacteria curvada, pero fue solo hasta 1983, que su presencia fuera
vinculada al desarrollo de gastritis antral tipo B (7,1321,22,37,48)

Helicobacter pylori es un microorganismo micro aerobio, maovil,
facilmente adaptable al medio gastrico. Es Gram. negativo, y
sobrevive facilmente en la acidez del estomago (21,31,37,48)

Histologicamente, ha sido probada su participacion en
enfermedades del tracto gastrointestinal, principalmente dicera
gastrica (s.21,31,39.48) También ha sido vincufada en retraso del vaciado
gastrico en pacientes infectados y dolor abdominal 35 . Se le
relaciona con el cancer gastrico, linfoma primario de céluias B (7; y
metaplasia intestinal (s 22,

E! diagnoéstico y tratamiento de la infeccién por Helicobacter
pylori ha tomado gran importancia en el manejo de las ulceras g,
Su erradicacidon ha resultado en una recurrencia de solo un 12% en
un ano, lo cual es marcadamente superior a lo observado en la
terapia de supresidn de acidos e incluso en pacienies bajo
tratamiento con antagonistas H2 (4).



Su relacion con el cancer 22,3437y pudiera ser consecuencia de
la transformacion celular progresiva maligna, mientras el linfoma,
entidad menos frecuente, se generaria de la estimulacion intensa
del tejido linfoide gastrico expresado con infiltracion mononuclear y
con numerosos foliculos linfoides sy

Su distribuciéon geografica es variable. Se afirma que los
paises en desarrollo han sido mas prevalentes (so.31,32y Majmudar
encontré un 100% de prevalencia en 40 pacientes que estudié en La
India 31, 37. Kang y col. (1980) han sefialado que la prevalencia de
H.pylari y |la gastritis relacionada se asocia a diferencias raciales en
los distintos grupos de pacientes en Singapoore, (1g

Madinier sefiala que alrededor de los 10 afnos, casi todos Ios
nifos estarian infectados en las naciones subdesarrolladas 3y, La
informacién demografica es vital en la epidemiologia de la infeccion
por Heficabacter pyfori. Aspectos de edad, raza, ingresos y
condicién socio-econdmica, vivienda: {ipo y localizacién, servicios
de salud que poseean y la presencia ¢ ausencia de sintomatologia
gastrointestinal han sido registrados en algunos ftrabajos de
investigacion i,18,36,31,33 - S€ ha demostrado una fuerte tendencia
racial, con mayor prevalencia por razones aln desconocidas para la
raza negra y con un incremento gradual con la edad (1g,23

W



Los aspectos de alimentacién, orientacidn sexual, consumo de
alcohol, tabaquismo, posesion de mascotas, drogadiccion y uso de
antiinflamatorios no-esteroideos parecen no tener relacion sy,

En Africa, se estima que el 82% estd infectado por
Helicobacter pylori entre los 5 y 10 afios, Holcombe, encontrd una
alta prevalencia de anticuerpos en la poblacion (85%) (14 Esto
pudiera deberse a varios factores entre ellos culturales y de pobres

condiciones de higiene y del entorno familiar (31,34),

Bickley y colaboradores han sefialado en un estudio sero-
epidemiolégico que las infecciones por Helicobacter pylori son
comunes en naciones desarrolladas y no desarrolladas (3 34).

Sin embargo, los paises desarrollados han aislado poco a
Helicobacter pylori. Un ejemplo es Suiza, donde Bernarder y
colaboradores no lograron detectarlo en placa dentobacteriana y
saliva en 52 pacientes en 1993 (3

Helicobacter pylori se establece ademéas en cavidad oral.
Existe controversia sobre el tema, [0 cierto €s que muchos autores
confirman su presencia en placa dentobacteriana y saliva (s,3,30,31,37),

mientras otros no lo han logrado aislar 2.



Krajden fue el primero en reportar la presencia de H.pylori en
1989 en placa dentobacteriana en 1 de 29 pacientes que observo
(3.4%) 37y El mismo autor no

logré cultivar H.pylori de 71 muestras salivales en el mismo
ano de 1989 (a7,

En saliva, Ferguson y colaboradores lograron la recuperacion
viable de H.pylori en pequefias cantidades (17).

Se han realizado otros estudios, en placa dentobacteriana y
saliva en la ultima década. Entre ellos estan los de Anne Marie
Nguyen en 1995 (37), 6 el de Giovanni Camarota en 1996 (5,

La cavidad bucal ha sugerido ser un reservorio potencial para
Helicobacter pylori. Se menciona en la literatura que las probables
vias de transmisién son oral — oral y fecal- oral. La primera
constituye a primera vista un riesgo para los Odontélogos en general
y Periodoncistas, aunque ha sido probado que los profesionales de
la salud bucal y sus asistentes no enfrentan una posibilidad mayor
de contagio (1932 sobre todo si se toman en cuenta las medidas
adecuadas de prevencion. La infeccion por H.pylori en cavidad
bucal constituye mas un riesgo de reinfeccion y diseminacion para el

paciente que para los dentistas (s 37.



La presencia de Helicobacter pylori en placa dentobacteriana
es ademas independiente de la frecuencia de consultas dentales,
higiene oral, depoésitos de placa supra ¢ sub gingivales, nivel de
inflamacion gingival y localizacién de la misma (2,5,32,37).

La deteccidon de Heficobacter pylori se ha llevado al cabo
mediante diversas técnicas, algunas Uutiles, otras que no han
funcionado 6 han obtenido muy poco. Las pruebas inmunologicas
de 1gG salival han mostradoe su utilidad en algunas subpoblaciones y
en ciertos pacientes Unicamente e inclusive reportando falsos
negativos en la deteccion de dlceras infectadas (1s). La citologia ha
sido certera en el diagndstico de biopsias antrales y/o duodenales y
no altera la calidad de las biopsias para los reportes histoldgicos de
las mismas, por lo que ha sido simple, rapida y facilmente
reproducible (a4, La prueba de reaccion en cadena de la polimerasa
( PCR) ha mostrado su eficacia en diversas publicaciones,
particularmente en afos recientes (2,3,21,17,30).

HIPOTESIS
1. La deteccion de Helicobacter pylori en placa
dentobacteriana es mas comun en pacientes con dispepsia, y/o
sintomas de enfermedades gastrointestinales que en los que no los
presentan.



2. La placa dentobacteriana constituye un mayor reservorio

para Helicobacter pylori que |a saliva.

CRITERIOS DE INCLUSION

1. Pacientes con enfermedad periodontal diagnosticada

como tipo Adulto.

2. Pacientes con profundidades de sondec de 4 mm 6
superiores en 12 0 2% Molares inferiores e incisivos 6 laterales

inferiores.

3. Pacientes con sintomas de dispepsia y/o sintomas 06
signos de enfermedades gastrointestinales, diagnosticadas 6 no.

CRITERIOS DE EXCLUSION

1. Pacientes con agrandamiento gingival ( bolsas falsas)

2. Pacientes con Periodontitis de instalacion temprana vy
avance rapido como Periodontitis juvenil y Periodontitis progresiva
rapida.

3. Pacientes con Periodontitis asociadas a estados

sistémicos



4, Pacientes embarazadas 0 durante la menopausia

5. Pacientes con terapia antibidtica en los ultimos 30 dias.

6. Pacientes que reciben quimioterapia y/o radiacion por
tumores malignos

7. Pacientes con enfermedades sistémicas debilitantes.

8. Pacientes VIH positivos.

9. Pacienies transplantados que tomen inmunodepresores.

MATERIALES Y METODOS.

.- CEPAS Y CONDICIONES DEL CULTIVO:

Las cepas tipo Helicobacter pylori ATCC 43504,43629 seran
proporcionadas por el Dr. Stanley Holt del departamento de
Microbiologia y Periodoncia del Texas Health Science Center de fa
Universidad de Texas en San Antonio. Las cepas seran
conservadas de dos maneras: 1) Resiembras periddicas en agar
soya ftripticasa suplementado con 5% de sangre de cordero e
incubadas a 37°C en una atmoésfera libre de Oxigeno utilizando
Gaspack y almacenadas en refrigeracion a 4°C hastia su utiiizacion y
2) Congelacidon en leche desnatada suplementada con un crio

protector y congeladas a - 70°C.



Il.- DISENO DE LOS INICIADORES (OLIGOS)

El disefio de los oligonucledtidos se realizard tomando en

cuenta como base la secuencia del gen que codifica para el RNAr

16 s de Helicobacter pylori y realizar comparacion multiple con

algunos organismos relacionados tanto filogénicamente como en la

enfermedad ( Tabla 1)

TABLA 1:
Actinomyces Fusabacterium Pseudomonas
actinomycetemncomitans mortiferum aeruginosa
F.nucleatum
F.paraphrophilus
Actinobacillus Haemophilus Staphylococcus
actinomycetemcomitans aphrophilus aureus
H. sanguis S.epidermidis
Bacteroides Peptoestreptococ Streptococcus
heparinolyticus cus micros intermedius
Campylobacter Porphyromonas Treponema
rectus gingivalis denticora
Capnocytophaga Provotella Wolinella recta,
Sp. corporis ,P.intermedia W.succinogenes
Eikenella P.nigrescens
corrodens

La tabla 2 muestra la secuencia, posicion del gen y la talla del

fragmento esperado para cada par de iniciadores. La comparacion

se realizd utilizando los programas Clustal W'Y FASTA.

11




Las caracteristicas deseadas en los iniciadores seran:
Estabilidad del 6ligo, complementariedad con otras regiones de las
secuencias del ADN blanco, formacion de dimeros, formacion de
horquillas, temperatura de alineamiento, longitud del fragmento
amplificado y la concentracion de GC. Estas caracteristicas seran
evaluadas con los programas Oligo, Amplify y el programa Primer.
Ademas se utilizé también el programa SIM PCR, el cual hace una
comparacion con todos los genes 16 s reportados en el banco de

genes.
TABLA 2;
BACTERIA INICIADOR CLAVE RPOSICION TAMANO FRAGMENTO CLAVE
GEN GENBANK
Helicobacler TAGATTATG TGCCTCTIA LuisH1 123 al 146 2323 pares de GenBank:
pyiori ATCC GTT 1,667,867 bases AE000511:0
43504 43629 AGG AGG TGA TCC AAC LuisHZ 2431 al 2446 6 AUG 1997
CGC

Ill.- UNIVERSO DE TRABAJO Y TOMA DE LA MUESTRA:

Las muestras seran obtenidas sobre la base de los criterios
previamente sefalados y se tomaran los pacientes que acudan al
Postgrado de Periodoncia de la Universidad Auténoma de Nuevo
Ledn previo consentimiento por escrito para ser incluidos en el
estudio. Se tomaran muestras de placa dentobacteriana y saliva en
pacientes con los siguientes requisitos.

1. Profundidad de sondeo de 4 mm en adelante en la pieza
mas distal presente por su cara distal. ( excepto 3as molares)

2. La edad de los pacientes sera de 35 afios en delante de
acuerdo a los criterios sefialados para las periodontitis del tipo

12




adulto, en el ANNALS de la Academia Americana de Periodoncia de
1996.

3. Pacientes que reunan los criterios de inclusion vy
exclusion.

4. El muestreo salival se realizard con puntas de papel
absorbente. La Placa dentobacteriana sera obtenida con curetas
tipo Gracey 3y 4

5. La muestra sera depositada en un tuvo con 0.5 mm de
solucion buffer TE ( Tris 10 mM 1mM ph 8.0) y congeladas a -20°C.

IV.- PCR A PARTIR DE CULTIVOS PUROS Y MUESTRAS
CLINICAS:

A partir de cultivos puros se tomara una muestra de cada una
de las cepas y seran resuspendidas en 100yl de H20 MILI Q
estéril.

Las muestras se colocaran 10 minutos en bafic de agua
hirviendo. Luego seran resuspendidas y centrifugadas a 10,000 rpm
durante 30 segundos y se tomaran 19 ul del sobre andante como
fuente de DNA ( Ceron y col. 1995).

Las muestras se mezclaran con los diversos componentes de
la mezcla de reaccidn bajo el siguiente esquema TABLA Il

13



TABLA 11l

H20 mili Q 19 ul
MUESTRA 18.7 ul
dNTPs 2ui
Buffer (10x) Sul.
MgCl 2(1.5 mM) 3l
Primer 1(LuisH1) 1ul.
Primer 2(Luis H2) 1ul
TOTAL 49.7 pl

La muestra serd colocada en un termociclador Perkin Eimer y
sera sometida al siguiente programa: Un pulso de desnaturalizacion
( 5 min/ 95°C) adicionar .3 wl de Taq Polimerasa (56 U/pl).
Posteriormente las muestras se someteran a 30 ciclos de
amplificacion que consistira de la siguiente desnaturalizacion : 1
min/94°C; alineacién,1 min/36°C y extensién 1 min. 70°C y un ciclo
final de 10 min. De extension. Los productos de la PCR se cargaran
en geles horizontales de agarosa al 1.5% en buffer TAE ( Tris acido
acético EDTA ph 8) y se visualizaran con bromuro de etidio.

La especificidad de los oligonucleétidos se evaluara realizando
PCR cruzadas entre cepas aerobias y anaerobias.

14



ANALISIS ESTADISTICO

1. Chi cuadrada para determinar |la presencia 6 ausencia y
significatividad estadistica

2. Andlisis multiple de medias ( TUKEYWILCOXON O
CHAFFE) Ver si hay diferencias entre positivos y negativos.

MARCO TEORICO

ENFERMEDAD PERIODONTAL.:
Es un grupo de condiciones patolégicas del periodonto

marginal que se consideran infecciosas y de naturaleza inflamatoria

(26,40,51).

Histolégicamente, Moskow y Polson describieron en 1991, la
migracion apical del epitelio de insercion, la presencia de infiltrado
inflamatorio y la presencia de dano del tejido conectivo adherido al
cemento radicular, con presencia de una eventual resorcion de la
porcién marginal del hueso alveolar (o),

Cuando la reabsorcién 6sea supera a la formacién fisiolégica
normal ( Atrofia fisiglogica ), se establece la enfermedad periodontal
y dicho equilibrio se ve alterado. No es un proceso de necrosis,
comprende la actividad de células vivas a lo largo de hueso viable

(40).
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Las enfermedades periodontales se han clasificado de la

siguiente _manera: De acuerdo a la Academia Americana de

Periodoncia en:

1. Periodontitis del adulto
2. De aparicidon temprana: Prepuberal, Juvenil, progresiva
rapida.
Periodontitis asociada a enfermedades sistémicas.
Periodontitis ulcerativa necrotizante (PUN)
Periodontitis refractaria.

Relaciéon de la microflora con la Enfermedad Periodontal:

La microfiora periodontal esta formada de una compleja
asociacion de especies bacterianas distintas. ( Slots 1977,
Listgarten y Hellden 1978, Newman 1978) (26,51

Durante afios la micro biota asociada con las principales
formas de enfermedad periodontal se han escrutado para identificar
los patdégenos especificos asociados con el deterioro del aparato de
insercién periodontal.

Moore y colaboradores han descrito mas de 300 especies
bacterianas en la placa subgingival. Algunas especies se
encuentran como residentes ocasionales y otras como parte de la
flora habitual en cavidad oral (26,49).

16



Algunas de las especies mas reportadas en la literatura;
(Listgarten, Levin 1981, Loesche y Laughon 1982 ) son:
(TABLA V)

TABLA IV:

PERIODONTITIS DEL PERIODONTITIS DE AVANCE
ADULTO RAPIDO

Porphyromonas gingivalis Actinomyces

actinomycetemcomitans

Prevotelfa ( Bacteroides) Capnocytophaga ochracea
intermedia

Etkenella corrodens Prevotella intermedia

Campylobacter rectus Eikenella corrodens

Eubacterium sp.

Selenomonas sp.

Bacteroides forsytus

Espiroquetas

Estas especies parecen intimamente relacionadas a los
diversos tipos de periodontitis activas en humanos y en parte son
responsables de la destruccién causada en dichas enfermedades

(26,40,51).

CONTROL FARMACOLOGICO DE LA ENFERMEDAD
PERIODONTAL

=

17



Existe evidencia de que algunos tipos de periodontitis estan
asociados con microorganismos especificos. Sin embargo 1os roles
precisos que juegan solos 0 en combinaciones en el desarrollo de
[as enfermedades periodontales es aun incierto. Como ocurre en
otras infecciones, los patbgenos que se sospechan como causantes
de la enfermedad periodontal actian ¢ interactian con una flora
bucal normal. Por lo tanto la eliminacidn a largo plazo de estas
bacterias con el uso de antimicrobianos parece imposible de
alcanzar. Por ello el tratamiento de las enfermedades periodontales
no puede basarse en la administracién indiscriminada de
antibioticos, sino en el equilibrio y combinacion de las terapias
mecanica y quimica (4e,s0).

RESPUESTA DEL HOSPEDERO:

A inicios de los setentas, los investigadores periodontales
empezaron a darse cuenia de que aunque las bacterias eran
quienes causaban la destruccion del periodonto, era la reaccién del
hospedero quien favorecia dicha destruccion.

Un patdogeno periodontal debe poseer factores de virulencia
para lograr la colonizacion del ambiente periodontal, vencer la
resistencia del hospedero para luego poder causar un dano tisular

(26,40)
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Es logico pensar la implicacion que tiene un patdgeno
especifico 6 sus componentes al ganar el paso y penetrar los tejidos
ocasionando una respuesta inmune sq.

Algunos mecanismos de accion de dichos microorganismos
son entre otros, la produccidbn de endotoxinas, leucotoxinas,
colagenaza, factores inhibidores de los fibroblastos, y factores
activadores de osteoclastos ().

La evidencia nos demuestra que la microflora subgingival
regula el micro ambiente y sus efectos son acumulativos en la
habilidad que cada especie tiene para actuar de forma individual 6
en conjunto.

Se han encontrado cuentas elevadas para Aa y P.gingivalis, ya

sea en el fluido gingival como en el suero (Ebersole 1980, Listgarten
1981, Mouton 1981)

EQUILIBRIO HOSPEDERO PARASITO:

Las interacciones entre la agresividad de la microflora
patégena y las defensas del hospedero son consideradas como
fundamentales con respecto a la salud y enfermedad del periodonto

(26,48}
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Los componentes periodontales se ven involucrados en
cambios destructivos ya sea por accion directa de los patdégenos,
sus productos, © por cambios provocados por las respuestas
inflamatorias e inmunes sobre la agresién bacteriana. (Page,Genco
1992)

Sin embargo, es conocido que ademas de los aspectos
microbiologicos e inmunolégicos, existen factores genéticos
determinantes de susceptibilidad a la colonizacion por determinada
especie patéogena y el desarrollc de respuestas inflamatorias

destructivas (ao,s1).

En Periodoncia, la deteccién bacteriana opera de forma
distinta a otras especialidades médicas. La relacién causa - efecto
entre las especies baclterianas y  patogenos sobre la salud
periodontal es bien conocida y ha sido ampliamente documentada.
La deteccidn de dichas especies puede hacerse mediante pruebas
de Elisa, estudios serolégicos, y PCR entre otras. (23,520,231

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA ( PCRY):

La reaccion en cadena de la Polimerasa es relativamente
nueva y se basa en un método de deteccién en que las secuencias
de acidos nucleicos provee una alta especificidad (2,6,7,21).
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La disponibilidad de polimerasas purificadas de DNA y
oligonucledtidos quimicamente sintetizados , ha hecho posible
clonar secuencias especificas de DNA rapidamente y sin necesidad
de células vivas s,

La tecnica de PCR permite al DNA de una regién seleccionada
de un genoma ser amplificada por billones, para reconocer al menos
una parte de su secuencia de nucleétidos (o,15,20)

Primero, la parte conocida de dicha secuencia es utilizada
para disenar dos ologonucleétidos, uno complementario a cada
banda de DNA en su hélice doble y estando en los lados opuestos
de la region que sera amplificada. Estos oligonucledtidos sirven
como iniciadores (primers), para la sintesis in vitro de DNA que es
catalizada por una polimerasa de DNA, que determina el inicio del
final del fragmento de DNA que se obtiene (29,

Cada ciclo de reaccion requiere de un tratamiento térmico para
separar los fragmentos de DNA en las dobles hélices (Paso 1).
Luego de un enfriamiento del DNA en presencia de 2
ologonucleotidos iniciadores para hibridizar las secuencias
complementarias en el genoma de DNA (Paso 2). La mezcla es
luego0 encubada con DNA  polimerasa y trifosfatos
desoxiribonucléicos para la sintesis selectiva de los 2 iniciadores.
Luego de algunos ciclos (20 & 30) se obtiene un fragmento de DNA
cuya longitud corresponde a la distancia original entre los dos
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iniciadores originates. Cada ciclo individual requiere 5 minutos, que
mediante procesos automatizados permite la clonacién molecular
del fragmento de DNA en pocas horas, comparado con varios dias
en otras técnicas habituales. De clonacion (g,1s,20).

HELICOBACTER Pylori Generalidades.-
Es una bacteria espiral, Gram. Negativa, causante de gastritis

superficial tipo B, ulcera péptica (1011290  Esta comprobada la
produccion de ureasa por Helicobacter pylori en la patogénesis de
dichas enfermedades. Anteriormente se les denominaba bacterias
ureasa positivos a los productores del fenotipo ureA, ureC, y ureD
que pueden expresarse en E.coli como 1o hace Piloro (11,29)

Controversial ~ su  participacion en  ulcera  gastrica,
sistematicamente estudiada no fue encontrada en el estudio de
Borody y col.4,11y Mediante el uso de iniciadores en PCR es posible
tipificar pequenas cantidades de H.pylori en pacientes
comprometidos gastrointestinalmente (102 L@ infeccion cronica
producida por ésta bacteria es muy comun en el hombre pero su
ruta de transmision es alin desconocida (s).

Existe evidencia de gue la membrana externa de H.pylori es
probablemente su mecanismo de patogenicidad mediante Ila
produccion de proteinas pro inflamatorias que se encuentran en las

vesiculas membranosas. La citotoxina asi producida se le llama
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VacA biolégicamente activa y se le encuentra en un 50 a 60% de las
cepas estudiadas con relacion al daio de la mucosa gastrica (24

Deteccion de Helicobacter pylori

Existen varios métodos para el diagnéstico de Helicobacter
pylori. Algunos requieren endoscopia gastrointestinal (45,23, para
ganar material de forma directa, y existen otras tecnicas no
invasivas que pueden tomarse de placa dentobacteriana, suero,
saliva 0 del aliento (131931 ES posible su identificacion en placa
dentobacteriana hasta en un 33% en promedio de acuerdo a Riggio
y Lennon (42

Erradicacién de Helicobacter pylori
Importancia de la deteccion:

Hay eviencias de que el factor de crecimiento epidermal (
FCE) es secretado por las glandulas salivales y de Brunner con
efecto inhibitorio y protector del acido gastrico y que el estémago
secreta abundantemente en ausencia de Helicobacter pylori (25 26

Cuando Helicobacter pylori es erradicado, la concentracion del
FCE aumenta en el estbmago no asi en la saliva. Es por ello que la
deteccion y erradicacion de Helicobacter pylori conducira a la
liberacién protectora de FCE en la mucosa gastrica de pacientes
con uUlceras gastrointestinales (,s.
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La erradicacion de Helciobacter pylori es posible mediante el
uso de terapia antibidtica triple baséandose en omeprazole por 2
semanas 6 mas hasta en un 95% de éxito (45

Helicobacter pyfori ha sido implicada en la patogénesis de
gastritis cronica, ulcera péptica, entre oiras entidades del tracto
gastrointestinal. Un método seguro y rapido de deteccidén de
Helicobacter pylori seria Util en el manejo de pacientes con
sintomas, para poder establecer un pronto régimen antibidtico y
lograr su erradicacidn definitiva. (s 20,23,33.35,36,39).

La erradicacion de Helicobacter pylori resulté en la
cicatrizacion de las Ulceras gastrointestinales (zg).

PRINCIPALES TRASTORNOS DEL _ESTOMAGO _ Y
DUODENQ. GENERALIDADES

GASTRITIS:

No existe una definicidn sencilla de gastritis. El término es
usado por ios encoscopistas que basan su diagndstico en el aspecto
observado, por los anatomopatdlogos, por su imagen histoldgica y
por los radidlogos y clinicos de acuerdo a sus observaciones (34
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En el sentido estricto del término se refiere a la inflamacion de
la mucosa gastrica, debe definirse primeramente a criterios
histolégicos. La histopatologia debe acompaifiarse de los aspectos
clinicos y radiograficos.

Histologicamente se clasifica en erosiva y no erosiva, con
inflamacién en ambos casos, infiliracion de LPMN ¢ inflamacion
cronica con células redondas (a4,

Algunos han considerado la gastritis como un fenémeno del
envejecimientosy),

GASTRITIS: CLASIFICACION GENERAL.
AGUDA

EROSIVA CRONICA

NO EROSIVA

GASTRITIS POST-GASTRECTOMIA
GASTRITIS EPIDEMICA
EOSINOFILICA

GASTRITIS INFECCIOSA ( SEPTICA)

N o o bk N2

El tratamiento es variable y depende del tipo de gastritis que
se padezca y pueden ser quirurgicos y no quirurgicos, prevencion de
erosiones, disminucion de acidos y el uso de medicamentos como
cimetidina o ranitidina (sa).
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ULCERA PEPTICA

— —

Las Ulceras se localizan habitualmente a lo largo de [a
curvatura menor del estémago, dénde las glandulas pildricas rodean
a las glandulas oxinticas. Su tamano es variable (33 34).

Las ulceras duodenales situadas por lo comun a menos de 3
cm del piloro son también de tamafio variable aungue en general
son mas pequenas. Las ulceras son por lo general redondas U
ovaladas con bordes bien delimitados, penetran por lo general las
capas mucosa y muscular y son benignas casi siempre aungue las
gastricas pueden ser malignasgs,sa,

La sintomatologia es variable, sélo el 50% de los casos
presenta el patrén de sintomas caracteristico. La molestia tipica es
una guemazon 6 dolor urente, con sensacion de vacio 6 hambre, el
dolor es constante y se localiza bien circunscrito por io general en el
epigastrio (s,33,34).

El dolor desaparece en las mananas al levantarse pero
aparece nuevamente al mediodia y luego se calma con el alimento y
vuelve 2-3 horas después de la comida. EIl dolor que despierta por
la madrugada es altamente sugestivo de ulcera (27 34).
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El tratamiento es variable y puede consistir en alguna de las
siguientes modalidades 6 combinacion de las mismas.

» Uso de antiacidos

» Uso de Hidroxido de aluminio.
» Uso de Blogueadores de los receptores H2
¢ Uso de sucralfato

¢ Anticolinérgicos

¢ Algunas prostaglandinas

¢ Uso de antibidticos

e Sulpride

e Carbenoxolona

e Omeprazol

e Dieta

e Cirugia

Algunas de las complicaciones de la uicera péptica son la

penetracion hacia la pared del estomago ¢ duodeno, 6 la
perforacion, la cual constituye una emergencia abdominal aguda (3

METAPLASIA:

La mucosa del fondo gastrico puede transformarse en mucosa
de tipo antral, reempiazando progresivamente a la del fondo lo cual
se produce generalmente en edades avanzadas.
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Dicha transformacion puede alterar la mucosa hasta que se
asemeje a la del intestino delgado con células caliciformes y
endocrinas (intestinalizacion).

No se ha observado que la metaplasia sea precursora de

cancer.

REFLUJO GASTROESOFAGICO:

Indica la incompetencia del esfinter esofagico inferior. Algunos
factores que lo provocan son: La naturaleza caustica del material
regurgitado, volumen gastrico, presion intrinseca del esfinter, angulo
de la unidn cardioesofégica, la accidén del diafragma 0 las hernias
hiatalessq).

Se caracteriza por pirosis y regurgitacion del contenido
gastrico a la boca. Sus complicaciones son esofagitis, estenosis
esofagica péptica, llcera esofagica y metaplasia de Barret (31,

NEOPLASIAS GASTRICAS:

Principalmente carcinoma que constituye el 95% de las
neoplasias malignas del estdbmago. Menos frecuentes son los
linfomas ( que pueden localizarse primariamente en el estdmago y

leiomiosarcomas (z1,34).
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ETIOLOGIA

Aungue su causa de desconoce, el cancer gastrico se asocia a

menudo con gastritis y metaplasia intestinal. Los pdélipos gastricos,
citados también como precursores de cancer deben extirparse de
rutina (25).

USO E IMPACTQ DE NUEVAS TECNOLOGIAS PARA EL
DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO DE LAS ENFERMEDADES
PERIODONTALES.

El rol de H.pylori en enfermedades gastrointestinales es bien
conocido en los articulos ya mencionados y otros tantos que han
venido surgiendo en los Ultimos afnos (s s1).

En los Ultimos 25 afios han ocurrido avances muy significativos
en el entendimiento de las enfermedades periodontales. Las
bacterias asociadas a la placa dental han sido involucradas con
razén en la etiopatologia de las enfermedades periodontales.
Algunos factores del hospedero contribuyen en cierta manera
facilitando 6 bien en antagonismo del ataque bacteriano, un sistema
inmunolégico complejo y sofisticado nos protege del dafo tisular
producido en cavidad bucal (49,50,51).

El entendimiento de la flora microbiana y sus sinergias, asi
como su composicidon y localizacion pueden resultar en un
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detrimento en los indices de enfermedades periodontales vy
gingivales. Los cada vez mas sofisticados métodos de deteccién
bacteriana y el estudio microscopico de sus caracteristicas y
propiedades patogénicas nos permite entender mejor la ecologia
microbiana en relacion con su medio y tratar de vincular 6
discriminar su efecto agresivo en el ser humano (50,51).
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RESULTADOS

La técnica de PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa) ha
permitido demostrar la presencia de ciertos microorganismos que
anteriormente no podian aislarse debido a la dificuliad de las

técnicas y condiciones de cultivo convencionales.

La amplificacion genética por PCR fiene aplicaciones en
biotecnologia médica, microbiologia y medicina forense. Mediante el
contenido genético es posible demostrar la presencia de bacterias,

células, hongos, genes etc.

Segin CLAYTON, KLEANTHOUSMORGAN, PUCKEY Y
TABACQCHALI Helicobacter pylori juega un papel trascendente
como parte de la flora transitoria no necesariamente
periodontopatdgena pero si constituyente de las estructuras de

soporte periodontal y placa, y en constitucién de la flora bucal.
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Los pacientes seleccionados para el presente estudio adultos
mayores, parecen influir segun Kuipers y col. En un mayor indice y
presencia de anticuerpos por la infeccion producida por H.pylori
debido al constante contacto con los diferentes grupos de edad, si
bien el ¢ los primeros contactos parecen tfener lugar durante la
infancia. Estos reportes coinciden con Madinier y col en lo referente

a la edad y la nifiez como el primer contacto con la bacteria.

De un total de 30 pacientes que participaron en el estudio, a
cada uno de ellos se le tomaron 2 muestras: 1 de placa
dentobacteriana y una muesfra salival. Cada paciente fue
examinado clinicamente para comprobar la presencia de periodontitis
tipo adulio y tomando como base l0s criterios de inclusidn y exclusidn
y de acuerdo a un formato preestablecido donde ademas firmaron su

consentimiento para participar en el estudio.

Se obtuvo un total de 30 muestras de placa dentobacteriana y
30 muestras salivales. 13 de los pacientes (43.3%) reportaron uno
6 varios sintomas de enfermedades gastrointestinales,

principalmente gastritis VER TABLA V. El 100% de los pacientes
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que resultaron positivos en las muestras de piaca dentobacteriana
para Helicobacter pylori (4 pacientes, 31%), era precisamente del
grupo de pacientes sintomaticos VER TABLAS VI Y VIl. Tomando
en cuenta los 30 pacientes con Periodontitis el 13.33% resulté
positivo en placa dentobacteriana. No fue posible detectar

Helicobacter pylori en las 30 muestras salivales.

Al realizar el analisis estadistico y aplicar la Chi cuadrada se
hizo primero la comparacion entre los pacientes con y sin
sintomatologia gastrica para ver la probabilidad con la que dichos
sintomas se presentan en una poblacibn de pacientes con
periodontitis. Se encontré que en la poblacion total N=30 y con un
grado de libertad gl=29 nuestra probabilidad fue P>.005 con un

rango P>90% VER TABLA ANEXA.

Paciente X
4 1.60
15 1.60
20 1.60
26 1.60

2
Tabla que presenta la X de los 4 pacientes positivos en piaca dentobacteriana con una
poblacion P=30 y un grado de libertad de 29 y donde nuestra probabilidad fue P>=.005 con un rango
P>90%.
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Tomando la n muestral para un total de 4 pacientes positivos
de una poblacion de 30 para Helicobacter pylori en placa
dentobacteriana con una n=4 y un grado de libertad gl=3 nuestra

P> 0.1con un rango P>90%.

Al aplicar pruebas de comparacién entre los grupos la prueba
de Wilcoxon pudo apoyar nuestra hipdtesis nula con una P>.001 Y
un inice de confiabilidad de 99.99% con una U calculada de 15 y
una U tedrica de 996. De acuerdo a la prueba de Wilcoxon, sila U
calculada es menor a la U tedrica entonces se apoyara a la hipdtesis
nula Ho.

1. HIPOTESIS NULA Ho, = La deteccién de Helicobacter
pylori en placa dentobacteriana e€s méas comun en
pacientes con dispepsia, y/o sintomas de enfermedades
gastrointestinales que en los que no los presentan.

2. HIPOTESIS ALTERNA HA = La deteccion de
Helicobacter pylori en placa dentobacteriana NO es mas
comun en pacientes con dispepsia, y/o sintomas de
enfermedades gastrointestinales que en los que no los
presentan.

La presente investigacion coincide en parte con el estudio de

RIGIO Y LENNON en que analizaron 29 pacientes y encontraron
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que un 33% de las muestras analizadas, un total de 73 eran

positivas a H.pylori. Ellos concluyeron que la placa dental puede ser

un reservorio para la infeccién por H.pylori.

TABLAV:

NUMERO ASIGNADO

SINTOMATOLOGIA

NO EXISTIERON

VALOR

AL PACIENTE GASTROINTESTINAL | SINTOMAS EVIDENTES
POSITIVA DE DISPEPSIA
1. X 1
2. X 0
3. X 1
4. X 1
5. X 0
6. X 0
7. X 0
8. X 1
9. X 1
10. X 0
11. X 0
12. X V]
13. X 0
14. X 0
15 X 1
18. X 0
17. X 0
18. X 0
19. X e
20. X 1
21. X 0
22. X 4]
23. X 0
24 X 1
25, X 1
26. X 1
27. X I
28. X 1
29. X 1
30. X 0

TABLA V: La presente tabla nos muestra la poblacion total del estudio 30

pacientes, de los cuales 13 (43.33%)

dispepsia, gastritis principalmente.

presentaron Signos y sintomas de
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TABLA VI:

PACIENTE TIPO DE SINTOMATOLOGIA GASTRICA
NUMERO
1 Dolor abdominal, sensacion de plenitud gastrica, ulceras,
gasiritis, nauseas y vémitos ocasionales
3 Dolor abdominal, ulceras, gastritis, colitis, nauseas ocasionales
4 Gastritis, Colitis
8 Dolor abdominal, sensacién de plenitud gastrica, gastritis,
nausea ocasionalt.
9 Gastritis, colitis
15 Gastritis
20 Gastritis
24 (Gastritis
25 Dolor abdominal, gastritis
26 Dolor abdominal, sensacion de plenitud gastrica, gastritis,
colitis, ulceras nauseas ocasionales.
27 Gastritis
28 Gastritis
29 Gastritis

TABLA VI: Nos da un reporte del tipo de sintomatologia gastrica que

presentaron los pacientes del presente estudio.

36



TABLA Vi

PACIENTE NUMERO

HELICOBACTER
PYLORI
DETECTADO

NO SE DETECTO
H.PYLORI!

||~ |o|a|wp|=

KX XKL DK XXX 24| [P DR XK XK XK X[ X] | X[ K] X

La presente tabla presenta los pacientes que fueron positivos al estudiar sus

muestras de placa dentobacteriana.
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Los 4 pacientes positivos a Helicobacter pylori y pertenecientes
al grupe con sintomatologia representan un 31%. Las muestras de
placa dentobacteriana resultaron ser de mayor claridad al momento
de valorar la banda fotométricamente. Aun utilizando un gel de
agarosa al 0.5% para buscar tefir fas bandas de las muestras
salivales no fue posible detectarlas. Esto comprueba [a hipdtesis

para preferir el muestreo de placa sobre el salival.

De acuerdo a los resultados obtenidos en ésta investigacion,
la cavidad bucal y en particular el surco gingival constituye un
reservorio transitorio y ocasional para Helicobacter pylori en algunos
pacientes con dispepsia y gastritis. Es precisamente el medio bucal
una rica fuente para mas de trescientas especies bacterianas que
conviven sinergizan y antagonizan. Algunas de estas especies ya
han sido relacionadas con enfermedades del periodonto. No se ha

establecido la relacion de esta bacteria
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CONCLUSIONES:

La presente investigacidon realiz6 de forma precisa el
diagndstico de casos positivos a Helicobacter pylori en pacientes

periodontalmente comprometidos.

Con el avance tecnoldgico las diversas disciplinas cientificas
acortan los procedimientos necesarios para el estudio de los
fendmenos que les compete, facilitan la obtencidn de la informacion
y proveen de mayor exactitud al momento de realizar un diagndstico

en el area médica y dental.

Los antiguos métodos de deteccion y conteo bacteriano, como
los cultivos, tienden a dejar el paso a nuevos procedimientos de
mayor exactitud. La reaccién en cadena de la polimerasa es una
de esas nuevas herramientas al alcance de la ciencia actual. Es
posible identificar un gran numero de microorganismos con fidelidad
y con solo pequefias muestras microscépicas. E! nivel de exactitud
es altamente confiable a nivel genético. El campo que abarca es
amplisimo y muy grande es su potencial.
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El periodoncista tiene a la mano el uso de la presente
tecnologia en combinacién a la disciplina microbiologica. El estudio
conjunto de bacterias en surco gingival y saliva le provee de datos

biolégicos para el mejor tratamiento de sus pacientes.

Cada dia con mayor claridad se vinculan enfermedades y
padecimientos en el sistema del ser humano. Algunas afecciones
periodontales perturban el equilibrio bacteriano que puede alterar ¢
perjudicar a pacientes en riesgo de endocarditis bacterianas, 6 bien
disminuir el crecimiento del neonato, por mencionar algunas

condiciones relacionadas.

Lo mismo sucede con infecciones gastrointestinales donde
Helicobacter pylori es considerado como el principal agente causal
de algunas de ésas enfermedades. En base a la literatura no es
posible implicar a H.pylori COMO un  microorganismo
periodontopatégeno, pero tampoco se descarta algun efecto nocivo
al periodonto al combinarse con otras bacterias en el surco gingival.
Tampoco fue motivo del presente estudio realizar este tipo de

aseveraciones.
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Para considerar a Helicobacter pylori como dafino al
periodonto seria necesario la determinacién inmunolégica de las
citocinas que produce y los anticuerpos generados por la

estimulacion antigénica.

Basandonos en los resultados del presente estudio, podemos
afirmar que la saliva no es un medio confiable para detectar a
Helicobacter pylori. Sin embargo se pudo comprobar que la placa
dentobacteriana de algunos pacientes con signos y sintomas de
enfermedades gastrointestinales y enfermedad periodontal tipo

adulto fue positiva a Helicobacter pylori.

En conclusién, y con base en la presente investigacion, fue
posible establecer que solo el 30% de los pacientes sintomaticos
fueron positivos a Helicobacter pylori en placa dentobacteriana, 10
qQue sugiere que la cavidad bucal es mas bien un reservorio

transitorio y temporal en algunos pacientes para Helicobacter pylori
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Sugerimos para futuras investigaciones que se investigue 10
siguiente:
e Tratar de vincular a Helicobacter pylori como posible
microorganismo periodontopatégeno
e Buscar erradicar a Heficobacter pylori en pacientes
positivos verificando su presencia 6 ausencia luego de
realizado el tratamiento periodontal.
e Comparar su presencia ante otras enfermedades
periodontales.
e Utilizar PCR en la deteccion de otras especies bacterianas en

surco gingival.
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ANEXOS




Nombre: Edad: Sexo.

Direccion: Ciudad:
Telefona____ Peso aproxmado: Estatura:
Motivo de consuita;

PADECE O HA PADECIDO ALGUNA DE LAS SIGUIENTES ENFERMEDADES O MANIFESTACIONES DE ENFERMEDADES.
MARQUE SI O NO.

Sangrado de encia, movilidad de piezas, mal aliento
Dolor en ta encia, comezon,

Dolor al masticar -

Sensibilidad con lo frio & lo caliente

PG Ry

Dolor abdominal
0 AUSENTE
1 LEVE ( Consciente, facitmente tolerable )
2 MODERADO (Interfiere con acfividades)
SEVERA ( Incapacitants }
FRECUENCIA:
0 AUSENTE
1 Menes de 1 vez por semana
2 QOcasional Menos 3 veces por semana

® ® ¢ & 0 & 6 & o 0

i

Al comer se siente muy lleno muy rapidamente
0 AUSENTE
1 LEVE ( Consciente, facilmente tolerable )
2 MODERADO (Interfiere con actividades)
SEVERA ( Incapacitante )
FRECUENCIA:
0 AUSENTE
1 Menos de 1 vez por semana
2 Qcasional Menos 3 veces por semana

¢ 6060 ¢ 0 0 ¢

E

Ha padecido uiceras estomacales
0 AUSENTE
1 LEVE ( Consciente, faciimente tolerable )
2 MODERADO (Interfiere con actividades)
SEVERA { Incapacitante )
FRECUENCIA:
0 AUSENTE
1 Menos de 1 vez por semana
2 Ocasional Menos 3 veces por semana

® 60 0 2 ¢ 0 & o

i

Padece Gastritis

0 AUSENTE

1 LEVE ( Consciente, faciimente tolerable )

2 MODERADO (Interfiere con actividades)

SEVERA ( Incapacitante )

FRECUENCIA:

0 AUSENTE

1 Menos de 1 vez por semana

2 Ocasional Menos 3 veces pof semana

e 3 CON FRECUENGIA MAS DF 3VECES POR SEMANA

9. Problemas de intestino, vias billares
e 0AUSENTE



1 LEVE ( Consciente, fecilmente tolerable )
2 MODERADO (Intetfiere con achvidades)
SEVERA { Incapacitante )

FRECUENCIA:

0 AUSENTE

1 Menos de 1 vez por semana

2 Ocasional Menos 3 veces por semana

® © 3 & ¢ ¥ e e

f

L5
=

Nauseas
0 AUSENTE
1 LEVE ( Consciente, facimente tolerable )
2 MODERADQ (Interfiere con activicades)
SEVERA ( Incapacitante )
FRECUENCIA:
0 AUSENTE
1 Menos de 1 vez por semana
2 QOcasional Menos 3 veces por semana

o & & 0 0 6 5 0 ¢

E

-

Vémitos
0 AUSENTE
1 LEVE ( Consciente, faciimente folerabie )
2 MODERADO (tnterfiere con actividades)
SEVERA { Incapacitante )
FRECUENCIA:
0 AUSENTE
1 Menos de 1 vez por semana
2 Ocasional Menoes 3 veces por semana

9 & ¢ ¢ 0 6 O 8 -

E

PERIODONTITIS TiPO ADULTO: CONFIRMADQ

POR:

SITIOS DE MUESTREQ: PLACA DENTCBACTERIANA
BOLSAS Y NIVEL DE INSERCION

87654321]12345678 ANTERIOR POSTERIOR
87654321]12345678 £ Bolsa Bolsa
Niv.Inserc. Niv fnserc.
SALIVA: 8l NO
FIRMA DE CONSENTIMIENTO

ACEPTO SER TOMADO{A) EN CUENTA PARA EL ESTUDIO DE INVESTIGACION PARA TESIS DE MAESTRIA DEL DR LUIS
ALBERTO HENRIC TREVINO, EN EL CUAL SE ME TOMARAN MUESTRAS DE PLACA DENTOBACTERIANA Y SALIVA PARA
LA DETECCION DE UN MICROORGANISMO LLAMADO HELICOBACTER PYLORI Y SABIENDO QUE ELLO NO iMPLICA
NINGUN RIESGO PARA MI INTEGRIDAD Y SALUD ACCED! A PARTICIPAR Y SE ME NOTIFICO QUE SERIA INFORMADO(A)
DE £0S RESULTADOS OBTENIDOS EN LA MISMA. AUTORIZO POR LO TANTO A LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO
LEON Y AL DR HENRIC PARA TOMAR Y PUBLICAR LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN DICHA INVESTIGACION.

MONTERREY, NL A DE : DE

NOMERE Y FIRMA DEL PACIENTE



HPrmA16S Report

End 5 and End 3 arc the coordinates of the RNA in the Helicobacter pylori genome.
End 5: 1209081

End 3: 1207533

Strand: -

Nucleotide Sequence:

TIT ATG GAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG AGT GAA CGC TGG CGG CGT GCC TAA TAC ATG CAA
GTC GAA CGA TGA AGC TTC TAG CIT GCT AGA GIG CTG ATT AGT GGC GCA CGG GTG AGT AAC
GCA TAG GTT ATG TGC CTC TTA GTT TGG GAT AGC CAT TGG AAA CGA TGA TTA ATA CCA GAT
ACT CCC TAC GGG GGA AAG ATT TAT CGC TAA GAG ATC AGC CTA TGT CCT ATC AGC T1G TI1G
GTA AGG TAA TGG CTT ACC AAG GCT ATG ACG GGT ATC CGG CCT GAG AGG GTG AAC GGA CAC
ACT GGA ACT GAG ACA CGG TCC AGA CTC CTA CGG GAG GCA GCA GTA GGG AAT ATT GCT CAA
TGG GGG AAA CCC TGA AGC AGC AAC GCC GCG TGG AGG ATG AAG GTT TTA GGA TIG TAA ACT
CCT T7T GTT AGA GAA GAT AAT GAC GGT ATC TAA CGA ATA AGC ACC GGC TAA CTC CGT GCC
AGC AGC CGC GGT AAT ACG GAG GGT GCA AGC GTT ACT CGG AAT CAC TGG GCG TAA AGA GCG
CGT AGG CGG GAT AGT CAG TCA GGT GTG AAA TCC TAT GGC TTA ACCATAGAA CTG CAT TTG
AYA CTA CTA TTC TAG AGT GIG GGA GAG GTA GGT GGA ATT CTT GGT GTA GGG GTA WWA TCC
GTA GAG ATC AAG AGG AAT ACT CAT TGC GWA GGC GAC CTG CTG GAA CAT TAC TGA CGC TGA
TIG CGC GAA AGC GTG GGG AGC AAA CAG GAT TAG ATA CCC TGG TAG TCC ACG CCCTAA ACG
ATG GAT GCT AGT TGT TGG AGG GCT TAG TTT TCC AGT AAT GCA GCT AAC GCA TTA AGC ATC
CCG CCT GGG GAG TAC GGT CGC AAG ATT AAA ATC AAA GGA ATA GAC GGG GAC CCG CAC AAG
CGG TGG AGC ATG TGG TTT AAT TCG AAG ATA CAC GAA GAA CCT TAC CTA GGC TTG ACA TIG
AGA GAA TCC GCT AGA AAT AGT GGA GTG TCT GGC TTG CCA GAC CIT GAA AAC AGG TGC TGC
ACG GCT GTC GIC AGC TCG TGT CGT GAG ATG TTG GGT TAA GTC CCG CAA (GA GCG CAA CCC
CTT TTC TiA GIT GCT AAC AGG TTA TGC TGA GAA CTC TAA GGA TAC TGC CTC CGT AAG GAG
GAG GAA GGT GGG GAC GAC GTC AAG TCA TCA TGG CCC TTA CGC CTA GGG CTA CAC ACG TGC
TAC AAT GGG GTG CAC AAA GKG AAG CAA TAC TGC GAA GTG GAG CCA ATC TTC AAA ACA CCT
CTC AGT TCG GAT TGT AGG CTG CAA CTC GCCTGC ATG AAG CTG GAA TCG CTA GTA ATC GCA
AAT CAG CCA TGT TGC GGT GAA TAC GTT CCC GGG TCT TGT ACT CAC CGC CCG TCA CAC CAT
GGG AGT TGT GIT TGC CTT AAG TCA GGA TGC TAA ATT GGC TAC TGC CCA CGG CAC ACA CAG

CGA CTG GGG TGA AGT CGT AAC AAG GTA ACC GTA GTG AAC CTG CGG TTG GAT CAC CTC CT

14530<



BIO-SYNTHESIS  |LotNo: E451-10
Oliga Data Stheet

hate Created: 8/30/99
for Reference ID: LuisH1
Mimer Lot Number: E451-10
Author: ML
Smthesis Scale: 200 nmol

Primer Sequence (5" to 37): TAG ATT ATG TGC CTC TTA GTT

Primer Data

fimer Length: 21

Type: DNA

famposition: A C G T Others
4 3 4 10 0
19.0% 143% 19.0% 47 6% 0.0%

Molecular Weight {Ammonium Salt): 6417.2

Exact Werght per OD {Ammonium Salt): 32.66

Nanomoles per OD (Ammomnium Salt): 5.09

Millimolar Extinction Coefficient: 196.47

Total ODs in This Tube: 15

Total Amount in ug: 43994

Total Amount in nmoles: 76.35

Purification: Desalted

Melting Temperature in Celsius: 560

¥ END OH

3 END OH

Note:

Your source for custom DNA, peplides and molecular biology products

%:972.420-8505, Toll free: 800-227-0617, Fax: 972-420-0442, E-Mail: biosyn@biosyn.cam. laternet: http://www.blosyn com
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BIO-SYNTHESIS

Lot No: E451-11

Olige Data Steet

Dite Created:

Your Reference ID:

ftmer Lot Number:
duthor:

dnthesis Scale:

Primer Sequence (5" to 3"):

8/30/99
LuisH2
E451-11
ML

200 nmol

AGG AGGTGATCC AAC CGC

Primer Data

Pnmer Length: 18

Type: DNA

fomposition: A C G T Others
5 5 6 2 0
27.8% 27.8% 33.3% 11.1% 0.0%

Molecular Weight (Ammonium Salt): 5533.6

Exact Weight per OD (Ammonium Salt): 30.54

\anomoles per OD (Ammonium Salt): 5.52

Millimolar Extinction Coefficient: 181.17

Total ODs in This Tube: 15

Total Amount in ug: 458.16

Total Amount in nmoles: 82.8

Purtfication: Desalted

Melting Temperature in Celsius: 58.0

$END OH

YEND OH

Note:

Your source for custom DNA, peptides and molecular biology products

1972-420-8505, Toll free: 800-227-0627, Fax: 972-420-0442, E-Mail: biosyn@biosyn.com, Intemet: hp://www.biosyn com
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Genome Whole Map

8 bp

1400068 bp

Helicobacter pylori

1299698 bp

1880080 bp 7

20809020 b
/ P

400080 bp

"\ 620802 bp

Strain 26695
Length 1,667,867
Number of ORF 7566
Institution

The Institute for Genomic Research (TIGR)

Data Source GenBank: AEQ00511:06-AUG-1997

Reference

Tombh J.E. etal (1997) Nature 388, 339

Enter gene name to see the region around the gene |

”ExecE

Function category list
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AMPLIFICACION GENETICA A PARTIR DE MUESTRAS
OBTENIDAS DIRECTAMENTE DE PACIENTES EN PLACA
DENTOBACTERIANA

| | A2 4 5 © 7 & 9 10 1N 12 15




CULTIVOS PUROS Y CAMARA

DE ANAEROBIOSIS



MUESTRAS DE PLACA
DENTOBACTERIANA Y SALIVA LISTAS
PARA PROCESAR POR PCR



INICIADORES (PRIMERS)
AL CENTRO LOS INICIADORES
ESPECIALES PARA HELICOBACTER
PYLORI



TERMOCICLADOR PERKIN ELMER



EQUIPO DE ELECTROFORESIS, LAMPARA DE
LUZ ULTRAVIOLETA'Y CAMARA.






