ARTiCULO ORIGINAL
An Orl Mex 2014;59:45-50.

Identificacion de Helicobacter
pylori en amigdalas de pacientes
con faringoamigdalitis recurrente

RESUMEN

Antecedentes: la bacteria Helicobacter pylori se ha detectado en re-
giones extragastricas, como la cavidad bucal y el oido medio. Algunos
autores muestran evidencias de que también puede afectar el tejido
amigdalino; pero existen datos contradictorios acerca de su presencia
en este sitio. La bacteria en el tejido adenoamigdalino puede ser un
reservorio extragastrico para su trasmision o reinfeccion.

Obijetivo: identificar la bacteria Helicobacter pylori en las amigdalas
de pacientes con faringoamigdalitis recurrente mediante tres distintos
métodos.

Pacientes y método: estudio observacional, transversal y prospectivo en
el que se incluyeron 50 pacientes (7.4 + 2.9 afios) programados para
amigdalectomia por faringoamigdalitis recurrente en el Hospital Miguel
Hidalgo de Aguascalientes durante 2012. La prueba rdpida de ureasa
se realiz a partir de tejido amigdalino en amortiguador de urea. Se
realizé cultivo por siembra de tejido amigdalino en base agar sangre e
incubacion a 37°C en condiciones microaerofilicas. En la reaccion en
cadena de la polimerasa se utilizo6 ADN genémico obtenido de tejido
amigdalino para la amplificacion de segmentos correspondientes a los
genes ureC y hsp60, especificos de la bacteria.

Resultados: todas las muestras fueron negativas por prueba rapida de
la ureasa. El cultivo de la bacteria fue negativo en todas las muestras
de tejido amigdalino. La amplificacién por la reaccion en cadena de la
polimerasa de ureC'y hsp60 no se identific en ninguna de las muestras
provenientes de los pacientes.

Conclusion: no se demostré la presencia de Helicobacter pylori en las
amigdalas de pacientes con faringoamigdalitis recurrente mediante
tres distintos métodos.

Palabras clave: Helicobacter pylori, amigdalas, faringoamigdalitis
recurrente.

Identification of Helicobacter pylori
in Tonsils of Patients with Recurrent
Pharyngotonsillitis

ABSTRACT

Background: Helicobacter pylori bacterium has been detected in
extragastric regions such as oral cavity and middle ear. Some authors
have shown evidence that it could also be present in tonsillar tissue,
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but there is contradictory data about its presence in this site. Bacterial
presence in adenotonsillar tissue could be an extragastric reservoir for
its transmission and/or reinfection.

Patients and method: An observational, cross-sectional and prospective
study was done including 50 patients (7.4 + 2.9 years) scheduled for
tonsillectomy for recurrent pharyngotonsillitis at the Hospital Miguel
Hidalgo of Aguascalientes, Mexico, in 2012. Rapid urease test (RUT)
was performed from tonsillar tissue in urea buffer. Tonsillar tissue was
seeded in blood agar base and incubated at 37°C in microaerophilic
conditions. Genomic DNA was used in PCR obtained from tonsillar tis-
sue for amplification of the segments corresponding to ureC and hsp60
specific bacterial genes.

Results: All samples were negative to RUT. Bacterial culture was nega-
tive in all tonsillar tissue samples. PCR amplification of ureC and hsp60
was not identified in any of the patient samples.

Conclusion: The presence of H. pylori was not demonstrated in tonsils
of recurrent pharyngotonsillitis patients using three different methods.

Key words: Helicobacter pylori, tonsils, recurrent pharyngotonsillitis.
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En la actualidad, la bacteria Helicobacter pylori
no es s6lo un agente causal de enfermedades gas-
troduodenales, sino también un microorganismo
que puede afectar sitios extragdstricos,’? como
las amigdalas y las adenoides.® Estos Gltimos
tejidos pueden constituir reservorios para la dise-
minacion de la bacteria y para la autoinfeccion;
sin embargo, existen datos contradictorios en
relacion con la existencia de Helicobacter pylori
en las amigdalas.*

La identificacion de Helicobacter pylori en las
amigdalas se estudia mediante distintos métodos.
Existen trabajos que muestran que por medio de
la prueba rapida de la ureasa, a partir de tejido
amigdalino de sujetos con amigdalitis recurrente
se obtienen porcentajes de positividad cercanos
a 50%.> Sin embargo, otros estudios muestran
positividades considerablemente menores.®” El
cultivo de H. pylori a partir de biopsias gastricas
es un diagnostico de referencia para determi-
nar la colonizacién. Wibawa y colaboradores

determinaron, a través de cultivo amigdalino,
la existencia de la bacteria en 15.7% de 19
pacientes con amigdalitis crénica;® mientras
que Kusano y su grupo no la encontraron en el
cultivo de amigdalas de 41 pacientes con farin-
goamigdalitis recurrente.?

Trabajos realizados con andlisis de la reaccién
en cadena de la polimerasa para identificar el
gen ureC detectaron la bacteria en amigdalas
de pacientes con amigdalitis.’ Por el contrario,
un estudio efectuado en una poblacién de 55
pacientes con amigdalitis no la identificaron al
realizar también un analisis de la reaccion en
cadena de la polimerasa para este gen.°

El mecanismo exacto por el que la bacteria
se trasmite de un individuo a otro adn no esta
completamente claro." La secrecién gastrica
contaminada por H. pylori pudiera entrar a la
cavidad nasofaringea mediante el reflujo gas-
troesofagico y colonizar las placas dentales y
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el tejido adenoamigdalino. La retencion de la
bacteria en las amigdalas mediante este proceso
puede estar relacionada con la unién de la bacte-
ria al tejido linfoide asociado con las mucosas.”

Debido a la existencia de reportes controver-
tidos con respecto a Helicobacter pylori en las
amigdalas, este estudio tiene como objetivo iden-
tificar la bacteria en las amigdalas de pacientes
con faringoamigdalitis recurrente mediante tres
distintos métodos.

MATERIAL Y METODO

Estudio observacional, transversal y prospecti-
vo efectuado con pacientes programados para
amigdalectomia en el Hospital Miguel Hidalgo
de Aguascalientes, durante 2012, con farin-
goamigdalitis recurrente, sin administracion de
antiacidos, bloqueadores-H2 o antibiéticos du-
rante el mes previo a la cirugia. Las amigdalas se
resecaron bajo anestesia general con la técnica
clasica de diseccién y electrocauterizacion.

Prueba rapida de ureasa

Se realizé a partir de la incubacion de tejido
amigdalino en amortiguador de urea.' La prueba
se considerd positiva cuando ocurrié un viraje de
color en los primeros 30 minutos de incubacion.

Cultivo de Helicobacter pylori

El cultivo de la bacteria se realiz6 mediante
protocolo previamente descrito." La identifica-
cién de la bacteria se realiz6 por medio de la
morfologia colonial y microscépica, asi como
por positividad a ureasa y catalasa.

Reaccion en cadena de la polimerasa
El ADN genémico se obtuvo a partir de tejido

amigdalino mediante la técnica de fenol-clo-
roformo." Se analizé el gen ureC utilizando

£

cebadores gImM1 y glmM2' y gen hsp60 con
HSP1 y HSP2." El gen humano Nod1 usado
como control de integridad de ADN se amplifico
con cebadores disenados con base en la secuen-
cia reportada en GenBank (NM_006092.2). Los
productos de amplificacién se tineron con bro-
muro de etidio y se separaron por electroforesis
en gel de agarosa al 3% en amortiguador TBE.

RESULTADOS

El estudio consideré una poblacion de 50 pa-
cientes con indicacion de faringoamigdalitis
recurrente; de éstos, 62% correspondié a pa-
cientes del sexo masculino. Los individuos del
estudio tuvieron limites de edad de 1y 42 afos,
con media de 7.4 £ 2.9 afios.

La prueba rapida para identificar actividad
ureasa en el tejido amigdalino de la poblacion
de estudio fue negativa en todos los casos, lo
que indico la ausencia de actividad ureasa en el
tejido amigdalino de nuestra poblacion.

En ningln cultivo de tejido amigdalino realiza-
do en los sujetos de este estudio se observo el
desarrollo de colonias con caracteristicas tipicas
de la bacteria.

La identificacion de la bacteria en las muestras
amigdalinas mediante el analisis de la reaccion
en cadena de la polimerasa consideré la ampli-
ficacion de los genes ureC'y hsp60 de H. pylori
(segmentos de 294 y 590 pb, respectivamente).
Al realizar este andlisis para el gen hsp60, el
producto de 590 pb fue amplificado a partir del
ADN de H. pylori usado como control positivo;
sin embargo, en ninguna muestra de la poblacién
de pacientes se generé la amplificacion corres-
pondiente (Figura 1).

La amplificacion del gen ureC generé el producto
de 294 pb en el control positivo de H. pylori, pero
fue negativo en las muestras de pacientes (Figura 2).
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Figura 1. Amplificacion del gen hsp60 por la reaccién en cadena de la polimerasa a partir de ADN genémico
de tejido amigdalino. Se muestra la migracién electroforética de 30 pacientes (carriles 1-30) de un total de 50
sujetos analizados, amplificacién con ADN de H. pylori control positivo (HP) y marcador de peso (M). La flecha
indica el producto de amplificacion especifico de hsp60 (590 pb).
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Figura 2. Amplificacién del gen ureC por la reaccién en cadena de la polimerasa a partir de ADN genémico
de tejido amigdalino. Se muestra la migracion electroforética de 30 pacientes (carriles 1-30) de un total de 50
sujetos analizados, amplificacion con ADN de H. pylori control positivo (HP) y marcador de peso (M). La flecha
indica el producto de amplificacion especifico de ureC (294 pb).

Al considerar la posibilidad de que la bacteria
no fue detectada en la primera amplificacion
debido a una baja densidad bacteriana en el
tejido, se realizé la reamplificacién de ureC y
hsp60 en las muestras resultantes del primer
andlisis de amplificacién. En ninguna de ellas
se identifico el producto correspondiente a los
dos genes analizados.

Para descartar que la ausencia de amplificacio-
nes de ureC y hsp60 pudiera ser consecuencia
de muestras de ADN genémico con alto grado
de degradacion, se realizo6 la amplificacion del
gen humano Nod1 a partir de las muestras de

ADN utilizadas en el estudio. Mediante este
andlisis se identificé el producto de la reaccion
en cadena de la polimerasa de 164 pb especifico
del gen Nod1 en todas las muestras de ADN de
las amigdalas (Figura 3). Se comprobé asi que la
calidad del ADN de las muestras fue adecuada
para el andlisis de la reaccion en cadena de la
polimerasa.

DISCUSION

Diferentes autores han llegado a conclusiones
opuestas en relacién con la existencia de la
bacteria en las amigdalas. Esto pudiera ser
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Figura 3. Amplificacion del gen Nod1 por la reaccion en cadena de la polimerasa a partir de ADN genémico de
tejido amigdalino. Se muestra la migracién electroforética de 30 pacientes (carriles 1-30) de un total de 50 sujetos
analizados y marcador de peso (M). La flecha indica el producto de amplificacién especifico de Nod1 (164 pb).

consecuencia de caracteristicas particulares de
la poblacién estudiada. Debido a que la preva-
lencia de la infeccién gastrica se incrementa con
la edad, ésta puede ser un factor importante.'
En nuestro estudio se trabajé con una poblacion
mixta (nifos-adultos), en la que no se identifico
la bacteria. Otros estudios con poblaciones
mixtas equivalentes a nuestro trabajo muestran
resultados semejantes.”

Otro aspecto que puede generar disparidad en
la identificacién de H. pylori es la aplicacion de
métodos validados para el diagnéstico gastrico,
mas no para regiones extragdstricas, como las
amigdalas. La prueba rdpida de ureasa no es un
analisis H. pylori-especifico (determina microor-
ganismos productores de ureasa), por lo que en
sitios de mayor diversificacion de especies bac-
terianas que la mucosa géstrica (por ejemplo, las
amigdalas), la positividad puede relacionarse con
otros microorganismos ureasa-positivos.* Lo ante-
rior se explica porque algunos estudios muestran
datos de positividad a ureasa en las amigdalas
sin correlacion con otros métodos diagndsticos.’

En ninguna muestra amigdalina de los 50 pacien-
tes incluidos en nuestro estudio identificamos
la bacteria mediante cultivo. La mayor parte de
los trabajos que intentaron identificar la bacteria
en las amigdalas mediante este método llegé a

conclusiones semejantes.®'” Llama la atencion
el trabajo de Wibawa y su grupo, que mediante
el cultivo de tejido amigdalino realizaron el
aislamiento de H. pylori a partir de individuos
con amigdalitis.®> Estos resultados, ademds de
relacionarse con factores particulares de la po-
blacién analizada (por ejemplo, edad y consumo
de antibidticos), pueden vincularse con carac-
teristicas del cultivo de H. pylori. Como ocurre
con otros bacilos gramnegativos, H. pylori puede
generar formas cocoides no cultivables cuando
se enfrenta a ambientes desfavorables.® Esta si-
tuacion puede reducir de manera importante la
probabilidad de identificar la bacteria mediante
cultivo de tejido amigdalino.

La identificacion de H. pylori en tejido amig-
dalino se ha mostrado por amplificacion de
genes conservados a nivel de especie, asi como
mediante marcadores genéticos de patogenici-
dad.’®' Sin embargo, en nuestro estudio, que
incluyé un andlisis de los genes ureC y hsp60,
marcadores especie-especificos altamente con-
servados, no se identificé H. pylori en nuestra
poblacion. Este resultado es congruente con
varios trabajos que no identifican a la bacteria
en las amigdalas mediante este método.*®

La identificacion de H. pylori en las amigdalas
puede correlacionarse con el incremento de la

49



50

Anales de Otorrinolaringologia Mexicana

edad de la poblacién analizada. Los estudios
en poblaciones adultas o en poblaciones mixtas
con edades promedio mayores muestran mayor
probabilidad de identificar la bacteria en las
amigdalas,'®'? mientras que esta probabilidad se
reduce en la poblacion infantil.2° Nuestro estudio
incluyé una poblacién mixta, pero con prepon-
derancia de individuos menores de 10 afos (7.4
+2.9 anos). La mayor probabilidad de identificar
la bacteria en las amigdalas también puede aso-
ciarse con poblaciones de mayor prevalencia de
la bacteria, asi como con otros factores impor-
tantes, como el reflujo gastroesofagico.

CONCLUSIONES

La existencia de Helicobacter pylori en las
amigdalas de pacientes con faringoamigdalitis
recurrente no se identificé usando tres distintas
estrategias metodoldgicas. Mediante los analisis
de la prueba rapida de ureasa y cultivo no se
encontraron bacterias viables; asimismo, no
hubo amplificacién por la reaccién en cadena
de la polimerasa de los genes ureC y hsp60 de
H. pylori a partir de tejido amigdalino.
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