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RESUMEN

Paulo César Mares Moreno.

Universidad Autonoma de Nuevo Leon.

Facultad de Odontologia.

Maestria en Ciencias Odontologicas con Especialidad en Odontopediatria.

Titulo del estudio: “Presencia de Helicobacter pylori en placa dental de la poblacion
infantil que acude al Posgrado de Odontopediatria de la Facultad de Odontologia de la
U.AN.L”

Estudio descriptivo, abierto, prospectivo, transversal y observacional.

Realizado en el Posgrado de Odontologia Infantil, el Departamento de Biologia Molecular
de la Facultad de Odontologia y Area de Biologia Molecular en la Unidad de Odontologia
Integral del Centro de Investigacion y Desarrollo en Ciencias de la Salud de la U.A.N.L.

Objetivo: Identificar la presencia de Helicobacter pylori en la placa dental de pacientes que
acuden a consulta para su atencién integral en el Posgrado de Odontopediatria, de la
Facultad de Odontologia de la U.A.N.L.

La presente investigacion se realizd con pacientes pediatricos de 2 a 11 afios de edad
aparentemente sanos, buscando la presencia de Helicobacter pylori en la placa
dentobacteriana. Las muestras de placa dentobacteriana fueron tomadas del espacio
subgingival de la cara lingual de los molares inferiores. Las muestras se hicieron crecer en
medios de cultivo especificos y posteriormente se hizo la extraccién del ADN el cuél fue
analizado por PCR en tiempo real. De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente
estudio, se encontré que el 35% de la poblacion que participo, resulto positivo a la
presencia de Helicobacter pylori en placa dentobacteriana, en cuanto al género y la edad,
no se encontraron diferencias significativas.

La finalidad de esta investigacion es destacar la importancia de la placa dental en el
diagnostico de Helicobacter pylori en la cavidad bucal de los nifios y hacer énfasis en el rol
que puede jugar, como reservorio de este microorganismo.

Palabras clave: Helicobacter pylori; Placa dental; Nifios; PCR.
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ABSTRACT

Paulo César Mares Moreno.

Universidad Autonoma de Nuevo Leon.

Faculty of Dentistry.

Masters in Dental Sciences with Specialization in Pediatric Dentistry.

Title of the study:
"Presence of Helicobacter pylori in dental plaque of the child population that attends to the
Pediatric Dentistry Postgraduate of the Faculty of Dentistry of the U.AN.L.”

This study was classified as descriptive, open, prospective, transversal and observational
study.

This study was conducted in the graduate of Pediatric Dentistry, Department of Molecular
Biology at the Faculty of Dentistry and Molecular Biology at the Center for Research and
Development in Health Sciences of the U.A.N.L.

Objective: Identify the presence of Helicobacter pylori in dental plaque of patients who
attend consultation for its comprehensive care in Pediatric Dentistry, of the Faculty of
Dentistry of the U.A.N.L. Graduate.

This investigation was conducted with pediatric patients 2 to 11 years of age apparently
healthy, looking for the presence of Helicobacter pylori in the dental plaque. Dental plaque
samples were taken from the subgingival space of the lingual side of the lower molars. The
samples were made to grow in media specific cultivation and subsequently became the
extraction of the DNA which was analyzed by PCR in real time. According to the results
obtained in this study, it was found that 35% of the population who participated, turned out
positive for the presence of Helicobacter pylori in dental plagque samples, in terms of
gender and age, no significant differences were found.

The purpose of this research was to highlight the importance of dental plague in the
diagnosis of Helicobacter pylori in the oral cavity of apparently healthy children and to
emphasize the role that can be played as a reservoir of this microorganism.

Keywords: Helicobacter pylori; Dental plaque; Children; PCR.
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INTRODUCCION

La infeccion por Helicobacter pylori tiene una distribucion mundial; suele

asociarse a insatisfaccion de las necesidades bésicas de salud y bajo nivel socioeconémico.

El conocimiento y la prevencion de enfermedades son de suma importancia para la
poblacién infantil ya que a esta edad la educacién preventiva y la instauracion de buenos
habitos alimenticios y de higiene son de vital importancia para su desarrollo y en su vida
adulta.

La finalidad de esta investigacion es destacar la importancia de la placa dental en el
diagndstico de Helicobacter pylori en la cavidad bucal de los nifios y hacer énfasis en el

papel que puede jugar, como reservorio de este microorganismo.

El establecer la presencia de Helicobacter pylori en la poblacion infantil, nos
permitird conocer en que género y desde que edad se presenta con mayor frecuencia y asi
poder desarrollar medidas preventivas, que ayuden a evitar su aparicion y/o permanencia en
la cavidad oral y de esta manera disminuir la incidencia de factores que predisponen al
desarrollo de enfermedades en la cavidad oral, como la enfermedad periodontal o a

enfermedades gastricas, como Ulcera y cancer gastrico en nuestra poblacion adulta.

Por lo anterior se planted el siguiente problema:

¢Cual es la frecuencia en que se presenta Helicobacter pylori, en la cavidad oral de

los pacientes que acuden a consulta al Posgrado de Odontopediatria de la Facultad de

Odontologia, de la Universidad Auténoma de Nuevo Le6n?



Para este estudio se plante6 la siguiente hipdtesis:

Si el ADN de Helicobacter pylori se encuentra en la placa dental de un paciente
pediatrico aparentemente sano, entonces la cavidad oral serd un ambiente que sirva como

reservorio para Helicobacter pylori.

Obijetivo General

Identificar la presencia de Helicobacter pylori en la placa dental de pacientes que
acuden a consulta para su atencion integral en el posgrado de Odontopediatria de la
Facultad de Odontologia de la U.A.N.L. En el periodo del 23 al 29 de Marzo de 2012.

Objetivos Especificos

1.- Aislar Helicobacter pylori a partir de muestras de placa dental de pacientes
que acuden a consulta en el posgrado de Odontopediatria de la Facultad de
Odontologia de la U.A.N.L.

2.- ldentificar la presencia de Helicobacter pylori en los cultivos de la placa

dentobacteriana mediante PCR en tiempo real.

El estudio se clasificé como:

Descriptivo; Abierto; Prospectivo; Transversal y Observacional.

En esta investigacion se destaca la importancia de la placa dental en el diagndstico
de infeccidn por Helicobacter pylori en nifios y creemos importante conocer los factores de
riesgo, para llevar a cabo el control de las posibles vias de transmision, como medida de
prevencion primaria, evitando asi, el desarrollo de problemas asociados en la vida adulta,

como el cancer gastrico.



5. ANTECEDENTES.

5.1 HISTORIA

Las primeras observaciones de microorganismos espirilados en la mucosa géstrica
datan de finales del siglo antepasado cuando el profesor Walery Jaworski, de la
Universidad Jagellonica en Cracovia, investigd sedimentos de lavados gastricos obtenidos
de humanos en 1899 vy fue hasta 1940, cuando Freedberg y Barron demostraron
microscopicamente la presencia de este tipo de bacterias en muestras de estomago de

diferentes pacientes, relacionandolo con Ulcera gastrica.

El interés de estas observaciones descendié cuando, en 1954, Palmer estudié 1.000
biopsias de estbmago y no encontro evidencia histoldgica de bacterias espirales en ninguna
de ellas (Palmer ED. ,1954).

En 1975. Steer et al; estudiaron muestras de pacientes con Ulcera gastrica,
utilizando microscopio electrénico, y observaron la presencia de microorganismos con
forma espiral, bajo la capa de moco y en la mucosa, asociados a una respuesta inflamatoria
(Steer et al., 1975).

El verdadero descubrimiento de estas bacterias se realiz6 en 1983, cuando Warren y
Marshall publicaron los resultados de los trabajos que estaban realizando desde el principio
de esa década. Observaron bacterias curvadas en la superficie de la mucosa antral humana,
en un grupo de pacientes con gastritis cronica activa. (Warren and Marshall., 1983, 1984).
Marshall inoculé muestras de mucosa gastrica en los medios de cultivo habituales, incubé
las placas durante 5 dias y obtuvo por primera vez el cultivo de Helicobacter pylori. Este
aislamiento revoluciond la gastroenterologia y obligd a replantear muchos conceptos no
solo de la patologia gastroduodenal, sino también de la fisiopatologia gastrica. No fue hasta

1992, con la evidencia de que la triple terapia antibidtica curaba la Glcera péptica, que se


http://es.wikipedia.org/wiki/Cracovia

acepto el caracter infeccioso de ésta. En 2005, Warren y Marshall fueron galardonados con
el Premio Nobel de Medicina por sus trabajos acerca de Helicobacter pylori (Hellstrém,
2006).

Estos microorganismos, gram negativos, curvados, microaerofilicos, se incluyeron
dentro del género Campylobacrer porque se parecian a los de este género, aunque Marshall
y Warren no pudieron encontrar ninguna especie completamente similar a la bacteria que

ellos habian aislado.

Posteriormente, se le identific6 como una nueva especie, llamada de forma
incorrecta: Campylobacter pyloridis, y poco después se le cambid el nombre por el de

Campylobacter pylori (Marshall and Goodwin, 1987).

En 1989 se comprob6 que no tenia las caracteristicas del género Campylobacter,
sino que era un nuevo género, y pasé a denominarse Helicobacter pylori. Es curvado en la
mucosa gastrica pero puede no serlo “in vitro”, posee de 4 a 6 flagelos en uno de los polos,

necesita para crecer un 5-10 % CO, (Goodwin et al, 1989).

En 1997, Tomb describi6 la secuencia completa del genoma de Helicobacter pylori
(Tom et al., 1997).La Sociedad Americana de Microbiologia reconoce mas de 10 especies
dentro del género Helicobacter y géneros relacionados (Versalovic et al., 1999). (Ver
Anexo A Tabla 1)

Existen ademas otras especies que se van describiendo en diferentes huéspedes

(M. M. Paterson et al., 2000) y probablemente se descubrirdn muchas mas en el futuro.



5.2 EPIDEMIOLOGIA DE LA INFECCION POR HELICOBACTER PYLORI.

La presencia de Helicobacter pylori se ha detectado en pacientes de todo el mundo,
en muestras de mucosa gastrica asociada a gastritis, pero también en casos de infeccidn

asintomatica. Es necesario poder definir la frecuencia de infecciones asintomaticas.

La mayoria de los estudios realizados se basan en estudios de prevalencia, ya que
los estudios de incidencia son dificiles de llevar a cabo. La incidencia se refiere al numero
de nuevos casos de infeccion en un periodo de tiempo y en una poblacion especifica. Esto
no se puede determinar en el caso de la infeccion por Helicobacter pylori, ya que los
sintomas de la infeccion son escasos e inespecificos y, salvo casos excepcionales, no se
conoce el curso agudo de la infeccion. Ademas es necesario realizar seguimiento a largo

plazo de las personas no infectadas para poder identificar la incidencia.

Se define como prevalencia el nimero de casos infectados, presentes en una
poblacion, en un momento determinado, y puede demostrarse facilmente con los métodos
de diagnostico disponibles. La prevalencia de la infeccion por Helicobacter pylori depende

preferentemente de la edad, el estado socioecondmico y los habitos de higiene.

En paises desarrollados, la prevalencia de la infeccion por Helicobacter pylori
parece mas baja en nifios y aumenta gradualmente con la edad (Blecker et al., 1994). Sin
embargo, en paises no industrializados, es mas habitual presentar una infeccién
asintomatica y los nifios se encuentran frecuentemente colonizados por Helicobacter pylori.
Entre el 40 y 75% de las personas de 19 afios se encuentran infectadas, y los adultos de 50 a

59 afios se encuentran infectados en un 70 a 88% (Oliveira et al., 1994).

El principal reservorio encontrado hasta el momento es el estdmago del hombre, por

lo que la transmision persona a persona, via oral-oral o fecal-oral, parece la fuente de



contagio mas importante (Best et al., 1994). El Helicobacter pylori puede ser diseminado
por contacto con secreciones gastricas y se ha observado contagio en personal que trabaja
realizando endoscopias.

Actualmente sabemos que causa gastritis en la mitad de la poblacién mundial
(Brown LM., 2000) y es el agente etioldgico del 95 % de las ulceras duodenales, 70-80 %
de las ulceras gastricas y tiene un protagonismo relevante en el 60-70 % de los casos de
cancer gastrico, que representa una de las neoplasias méas frecuentes en todo el mundo
(Parsonnet et al., 1991). La asociacion con el linfoma gastrico de la mucosa gastrica tipo
MALT, fue posterior (Bayerdorffer et al., 1995).

La infeccion por Helicobacter pylori, contraida en los primeros afios de vida es la
causa mas frecuente de gastritis cronica atréfica que puede ser el sustrato histolégico del
proceso carcinogénico (Malaty H. et al., 2002). La Organizaciéon Mundial de la Salud a
través de su Agencia para la Investigacion del Céancer, reconocio en 1994 a Helicobacter
pylori como un carcindgeno tipo | en su clasificacion de agentes bioldgicos carcinogénicos.
Y la presencia de Helicobacter pylori aumenta 6 veces la probabilidad de desarrollarlo

(Eurogast Study group, 1993).

En México, la prevalencia de Helicobacter pylori ha sido reportada en un 66% de la
poblacién asintomatica, y en todas las edades. En nifios, la tasa de infeccion aumenta

directamente con la edad: de 24.5% en nifios menores de 4 afios a 65% en adolescentes.

Se hizo un estudio en cada uno de los estados de la Republica Mexicana (11,605
sueros), en los que se demostr6 que el 20% de los nifios de 1 afio tenian anticuerpos para el

Helicobacter pylori, en pacientes de 10 afios de edad aumentd hasta un 50%, llegando hasta



el 80% de la poblacion de pacientes jovenes entre 18 y 20 afios. Aumentando el 5% anual

de la seropositividad por afio después de los primeros 10 afios de vida (Torres et al., 1998).

En un estudio realizado en el norte de México, la tasa de infeccion en poblacion
abierta de 15-19 afios es de 50%, mientras que en el sur de México, donde los indices de
pobreza son mayores, la prevalencia llega hasta 86.1%. Las manifestaciones clinicas en
pacientes pediatricos son inespecificas y asociadas con gastritis cronicas, dispepsia no

ulcerosa, ulcera gastrica y duodenal (Nares et al., 2007).

En Meéxico, el cancer gastrico ocupa el segundo lugar como causa de muerte de
cancer en general y es la primera causa de mortalidad dentro de las neoplasias del tubo
digestivo. A nivel mundial existen grandes variaciones, considerandose a México como un
area de bajo riesgo con una tasa de mortalidad de 5.0 por cada 100 000 habitantes. Afecta
con mayor frecuencia al sexo masculino en relacién de 1.5:1 a 2:1 con respecto al
femenino, no es comun que se presente antes de la cuarta década de la vida, teniendo un
pico de incidencia llegando a los 70 afios de edad. La tasa de mortalidad de 2000 a 2005 ha
permanecido de 4.9 a 5.0 (INEGI., 2010).

La Organizacion Mundial de la Salud sefiala que el cancer gastrico es una de las
neoplasias méas frecuentes en el mundo contemporaneo; constituye la segunda causa de

muerte en el hombre y la tercera en las mujeres.

Se ha conseguido el cultivo de Helicobacter pylori a partir de placa dental (Desai et
al., 1991) o de la saliva (Ferguson et al., 1993). Sugieren que el Helicobacter pylori se
encuentra refugiado en la cavidad bucal con una atmosfera himeda y un ambiente reducido
en oxigeno, aungue la importancia de esto en la transmisién del microorganismo en la

poblacion general es incierta.



5.3 IMPLICACION CLINICA DE LA INFECCION POR HELICOBACTER PYLORI
EN NINOS.

El aumento de la infeccion por Helicobacter pylori en la poblacién general y la
exposicion temprana, son factores que permiten explicar la razén por la cual a este
microorganismo se le encuentra en los nifios de diversos grupos de edad. Si bien la
infeccion puede ser asintomatica, en los nifios, en ocasiones, se le reporta asociado a dolor

abdominal recurrente y sintomas de dispepsia (Chelimsky G. 2002; Vamdemplas Y. 2001).

El dolor abdominal recurrente se produce en un 10 a 15% de los nifios en edad
escolar (Lindberg, 1994). También esta presente en nifios con pérdida o no ganancia de

peso, o incluso en nifios con problemas de crecimiento (Raymond et al, 1994).

5.3.1 GASTRITIS.

La gastritis crénica en este grupo de la poblacion es normalmente primaria, esta
asociada con la colonizacién por Helicobacter pylori y la erradicacion del microorganismo
ocasiona la curacion de la misma (Drumm et al, 1988). La incidencia de gastritis aumenta
con la edad y depende de las condiciones socioecondémicas y del nivel de desarrollo del
pais. La gastritis cronica asociada a Helicobacter pylori no se observa directamente en la
endoscopia, por lo que debe obtenerse una muestra de mucosa gastrica en los nifios con

molestias del tracto gastrointestinal superior.

5.3.2 ULCERA DUODENAL.

Es menos frecuente en nifios que en adultos y, cuando se observa, puede ser
primaria o secundaria (Drumm et al., 1988). La Ulcera duodenal secundaria esta asociada
con la presencia de Helicobacter pylori en la mucosa gastrica (Hassall and Dimniick,
1989).



5.4 METODOS DE DETECCION Y DIAGNOSTICO PARA HELICOBACTER
PYLORI.

La demostracion de que el Helicobacter pylori era el principal agente causal de la
gastritis antral asociada a la Ulcera péptica y de que su erradicacidon conducia a la curacion
definitiva de la mayoria de los casos de esta enfermedad, asi como su implicacion en los
linfomas gastricos tipo MALT Yy el cancer de estdmago, produjeron una auténtica eclosion
de métodos diagndsticos. Cada uno de ellos ofrece ventajas adicionales sobre el resto, pero

ninguno es perfecto (Kosunen and Mégraud, 1995). (Anexo A Tabla 2 Pag.46)

El diagnostico de la infeccion puede establecerse por:
a) Meétodos directos. 1) Métodos invasivos

b) Métodos Indirectos. 2) Métodos no invasivos

Métodos directos.
Cuando se detecta la presencia del microorganismo en muestras obtenidas por endoscopia:

cultivo, tinciones histoldgicas, técnicas moleculares (Cohen and Laine, 1997).

Métodos Indirectos.
Cuando se estudia alguna propiedad del mismo (test de la ureasa, prueba del aliento con
urea-C** 0 urea-C**) o la respuesta inmune especifica (serologia) (Atherton, 1997).
La obtencién de muestras para el diagnostico puede realizarse por:

Métodos invasivos.
Son técnicas diagnosticas disponibles, que requieren la realizacion de una endoscopia
digestiva para la obtencion de una muestra de tejido gastrico.
e El estudio histologico de biopsias géastricas.
e El aislamiento por cultivo bacterioldgico de muestras gastricas.
e El test rapido de la ureasa.

e Lareaccion en cadena de la polimerasa de mucosa gastrica.



Métodos no invasivos.

Son pruebas diagndsticas, que no requieren endoscopia.

e El test del aliento con urea marcada.
e Laserologia.

e LaPCR de salivay placa dentobacteriana o de heces.

5.4.1 Cultivo microbiolégico.

El cultivo mas habitual es el de biopsias gastricas, aungue se han cultivado con éxito
el jugo gastrico y las heces. Su principal ventaja es permitir el estudio de la sensibilidad
antibidtica y la caracterizacion molecular de la cepa. Este método ha mostrado una
sensibilidad del 95% vy total especificidad, para en diagnostico de Helicobacter pylori
(Thomas et al., 1992).

5.4.2 Estudio histoldgico.

El Helicobacter pylori se localiza en la capa de moco adherido a la superficie del
epitelio y puede encontrarse en la profundidad de las criptas. La presencia de bacterias en
poca cantidad dificulta su apreciacion con la tincion convencional de hematoxilina y
eosina, lo que hace necesario complementar el estudio histolégico con otras tinciones

especiales como la de Warthin-Starry o el Giemsa modificado (Genta and Graham, 1994).
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5.4.3 Test rapido de la ureasa.

El rendimiento de esta técnica diagnostica depende del indculo presente en la
mucosagastrica. En la actualidad existen medios de diagnostico rapidos comercializados y
uno de los més utilizados es el GUT test. Para el GUT test se ha reportado 100 % de
especificidad y una sensibilidad del 95,3 % a los 60 min de incubacion de la muestra.
Basicamente, el fundamento diagnostico de todos ellos es un cambio colorimétrico a
expensas de la modificacion del pH que se produce al hidrolizarse la urea en presencia de la
ureasa de Helicobacter pylori. Alrededor del 75 % de las pruebas positivas, lo son al cabo
de 10-60 minutos, lo que permite establecer el diagndstico inmediatamente. Aunque se ha
sugerido la posibilidad de errores diagnosticos por la presencia de otros colonizantes con

actividad ureasa en la mucosa gastrica (Van et al, 2006).

5.4.4 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Hasta ahora la técnica de PCR de tiempo real es la mas adecuada para detectar un

bajo numero de bacterias de Helicobacter pylori de la cavidad oral (Sepulveda et al., 2008).

Con la PCR se ha podido detectar H. pylori en muestras que no son de biopsias
gastricas y a través de las cuales era muy dificil obtener resultados positivos para esta
bacteria mediante metodologia convencional; es asi como se ha podido determinar su
presencia en muestras de placa dental, aftas bucales, saliva, jugos gastricos y heces
ofreciendo una mejor alternativa para el diagnostico clinico y para estudios de investigacion

relacionados con su modo de transmision (Lu Y. et al., 2002).
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Existen diferentes aspectos técnicos que pueden influir en la variabilidad y
reproductibilidad de sus resultados: eleccion de los iniciadores o “primers”, preparacion de
muestras, extraccion del material genético, densidad del in6culo bacteriano, existencia de
inhibidores de la reaccién. Se trata de un método altamente sensible y especifico, que

permite diferenciar genotipicamente las cepas entre si (Aston-Key et al., 1996).

5.4.5 Serologia.

La infeccion por Helicobacter pylori provoca una respuesta inmunoldgica local y
sistémica con un incremento de la secrecion de IgA, IgM e 1gG. Los test seroldgicos
desarrollados permiten el cribado de gran cantidad de muestras en estudios epidemioldgicos
de la poblacion (Perez-Perez et al., 1988). Se trata de una prueba diagndstica no invasiva,
rapida y econdmica. La mayoria de test comercializados son del tipo ELISA. En ausencia
de tratamiento de la infeccion, el nivel de anticuerpos permanece elevado de por vida. Tras
la erradicacion, el nivel de 1gG desciende hacia la mitad de los valores iniciales en 6 meses
aproximadamente por lo que éste, es un mal método de seguimiento en pacientes tratados
(Gatta et al., 2003).

5.4.6 Test del aliento.

El fundamento de esta técnica diagnostica es la cuantificacion de CO, marcado
espirado en la respiracion, tras la administracion de urea marcada con un isétopo, resultante
de su hidrdlisis por Helicobacter pylori. (Stubbs and Marshall, 1993). El test con urea-C**

no se recomienda para nifios ni mujeres embarazadas.
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5.5 DETECCION DE HELICOBACTER PYLORI EN LA CAVIDAD ORAL

Varios estudios han evaluado la saliva y la placa dental como posibles muestras no
invasivas para el diagnéstico de Helicobacter pylori empleando diversas técnicas. Juegos
comerciales basados en la deteccion de anticuerpos anti- Helicobacter pylori en saliva se
han empleado, pero los valores de sensibilidad y especificidad han sido inferiores al 90%
(Ballam et al, 2000). Por otra parte, el cultivo de la bacteria a partir de la cavidad oral pocas
veces ha sido positivo. Sin embargo, con la PCR se han reportado buenos resultados

cuando se han empleado la saliva y la placa dental como muestras (Kignel et al., 2005).

La cavidad bucal ha sido supuesta como un reservorio de infeccion de Helicobacter
pylori, y distintos estudios han arrojado resultados muy distintos. Algunos estudios han
demostrado frecuentemente la presencia de Helicobacter pylori en muestras de la cavidad
bucal, particularmente de placa dental (Gebara EG et al., 2004).

Kim et al; 2000. Reportaron un 28,6% en placa dentobacteriana, a diferencia de
Krajden et al; 1989. Que en pacientes con biopsias gastricas dio positivo para el 29 de 71

muestras y en placa dentobacteriana fue solo una positiva.

Mapstone et al; 1993. Determinaron que la presencia de esta bacteria en boca es una

importante fuente potencial de reinfeccion después de haberlo erradicado del estbmago.

Burgers et al; 2008, no encontraron correlacion de la presencia de Helicobacter
pylori con los parametros de salud general u oral. Su estudio demostr6 que la presencia del
Helicobacter pylori puede ocurrir en la cavidad oral de forma independiente a la

colonizacién del estdbmago.
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La deteccion de Helicobacter pylori se ha realizado mediante variados métodos,
algunos eficaces y otros con poca sensibilidad. Hasta ahora la técnica de PCR en tiempo
real es la mas adecuada para detectar bajo nimero de bacterias de Helicobacter pylori de la

cavidad oral (Sepulveda et al., 2008).
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6. JUSTIFICACION.

Al Helicobacter pylori se le reconoce, como el agente causal mas comun de la
gastritis, en especial de la variedad antral, asi como de la ulcera géastrica y la Ulcera
duodenal. Ademas, se destaca como un factor esencial en la patogénesis del tumor de
tejido linfoide asociado a mucosa (linfoma MALT o maltoma) y el adenocarcinoma
gastrico. La transmision de esta bacteria se produce a través de las vias oral-oral y fecal-
oral. Mundialmente se considera la infeccion bacteriana méas difundida y prevalente. Se
plantea que la mitad de la poblacién se ve afectada por ella en algin momento de la vida, y

se registra la mayor incidencia en los paises del tercer mundo (Brown LM, 2000).

La infeccion ocurre principalmente en la infancia. Recientes investigaciones, han
determinado que el maximo de adquisicion del germen esta dentro de los diez primeros
afios de vida (Malaty HM et al, 2002).Su principal factor de riesgo lo constituye el status
socioecondémico de la familia, el hacinamiento reflejados en el consumo de agua no potable

y en las malas condiciones sanitarias (Brown LM, 2000).

La infeccion por Helicobacter pylori se ha detectado en pacientes de todo el mundo,
en muestras de mucosa gastrica asociada a gastritis, pero también en casos de infeccién
asintomaética. Los estudios donde se ha conseguido el cultivo de Helicobacter pylori a partir
de placa dental o de la saliva. Sugieren que Helicobacter pylori se encuentra refugiado en

la cavidad bucal con una atmosfera himeda y un ambiente reducido en oxigeno.

Es necesario poder definir la frecuencia de infecciones asintomaticas. La deteccion
de Helicobacter pylori se ha realizado mediante variados métodos, algunos eficaces y otros

con poca sensibilidad, como serologia y/o prueba del aliento. Hasta ahora la técnica de PCR
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de tiempo real es la mas adecuada para detectar bajo nimero de bacterias de Helicobacter

pylori de la cavidad oral.

La finalidad de esta investigacion es destacar la importancia de la placa dental en el
diagnostico de Helicobacter pylori en la cavidad bucal de los nifios y hacer énfasis en el

papel que puede jugar, como reservorio de este microorganismo.

El establecer la presencia de Helicobacter pylori en la poblacion infantil, nos
permitird conocer en que género y desde que edad se presenta y asi poder desarrollar
medidas preventivas, que ayuden a evitar su aparicion y/o permanencia en la cavidad oral y
de esta manera disminuir la incidencia de factores que predisponen al desarrollo de
enfermedades en la cavidad oral, como la enfermedad periodontal o a enfermedades

gastricas, como Ulcera y cancer gastrico en nuestra poblacion adulta.
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7. MATERIALES Y METODO.
7.1 Universo de estudio.

Pacientes que acudieron a consulta para su atencion integral en la Clinica de
Postgrado de Odontopediatria de la Facultad de Odontologia de la U.A.N.L. durante el
periodo del 23 al 29 de Marzo de 2012.

7.2 Tamarfo de la muestra

Por las condiciones de la variable a evaluar del tipo cuantitativa (Helicobacter
pylori en la placa dental) donde ademas, se trata de una poblacion infinita se estimé el

tamafo de la muestra con la aplicacion de la siguiente formula general:

2 —_—
Uy )

2
g

Para el presente proyecto se determinaron los siguientes valores que seran

aplicados para precisar el tamafio de la muestra:

z=1.96 para 95% confiabilidad
p=0.75

g=0.25

e=0.135

Para obtener el tamafio de la muestra se sustituyeron los valores y se obtuvo que:

- _ (1.96)*(0.75)(0.25)

: n=39.52~ 40
(0.135)

De aqui se obtuvo que el nimero total de casos del estudio consistiera en la eleccion
probabilistica de 40 pacientes que acudieron a la clinica de consulta del Posgrado de
Odontopediatria de la Facultad de Odontologia de la U.A.N.L. durante el periodo del 23 al
29 de Marzo de 2012.
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7.3 Criterios de seleccion:

7.3.1 Criterios de Inclusion:
Pacientes de ambos géneros.
Pacientes con denticion infantil.

Pacientes con denticidon mixta.

7.3.2 Criterios de exclusion:
Pacientes que estén tomando antibioticos.
Pacientes que hayan tomado antibioticos hasta dos meses anteriores a la
toma de la muestra.
Pacientes que presenten algun sindrome.
Pacientes con retraso psicomotor.
Pacientes que presenten alguna enfermedad sistémica.
Pacientes con antecedentes de problemas gastricos.

Pacientes que refieran dolor abdominal.

7.3.3 Criterios de eliminacién:
Muestras que tuvieran algun incidente de contaminacion durante el proceso

de recoleccion.

7.4 Definicion de variables

7.4.1Variable dependiente:
Presencia de Helicobacter pylori.

7.4.2Variables independientes:
Edad

Sexo
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7.5 DESCRIPCION DE PROCEDIMIENTOS.

4 A
Explicacion a los padres y obtencion del consentimiento informado.

& I_l J

4 A

L Obtencién de muestra de placa dental )

§

[ Aislamiento y cultivo de Helicobacter pylori a partir de muestra de cavidad bucal.

—

Wizard® Genomic DNA Purification Kit.

§

Sonda y oligonucledtidos utilizados para detectar Helicobacter pylori.

§

Programacion del termociclador.

§

Deteccion de ADN de Helicobacter pylori por PCR en tiempo real.

§

Recogida de informacion.

§

Validacion de datos.

§

[ Presentacion de resultados. ]
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7.5.1 Explicacion a los padres y obtencion del consentimiento informado.

Antes de realizar cualquier procedimiento se aclararon las dudas que hubiese
respecto a la investigacion por parte del padre o tutor del paciente, asi como también se les
pidié a los padres que previamente a la toma de la muestra de placa dental, firmaran el
consentimiento informado donde se les explico el objetivo del estudio, y a los que
accedieron se les pidi6 su autorizacién para la utilizacion de las muestras de placa dental
asi, como también se les pidi0 responder a un cuestionario sobre el estado general de salud
de sus hijos para corroborar que cumplieran con los criterios de inclusion establecidos para

la poblacion de nuestra investigacion. (Anexo B Pags. 47-50)

7.5.2 Obtencion de las muestra de placa dental.

Se procedio6 a tomar las muestras de placa dental en condiciones de esterilidad, a los
nifios que cumplieron con los criterios de inclusién. Para la toma de la muestra se empled
un palillo estéril de madera de forma cilindrica de 1mm de didmetro, el cudl fue
modificado en uno de sus extremos con una hoja de bisturi para crear una parte activa en
forma de pala. Y asi tomar la muestra de placa dental ubicada en la cara lingual dentro del
surco gingival de molares inferiores. Se escogi6 la zona subgingival por no estar
constantemente barrida por el flujo salival y por ser un medio béasicamente anaerobio en

contraste con el medio supragingival. (Anexo C Figs.1, y 2 Pag. 52)
Se coloco la muestra en un tubo Eppendorff con un contenido de: 150 ul de suero de

bovino y 350l de tripticaseina de soya, para un total de 500 pl de medio de transporte.
(Anexo C Fig.3 Pag. 52)
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7.5.3 Aislamiento y cultivo de Helicobacter pylori a partir de muestras de placa dental.

Las muestras se hicieron crecer en cajas Petri con agar Campy con 10% de sangre
de carnero ppm. Medio de cultivo preparado bajo la férmula clésica:
Por 1000ml de agua destilada: Peptona de carne 10.0g, peptona de Caseina 10.0g, Dextrosa
1.0g, extracto de levadura 2.0g, Cloruro de Sodio 5.0g, Bisulfito de Sodio 0.1g, Agar 15.0g,
Sangre de Carnero desfibrinada 100.0ml, suplementado con 5 antibi6ticos (Anfotericina B
2.0mg, Cefalotina 15.0mg, Trimetroprim 50mg, Vancomicina 10.0mg y Polimixina B
2500UI). (Anexo C Fig.4 Pag. 52)

Se homogeniz6 el medio de transporte con la muestra de placa dental, y en ambiente
de esterilidad y se colocaron 200ul de la muestra sobre el centro de la caja, sin realizar
estrias. (Anexo C Fig.5 Pag. 52) Se colocaron las cajas Petri dentro de una cdmara de
Brewer. (Anexo C Fig.6 Pag. 52) Se incubaron a 37°C en condiciones microareofilicas (el
porcentaje de oxigeno para cada recipiente fue del 6 al 16% y el porcentaje de didxido de
carbono para cada recipiente fue del 2 al 10% al cabo de 24 hrs de incubacion). Ya
transcurridos los 5 dias, se resembraron con un hisopo estéril las colonias obtenidas,
discriminando aquellas que no fueran caracteristicas de Helicobacter pylori. (Anexo C
Fig.7 Pag. 53)

7.5.4 Extraccién de ADN del segundo cultivo.

El ADN de las colonias con caracteristicas de Helicobacter pylori de las cajas Petri
de Agar Campy del segundo cultivo, se extrajo mediante el empleo de Wizard® Genomic
DNA Purification Kit. ( Num cat A1120. PROMEGA, USA) siguiendo las siguientes

instrucciones:

21



Se us0 bata y guantes libre de talco, se organizé el material a utilizar como lo son; rotulador
indeleble, puntas desechables estériles, micropipetas calibradas, mechero y vaso de
precipitado para desechos. Limpiando con etanol el area de trabajo. Se esteriliz6 la
superficie de la campana de flujo laminar con luz UV durante 10min. Una vez hecho lo
anterior se recogieron las colonias con caracteristicas de Helicobacter pylori de la caja Petri
con un asa estéril desechable y se colocaron en 300ul de solucién de lisis celular en un
tubo Eppendorff de 1.5 ml rotulado. (Anexo C Fig.8 Pag. 53) Para completar la lisis
celular, se incubaron a 70°C durante 3 minutos, se centrifugaron a 14000 r.p.m. durante 10
minutos. Se transfirio el sobrenadante a un tubo Eppendorff estéril. Se coloco una columna
en un tubo de recoleccion y se rotuld correctamente. (Anexo C Fig.9 Péag. 53) Se afiadieron
200ul de etanol 96° al sobrenadante recuperado y se mezclo por inversion tres veces. Se
aplico la mezcla del paso anterior a la columna y se centrifugé a 8000 r.p.m. durante un
minuto (Anexo C Fig.10 Pag. 53). Se descart6 el sobrenadante y se afiadieron 500l del
buffer de lavado. Se centrifugd a 8000 r.p.m. durante un minuto. Se descarto el
sobrenadante, posteriormente se centrifugd a 14000 r.p.m. durante tres minutos para secar
la membrana de la columna y eliminar los restos de etanol. Se descart6 el sobrenadante con
todo y tubo. Se rotuld un nuevo tubo Eppendorff estéril y se cold la columna en él. Al ADN
unido a la membrana de la columna se le agregaron 50ul de agua destilada estéril,
aplicandola directamente sobre el centro de la membrana. Se dejé durante 5 minutos a
temperatura ambiente y se centrifugd a 12000 r.p.m. durante un minuto. Desechd la
columna y se tapd el tubo Eppendorff que en ese momento ya estaba conteniendo el ADN.
(Anexo C Figs.11 y 12 P&g. 53) Se guardd a -20°C hasta su empleo para la amplificacion
por PCR.

7.5.5 Sonda y oligonucleétidos utilizados para detectar Helicobacter pylori.

El ADN previamente extraido y purificado se amplifico por PCR en tiempo real con
oligonucledtidos y sonda especificos previamente disefiados en el laboratorio utilizando el
programa Primer Express 3.0 (Applied Biosystems) y dirigidos al ADN de la subunidad
ribosomal 16S de Helicobacter pylori. (Anexo C Fig. 13 Pag. 54 y Anexo D Tabla 3 Pag.
56)
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Grupo Control:
Control positivo: Muestra de ADN bacteriano puro. Cepa 43054 Helicobacter pylori.
Control negativo: Agua esteéril para el pocillo de control negativo.
(Anexo D Gréfico 1y 2 Pags. 56-57)

7.5.6 Programacion del termociclador.

Se empled el aparato Light-Cycler 40811 de Roche. Se program6 con una forma de
deteccion HRM Dye, con tipo de bloque de 96 y un volumen de reaccion de 10pl.

Los programas fueron tres: 1). Pre-incubacion con 1 ciclo, 2). Amplificacién con 50 ciclos
y modo de analisis en cuantificacion y 3). Enfriamiento con un ciclo. (Anexo C Fig. 14
Pag. 54 y Anexo D Tabla 4 Pag. 57)

La pre incubacion se realiz6 a una temperatura de 95°C, con hold de 5 minutos y una
rampa de 4 °C/S, la amplificacion se llevo a cabo con tres distintas temperaturas: de 95°C
con un hold de 10 segundos y una rampa de 4 °C/S, de 55°C con un hold de 15 segundos y
una rampa de 2 °C/S, y por ultimo de 72°C con un hold de 10segundos, una rampa de
4°C/S 'y un modo de adquisicion single. EI programa de enfriamiento fue con una
temperatura de 40°C, un hold de 30 segundos y una rampa de 2 segundos. (Anexo D Tabla
5 Pég. 58)

7.5.7 Deteccion del ADN de Helicobacter pylori por PCR en tiempo real.

Para la mezcla y condiciones de reaccion se empleo el kit Universal TagMan
Master Probe | (Nro. de Cat. 12015099001, Roche, Germany). Se usaron bata y guantes
libres de talco, limpiando con etanol el area de trabajo. Se descongelaron los viales sobre
hielo y se centrifugaron antes de usar. Se hizo un mix base que contenia 2 pl de agua estéril
grado PCR, 0.150 pl de primers-sonda stock 10x y 5ul de PCR master mix 10x para

afnadirse de forma secuencial a los pocillos.
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Finalmente se afiadieron 2.5 pl del ADN templado para los experimentales, o bien agua
para los pocillos de control negativo, todo esto para completar una concentracion final de
10 pl. (Anexo C Figs. 15, 16 Pag. 54 y Anexo D Tablas 6 y 7 Pags. 58-59)

7.6 Recursos.

7.6.1 Recursos materiales.
Area fisica e instalaciones del Posgrado de Odontopediatria; Equipo del Departamento de
Biologia Molecular de la Facultad de Odontologia y Area de Biologia Molecular en la
Unidad de Odontologia Integral del Centro de Investigacion y Desarrollo en Ciencias de la
Salud de la U.A.N.L.

Los recursos que se requiere adquirir son: (Anexo E Tabla 8 Pag. 61)

7.6.2 Recursos financieros.
Los recursos econdmicos que sean necesarios para llevar a cabo la investigacion seran

financiados por el investigador principal.

7.7 VALIDACION DE DATOS.

a) Variable dependiente: Presencia de Helicobacter pylori.

b) Variables independientes: Edad y género.

La muestra que ha sido conformada por todos aquéllos pacientes que cumplieron

con los requisitos para ser incluidos en el estudio.

Captura de datos con el programa IBM Statistics 19 con el que se realizaran tablas
de frecuencia de dos variables dentro de las cuales sera considerada la variable principal
(Presencia de Helicobacter Pylori) confrontada con el resto de las variables establecidas en
el instrumento de observacion (Edad y género). Para algunos procedimientos estadisticos de

clasificacion y manejo de base de datos sera empleado el programa Microsoft Excel 2010.
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8. RESULTADOS.

En nuestra poblacion de estudio que consistio en 40 pacientes pediatricos que
aparentemente gozan de salud general, y que acudieron a consulta al Posgrado de
Odontopediatria de la U.A.N.L. De los cuales se obtuvo igual nimero de muestras de placa
dentobacteriana (n 40), correspondiente al 100% de la muestra. Y cuyas edades fueron de
los 2 a 11 afos. Siendo el 32.5% de la muestra total del género femenino y el 67.5%
correspondio al género masculino. (Anexo F Tabla 9 Pag. 63y Anexo G Grafico 3 y 4
Pag.66)

Del total de la poblacidn que particip6 en el presente estudio, el grupo de edad que se
presentd con mayor frecuencia fue el de 5 afios (35%) y el segundo en frecuencia fue el de
pacientes de 3 afios de edad (20%).(Anexo F Tabla 9 Pag. 63 y Anexo G grafico 5 Pag. 67)

En el presente estudio se obtuvieron 14 casos, equivalentes al 35% de nuestra
poblacién objeto de estudio, con presencia positiva para ADN de Helicobacter pylori, (Ver
Anexo G Grafico 6 Pag. 67) en las muestras de los cultivos de placa dentobacteriana
previamente extraido y purificado el cual se amplificé por PCR en tiempo real con
oligonuclettidos y sonda especificos previamente disefiados y dirigidos al ADN de la

subunidad ribosomal 16S del Helicobacter pylori. (Anexo G Grafico 7 Pag. 68)

De las muestras positivas para ADN de Helicobacter pylori, del total de nuestra
poblacién, 2 fueron obtenidas de pacientes del género femenino y correspondieron al 14%
del grupo de pacientes positivos y 12 correspondieron a pacientes del género masculino que
corresponden al 86% del grupo de pacientes positivos. (Anexo F Tabla 11 Pag. 64 y Anexo
G Grafico 8 y 9 Pags. 69-70)
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9. DISCUSION

La presente investigacion se realizd con pacientes pediatricos aparentemente
sanos, buscando la presencia de Helicobacter pylori en la placa dentobacteriana. Las
muestras de placa dentobacteriana fueron tomadas del espacio subgingival de la cara
lingual de los molares inferiores. Las muestras se hicieron crecer en medios de cultivo
especificos y posteriormente se hizo la extraccién del ADN el cudl fue analizado por PCR

en tiempo real.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente estudio, se encontré que un
35% de la poblacion infantil que participd, resulto positivo a la presencia de Helicobacter
pylori en placa dentobacteriana, estos datos son muy similares a los reportados por Kim et
al; quienes reportan un 28% de presencia de Helicobacter pylori en placa dentobacteriana y
a los publicados por Oliveira AMR et al; quienes reportan un aumento en la prevalencia
conforme aumenta la edad en nifios de Belo Horizonte (Brasil) siendo la siguiente: <de 2
afios, 16%; de 3-5 afios, 37%, , hasta llegar al 64% el pacientes de 15 a 18 afios. Asi como
lo reportado por Bejarano et al; quienes estiman que el 30% de la poblacion infantil se

encuentra infectada y que la seroconversion generalmente ocurre entre los 3 y los 5 afios.

Los resultados reflejan que si existe la presencia de Helicobacter pylori en la
placa dentobacteriana de pacientes aparentemente sanos a diferencia de lo publicado por
Martinez-Gomis et al: donde refieren que no existe la presencia de Helicobacter pylori en
la cavidad oral de pacientes asintomaticos. Asi como lo reportado por Jané S. M. et al;
quienes descartan la hipdtesis que otorga a la placa dentobacteriana un papel relevante

como reservorio de Helicobacter pylori.

En cuanto al uso de la PCR como método diagndstico coincidimos con lo
publicado por Lu Y. et al; quienes afirman que con la PCR se ha podido detectar

Helicobacter pylori en muestras que no son de biopsias gastricas y a través de las cuales era
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muy dificil obtener resultados positivos para esta bacteria mediante metodologia
convencional; ofreciendo una mejor alternativa para el diagnostico clinico y para estudios
de investigacion. Asi como con lo que Sepulveda et al; afirman al decir que hasta ahora la
técnica de PCR de tiempo real es la mas adecuada para detectar un bajo numero de

bacterias de Helicobacter pylori en la cavidad oral.

Por lo anterior coincidimos con lo publicado por Kignel et al: cuando afirman que
varios estudios han evaluado la placa dental como posible muestra no invasiva para el
diagnostico de Helicobacter pylori empleando diversas técnicas. Sin embargo, con la PCR

se han reportado buenos resultados cuando se ha empleado la placa dental como muestra.

En base a los resultados obtenidos en nuestra investigacion estamos de acuerdo con
lo publicado por Gebara EG et al; Mapstone et al; Desai et al; donde la cavidad bucal ha
sido supuesta como un reservorio de infeccion de Helicobacter pylori asi como con
Ferguson et al; quienes sugieren que el Helicobacter pylori se encuentra refugiado en la

cavidad bucal ya que presenta una atmdsfera himeda y un ambiente reducido en oxigeno.
Dentro de las observaciones encontramos que no existe una diferencia significativa

entre el género y la edad de la poblacion estudiada con la presencia y distribucién de

Helicobacter pylori en la placa dentobacteriana.
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10. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Después de haber analizado los resultados del presente estudio, llegamos a las

siguientes conclusiones:

e Se demostro la presencia de Helicobacter Pylori en las muestras de placa
dentobacteriana de los pacientes que acudieron a consulta para su atencion integral a
la Clinica de Posgrado de Odontopediatria de la U.A.N.L.

e Dentro de la poblacion, se encontré un porcentaje alto de pacientes que presentaron
resultados positivos para la presencia de Helicobacter pylori siendo del 35% del
total de la poblacidon estudiada.

e Nuestros resultados nos permiten confirmar la hipotesis planteada para esta
investigacion, donde, si el ADN de Helicobacter pylori se encuentra en la placa
dental de un paciente pediatrico aparentemente sano, entonces la cavidad oral sera

un ambiente que sirva como reservorio para Helicobacter pylori.

e En el presente estudio en cuanto al género y la edad, no se encontraron diferencias

significativas.

e Respecto al uso de la PCR como método diagnostico coincidimos con quienes
afirman que con la PCR se ha podido detectar Helicobacter pylori en muestras que
no son de biopsias gastricas ofreciendo una mejor alternativa para el diagnostico
clinico y para estudios de investigacion. Nuestros resultados nos permiten decir que
hasta ahora la técnica de PCR de tiempo real es la mas adecuada para detectar un
bajo numero de bacterias de Helicobacter pylori en la cavidad oral.
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e Existe poca informacion sobre placa dentobacteriana y Helicobacter pylori en la
poblacién infantil asintomatica. Hasta donde sabemos este es el primer estudio en
México donde se investiga la presencia de Helicobacter pylori en la placa
dentobacteriana subgingival de pacientes pediatricos aparentemente sanos.

e El andlisis de la placa dental para el diagnostico de la presencia de Helicobacter
pylori en nifios, es una alternativa con ventajas para estudios epidemioldgicos que
pretendan estudiar la prevalencia de infeccion en la poblacion, y su relacion con
enfermedades asociadas con éste, considerando, ademaés, la posibilidad de
implicaciones de enfermedad periodontal. Este procedimiento permitira coadyuvar
y ampliar el diagndstico, especialmente en nifios asintomaticos o con sintomas de

dispepsia.

10.1 RECOMENDACIONES

Existen numerosos trabajos de investigacion respecto al Helicobacter pylori, pero
resulta indispensable la realizacion de estudios en poblaciones pediatricas de nuestro
medio, motivo por el cual se sugiere continuar con esta linea de investigacion y asi se
pueda valorar la importancia de conocer la situacién actual de la salud de un grupo
especifico de personas que habitan nuestra region, a fin de prevenir su aparicion,
transmision y/o permanencia en la cavidad oral y concientizar a la poblacion y a los
profesionales de la Salud sobre el rol de esta bacteria en los nifios y de esta manera
disminuir la incidencia de factores que predisponen al desarrollo de enfermedades en la
cavidad oral, como la enfermedad periodontal o a enfermedades gastricas, como Ulcera y

cancer gastrico en nuestra poblacién adulta.
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En la actualidad ha cobrado mayor importancia el papel que juega la placa
dentobacteriana ubicando a la cavidad oral como el segundo sito en importancia, que actlia
como reservorio en el ser humano, y que permite la permanencia, transmision, resistencia y
reincidencia de infeccion por Helicobacter pylori, reforzando asi la hipotesis de la

transmision por la via oral.

Por lo anterior se sugiere realizar estudios que nos permitan conocer la prevalencia
de infeccion por Helicobacter pylori en nuestra region, en pacientes asintomaticos, como
con pacientes con antecedentes de gastritis o dolor abdominal y la posible correlacion con
los indices de higiene oral. Asi como también estudios que contribuyan a esclarecer el rol
de la placa dentobacteriana en la transmision intrafamiliar haciendo énfasis en el estado de

salud bucal de los papaés.
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11. CODIGOS DE ETICA PROFESIONAL DECLARACION DE HELSINKI DE LA
ASOCIACION MEDICAL MUNDIAL

Recomendaciones para orientar a los médicos en la investigacion biomédica con seres
humanos Adoptadas por la 18a Asamblea Médica Mundial Helsinki, Finlandia, junio de
1964 y enmendadas por la 29a Asamblea Médica Mundial Tokio, Japon, octubre de 1975,
por la 35a Asamblea Médica Mundial Venecia, Italia, octubre de 1983 y por la 412
Asamblea Médica Mundial Hong Kong, en septiembre de 1989

11.1. INTRODUCCION

Es mision del médico proteger la salud de la poblacion. Sus conocimientos y conciencia

estan dedicados al cumplimiento de esa mision.

La Declaracion de Ginebra de la Asociacion Médica Mundial compromete al médico con
las palabras "La salud de mi paciente serd& mi primera consideracion”, y el Cddigo
Internacional de Etica Médica declara que "Un médico debe actuar sélo en el interés del
paciente al proporcionar atencién profesional que pudiese tener el efecto de debilitar el

estado fisico y mental del paciente".

El propdsito de la investigacion médica con seres humanos debe ser mejorar los
procedimientos diagnoésticos, terapéuticos y profilacticos y la comprension de la etiologia y

la patogénesis de la enfermedad.
En la practica médica actual la mayor parte de los procedimientos diagnosticos,

terapéuticos y profilacticos involucran riesgos. Esto se aplica especialmente a la

investigacion biomédica.
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El progreso de la medicina se basa en la investigacion, la que en ultimo término, debe

cimentarse en parte en la experimentacion en seres humanos.

En el campo de la investigacion biomédica debe reconocerse una distincién fundamental
entre la investigacion médica cuyo objetivo es esencialmente diagnostico o terapéutico para
el paciente, y la investigacién médica cuyo objetivo esencial es puramente cientifico y no
representa un beneficio diagndstico o terapéutico directo para la persona que participa en la

investigacion.

Durante el proceso de investigacion, deben considerarse especialmente los factores que
puedan afectar al medio ambiente, y debe respetarse el bienestar de los animales utilizados

con fines de investigacion.

Dado que es esencial que los resultados de los experimentos de laboratorio se apliquen a
seres humanos a fin de ampliar el conocimiento cientifico y asi aliviar el sufrimiento de la
humanidad, la Asociacion Médica Mundial ha redactado las siguientes recomendaciones
para que sirvan de guia a cada médico que realiza investigacion en seres humanos. Estas
deben someterse a futuras revisiones. Hay que hacer hincapié en el hecho de que las normas
tal como estan redactadas son sélo una forma de orientacion para los médicos de todo el
mundo. Ellos no estan exentos de las responsabilidades criminales, civiles y éticas en virtud

de las leyes de sus propios paises.

I. PRINCIPIOS BASICOS

1. La investigacién biomédica en seres humanos debe atenerse a principios cientificos

generalmente aceptados y debe basarse tanto en experimentos de laboratorio y con
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animales, realizados en forma adecuada, como en un conocimiento profundo de la literatura

cientifica pertinente.

2. El disefio y la ejecucion de cada procedimiento experimental en seres humanos deben
formularse claramente en un protocolo experimental que debe enviarse a un comité
independiente debidamente designado para su consideracion, observaciones y consejos.
Dicho comité debe ajustarse a las leyes y regulaciones del pais en que se lleva a cabo la

investigacion.

3. La investigacion biomédica en seres humanos debe ser realizada sélo por personas
cientificamente calificadas y bajo la supervisién de un profesional médico competente en
los aspectos clinicos. La responsabilidad por el ser humano debe siempre recaer sobre una
persona medicamente calificada, nunca sobre el individuo sujeto a la investigacion, aunque

él haya otorgado su consentimiento.

4. La investigacion biomédica en seres humanos no puede realizarse legitimamente a
menos que la importancia del objetivo guarde proporcion con el riesgo inherente para la

persona que toma parte en ella.

5. Todo proyecto de investigacion biomédica en seres humanos debe ir precedido de una
minuciosa evaluacion de los riesgos predecibles en comparacion con los beneficios
previsibles para el participante o para otros. La preocupacion por el interés del individuo
debe siempre prevalecer sobre los intereses de la ciencia y de la sociedad.

6. Siempre debe respetarse el derecho del participante en la investigacion a proteger su
integridad. Deben tomarse todas las precauciones del caso para respetar la vida privada del
participante y para reducir al minimo el impacto del estudio en la integridad fisica y mental

del participante y en su personalidad.

7. Los médicos deben abstenerse de emprender proyectos de investigacién en seres

humanos a menos que tengan la certeza de que los peligros que entrafian se consideran
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previsibles. Los médicos deben interrumpir toda investigacion si se determina que los

peligros sobrepasan los posibles beneficios.

8. Al publicar los resultados de su investigacion, el médico esta obligado a mantener la
exactitud de los resultados. Los informes sobre investigaciones que no se cifian a los

principios descritos en esta Declaracion no deben ser aceptados para su publicacion.

9. En toda investigacion en seres humanos, se debe dar a cada posible participante
suficiente informacién sobre los objetivos, métodos, beneficios previstos y posibles
peligros del estudio y las molestias que puede acarrear. Se le debe informar que es libre de
abstenerse de participar en el estudio y que es libre de revocar en cualquier momento el

consentimiento que ha otorgado para participar.

10. Al obtener el consentimiento informado para el proyecto de investigacion, el médico
debe ser especialmente cuidadoso para darse cuenta si en el participante se ha formado una
condicion de dependencia con él o si consiente bajo coaccion. En ese caso el
consentimiento informado debe obtenerlo un médico que no tome parte en la investigacion

y que tenga completa independencia de esa relacion oficial.

11. En el caso de incapacidad legal, el consentimiento informado debe obtenerse del tutor
legal de conformidad con la legislacion nacional. Cuando la incapacidad fisica o0 mental
hacen imposible obtener un consentimiento informado, o cuando el participante es menor
de edad, un permiso otorgado por un pariente responsable reemplaza al del participante de
conformidad con la legislacion nacional.

Cuando el menor de edad estd de hecho capacitado para otorgar su consentimiento, debe
obtenerse ademas del consentimiento por parte del menor, el consentimiento otorgado por

su tutor legal.

12. El protocolo de investigacion debe siempre contener una declaracion de las
consideraciones éticas que van aparejadas y debe indicar que se cumple con los principios

enunciados en la presente Declaracion.
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II. INVESTIGACION MEDICA COMBINADA CON ATENCION PROFESIONAL

(Investigacion clinica)

1. En el tratamiento de la persona enferma, el médico debe tener la libertad de usar un
nuevo método diagndstico y terapéutico, si a su juicio ofrece la esperanza de salvar una

vida, restablecer la salud o aliviar el sufrimiento.

2. Los posibles beneficios, peligros y molestias de un nuevo método deben compararse con

las ventajas de los mejores métodos diagnosticos y terapéuticos disponibles.

3. En cualquier investigacion médica, a todos los pacientes --incluidos aquéllos de un grupo
de control, si los hay--se les debe garantizar el mejor método diagnostico y terapéutico

probado.

4. La negativa del paciente a participar en un estudio no debe nunca interferir en la relacion

médico-paciente.

5. Si el médico considera esencial no obtener el consentimiento informado del individuo, €l
debe estipular las razones especificas de esta decision en el protocolo que se enviara al

comité independiente (1.2)
6. EI médico puede combinar la investigacién médica con la atencion profesional, con el

propdésito de adquirir nuevos conocimientos, solo en la medida en que la investigacion

médica se justifique por su posible valor diagnéstico o terapeutico para el paciente.
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I1l. INVESTIGACION BIOMEDICA NO TERAPEUTICA EN SERES HUMANOS

(Investigacion biomédica no clinica)

1. En la aplicacion puramente cientifica de la investigacion médica realizada en un ser
humano, es el deber del médico ser el protector de la vida y de la salud de esa persona en la
cual se lleva a cabo la investigacion biomédica.

2. Los participantes deben ser voluntarios, ya sea personas sanas 0 pacientes cuyas

enfermedades no se relacionen con el disefio experimental.

3. El investigador o el equipo investigador debe interrumpir la investigacion si a su juicio

continuar realizandola puede ser perjudicial para la persona.

4. En la investigacion en seres humanos, el interés de la ciencia y de la sociedad nunca debe

tener prioridad sobre las consideraciones relacionadas con el bienestar de la persona.

Fuente: Pautas éticas Internacionales para la Investigacion y Experimentacion Biomédica
en Seres Humanos. ISBN 92 9036 056 9. Consejo de Organizaciones Internacionales de las
Ciencias Médicas (CIOMS), 1993, Ginebra, pp.53-56.

Todos los procedimientos estaran de acuerdo con lo estipulado en el Reglamento de la ley
General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud.

Titulo Segundo, Capitulo Il De la investigacion en menores de edad o incapaces,
Articulos 34-39
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ANEXO A



Microorganismo Localizacion Huésped
Helicobacter pylori Estdbmago Hombre, gato y monos
H. felis Estébmago Perro y gato
Gastrospirillum suis Estomago Cerdo
H. heilmanii (G. hominis) Estébmago Hombre, gato y perro
H. mustelae Estébmago Hurén
H. acinonyx Estomago Leopardo
H. nemestrinae Estomago Monos
H. cinaedi Intestino Hombre y roedores
H. fennelliae Intestino Hombre
H. canis Intestino Perro
H. muridarum Intestino Roedores
H. rappini Intestino Hombre

Estdbmago Oveja
Higado Perros
H. hepaticus Higado Roedores

Tabla 1. Especies de Helicobacter y microorganismos relacionados (Versalovic et al.,

1999).
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Test Sensibilidad Especificidad Endoscopia Comentario
% %
Permite testar
susceptibilidad
Cultivo 77-95 100 Si
antibiética y genotipar
cepas
Recomendable multiples
Histologia 93-98 95-98 Si
biopsias del antro
test
Método endoscopico de
rapido de 89-98 93-98 Si
eleccion
la ureasa
Si (biopsia) Deteccion ADN. No
PCR 85-96 90-100
No (saliva) requiere bacterias vivas
Indicado en estudios
Serologia 88-95 86-95 No
epidemioldgicos
Ideal sequimiento
Test del
90-95 90-95 No respuesta tratamiento
aliento

antibiotico

Tabla 2.- Métodos diagnosticos de la infeccion por Helicobacter pylori (Dunn et al., 1997).
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ANEXO B



CARTA DE CONSENTIMIENTO

Fecha

Yo:

Como padre o tutor del paciente:

Por medio de la presente doy mi autorizacion y consentimiento al Dr. Paulo César Mares
Moreno. Para que tome las muestras de placa dentobacteriana necesarias en el estudio que
el Dr. Realiza titulado: “Presencia de Helicobacter pylori en placa dental de la poblacién
infantil que acude al posgrado de odontopediatria de la facultad de odontologia de la
U.AN.L.”.

Previamente se me dio una explicacién de dicha investigacion y estoy de acuerdo en que se
utilice la muestra para los fines del estudio y no tengo objeciones con el mismo.

Nombre y Firma del Paciente Nombre y firma del Investigador
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HOJA DE CAPTURA DE DATOS

Nombre Sexo F M Edad
Estado general de salud del paciente:
Se le ha diagnosticado algun trastorno sistémico Si No
Esté su hijo actualmente bajo tratamiento médico Si No
Ha presentado su hijo algin problema géstrico Si No
Ha tomado algun antibiotico en los dos meses anteriores Si No
Aparentemente sano Si No
Habitos alimenticios:
Biberon Refrescos Frutas
Dulces Tamarindos Verduras
Pan dulce Chamoy Tortilla
Aguas frescas Frituras Agua natural
DAA DAHC DB
Presencia de Helicobacter pylori

S NO

Nota:
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HOJA DE CAPTURA DE DATOS 02.
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ANEXO C



Fig. 1 Palillo estéril de madera de forma
cilindrica de 1mm de diametro, el cual
fue modificado en uno de sus extremos
con una hoja de bisturi para crear una
parte activa en forma de pala.

Fig. 2 Zonas de obtencion de la muestra
de placa dental ubicada en la cara lingual
dentro del surco gingival de molares
inferiores.

Fig. 3 Muestra en tubo eppendorf.

Fig. 4 Cajas Petri con agar
Campy con 10% de sangre de
carnero ppm. Suplementado con
5 antibidticos.

Fig. 5 Colocacion de 200ul de la muestra
sobre el centro de la caja, sin realizar
estrias.

\

Fig. 6 Cajas Petri dentro de las cAmaras
de Brewer.
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Fig. 7 Transcurrido los 5 dias, se
resembraron con un hisopo estéril las
colonias obtenidas, discriminando
aquellas que no fueran caracteristicas de
Helicobacter pylori.

Fig. 8 Colocacion de colonias con
caracteristicas de Helicobacter pylori en
300ul de solucion de lisis celular.

Fig. 9 Columna en un tubo de
recoleccion.

Fig. 10 Se descart6 el sobrenadante y se
afiadieron 500ul del buffer de lavado.

Fig. 11 Nuevo tubo Eppendorff estéril y
se cold la columna en él. Al DNA unido a
la membrana de la columna se le
agregaron 50ul de agua estéril.

Fig.12 Tubo Eppendorff que en ese
momento ya estaba conteniendo el DNA.

53




Fig. 13 ADN, Sonda y oligonucleétidos
utilizados para detectar Helicobacter

pylori.

Fig. 14Se empled el aparato Light-Cycler
40811 de Roche.

Fig. 16 Finalmente se afiadieron 2.5 pl del
DNA templado para los experimentales.

Fig. 15 Se hizo un mix base que contenia
2 ul de agua estéril grado PCR, 0.150 pl
de primers-sonda stock 10x y 5ul de PCR
master mix 10x para afiadirse de forma
secuencial a los pocillos.
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ANEXO D



ORF* |CLAVE SECUENCIA5 -3

Y18985 | AB600174

FWD 5- AAAACACCTCTCAGTTCGGATTG-3”

AB600174.1

REV 5-TTTGCGATTACTAGCGATTCCA-3’

SONDA 5"-/56-FAM/AGGCTGCAA/ZEN/CTCGCCTGCATGA/3IABKFQ/-3'M

Tabla 3. Sonda y oligonucle6tidos utilizados para detectar Helicobacter pylori.

Gréafico 1 Representacion grafica del control positivo de DNA de Helicobacter
pylori mostrando una curva de incremento gradual y uniforme que describe la fase
de incremento exponencial del ADN amplificado.




Fluorescence History

-_—

Fluorescence (#v2-31v)
o
)

A
Al

0.06:32 01415

0:25:50 0:37.25
Time (h:mm:ss)

0:43.00

Gréafico 2 Representacion caracteristica de la grafica del control negativo
para DNA de Helicobacter pylori que contiene solo agua estéril, y que
describe una trayectoria completamente irregular sin patrén aparente, lo
cual indica definitivamente que una muestra con estas caracteristicas sera

negativo.

Formato de deteccion

Tipos de bloque

Volumen de reaccion

HRM Dye 96 10pl
Programas

Tipo de programa Ciclos Modo de Analisis

Pre-incubacion 1 -

Amplificacion 50 Cuantificacion

Enfriamiento 1 -

Tabla 4. Programacion del equipo Light-Cycler 480I1.
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Modo de

PROGRAMA Hold hh:mm:ss Rampa°C/S
Adquisicién

Pre- incubacion

95°C 00:05:00 4°C/S -
Amplificacion

95°C 00:00:10 4°C/S -

55°C 00:00:15 2°C/S -

72°C 00:00:10 4°CIS Single

Enfriamiento
40°C 00:00:30 2°CIS -

Tabla 5. Condiciones de programacion para la amplificacion en el termociclador.

Mezcla de reaccién

Reactivo X (ul) 50 X(ul) Con. Final
Agua miliQ estéril Grado PCR 2 100

Primers- sonda, Stock 10X 0.125 6.25

PCR Master Mix 10X 5 250

DNA templado 2.5

Total 10 356.25

Tabla 6. Mezcla de reaccion para PCR en Tiempo Real.
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1] 2 3|14 |5 6 7 | 8 9 10|11 |12
A|C+]| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 | 11
B
CcCl|12 |13 |14 | 15|16 |17 | 18 [ 19 | 20 | 21 | 22 | 23
D
E |24 25|26 | 27|28 |29 |30 |31 |32 |33 |34 ] 35
F
G |36 | 37|38 |39 | 40| C-

H

Tabla 7. Llenado de la placa de 96 posos. Para amplificacion por PCRtr
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ANEXO E



Los recursos que se requiere adquirir son:

Material Marca Caracteristicas Costo
. . BBL® Agar Campylobacter con 10% de sangre
80 cajas petri BD de Carmnero. $1500
Cajade BD
GasPak EZ BD®EL® 20 sobres. $1622.86
Campy
Kid dixgﬁflon promega $6000
Tubos
eppendorf eppendorf 100 tubos $300
Palillos de Con extremo biselado para recoleccion de $50
madera placa.
Bolsas de sunset 57x100mm $100
esterilizacion
Computadora toshiba satellite $8,500.00
Laptop
Interpolated 5 mega pixels images
Céamara Digital Nikon PrecisionOptical zoom10x Digital 12x $6,500.00
zoom
Marcatextos de
diferentes BIC Caja con 4 $39.90
colores
Memoria USB Sandisk Memoria USB de 4 GB $499.00
Escritorio
Officce max $2,800
Silla
Hojas de Papel Xerox Papel azul T/carta ¢/500 $90.00
4 Portaminas bic $28
Toallas
2
desechables Swpe 00
Guantes Uniseal Hipo alérgicos sin talco $120.50
Mascgrlllas QX Uniseal Hipo alérgicos $45.50
unimask 3
Campos Caja Uniseal Hipo alérgicos $47.20

c/25
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ANEXO F



Tabla 9
Distribucion de la edad y género de los pacientes
Posgrado de Odontopediatria UANL, Mayo de 2012
Femenino Masculino Total
Edad n % n % n %
2 1 7.69 0 0.00 1 2.50
3 3 23.08 5 18.52 8 20.00
4 4 30.77 1 3.70 5 12.50
5 4 30.77 10 37.04 14 35.00
6 1 7.69 2 7.41 3 7.50
7 0 0.00 1 3.70 1 2.50
8 0 0.00 4 14.81 4 10.00
10 0 0.00 3 11.11 3 7.50
11 0 0.00 1 3.70 1 2.50
Total 13 100 27 100 40 100

Del total de la poblacion que se considerd para realizar el presente estudio que fue de 40
pacientes. El grupo de edad que se presentd con mayor frecuencia fue el de 5 afios (35%)
seguido del grupo de 3 afios de edad (20%). Siendo los de 2, 7 y 11 afios los que se
presentaron con menor frecuencia (2.5%). Las nifias (13) representan el 32.50% mientras
que los nifios comprenden el 67.50% del total de la muestra.

Tabla 10

Presencia Helicobacter Pylori, distribucion segun la edad
Posgrado de Odontopediatria UANL, Mayo de 2012

n | Media|Mediana| D.E. |Minimo|Maximo|Rango| IC:1 4095 |Valorp
Negativo| 26 | 5.08 5.00 (2.171 2 11 9 4.20 | 5.95
Positivo | 14 | 5.86 5.00 |[2.349 3 10 7 4.50 | 7.21 | 0.1493
Total 40 | 5.35 5 2.23 2 11 9 4.36 | 6.14
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Tabla 10 El promedio de edad para el grupo de pacientes (14) con resultados positivos para
la presencia de ADN de Helicobacter pylori en muestras de placa dentobacteriana fue de
5.08 afios con una desviacion estandar de 2.17 (IC: 4.20-5.95 afios), asi mismo el promedio
de edad para los pacientes con valor negativo para la presencia de ADN de Helicobacter
pylori en muestras de placa dentobacteriana fue de 5.08 con una desviacién estandar de 2.34
(IC: 4.50-7.21 afos). La prueba t de diferencia de medias no muestra diferencia significativa
en los promedio de edad para los valores, positivos y negativos, de Helicobacter Pylori.

Tabla 11
Presencia Helicobacter Pylori, distribucion segin el género
Posgrado de Odontopediatria UANL, Mayo de 2012

Negativo Positivo Total
n % N % n %
Femenino 11 42 2 14 13 32.5
Masculino 15 58 12 86 27 67.5
Total 26 100 14 100 40 100

X2=3.25, p=0.071
La presencia de ADN de Helicobacter pylori en las muestras de placa

dentobacteriana dentro del grupo del género femenino representd el 14% de los
casos positivos y el 86% para el género masculino. En este mismo sentido es
posible asegurar que no existe relacion significativa (95% de confiabilidad) entre el
género y la presencia de ADN de Helicobacter pylori en muestras de placa
dentobacteriana.
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ANEXO G



UNIVERSO DE ESTUDIO 40 PACIENTES

# 13 Nifas
H 27 Nifios
¥
[~

Gréafico 3 Representa la muestra del presente estudio que fue de 40 pacientes, donde:

32.5% fueron nifias y 67.5% nifos.

Grafico 4
Distribucion de la edad y género de los pacientes
Posgrado de Odontopediatria UANL, Mayo de 2012
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Gréafico 4 Grafico representa la distribucion por edad y género del grupo de pacientes que

participaron en el presente estudio.
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Grafico 5 Estadistica descriptiva de la edad segun la
presencia de Helicobacter Pylori Posgrado de
Odontopediatria UANL, Mayo de 2012

PRESENCIA DE HELICOBACTER PYLORI (HP)
EN LA POBLACION DE ESTUDIO

@14 HP POSITIVO
H26 HP NEGATIVO
[~

Gréafico 6 La presencia de Helicobacter pylori en los cultivos de placa dentobacteriana
analizando el ADN por PCR en tiempo real fue positiva en 14 casos, equivalentes al 35%

de la poblacién estudiada.
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Gréfico 7 Se ven representados los 40 pacientes que participaron en el estudio y se
identifican con diferentes colores a cada uno mostrando una curva de incremento
gradual y uniforme para aquellos que resultaron positivos a la fase de incremento

exponencial del ADN amplificado.
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Gréfico 8

Presencia de Presencia Helicobacter Pylori, distribucion segin el género
Posgrado de Odontopediatria UANL, Mayo de 2012
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®Femenino = Masculino

Positivo

Grafico 8 De los 14 casos positivos a la presencia de ADN de Helicobacter pylori en los
cultivos de las muestras de placa dentobacteriana 2 se presentaron en el grupo de las nifias
y 12 en el grupo de los nifios.
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PRESENCIA DE HELICOBACTER PYLORI POR GENERO

B NEGATIVOS FEMENINOS 11
B POSITIVOS FEMENINOS 2
MPOSITIVOS MASCULINOS 12
B NEGATIVOS MASCULINOS 15

Grafico 9 Representacion de la presencia de ADN de Helicobacter pylori en la poblacién
del presente estudio y su distribucion por género donde: de los 14 casos positivos; 2
pertenecen al género femenino y 12 al género masculino.
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