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1 N T R a o u e e J o N. 

La cavJdá.d oral es rica ~n nutrientes ¡ µr~p~rctona ambiente 

ideal para el crecL:r.d.entc.. de oacterfa.= ~=;·coias, ta·::uJtc.ttvas ;y 

anaerobias: para ~ue estcs Qicroor&anis~o¡ ~~edan col~ni=ar deben 

adherirse fJ;~e~en~~ ;a super:!.::~ en~ontrar hábito 

protector. 

La coloni~aciOn de les c¡~ntes ja ~~=e resultado Ja :ormacion de 

Ja placa dentai, qwe es una capa ae ta~t~r~~~ ~n las superf1ctes 

rotas de los dientes. 

superticles dentarias pueden causar =~ries ~e11tal, que una 

entermedad la 

d&struccion 

infecciosa 

pro¡::res1 ... a. iocali::.ad<s de los dientes, 

predominantemente Jn!cfa ¡:cr 

descineralizaclOn de la superfi~te externa del esrnalte, por 

.'.\el dos or~~nicos producidos localmente p~r bacterias qu• 

fermentar. lOE hidr~~o.s de cartono ce la dieta. 

Desde el Qo~~ntc de erupc!On la oav.::r Farte d~ :a 

dental esta eapuesta a Ja saliva y recite la ac~fon protectora de 

Jas tnmuno¡lobuJ Jnas, sinteti=.3j35 p.:ir las celulas plasrnaticas: 

las ilCl.ndulas salivales. Lo. 1nmuno¡lcbul1na asociadas 

predocinante 

c:uant1tJcac10n 

JnQunoenzt~attccs. 

ia saliva es Ja lgA. .secretora 1 J¡As' ;y 

!dentit1cac10~ puede hacerse pcr me todos 

Los oetodos inmuno~n::.fnaticcs sen ~roceoici~ntcs 1n~u~clo¡icos en 

los que reaceion antt¡eno-anticuer;~ seguida por 

c:uantit1ca..::Jon de Ja actividad enzil:latica. 



F L O R A M 1 e R o e 1 A N A O R A L. 

La flor~ microbiana ael cuerpo puede cataleg&rse 

lJ Flora resiéente, tambi&n llamada normal o nativa, 

2J Flora transite.ria. 

3J Flora noroal su~lementaria. 

La fl~ra residente esta c~ns~ltuida p~r microor¡anismos que se 

encuentran con~ta11tecente ciertas dreas del cuerpo cada 

edad y que si se altera :establecen por si mismos, su 

locai i::::acicn sitios definitivo5 depende de condicione• 

nutrlclona:es y f1si~l0b1cas como temperatura, hUQedad, tenslOn 

de oxigeno y la preser:cla .:i ausencia ,je sustanc1as innibitorias. 

La flora tr&nsito:!a son rn!croor¡ants~~~ que pululan el 

huegped, ~artlcularr.ente la piel y rnembranag mucosas durante 

corto tiempo. provienen del ambiente y no necesarlament.e 

patogena, no se establece en torea permon~nte. 

La flora ncrm&I suplementaria representa los rn1ctjor¡an1smos que 

pueden identittcarse solo en al¡unos ind1v1éuos que los aJber¡an 

escaso numero, pero durante mucho ~iernpo. 

SI la flora resiéente altera la transltor!a puede 

1neremer.tarse =ausar entercepad l!.J. Las rel&c1ones 

cualitativas cuantitativas de los mlcrocr¡anismos bucales 

cambian al aparecer la denticton , la perdida tot.al o parcial de 

los dientes, dentaduras posti~as, e• tip.:> de dieta, los habltos 

de higiene bucal y el estado de saluo o entermedad. 

La poolaciOn de 1a rnic:-:::tlora bucal encuentra limitada por la 

accton de orrast:e de la saliva, los mecanismos de masttcaclon, 



Ja ~ecton de la l'""r,;ua. les labios :- ¡,a=: :nt;-o·"'l::i;3na3' i:iucasas oe los 

carrillos; abserv~nJose q~e las cuent~s ~act*r1anas s~n ~ayeres 

al levantorse 

1~~rernentc gradual. 

que decrece despu~s de i~~etir all=en::s e ~[~iene tu:al 1:,3,4J. 

F~ORA RE5l:EhTE E~ E~ MUM~~E. 

Streptococcus vlr!~ans 

Streptuccccus anheocii~yc~s 

Estreptoco~os anaerOb1cos 

Staphv!cccccus ep:~~t~id1s 

Stap!°'Yl oc:io:::cus a..:r e.:.s 

Coryneba~teriu~ s~p 

La.ctobact l ius .2 

Actinc:iyces Z 

Sacteroldes .:;. 

Fusotacteriu:; 2 

V1br1o~es anae:ottcos 

Veillonella 

Hycopliis:a 

Levadu:as 

Proto:oartcs 

General3ente ~r~entes y constituyenoo la parte principal de la 

f::ra mic:obia~a ~a~t~a. 

2 Generaloente presentes, constituyendo solo una fracc1on =enor 

oe la fiera m1crcb1~na residente <ZJ. 
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Caracter1sticas &enera\es de microorgan1sacs de Ja cavidad bucal. 

Bacterias Grncpos1tl~as. 

Famil!a Streptococcaceae.- Células esteric3s u ovoides, en pares 

o cader.as, inmOv1les, tacult.a.tivacente 

anaerobias, metabolismo fermentativo, 

requertmientos nutricionales cornpl~jos. 

Genero 5treptococcus.- Homofer~en~os,cataJa¡a neialiva. 

Fa:ni 1 i& Laclobacil laceae.- Sastones unícos caoena, 

requericetcs nutr1c1ona1es CoQplejcs. 

G~nero Lact:ib;:.ci l lus.- Cóta~asa. ne-gativá., ::;1 <:.ocromo 

tac:.iltatlvc, 

rermentac!on ho~ol~ctlca. 

Familia Actlnomytaceae.- 1ncOv11es, actdo resistentes, de 

Genero 

torca d1ftero1oe, tienaen • producir 

filamentos ra~1t1cados. 

Acttnomyces.- Anaerobios facult.atlvamente 

3nae:-obics, cata lasa l•J, los 

principales productos de teroentaclOn 

son: acido acetico, tormico, tactico 

y succlnico,no procucen ¡as. 

Genero Ar~chnla.- Faculta~1vaoente anaerobios, catala5a 

ne¡a~1ca, l~s prin=1pal~s productos de 

termentacion Acido prop1on1co, 

A~ldo acetic~ y dlo~tdo de c~:bono. 

Género Rothla.- Cocoides, ditteroides ti lamentos, 

aerobios, cataiasa. ;:iosltlva. 



Bacterias Craone¿ativ~s. 

Fam.11 la Bacteroidaceae.- Bastones a:-~~roOl~5 obl i~adi::is, 

Gena•o 

esporulados. 

Bacter~ides.- Los productos de teri:ienta.cion 

inclu:r·en: ~cid t.! succ1ntco 1 acido 

acético, a..-=idc tormicc, a..:ido lacttco 

y acido propior.ic..:i. 



1 1 C A V 1 O A O O R A L. 

Anatomlcame:nte.- Es cavidad en la p~rte Inferior de la cara, 

dondE- se efectuan la masticaciOn y la insalivacion de los 

alimentos. Tle-ne t::.tma de ovalo y est.:ii :ilvldlda por los dientes y 

tas enctas dos re¡¡iones, una anterior y lateral, el velilit.lbulo 

buc&I, y otra poste:rior, ia ca\'ldad buc&l propt&me-nte dlct1& l6}, 

El epit~lia esc:..::i..:.·s::i estratittcado oe- 1a mu.=asa oe la cavid.;ad 

bucal 1or~a una superficie que prote~e a los tejidos subyacentes 

y funciona cerno una Carrera mec:t.n!ca, que pued.e desctt.marse ~7>. 

La cavld~o oral ~ab!tualmente es ester11 el m.:..rnen!.o de 1 

nacimiento: la beca del niño puece estar contaminada por 

distintos tipos de ~lcrcorganismos, prcve~ientes de la flora de 

la vagina de la madre y después del medio ambiente local del 

mundo extlllrno (8). ~a cavidad or&I tiene una tempera.tura entre 35 

y 35 ºe y abundante humedad, ademas es rica nutrientes y 

variada' tensiones de ox1¡eno, proporcionando un ambiente ideal 

para el creclmi~nto de bacterias aeroolas, 

a.naerob tas. 

tacultat.ivas y 

La sal lva. es la fuente principal de OKL&enc en la ca.vida::: bucal, 

facilita la utlli=aciOn de hidrato5· de carbono y ;:.:a iu¡&r a 

acciOn amortiguadora; est~ compuest& de secr~ciones de ¡!adulas 

saliva.les, microor¡anis~os sus en:icas y productos metabolicos, 

ceJulas epltel la les teuco:::1t.os, lnn:un.:.glcbulir.as er:: 1ma.• 

res t.:1!0 aJimer.tos l~s cuales pueden ser oescoropuest~s por 

en~lmas e!&boradas por las oactertas que =olon1:an la toe& ll,7l. 
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1 1 1 e o L o N 1 z A e 1 o N li A C T E R 1 A N A. 

Dentro de I~ cavida~ oral, la bJccasa ~3Ct~r1ana se d~~lic3 sOlo 

dos a cuatrc veces en ei e:~. in~ut!clente ~•1a que se mantengan 

ast mismas en l.as :;e-=rec:: ~es oralí-s. 

Par& GUe lo~ ~1~r~~rganl~~~s ~uedan ccJcni=ar ceten adherirse 

firmemente a la superficie e encontrar un a~b1ente ;rotector. 

La coion!:&~iOn b3:ter1ana p~ede ccns!oerarse ~e de~ t~pos: 

Prlcaria y secuncarta. 

En la cclcn1:acion pri~arla, los coi~ni:a~ares sabre~iven ante 

las dtvers~s condi:iones presentes en e: a~liente, ~roporcionanao 

los sustratos y ~J:roaoolentes necesarios para la ccJcni:acion de 

mlcroor¡;;an1s::-,os secw:-1dor !os l !., 9>, 

Las bacterias primarias wtiJ l:an o~lgenc pu~lendo a¡otarlo de es& 

mtcroacb1ente, favoreciendo Ja aparl=10n ue ana~rob1os. 

La comunidad ce ~fcrcorian1s~os secundarios uti d.;:an los 

substratos ¡enerad~s oe~tro del miszo s1ste~a ecolo;i~c. &n tanto 

que los mlemoros Ce Ja c~eunida~ ~r¡~ar1~ to~an 1os su~tratos 

proporcionados por el a::ib!ente del huesped: dando lu¡ar a 

aparición secuecial de los microor¡antsccs; los que ~rimero se 

observan son 1os coces, seguidos pcr tusobacterias, rllamentos y 

finalmente, por anaerobios estric~os ~=Qv ~spiroque~as. 

En Ja caviaaa bucal, las areas con d1terentes aabtentes 

tist~oqutmicos y nutrtctonales, la cucosa oel ca.rrtlJo, la 

Jen¡ua, las hendiduras ¡1n¡1vaJes (surcos• y la supert1cte de loa 

dientes t•vorecar. la adherencia 

•electos de mteroor¡antsmos t1,9J. 

el crecimiento de tipos 



PORCENTAJES I:1E HICKORGANISMDS CULTIVABLES, SEPARADOS DE VARIAS 

AREAS DE LA CAVIDAD ORAL ll0,11>. 

Or¡anlsmos o grupo Jen¡ua placa 

Estreptococos l teta 1) .:.0-50 20-30 

§..:._ mltls 

5'. sal lvartus 

h mutans (" 
§...:.. san,::uts '" 

Ent6>rococos 

Oiphtheroides 12-15 18-ZO 

Bacteroides s s-a 

f1Jsobacterta 4-5 

Corynebacterla 4 

llelllonella 14-16 12-14 

Peptococcu~ •-S 10-12 

Neisserta 2-3 1-J 

Espiroquetas 

Acttnomyces 1-2 30-35 

v1br1o 2 2· 

• un1ca especie presente 

sa.l 1 va 

l!.0-50 

l•J 

,., 

2-3 

10-12 

14-16 

10-12 

1-2 

1-~ 

hendidura ¡in¡lval 

20-30 

") 

") 

15-~S 

15-18 

3-S 

15-18 

10-12 

B-9 

1-3 

a-10 

1-3 

<•> especies pre&entes lno se determino el porcentaje tndtvlduall 

La coloni:aciOn de los diente• da como resultado la tormac!On da 

la placa dental. 

La placa dental es una capa de bacterias en las superficie• 

a 



rot~s. de los dientes, tiene la pisna ~struc~ura que un tejido' 

contiene celulas, matr1= extrac~iu!~r y un liquido propio 

<12> ~as bacterias son par~1culas co\cijJ1~i con carga~ superficiales 

predominantemente 1i~gat1~·as, ~uan~6 es~&s c~r~as se reducen en 

condlctones de un µH a~id~ y c~nc~ntra~iones el&vadas de calcio y 

pol1meros de carga ne¡attva, las bacterias t1~naen a a¡regarse. 

Las diferencias de ccmposicion de la su~er:tc!e bacteriana pu~den 

causar variaciones dn carga y de la cap~~idad oe participÁr en el 

fanOmeno de agregacio1t y de adnerenc!a. 

Los poltmeros bacterianos lpolisacarldos e~tracelularesl y 

salivales lmucina' forman enlaces ent•e la~ bacterias. dando 

lu¡a~ a estructures porosas, entre las cuales los l1quldas fluyen 

libremente. 

EJ calcio intertier& en Ja capacidad de las bacterias para 

adherirse los dientes y combinarse la pelicula 

iTit&r•ctvar con la placa. 

Debido a \a gran variedad de pH tde 4 hasta 9> que se dan en la 

boca, cierto pH favorecerá I~ agre~acton de una variedad de 

bacterias. otro pH determinara la a¡regac10n de otra variedad de 

bacterias, 

Lea Qicroorganismos llegan a la boca tacilmente del agua. aira, 

alimentos y de las manos; los que tienen la capacidad de unirse a 

Jas superttcles bucales permanecen; )as que no pueden adherir•• 

son tragados y desaparecen de ~&cavidad bucal, est& proceso 

ase¡ura que la t lora residente se mantenga, menos que 

intervengan otros factotea que 1mp1dan la re1mplantacl0n tl,4,7>. 

9 



l V C A R 1 E S. 

La caries dental es una enfermedad 1ntecc1osa y tras•islble (14) 

causada por bacterias que colonl2an la superficie dentaria, 

caraclertzada por una serle de reacciones qu1mlcas complejas, 

que originan la destrucción del esmalte y posterloraente s1 no se 

detiene la destrucclon de toda la estructura dentaria. 

les ion inicia cuando, mediante el metabolismo de 

carbohidratos, los microorganismos producen y liberan ácidos 

organices que promueven la desmineralizacion del es•alta <iS>. 

Ctinicamente, la caries dental se inicia como una mancha lechosa 

a parduzca, que mas tarde se torna rugosa y se producen pequeñas 

erosiones hasta que se forma la cavidad de caries propiamente 

dicha. 

Biologlcaaenta, 

dentales duros, 

enfermedad b~cteriana de los tejidos 

presenta en las tosas o depresiones de lo• 

dientes y tas fisuras; en éstas zonas que no reciben una limpieza 

total de la gaJiva, lengua y mugcu1atura bucal, almacenan 

particulas de alimento, bacterias, protelnas salivales y otros 

dep6sitos bucales. Estos depositas de bacterias y proteinas que 

llenen propiedades adhesivas son llamadas placa ~<1,4,20). 

Los alcroorganis•os al borde de la lesion de caries son 

asférlcos y gra• positivos, los que estAn en la porciOn reatanta 

de la reglon son heterogeneos. Los microorganismos esfericos son 

rempla2ados por bacterias filamentosas ¡raa positivas y graa 

negativas. 

Streptococcus mutans es un agente eliologico !•portante en la 

10 



car tes del escalte por su actividad acldogena <16,21), 

Laclobaclllus desempeña 

proceso cariog~nico. por 

Importante papel secundarlo en el 

acidogeno y acidurico; ya que so ha 

demostrado que las cantidades de §....:.... muta11s aumentaban, junto con 

log lactobaciJos; antes de la iniclacton de las lesiones cortosa9, 

y que no se produc~an caries en sitios donde ~ mutons estaba 

ausente <13). 

La caires es la mds frecuente de las entermodades cronicas de la 

raza humana, afecta a ambos sexos, de todas las razas y estractos 

socloeconomicos. 

En el proceso de produccion de la caries involucrados 

varios factores indispensables: un diente susceptible a la 

desminerallzaci6n ácida, se relaciona con bajo contenido en 

tluor trregularldedes en la superficie dental, que atrapan 

alimentos y placas, microorganismos y el sustrato proporcionado 

principalmente por reslos de comida (1,17>. 

Los causantes pueden ser algunos integrantes de la ramilla 

Lactobacter!aceae. especlalemente lactobacilos y estreptococos, 

por su tendencia a producir dextranas a partir de azucares lo que 

origina la elaboraclon de ácidos <1,10,18> y ciertos hongos de la 

fa•ll!a de los actlnomlcetos <18,l9). 
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V R E S P U E S T A 1 N t1 U N E O R A L. 

El indivlduo tien~ la capacidad de defenderse de los a~entes 

nocivos que encuentra en su medio ambiente, meatante mecanismos 

de detensa espec1ticos e 1nespecítlcos. 

~os mecan1smos de defensa inespec1t1cos no requieren expos1c10n 

previa y son efectivos contra muchos microorganismos diferentes. 

Dentro de estos mecan1smos se encuentran: 

- Integridad de la ~ucosa oral tt~nciona cc~o barrera mecanica> 

- Epltei io e$tfat1!icado; tiene la capacidad para 

Fluido giri~ival 

- Fa¡;ocitosls 

- Constituclo11 del diente 

- Saliva ~Flujo salival que permite el arrastre de bacterias. 

"-Corr.posiclon de la so! i..·a <cor:iplemento, lisozlma, 

lactoferrina, leucocitos. ~te. J que per~ite un efecto 

bacter1cioa y actividad lnt11bltoria sobre muchos 

microorsanismos pató¡enos y no patOgenos ll,71. 

Ademas la saliva neutrali:a y diluye los acldos que forman la• 

bacterias de la placa dental a par·-:.ir de los carbohldratos de la 

dieta y ejerce una acción protectora por capacidad para 

re::!nerali:ar el esmalte dental te! mineral del esmalte es capaz 

de 1nterca~b1o 1on1co activo, principalmente de calcio y 

tos tato> t 13>. 

En la saliva se encuentran l¡~. lg~ y en menor cantidad lgH, la 

fuente prlnctpal de t.;G e lgM es el liquido ¡ln¡lval t27,28J, 

1: 



Lo• mecanismos espec1ficos 

microcrganismo partl.::ular 

organismo (29>. 

requieren ewposlcion un 

la respue:ita se limita. ... 
Las antigenos ingeridos o inhalados o sus tragrnentos, pen~tran a 

través de calulas que recubren la mucosa oral, res~irato1la y el 

tubo digestivo a 11ivel de ios a.:umulos lintaticos. Estas ce\ulas 

tienen s1an capacidad f~~ucitica, ~1~sentan vellocidades, 

tienen gian cantidad de vacuolas y se ~eno~inan celulas M. 

Esta estitt:lil~cion anti¡;e-nica puede ii,ducir la. prcdifetaclon 

diferenciaciOn de células T la migraclon de estos 

linfocitos senslblli:ados h3Cl6 los teJlJcs secretorl~s como las 

glandu1as salivales, donde !as ~~lulas diferencian, 

proliferan y maduran espc~t~neamente en celulas plasmdticas. que 

son linfocito~ grandes productores de anticuerpos. En ausencia 

del est1mulo antigenlcc \as células ~lasmatlcas ~stdn presentes 

terma transitoria. 51 hay una estlrnulaclon anti¡enica local 

continua, ocurre ~rQl11erac1on de l&s celulas y la respuesta de 

anticuerpos secretores es ~ayor y más persistente (24,~6,30,31>. 

El sistema inmune es el responsable de ~~ntener la inte~rtdad de 

las estructuras org~nlcas ante la '&t3n diversiJad de agresores 

la¡entes extrañosi que existen en el medio ambiante. 

Dentro de la cavidad oral existen dos sistemas complejos 

interrelacionados entre sl. Un sistema que destruye ant1¡enos 

que penetran en los llquidos y tejidos corporal~s otro, el 

sistema I~~ secretor, cuya tuncion es =~~tar el l~greso de 

antlgeno a traves de las mucosas tZ~i. 



V 1 l gA E S T R U C T IJ R A F U N C 1 O N. 

Las supétticte~ mucQsas estan ftn continuidad directa con el 

•=Diente y son ~¡ prlnclp~l sltlo de ~xposic1Qn a los antl¡ftn~s. 

antt~eno puede desencadenar 1~ pro~~~ción ae an~ieuerpo$ de 

dtferentes tipos(!¡:(;, f¡A~ 1,H. 1gS: ~ lg(d, los cuale!i t.endt.an 

atividades oiologicas distintas l32,3~l. 

ey!ipecía 1 i .:.11.das 1 l .au:iadas 

~a e$ttuctura básica d~ una inmunoglobuJina, consi~te en la untOn 

de d~$ cadenas pesada$ identlcas y dos ~aden&i 11¡a~a5 1dént1eas 

pcr ~~di~ ae enlace• d1suituro. E~lste un tipo qu1mica~en~e 

ditet•nte de cadena ~~•ada para cada una de las .::tn~~ clase~ de 

inounoclcbulinas l'tf•.Y•'O{•Óf!f ti. C~ó:a .;aden.iJ de int1:1unoglobullna. 

consta de L.:na porcion ten:.~na.l .::ato-od ¡o constante .:¡,we tiene la 

vari~bie. ci~náe l~ secuencia de am1n~acidos es dlteren~~ para 

c~da •nticu~tpo y constltuye ~l tJgar de reacctOn ~~n al ant1¡eno 

(~Q.J. 
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La l¡A es prc~u=:Ja en c~nc~n:racto~~s e¡evadas p~r ¡~s tejidos 

lintoldes que rEVi5ten las vla5 c:ge!~lvas. r~sp1ratcr1a y 

genitourir.ari.;..; e-s prc.<:.a-.:.-ie <;'.Je los li:-,fc..:daste:s se crig1nen en 

al te~iac 1 intc:,ae as: :1ad.::i a.l ;n:.es:.11·: y i:;,:.ie 

ecl~ren & :os o:~anos se-:r~tarlos y por ul:.!~o den ort~•n a las 

celulas pla.smaticas ce !A lArn¡n~ pro~iA q~fr se~reta:: 1;~. En 

etc. l alcan:a ¡rances ==n~entra~!;~eE v se 

secretor!a \liASI ,2~.35,~ll lF1¡; ·'· 

lgA 

una ~olecula e~ =cmco~e-~te sec:etorl= 1sc: stnlet!:ad~ pcr las 

ce!ulas e¡: i le. 1 a. e!:, 

proteol!sis pcr 

necesario para el 

(~:.~4,23,37,38.~21, puede encontrarse en forma l!bre en las 

secr•c1ones \~~J •Fii :1. 

1s 



enlace d 1c;ul tur o componente secretor\ / 

~ , --n 

cadena pesad/ ] ~ ~ ~~: 
~~~I /~~·" 
~ ... ~~~ . ~cadena J cadena ligera ''-' 

IgA SECRETORIA 
Fig, 1 

Fig. 2 
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La molecuia ent&r3 tiene un coeficiente de sedimentación de 115 y 

p~sa mciecuiar de 3BS 000. En las secreciones externas la J¡A 

aparece prln~ipa!m~nte como dlmero. pero tambien están 

presentes cantidades peque~as de l¡A 75 y poll~eros c~s altosC39> 

Algunas propied3de5 tísicas y blolO¡lcas de la IgA humana (34,40) 

%de las l; tctales 

Concentracion (m¡;/rnl de suerol 

Peso cioJecular 

s <coet. de sedim. J 

Glucidas l'\J 

Resistencia al SH 

N~mero de subcJa5es 

Formulas ~oleculares 

Denomlnacion de la cadena pesada 

Supervivencia cedia Tl2 \~las> 

Aparlcion despues de 1nmun1:aci0n 

Transterecia placen~aria 

Act!v!dad reag1nica 

Receptores en 

FunciOn blolOgica 

Peso molecular <calostroJ 

s tCoef. ~e sed len. l 

Coeficiente de difuston 

5-10 

~.e 

150 000 a 170 000 

7-115 

5-10 

Mediana 

6 

Intermedia 

linfocitos, conocitos 

Anticuerpo secretorio 

vta. properdina 

385 ººº 
11 .SS 

2.65 



Funciones de l~ J~A secretora. 

- Activid~d antivirail. El p~pel protector se oeb~ a su actividad 

neutral i=1u1te. 

Actividad antitcxtna. En patogenos que producen exotoxinas 

secretantes. 

- Actividad anttbactertana. E1 mecanismo basico de protecciOn es 

por inhibicion de la adherencia d~ las bacterias las 

superticies mucosas por la 1 ~ . .;.;;. quien rija 

,1uccprote1nas que per~iten a Ja tacteria un!rse a las celulas 

epiteliales de modo que inhioe Ja a~herencia y la 

coloni:aclon bact~riana. 

- lnh1b1c10n de la absorcion d~ ant1~e11~s no viables, pcr la 

gastrointestinal. Los aáultcs Ce muchas especies de 

mam1teros absorben can~idades pequeñas. pero s1•n1f1cat1vas, de 

antt¡enos macromoleculares a traves cie las celul&s ep1tel1ales 

da las r..ucasas. Se ha postulado que, la dis~!nuc!On de la 

absorc!On esta mediada por anticuerros se~ret~res, protesiendo 

al organtsco, mediante la tor~acion ~e co~plejcs no abscrblbles 

que ser1~n oegrad~dcs pcr en:!~as pro~eo1t1cas sa~re la 

super! 1..:ie d•I intestino; evitando reacciones de 

hf;it>rsie-nsib! 1 ldad. sl operan ~ecan1smos 

similares en la absorclOn o~ antlgenos inhala~os a traves dd la 

mucosa respiratoria, pero hay datos 1nic1ales de que est·e puede 

ser el caso \22,~~.33>. 

1a 



V 1 1 F U N D A M E N T O S D E L M E T O D O D E ELISA. 

Los inmun~ensayos tecn!cas para la deteccion y cuant1ticac10n 

de ant1genos y ant:cuerpos; ademA9 de la elevada sensibilidad que 

caractert=a las pruebas 1n~unclOi1cas, :a elevada 

especificidad je la reaccior. entre el ant1geno y el anticuerpo lo 

que const.1':.uye la tiase de su eir.celente o.pt1cab1i1dad. 

sustancJas 

rnarca;:S.:iras puecen come procedi~ientos 

ir.r:iur.erlo.:1camente ~uan':.!t.ativcs, en el cua1 la reacc~On ant.1¡eno 

anticuerpo es rr.onitore&da por cwant1~!cac10n de 1 ... actividad de 

la en:i~a •~~l. la reacion inmun~logica debe seguir una 

reacc!On :ndicad~ra, para que la act!vl~ad en:!rnatlca que estA 

fijada al co=plejo ant1¡enc-antlcuerpc, pueda ser determinada 

fotomet:lca~ente. 

Los Ensayoln~u~ce~:1mat1cos pueden ser de dos tipos: Homogénec 

lrr.r.:.nicassa.y t.eck!"li .:;ue J e I enaayo 

Hetercieneo \E:...IS..t..=e!'::.yr.:e- ¡ !nkeo ir..:..:noscrbent assayJ; en los 

primeros ~na en:lma es acoplaoa a un ant1;e~c ~~e al reaccionar 

con el ~ntJcuerpo ha~e que s~ altere la actividad en:i~atlca. 

basa proc&blecente en inhlbiclon en el ~spaclo de I• entrada 

del sustrato al ccnju¡aj~ antl,eno-en:t~a durante la formaciOn 

del comple~o ant1~eno-ant1cwerpo lla reaccion de comprobac1on 

=ideen CO~?ata::o~ ~=!':el c~n'uiado litre ant.1¡&no-en:i~al. 

Ventaja: ne requiere de una tase so.ioa paca :a seFaraciOn de 

reactt~os que no reaccionaron, pero la oes~en~aja es que funciona 

unic~ment~ p~ra sustancias da tajo pese Q~le=ular co~o ~r~¡~s. 
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Pr1nc1p1o d~I cetodo dE E_iSA. 

En los ensayosinmunaen~i~dtl~os heter~;enc=$ '~~J5Al, siempre se 

realiza una separa~ion ~~, lncunoco~ple~c oEI ~atErial no fijado, 

después de la 1rn:iur.a~7 . .Jt·aciOn. C~n Es~e prccedimlento 

consigue eliminar t~dos los =cmpon~nt~s qu~ poar1an interferir. 

E~1sten d1rerentes ~etodQS para deter~inar ya sea el antlgano 

el anticuerpo ~~s.~5,-71 

Hetodo lndlre~to.- Es ~n sistema utili:a~o ?ara la determ1nacíon 

y cuant!ficac!on de b~:!=uerpo, ya que el conju¡ado utili:ado 

(antllnmunoglobulina oar~ada con la e~=i~a. pueoe reconocer gran 

numero de antlcu~rpos, los cuales pueaen ~star d!ríb!acs contra 

una gran cantidad de antlgeno lfig 31. 



Fig.3 El METCDJ TNOlRECTO PARA ENSAYOS DE 
ANTICUERPO. 

·tantígeno abso1 b1dc a la ¡:;.l2c2 

\3va:lo 

2ad1c1cncr suero: cualqu1~r 
anticuerpo específico atac.a al 
ant íger.o 

lavado 

,, 
r .·~ ., 

l ¡-
w. ·1 

1 

1ad1c1onar la enz1rna l 1ga:i3. a 1 
la ant 1glctul1 na la cual ataca a 

1 
¡ 

el ant 1cuer pe 

lavado 

4.adic1ón de substrato 

la ca nt1dad h1drol 1zada 
ant1cU€'rpo 
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Metodo de 1nh1b1c16n .- Est~ sit~rna se utlli:a para la detecciOn 

de ant1¡eno asl como s~ cuant1t1cacion y puede ser utilizado 

para sustancias de b&jo peso molecuJar, en el cual la 1nteracc10n 

anti seno-anticuerpo del antlseno de 1~ fase salida y •l 

anticuerpo Qarcado con I& en=ima ¿s inhibida por el ant1geno 

libre de la muestra. 

La actividad en:lmatica que se detecta, en la tase solida ea 

Inversamente proporcional 

muestra tFl~ 4). 

la cantidad de ant1seno en la 

P~tnciplo sandwich.- Para la medlcJón de ant1¡enos que disponen 

de de varios sttlos de fljacton para anticuerpos y, que por Jo 

tanto, 

p~oteinas,. 

cast siempre motéculas relativamente ''~ndes lp.a. 

Este si$tema emplea dos anticuerpos una unido a ai t~se aOlida y 

ot~o que va marcado por I• enzima <Fi¡ S>. 

zz 



Fig.4 f'vtXJIFICAC:ON DE EL El'iSAYO INDIRECTO 
t. EL ANTIGENO. 

1. placa contenien:' c::ntígEno 

lavado de placa 

2. prueba la muestra contiene 
un antígeno probad:l 

lava:lo de placa 

3. ad1ccnar el con;ugado enz1rra -
ant íglobíra 

lavado de placa 

i . 

1. :'.)¡ ~ 1 1 
L__lJ 

l~- 411:1.I :"(-, 31 
. 
, 

4. adcbnar el sustracto de la erz1rra. : 1 

1 

o o 
iJ ü 

o <>o 

1 ~1 % 
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F ig.'i METCOO DE SANDWICH 

· 1.anticUE'rpo absorb;do a la placa. 

!avade 

2.adici onar la 

conteniendo 

solucio'n a probar 

el ant igeno. 

lavado 

3.adic1 onar la e nz1ma u ni da al 
anticuerpo es pee í i1 co. 

lavado 

4.adicionar el sustrato de la 
enzima. 

u 
--,w' ".· 1 ul 

0! 

w . ,, . 

l - "'º DO.-•• O 

•• 1 •• 

1 "• ·~-··e-
¡ :J -~~ 

1 ~ 
1 
1 

1 

la cantidad h1drol izada 

de amígeno. 

ta cantidad presente 

14 



La fase solida pu~de tubos, rr.icr-c.oplac.:;,s, esteia.!:, discos; 

los celul~s?, po 1 i1,1ini lo, 

poliacrllamlda, po!iet~lr02·1~ y parttculas :Je E<gar.:>sa. 

La caJldad de un ensaye: ~unoen:1matic~ ~~pe~~e de la pur~za de 

el ant1¡eno o ha~teno utlli:ado para la ln~un1:&clan y por tanto 

de la especlficidaQ de! anticuerpo y d~ ia en:i~a elegida. 

La enzima debe ~ener ~levada ac~1Yi~~a especltica, estable 

condiciones de al~acenamiento y de prue~~. ser eccnomica y poder 

obtenerse en un altc b:ado de pureza, no oebe perder actividad 

debido a la conju~ac!on y conserYarla en conalc!ones ae prueba, 

ya que de esto depende la senclb!lldad dei ensayo, Aoemás de 

peso molécular baje i' re~istencla a c•rnblos oe pH y temperatura. 

Las~enzloas mas u:111:adas son; Peroxidasa de rabano, tosfatasa 

a leal in• y la beta-salactosldasa, otras en::imas utili=adas para 

ELISA son: Malatad~shidro¡enasa, ¡lucosa-é-tosfatcidesh1drosenasa, 

¡lucosa ox:idasa. glucosa ami lasa y 11sc::ima lo06,4B>. 

La en::lma puede ac~plarse a ant1cueros o antlgenos pQr varios 

procedlcientcs ~glutaraldehldo de un paso, glutaraldehldo da dos 

pasos, peryodatol, La reaccion deberá ser altamente 

eficiente y el conjugado debe estaole. 

El glutaraldeh1do uno de Jos a¡entes ~as utilizados para la 

conju¡aclón por e 1 cetodo de de uno dos pasos. El 

¡lutataldehido reacciona con los ~rupcs eps!Jon-amino d& la 

prote1na. los canju¡ados l1echos por el método de paso se 

polimert:an en exceso y solo una pequeña porc10n de la enzima se 

conjuga al anticuerpo o al antigenc y aunque la actividad del 

25 



conjusado Ee retiene, Ja afinidad disminuye. 

No con la de dos pasos , en la que se deja reaccionar Ja enzima 

eJ glutar~ldehldo y una ve~ actlv~ la enzima, esta reacciona 

con el ¡rupo amino del antígeno o del anticuerpo t45,46). 
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F U N D A 11 E N T A C 1 O N D E L T E ti A. 

Un estudio reali=ado en P.exlco ($ÜJ p~r el Instituto Mexicano del 

Seguro Social, lnt0rma qu~ la pobla:ion estudi~da tu~ de 0.13 d&l 

total de la poblacton ddrechohabt~nte y 

mc~bilidad d~ caries cental, r~pa.rta lo 

reJacion 

stsultnte: 

la 

"La 

prevalencia e incidencia de Ja enter;eJ~d cartes d&ntal, as1 como 

la perdida de olentes por dJcna caus~ es eievada en casi todos 

les estud!ós etectuado5. ~a pablac!o~ oerechohab1~n~e del IMSS 

~n un 97.6~' la p~dece; por lo que &~ =o~siJe:boa dentro de las 

tres ent•r~eoa~es J~ ma)·~r morbilfdaa~. 

Durante su existencia, el ser humano presenta un patron tlpico de 

respues~a ln~une 133~. 

Cuando un ant1~e110 entra al cuerpo por primera ve% encontrara una, 

proporclon muy pequeña de linfocitos >O clonóJ que ~~nga 

superficie recaptcr~s espac1ticos para el mismc. Al co"tacto con 

el dt~ldirsa 

te~pansion clona! J, y diferenciarse en celulas aatJvas. ~as 

células B que poseen 1nmunos1obul1nas u~ida~ & su m~mbrana como 

r•ceptor comt&n:an a secretar l¡M y maduran a cel~las plAsmaticas 

productoras de lgG. Cuando el &nt1geno ha sido eliminado, los 

mecanismos etectore5 de la respuesta ;e ~ettenen. pato dejan 

detras la clona expandida de cél~las dlfe1enciadas lista 

responder de manera v!¡orosa e tn~ediata cualquier evento 

subsiguiente con el miseo ant1¡eno. Esto c~nstituye !a memoria 

inmunolOblca \Sll. Por lo tanto. el presente trabaJo pretende no 
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soJament~ detectar los niveles de anticuerpos de tipo JgA 

salivales cont1a los ant1¡enos de las cepas a ut111::arae. sino 

tarobfen. estabJ~cer u11 trabajo ínte~ral entre eJ protesíon1sta 

odontologc. el Q.F.3. con el ttn de Josrar que la practica 

odontolO;Eca no se 11m1te unicamente a Ja revisión y tratamiento 

del pacff!nte. sino que se apoye en ~I Jabo:atorfo cltnico para 

lograr un diagnostico certero as1 como un tratamiento más ettcaz. 
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P l. A N T E A H J E N T O D E L P R U B L E M A. 

De las tntec.::t~r.~s orales, la car!é-S pr~nc1pal ~ooéclmtento 

por el cual les pa.:1~·1ti?:;: a ... uden tratamiento y oc&c1ona 

alteraciones nivel .:!el sistema e;n.:.tL:o por per.:!1c;:. de Is. 

tunclOn ~ast1catcria, 

actividad carloienfca en la flora n~r~al ) Ja prcducc1on de 

ant1cuerp~s ~ara ampliar ias expectativa~ tn cuanto a la creacicn 

de Qedidas prevent1~a5 que d:smin~)·an ia 1nc1~enc1& y pre~alencia 

de este pad~~!r.le~t~. 

La Qayoria de los estudios que se han real!=ado con respecto a 

mtcroor¡aniSQOS presentes en la cavidati oral, se han etectuado en 

paises a1tarnente d•sarrol lado~ y no pueden ser eKtrap~lados 

nuestro pals, ya qt.J~ el tipo de t lera t.acter 1ans. 

determinada por ta dieta y p.:ir ;n ta.:-:.t;::, 

estar 

les habites 

a11ment1cios y ei amo1ente son d!st1ntos. eJ tipo y cdl1dad de la 

respuesta tncune hac:!a Ja flora oral, necesariarnente sera.n 

distintos, 

Oolby t5~> ~enciona que las diferencias en la sensibilidad inmune 

de un individuo hacia las bacterias cario~enicas puede explicar 

las variaciones de susceptibi!tdad a la =a:ies q~e exi•ten entr• 

sujetos que viven al!mentolndose con dletas sim!lares. 
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O B J E T 1 V O S. 

- Establecdr la relación entre l~s anticuerpos de tipo l¡A 

secretor saliva contra los ant1genos de las cepas 

ut 1 l i ::ar se. 

- C~rrelaci~n3r 135 pruebas in vitre can los hallazgos cl1n1cos. 

- Relóc!or.ar la pr~ctlca odontolOGica ccn el laboratorio clinico, 

oedlante restabl~cimiento más 

rapldo del pacien~e. 

- lnterpr~~ar los datos obtenido~ para su p~sible aplicacion 

el campo de ia preYencion. 

H 1 P O T E S 1 S. 

- L~ poblacion adolescente presenta tltulos altos de anticuerpos 

de tipo l¡A secretor en relac16n a los ant1¡enos de las cepas 

utlll:adas. 

- Los lnd1viduos con menor n~mero de procesos cariosos, presentan 

titules ele~ados de I¡~ secretor contra las cepas probadas. 
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H.ETOOOLOGIA. 

car3._:-:¿.; i.::a.c~on oe las :::epas puras da loa 

2.- ~e trataron tas cepas de Streptococos por el ~•todo d• Rant: 

R3ndall para obtener el ar~~seno espectfieo da aspeele 

r.:ar.:c . ...,~,j:-3tc,:: Ct" Lan..;t":ie1C1J 1501, y se cuanttficO (59>. 

?~er~~ tratajas =en rorealoehido para 

ot~ener su5 ant:~en~s ·S0·. 

L~s &~tlfe~os ~cten~dos se a~ust?rcn 3 el tubo numero 3 del 

ne?i!'IO::letr.:: de He. Far ¡an~. Se sor.1carcn y caunttticaron por 

e1 r..eto.::lv de Lowr., .61;. 

4,- Se cttuvo I¡A secretora a ~arttr de leche y calo•tro humano, 

por ~orrtm1ento oe la misma ~n OEAE celulosa. 

Se rea:!:o un trata:iento a la leche y calostro huaano pravlo 

a la elusion. Se re¡erero DAE y se empaco la columna •• se 

le.: turas ~Absorbanctas > 

espeetetcto~é~rtcacente {280 ne UVJ del corrictento d• la 

prueb'31 pre.::1 pi ta.: lon gf'i por el •étodo 

~~=h:erlony. e~~1~anc= un standar de lgA. 

5e re~niercn todas :as :•á==i~~es .::~r:~spond!e~tes a la l¡A y 

=· :~ .... ::-!er.:.::_; s2 :.~.:=:.~:-.e e;: ::¡;,,.::e:-.z;,.~ ;:esa.::as. lt¡e:as y 

:terea~~oeta!"\ol. 
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;rati~sr~~ las tr~cciones 

1gr~ftc• 2 y s~ reun!eron las ~ra:=ione~ ccrrespondien~es a 

las ~~denas ~~;ad3s ~e l;A., s• ~J3~titícC prctalnas por el 

~etcdo ae L~wr~· ~· 

7.- 5e f1imun120 ~n cone10 c=n cajena& ~9•a~a~ de JcA medi~nte un 

esqu•ea de in~~nl=3~ion 160,o~i. 

S.- Se t~=o ~n3 ~uestr3 de sangre~• !a ve~~ m3r,lna¡ d~ la 

orej~ de¡ ~~nej= $e separo el a~t¡s~~;~ ~ se reall:o una 

prue1.:1a de pr.:o.:1~1tac!.::rn !?n ca;:• iar 160' para conocer el 

titulo de ant1cuer~~s. ~os~erfvr~=~te se sanbrO a ~!Aneo. 

Se obtuvieron ant1c~erpos de t!po ibG contra :acer.as pesadas 

de !¡A por prec1p!tac1on con suifatc de aconio S& 

cuantifico pQ; el ~etcéo ae Lc~ry :6l). Se obtuvo un 

conju¡ado oe ~ero~idasa por •~c~!a~o con biuta:aldeh1do de 

aos pasos y pur!flcActon del conju;aco ccn su\tato de a~onio 

tSS>. 

g,- ~e to~~ron Qu~st:as de saliva est!~u1ada de adolescentes. 

10.- Lev•nta~fentc al obtenar las muestras ce Sóti~a del indice 

~PO. 

11.- o~sc~:;le~entaclon de las s•livas para evitar rJ,ac1on de 

cc:ple~ento. 

t:.- TitulAcion j~ l¡A contra l~s an~1gencs de las e epas 

tratadas, por el métodc de E~lS~ t6S> y registro de los 



resultados. 

13.- Tratamt~nto estad1st1cc por analisis por regres10n lineal 

simple anaiisls de var1an:a para la regres10n de los 

resultados obtenidos. 
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tlATERlAL 

H A j E K í A i... 

Al HA1ER1AL 5\CLCGiCJ. 

tt E T O O O S. 

Cepas bacteriar.as de! c.?;.-3r!o die E:~E? Z.AF.AG8Z.A) 

Strectoccccus ~ 

Streptcc9.::c'.Js 53 l ha ... L..:s 

Un conejo 

Suero de cone}o 

Sal 1va hu::i.ana. 

Ovoaibum1na. Sigma 

A1b~c1na serica bovina. tterck 

Coju¡¡ado l ¡G-antl 1 ¡A. Cappe l 

q~~~\~ d~ntccaricsa 

B> MEDIOS DE CULTlVO Y PRUEBAS BlO~UlHlCAS. 

Caldo tto¡¡l!colato. é!o•on 

Base de agar san¡rto. ~erck 

Glucosa y roj~ de fenol. Eioxon 

Sa=arosa y rojo de fer.el. Sioxon 

~attosa y rojo de fenol. EioxOn 

ttan1tol y rojo Ca ten~I. Bloli.On 

S[M. S1o"on 



Gelatina bact&rlolo,tca. Merck 

C> REACTlVIJ:5, 

Colorantes para ~ram 

Cloruro de s.:idio. Monterrey 

Hldroxtdo de sodio. Monterrey 

Acldo clcrhldri~j. J.i. Baker 

Ac!do acetico glacial. J.T. Ba;:er 

Acldo c1tr i.::o. Herck 

Acldc sulfurlco. Merck 

Formaldeh1du . .!.T. Baker 

PlrogaJol. J.T. Sai{er 

Hercaptoneta.ni::i l. M.!rcf.: 

Yociacetamida. Si¡rna 

Trl-hydroxyroetil amlno-metane. Herck 

DEAE celulosa. Slima 

Sephadex G·lOO. Si¡~a 

Feno 1. MercL.: 

Sulfate de cobre. J.T. Baker 

Sulfato de amonio. J.T.Saker 

Sulfato de sodio. J.T. tlaker 

Carbonato de sodio anhidro. J.T. Saker 

Tartrato de sodio y potaslo. J.T. Saker 

Reactivo de tolln-clocalteu. 51gma 

Ltslna. Si¡wa 

Giutaraldehldo. 5i¡ma 
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A::i·da de s::.:1::.. 

Peroxldas;o; d~ ra.bano. 5lgc.a 

Ion agar. lo•~idl 

Agua b1d~st!lada 

Fosfato de potaste ~cncbAsl~o. J.T. E3~er 

Fosfato de so.:!io ,jitiasic~ dodecahidr<stado • ..i ••• Baicer 

Clorure p::itaslo. Merck 

Fosfato de sodio ~onob~si=o anhidro. J.T! Baker 

Peroxido de hidro¡eno. Monterrey 

Tween ::o. Si s:::a 

Ortotenilendlamlna. Sl¡ca 

Dl MATERIAL. 

Espatula de acere inoxidable. Scientirlc ?roducts 

Cajas de Fetri de 10 cm oe diametro. Corning y Pyrex 

Tubos de ensaye de 13 x 100, 12 • 75 y 16 x lSú ~m. Pyrex 

Tubos de rosca. Fyrex 

Plpttta51 pasteur 

Plpeta!I ¡raduadas de 1, ... , 5 y 10 C'.I. ?yr~x 

Matraces Erlen-Meyer de l25, 250, 500 y !000 ~l. Fy~ex 

Matraces atorado¡; d.i 100, 250, 500 v !000 nil. ?yrex 

Probetas de 10, =s. SO, 100 y 500 ~l. ?yrex 

Tubos de ~;han 

B~tellas de pJastico estertles 

Placas de 2icrotitulacton de 12.7 x 9.5 cm. Cooke 

Vidrios de reloj. Pyrex 
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Pisetas SOO inl 

Coiuonas para cromato,r~t1a 

Jeringas desechables de 3. S y 20 mi. Plastipak 

Vasos de precipitado de 100. 2SO y 500 m\. Pyrex 

Embudo buchne-r 

Matrace5 ktt3sa~o d~ 1000 ml. ?yrex 

Bulbos de plastico para pipetas pas~eur 

Portaobjetos de 75 ~ 25 mm. Profesional 

Celdas para espectrcfotometro. B ~ L 

Tijeras 

Sopo:te universal 

Trtpié eetal leo 

Gradillas de 20 ~ ~6 tubos 

Tela de asbesto 

Pape 1 pa.rat 1J1t 

Pape1 a.tu~~nfo 

Papel !litro what~an • 1 

Al¡odOn 

Mechero bunsens 

ttecnero !' tsc~er. Sctenttt1c ?roducts 

Asas baotericlo¡icas 

E> EQUIPO 

Termometr-o 

Bomba de ~ac1~. Fei1 Velch Hod 1410 

Equipo de destllacton. Yytex 



Uliracentrituga. LJAMON!lE" Division. IEC B-~OA CENTRIFUGE 

Balanza granataria. OHAUS 

Balan:a analitica. r.ettler, HSU 

Incubadora. Rio::>sa, EL 

01 la de presion de 10 l it.:-cs. ?resto 

Mlcrosc~pio opticu. Cari-:a1ss 

Baño de a~ua =wn tesp~rat.ura contrcld¿~. Precission 

Potenció.-::etro. 5.ar¡ent-...,'e\ch F'EL-400 

Agitador vorte~. G~nie 

Agitador ~agneti~o 

Parrilla je ~gitacion 

Refrli~rad~r. Philips 127-VCA 

Espectrototo~etro. Baush & Lomb, Spectrc~tc ~O 

EspectrofotO~dtro. Perkin-El~er Lacbja 3A UV/V\S 

Espectrofoto~etro •ELlS~J. Dynatech MR 250 

Estuta. t\3psa 

EquiFO para in=uno elect.rotoresis. E-C AP?ARATUS CORP, EC 454 

Sonicador. 

H.Lcroptpetas 50 microl itros. Cooke 

Pipeta ée ecbolo ~0-100 cicrolitros. Srand-W Germany 

PRE?ARACION DE SOLUCIONES. 

1.- SOLUCtOH SAL1NA iSOTO~lCA: S.S. l. 

Pesar 6.5 ¡. de cloruro de sodio. 

Disolver el cloruro de sodio en un litro de a¡ua destilada. 
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2.- SOLUCION SAL.iNA FOP.HALINiZ.ADA AL 0.6~. 

1.S mi. de ror::ia!do:-h!do {39.7'- de purez.aJ en 100 mi de S.S.l. 

3.- SOL.UCION SALlNA FORHAL!NI2A~A AL 0.3,. 

0.75 m!. de tcrmaldehido (39.7~ de pure:a> en 100 m.J. de 

s.s. 1. 

4.- REACTIVO DE LO~RY. 

Re-activo A• 

Carbonato de sodio al ~~ y tartrato de sodio y ?Otasio al 

o.o:' hldtOkfdo de sod!o O.IN 

Reactivo B• 

Sulfate de cobr~ al 0.5~ 

He:cl:ar 50 mi. .::!el reactivo A con l mi. del reactivo B. 

•Se conservan en retrigeracion. 

5,- SOLUClON DE ACIDO CLORHICRICO O.lN. 

6.2 mi. de ácido ciorh1dr1co atorados a un litro de agua 

des tí Jada. 

6.- SOLUClON DE HIDROXIDO DE SODIO O.IN. 

Pesar 4 ¡. de h1dr0•1do de sed:~, d11olverlos en túO mt. da 

agua destilada y aforar a un litre con a¡ua degtllAO&. 

7.- SOLUCJON DE HIDRDXJ~O DE SODIO :N. 

Pesar 8 ¡. de h1drox1do de sodio disolver •n SO mi. de a¡ua 



S.- SOLUCtCm DE AClt•iJ C!...OF:.~IORICO lN. 

Hedir ~~.Sal. de ~~reo clorh1dr!~o y atora~ a un lltr~ con 

11¡ua rJest.1 lada. 

9.- SOLUC:ON DE AC::10 ACE-!CJ O.lN, 

Hedir 57.: mi. de acido acet.tco ,i~c!ai y atat~r a un lttro 

.:.on agua J~st! tada. 

l O. - SOt.UC l C~~ ;.,~·t<:?. 7' i GUADOKA DE FOSF A70S. 

Pr~patar la$ so!ueion~• concent.raCas A y B. 

Solu~!on concentr&da A: pesar Z7.o ¡. de fostat.o de sodio 

mono~as~co eonohidrataóo en 

Solu;tOn ccncentrada B: ?esar ~6.J3 ¡. de tosfa~o de sodio 

dlt'!as 1 e:;; 53. s.:. ¡;. de ::stato de s::;,dio 

hept~h1dratad~ en un iitro ce acua destilada. 

Se ~e:clan l~s volum~nes de las so1uc1~nes concentradas co=o 

st¡ue y se atora ~ :00 ~¡ p~ra o~~ener los valores 

correspondl&ntes de pH. 

Saluc1~n A Solucion 8 

n.s 

L!.O 

:s..s 

67 .o 

pH 

7.6 

Holar1dad 

o. l 

0.01 



11.- AMORTIGUA.[Jüf\ DE P.ECUSRIMIENTO. 

Amorttguad~r de carbcn3to-b1carbonato pH 9.6. 

PeSdl ; 

1.59 ¡. d~ ~arbanato de sodio. 

2.93 g. de bi~arLonoto de sodio. 

Llevarlo a wn litro ~on a,ua bldestilada. 

Se pu~de almac~nar a 4 ~e por no oas de dos semanas. 

l~.- SOLUClON AMORTIGUADORA DE ~ALINA FOSFATOS <PBS> pH 7.Z. 

f'esar: 

B ¡. de cloruro d& sodio 

0,2 ~· de cloruro de potasio 

1.15 g. de fosfato de sodio d1bas1co 

0.2 ¡. de fosfato de potasio monobasico, 

Disolverlos en agua bldestilada y atorar a un litro 

13.- SOLUCIDN AM0fi71GUA~ORA DE FOSFATOS T~EEN C?BS-TYEENJ pH 7,4. 

Pasar: 

8 ¡. de cloruro de sodio 

0.2 g. d& fosfato de potasio monobaslco 

2.9 •· de tes fato de sodto d 1 basil co dod.rcahidratado 

0.2 g. de cloruro de potasio 

0.5 mi de tween :o. 

~isover.o~ en agua bldestilada y atorar a un litro, 

Almocena: a ~e:. 
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14.- SU5TRA70 DE LA PEROXIDASA. 

Amort~~uador del sustrato pH S. 

Acldo c1trlco Q.l H ¡z~.3 ml1 

tosiato je s~d1~ dib~sico O.~~ l~S.7 rnlJ. 

Pesar: 

~O mg. de ortorenilendlamina y di~olverJ~ en 100 mi de 

amar~lguador de sustrato y 40 ui cte peroKldo de hidrOgeno al 

30'\. 

el sustrato 5¿ prepara lnmedlata~ente antes de usarlo pues 

se daña ccn la lu=. 

KEDlOS DE CULTIVO lSSl, 

1. - BASE DE AGAR S.&.NGRE. 

Suspen,jer .-.o b· litro Ce agua d~stilala, dejar reposar 

por lS mln~tos calentar ebulliciOn hasta disolver 

completamente. esterili:ar en autoclave llS minutos a 121 ºCl 

Despues enfriar alrededor de ~s n 5úºC y ógre,ar ia san,re 

destibrinada esterii, en una concent.racion al 5,., 

es dls~rl~uldc en cajas de petri esteriles. 

2.- HEOtO DE TlCGL\COL~íO. 

al Suspen=er :s.S ¡. en un litro Ce agua destilada, 

bJ Cal~ntar con A&itac10n fre~uent~. 

el He~vlr durante un minu~o. 

El medio 

d> Distribuir en cantidades de d ~J. en tubos con tapen de 

:-esca. 



e1 Est&riii~sr a 1Z1°C durant~ 15 minutos. 

- D~jar enrr1ar 

- Ha~er prueba de esterlliaad, incubando el medio a 37 ºC 

durante 24 horas. 

- Almacenar hasta su uso en refrigeración o a temp&ratura 

ambiente. 

Nota: Recu~rdes• que debe hervir en BJ1 y enfriar antés de 

s~mbrat cada uno de los tubos. 



H E T O O O S. 

AfSL.AM!ENTO E lDENTJFICALtON DE M!CF.UDR..:;,!'i¡.:iMO.::. 

Senlbra-r !as cepas ut11i::ar en caldo t.1c::gl1colato tpor 

a¡itaci6nJ, agre~ac tres gotas de 

incubar a 37ºC de 46 Meras a ctnco d1as. 

colanial en el tub.:i. 

est~rll de eonejo; 

Observar morfologia 

PosleriorQente se~ora~ en •gar sanbre por estrta cru=ada ~par3 su 

atslamlentoi, e Jncutar en anaerob~csls en caja a 37°C duran~e 

ha tas. Observar mcrrolo~ta colonial, esc~ger colonias 

al5ladas, hacerles ttolis, fijarlo y teR!rio por gr3m; obs~rvar 

morfologla mJcroscoptca. 

Se rep1te ei procedimiento alternandc el culllvo en el ca.ido 

tioglicolato y asar san¡re en anaerob1os1s, hasta obtener eepas 

puras. 

Pr&paracto~ de ar.aerob1osts en caja (5J). 

Se emplebn dos cajas de petri: 

Caja A con medJo de agar san¡re tsolo se empleara Ja baseJ 

Caja B con un cojln de sasa en I& tapa lSolo se usara la tapaJ 

- Sembrar las cepa9 a utlll~ar e~ mQdfo da agar sangre (caja AJ por 

estr1a cruzada. 

- CQlocar un coj1n de E~sa en el centro de la tapa de la caja B, 

adherirlo por los cuatro lados a la tapa de 1a caja con ~asking 

ta.pe. eerrar la caja, envolverla y esterill.:-arla en autoclave 

tlS minutos a l2lºCl. Se abre la caja B en ccnd1c1ones de 

estariltdad. agregar soOre el coj1n da gasa cuatro gotas de 



h!drOx1do de sodio al .30,-. y cuatro ll;Otas de p!.rogalol al S07'o 

colocar lnm&diatament& la base de la caja A \agar sangre con el 

microorgani~~o sembradoJ y sellarla perfectamente con maskln¡ 

tape. incub.ai .a 37~C durante 48 horas. 

ldentirtcacion de Jos rn1crccrsanismos ,5"•56,571 

Real i=ar pruebas tdoqu1:dcas 

1dent1ttcaclon 

J&s cepas &1slad&s para su 

- Sembrar por a¡itacton los rnlcroor~anismos en ¡lucosa y rojo de 

fenOl, sacarosa rojo deo fenOI, maitosa y rojo de fenOI, 

manitol y rojo Je fenOI. 

- Sembrar por picadura 

Bacteriol6gtca. 

asa recta en el medio SJM y ¡elatina 

Incubar a 37~c durante Z4 horas. laar las pruebas bioqu1m1eas y 

confirmar la lectura a las 48 horas de 1ncubac10n. 

HEiODO DE EXTRACCION DEL GRUPO CARBOHIDRATO DEL ANTIGENO POR 

AUTOCLAVE 1$6J 

Casi todos Jos estreptococos betahemollticos poseen ant1¡enos 

espec1flcos CHO (hidratos de carbono> llamados antl¡enoa de los 

grupos estreptocoei~os. 

Extraccton en autoclave. 

1.- Cultivar celulas 

aproptaao a ~S-~7°C. 

JO 1tl. de caldo de iod.:1-He•itt u otro 

2.- Empacar las celulas por centritugacton. 



3,- Decant.:J.r -:l l L~ui.:::i sobr.:-nadant.e-, añJ.!ir 0.5 mi. de solución 

de cloruro d¿ sodio al 0.65~ a !as ~eiwlos y a~itar para 

suspender las. 

S.- Fasar a un tu~c de ~·han. 

6.- Centri!uoj.Esr el tubo. 

7.- Dec3ntar ei llquido s~brenadante recipiente esteril. 

e,- Guardar en ccngetación hasta su us~. 

CUANTJFICAc¡oN CE CARSOHIDRA7J <59J. 

Rea 1 1 ::ar curva patrOn ecpleando una serie Ce 10 tubos, 

colocar O.l, v.:, 0.3, J,4,., •. 1 ::l. ce un est.andar de glucosa de 

0.1 m¡.tml. de concen'!.rac10n, llevarlos a :..o i:.L con agua 

destilada. El blanco se hace con;:, mi, de agua destilada. 

En otro tubo se colocan 2 mi. de la ~uestra problema. A todos 

los tubos les a¡re¡¡;a 0.1 mi. de tenoi al 80,._ y S ml. de acido 

sulfuricc concentrado. Me::clar bien tojos los t.u:ios y dejar 

reposar ce :o a 30 minutos. Leer a ~9J 

PREPAR"CION DE AN'i!GENCS CON FOfi.t1At.DElilDO l60>. 

1.- Se siembra el m~crocr¡anlsmo en tubo de caldo nutritivo. Se 

incuba a 37ºC por 18 a 2'- noras. 

2.- Una ve= terminado el p~rlodo de incubaciOn se asre¡a al 

cultivo un volumen i¡ual de soluc~on salina ~orcal1ni:ada al 

0.6~ y se deja a ~emperatura aebiente ~cr 2A a 48 hor•s. 



3.- Se prueba la esterilidad del producto, sembrando una pequeña 

cantidad en un tubo con caldo tlogllcolato. 

~.-Se cosecha por centritu¡ac!On el medio de cultivo a 3000 rpm 

durante 30 minuto~. El sobren&dante se desecha. 

5,- Se resuspend~ el sedimento bacteriano unos m l. de 

solucicn salina con tcrw&ldehido al 0.3~ y se diluye esta 

m1sma soluclon hasta i¡ualar su turbide• con la del tubo 

numero 3 del nefelometro de Me Farland. 

6.- La 9uspens1on a91 obtenida se enYaEa en un frase~ amputa. se 

tapa a~~ptlCámente / se en¡ar~ol& con reta~a de aluminio. 

7.- Se guarda la suspensiOn en el rerri&erador hasta su uso. 

NEFELOHETRO DE HC. FARLAND CS>. 

Se basa en turbidez VS concentraciOn de bacterias. 

1.- Preparar soluciones de cloruro de bario al lt. y de ácido 

1ulfúrlco al lt.. 

2.- A¡re,ar las cantidades indicadas en el cuadro a tubos del 

mismo diametro. 

Me. Farland cloruro •• bar lo Acido sulfúrico • de bacterias 

tubo m l. mi. representada 

lmil lones/ml. > 

0.1 9.9 300 

~ o.z 9.6 600 

3 0.3 9.7 900 

O.a 9.6 1200 
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Continuac:iOn ne1elometro de Me Farland. 

tic Farland cloruro de bario acido sul tur leo • de bacterias 

tubo mi. mi. representadas 

<ml 11 enes/mi. J 

5 o. 5 9.5 1500 

6 0.6 e.~ 1600 

7 0.7 9.3 2100 

e o.e ª·" 2400 

9 0.9 9. 1 2700 

10 l. o 9.0 3000 

SONJCACJON DE ANTIGENOS PROTEICOS. 

Poner la suspensfon de ant1genos prcteicos en vaso da 

precipitado limpio, c:olocarlo en baño de hielo y someterlo a 

son1cac10n durante 12 minutos efectivos, en lapsos de 2 =inutos; 

durante los cuales se hace cambio del baño de hil>lo ls1 es 

necesarfoi. 

OETERHINACJON DE PR07EJNAS: HETOOO DE LO~RY. 

El cobre en soluc10n alcalina forma un complejo de color azúl con 

las prote1nas el cual absorbe a 600 nm. L.a intensidad del color 

proporcional a la concentracton de prote1nas presente~. 

Se reali=a una curva patron c:olocan.:::lc una serie de 10 tubos que 

conten¡an soluctOn de ovoalbúm1na en concentraciones de 50, 100, 



150, ••••• SO~ mtcro~ramos por mtlll1tro, (a pactlr de una salucton 

de 500 mJcrogramo~ por m1l111tro en SSl.J, El b1anco se hace con 

ttd, de SSI. En otro tubo se coloca un ~l. de la muestra 

problema. A todus los tubos se les agregan 3 ml. del reactivo de 

Lowry. lpreparado al momento} y se dejan durante lO minutos a 

temperatura ambiente. Se adiciona 0.1 mi. del reactivo de Folin

C1oca\teu y s~ deja a ~emperatura ambiente durante 30 minutos, 

agltando ocac:ionalmente • .:i-e lee en un espectrototOmetro a 6ú0 n.m 

MUESTRA OE LECHE Y CALOSTRO HUMANO. 

L• QUe•tra de calostro hu~ana rue reunida por donaciOn de va~las 

personas aJ pr!m~r d1a después del parto y lecha de los primeros 

cuatro meses de Jactancia. 

~· muestra fue tratada prev1aQente a la elustón en Ja columna de 

la siguiente forma: 

Desgrasar el calostro y la l~ehe por centritu¡aciOn a 10 000 rpm 

du:rante 90 minutos. Postariormentf! adiciona acido acético 

glacial para pre~!pit~r la ca5e1na, centrttugarla a 3 000 rpm. y 

desechar el precipitado durante tS minutos; •¡regar h1drox1da de 

sodio ~solido> en pequeñas cantidades hasta Jie¡ar a pH•lO. 

Oiall:ar la muestra en solución bufter de fosfatos 0.01N pH•7.6, 

durante tres dla9 con ca~blos 
0

de butter cada 24 horas. 



REGENER"CIOtJ DE LA t1EAE-CELULOSA P"RA ;;;_ E:1?L..E...J. 

1.- Al terminar de emplear la DEAE-ce1ulosa \Q oespues de 

hidratarlaJ lavar:a varias v~ce; con a~ua destilada, 

empleando succion par~ eliminar ei abua 

2.- Lavar con Zó0-300 mi. de soluclon je hiJrO~ida de sodio 0.1?l, 

despues con a~ua destilad~ para e!i~inat la sosa. 

3.- Continuar ~on lavados alternados de a~ld-=> clarn1drico O. lN y 

sosa, lavano~ en cada ur.o con a&i..;a destl la.:la., es decir, 

sOlucion de de ácido clorh1dri.::-=i ú. l!~. a¡;ua eles ti lada, 

soluc!on de de hldroxldo de sudic ü.1~, a¡ua destilada. 

Repetir este ciclo de a a S veces. 

~.- Despues del ultimo lavada co~ agua deitilada cuncervar la 

DEAE-celulosa suspendida en agua destilada o bien si se va a 

volver a usar de ir.mediato, suspenderla en ~olucion salina 

amortiguada. 

CORRIMIENTO DE LA MUES7RA OE CALOSTRO Y LECHE POR COLUH!~A tOEAE

CELULOSA>, PARA OBTENER lgA SECRETOnA (60>. 

Se empaca la colu~na con DEAE-celulosa en amor~l&uadorde fostatos 

0,0111 pH•7.6. 

Se preparan dos soluciones amortiguadorde fosfato~ una O.OlM 

pH:7.6 y otra 0.1M pH:6,4 

Se coloca la muestra ~e leche o d• calostro en la columna sobre 

la DEAE por l~s raredes de la columna sin formar burbujas, se 

deja que ab5orba la muestra; 
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fosfatos O.OlM pH=7.6 y se deja elulr hasta que la muestra se 

encuentre distribuida por la colucna. Se forma un gradiente da 

etusiOn empleando d~s catraces Erlen-Heyer de 1000 mi. conectados 

en serle a ta columna. El matra.:: nunero ~contiene 600 mi. da 

soluciOn 3~ort1,uadar de rosfatos 0.1 pH=6.4 y estA conectado 

el primer r:iatra.:: ;...· este a su ve.:: a la columna. El primer matraz 

contiene 500 mi. de soluc1on amorti¡uador de tostatos 0.01M 

~as Is cantidad de amorti¡uador O.lH que esta 

adicionando ic~n ~&1tac10n contlnua1, la cantidad de buffer que 

pasa de el se¡;undo matraz a. el primero y del primero la 

colucna, debe ser igual a la cantidad que sale de la columna; la 

que tasra sel \ando perteetac:ente la erntrada de el primer 

matra: y la de la columna, evitando q~e entre aire y se forme el 

gradiente de elusión. 

Colectar de 60 a 100 fracciones de ~.5 a 3 rol. por tubo 

METDDO DE OUCHTERLONY <60>. 

1.- En un ~aso de precipitados de 250 mi. se colocan 1SO mi. de 

agua destilada. 

2.- •¡re¡an 150 m¡. de ion acar loxold) y •e haca hervir ha•ta 

la dlsolucton total del a¡ar Caprox1madamente 1 horal. El 

volumen de agua evaporada, se repone con agua destilada. 

3.- En la solucton de a¡ar, aun caliente se sumer¡en portaobjetos 

per tec taa:ente 

posteriormente 

l ic:p1 os y desengra9ados, 

sacados y colocados 
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precalentado a 1ooec ~~sta que se ~ecan. 

4.- En forma semejante ia Indicad~ en los pasos l y _, se 

preparan 100 mi. dE una solucion de Ion agar al 1~ en 

solucton salt11a pH=7.~. Debera aAadi:se rnerthiolate a 

concetracion final de 1:10,000. 

S.- Los pcrta-ob~etos secos se aco~odan scbre una super:1c1e 

perfectamente hor1zon:al y con una pipeta de punta ancha 

les colocan a cada uno, ,,. mi. de L:in a~a:- al 1" calie.nte. El 

a¡ar deoera dejarse geliticar a temperatura ambiente. 

6.- Con ayuca de un ..:apJ lar, se pra..:tican p.;irrora.:iones al gel y 

el a¡ar residual se remue·-1e con un aplicador. 

7. - Los p~::os asl forc;aj;:;s se J lenan e¡ anti3uero humano 

teta¡ en el centro y la i;iuestra de igA y el estandar de f¡A 

alrededor. 

8.- Se improvisa u11a cámara humEda, usando una cja de petri cuya 

tapa se 1ec~bre con un disco de pape! filtro humedo. 

9.- Se colocan los porta-objetos en el interior de la camara 

sobre apltcadores de madera. 

10.- Se incuba a temperatura ambie~te durante ¡4 a 46 horas y se 

buscan bandas de prec1pJtaciOn de identidad. 

ROHPlfllENTO DE LA lgA SECRE70RA EN CADENAS PESADAS. LIGERAS Y 

COMPONENTE SECRETOR <39,63>. 

Se mide la muestra de lgA secretora y se Je adiciona Ja cantidad 

necesaria de mercaptoethanol para alcan~ar una concentracton de 
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0.75M d~ m~rcapt~ethbnol. se deja a temperatura ambiente dura~te 

una hor~. Poiteri~rmente se e:1tr1a en ba~~ de hielo . 

Por sep~raQo $k prepara UM v~lumen 1~ua! de yodscetam1d4 (0.75MJ 

y se ie adtcl~na a la lJA trla, a¡Jt~nJo en un sólo sentido. S~ 

mide el ~H con un patenciO~etro y se m~ntten~ a pH~e a¡te¡andQ 

gota & 'ota l$1n d•jar de aglt3tJ hidrcxt~o de sodia SN, dur•nt~ 

una hon1.1.. 

Dlali:ar la nuestra en solución S3l1na o.es' tada I~ noche, 

SE?AhACIOIJ DE CADE~AS PESAD~$ DR 1€A EN SE?HAOEX G•100 t62,63l. 

Mentar u1i• catu=na c~n s~phadex ~-1ú0 Ac\ac ac~t1co 0.1N s~ 

coloca la m~estra de lgA f~acc1onacia la columna, 5obre el 

sephad~x por las paredes o~ la mis=a. evtta~do qua se formen 

burbuja¡, dejar que se absotba la muestra y e~pesar a ad1cionat 

Acido acetica Q.1N hagt~ llenar la colu~n~; Tapar la columna 

tapon al que previacente ~e le adapto una 

man¡uera, por la ~ual se se¡u1rA suminl~tra"do ~cido acatleoJ~ 

Colectar d9 &O a 100 fracciones de ~-5 a 3 mi, 

lNHUNlZAClON DE CONEJOS (60,64}, 

1nmunf:aclon es el proceso m~dlante el cual se induce una 

individuo competente, por el contacto con 

ant1geno especlf1c~ en forma natural. 

Se pueden emplear v1a~ como: intravenosa, 



intracard10..::a, subcutilne3, intradermL:3 t!' intraperitoneal. L.a 

elecciOn de la vla O&p&nd~r~ &ntre otr~s c~s~s del ~n1mal usado, 

de las caracterlstlcas j~J antlgeno y del proposlto de Ja 

1nmun1::aclon. 

El uso de adyuvantes percite aejorar en forma consistente la 

respuesta dt>I anirr,¡d inmun!.=.aCo. 

lnmuni:acton de coejos con cadenas pe~adas de l¡A, mediante el 

sJ¡uiente esquema de Jnmuni:ac!On. 

lnyecclOn 

2 15 

3 Ju 

31 

Oos 1 s 

S.O mg del antlienc disueltc en un mi. 

de adyuvante completo de Fr~und. Vla 

t.v. o s.c. en sitios multiples. 

1,ual que antes pero usando adyuvante 

tnco~pleto de Freund. Via s.c. 

o.~50 mg del ant1;eno 

salina. vla s.c. 

o.seo cig del .c..nt1¡eno 

salina. v1.:. s.c. 

sol ucton 

solución 

32 1.0 m¡ del ant1geno en sotucton salina 

vla 

Sangrado d la 39. 

SANGRIA DE CONEJOS. 

Obtener una t11uestra l.'.3ml. > de sangre de la vena marginal de oreja 



del conejo en ~01ld1cione$ asepticas, recibl~ndola en un tubo de 

ensaye. dejar que se for~e y retrai¡a el coagulo, separarlo y 

obtener el suero por centrituga~ton a 3000 rpm. 

Reali:ar una prueba de prec1~1tacion en capilar eQpleando el 

suero obtenido. para .:onecer el titulo 

Sang~ia de conejos a blanca. 

anticuerpos. 

Los conej~s son san¡radcs a blanco tomando la 3angre por punc10n 

cardiaca, con el uso de jeringas esteriles, la sangre se toma en 

condiciones asepticas, recibe en un vaso de precipitados de 

500 ~l. limpio se lncuLa a ~7°C durante una hora y se deja toda 

la noch~ en retrl~eracion 

suero por centr1tu&aclon 

con¡elado. 

PREClPITAClON EN CAPILAR l60l. 

La :eacc!on de precipitac10n 

sepAra el coagulo y se obtiene el 

3000 rpm. E 1 suero suarda 

presenta cuando un •ntlgeno 

multlvalente, soluble se une con su anticuerpo espec1tlco y asl 

da lu~at a cooplejo insoluble. Se utiliza para demostrar y 

cuantiti~a• ant1¡enos y anticuerpos. 

1.- Dividir con marcador los capilares en cuatro partes i¡uales. 

2.- En 8 tubos de ensaye de 13 x 100 debidamente rotulados, se 

hacer. dfluctones al doble de la soluelOn de antlgeno. 

al C~locar 0.5 ml. de solución salina en c3,3 tubo de ensaye 

b> Al tubc 1 se ª'regan O.S Qt. de la solucion de ant1geno; 

se me:clan bien con la misma pipeta. 
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eJ Con una pipeta se tc~an 0,5 mi. de{ tubo 1 y se pasan al 

tubo ~. Se mezclan bi&n eon I~ misma pipeta. 

d} Et procc-ci.1iient.o se r&pit.e para los tubos siguientes. 

3.- Se t~ma tub~ capilar y se absorbe p:r capilaridad un 

volumen de ant!suero que lle,ue hasta la primera de las 

m~tcas d~l tu~c. La p~rte ext~tna aeJ tubo se limpia con 

papel a~sorbe~te. 

A.- El tubo capllar ~e gir~ 180' y s@ hace dascend~r el volumen 

de an~isuer~ hasta et borde correspondiente. 

5.- Se absorbe en forma si~ilar a 'ªdescrita el tni::tso .3 un 

volu~en tal de ant1¡enc sin d! li .. i!r* qu,;- 1 lecue hasta la 

se¡unda carca dei tubo. Se limpta .a parte e~terna con papel 

absc1bente. 

6.- Se m~:cla por inversion repetida. 

7.- Con el dedo lndlce se tapa uno ~e lús e~treoos dei c&p1lar y 

5e deja que el contenido quede entre lai ~arcas internas. 

6. - E1 .:;;,.~1 !a:r St' introduce en una i;rad1 l la d.e plast1 l ina.. 

9.- Se ha~e lo ::iisrna dn.:::tsos 3 al SI para c._dQ una de Ja.9 

dt luc1i:.n~s. je! antl&eno. 

lO.~ Un ~ap1Jar se ífena ha5ta la se,~nda marca c~n ant1,~no s1n 

diluir y otro con suero. ttesttgca de ~nt1¡eno y anttcuarpo), 

minutes a ~emperat~ra ambt~nte y se ¡uarda 

retri,eraciOn ;4 & ~s horas. 

1:.- s~ mide la cantidad :e preeipit•do en ~1ll~etro$. 
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PURIFICACIUIJ I>E GLU6UL1r~A GAHHA FO?: PS.E:.:.~J7Ac:ou CO!l SULFAíO OE 

AMONIO ¡bOJ, 

diferentes metodi:i::> par.a Ja obtenctoii je esta :'ra~clon y de los 

anticuerpos cc:r~~pond:er:es. 

Los anti~uerpcs ~ueoe11 pur1:'1carse por metodos especlrlcog 

inespectt ices. 

1.- Co11 h1~roxld·j sodio ~N. se ajusta a 7.d ~l pH cte la 

solucion saturada de sulfato de ~rnonio, tnmedlataQente antes 

do! la precipita~lon. 

z.- A un vciu:en ae suero conteni~o en tubo conico, se 

adiciona lenta:ente y con agitac1on constante med!o volumen 

de sulfato de a=cn1o saturado \la concentracion finai de este 

queda 113 de saturaciOn>. Se ajusta el pH 7.8 

hidrOxido de s~dic :N. 

3.- s~ ccntinua a~itando durante 10 lS ::i!n. después de 

tera:inada la aC.icion del sulfato de a=ion10. 

4.- Se centritu¡a la suspensiOn a teffip~ratura a~biente a 3,500 

rpm durante 15 :inutos. 

S.- El precJpitadc se dtsuelve con s~lución salina a pHa7.8 hasta 

a.tcan::air un vclu::en 1¡ual al original del suero. 

6.- Se repiten les J:asos 1. :. 3 y A. 

7.- Se rep!te ei paso S. 

8.- Se reriten los pasos 1, "-• 3 )" 4. 
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9.- Et s.:.-dLi1.anto cJ¿ J3 ultima ..::-er.tr.:·..:,:.:...:1or dlsueJYe en 

soJucJon sól Jr.a ar.:::irtJsuador ::;.:ir .:.tes, ph=7. a hasta 

alcan.:ar la mitad.: ~n ttH·cio del vol-....rr.:n or!glnal de-

10.- Se di;:.Ji.:<o t::'-'ntra sc;ucion s<ilir.~ .:i1r.c.-rti!!:uador ae boratos a 

pH:::7.d en trio • .-. 0 c, y s.a mantien.a agita..::ión, durante 3 a 

S d~~. tiac!endo aes cacbios ~iatios a~I amortiguador para 

eliminar .:omp!e-ta::ie:1ta e; sul:ato c.:. ainunio. 

11.- Cu<onov se h<oJó completaoo la d1al1sis s~ saca ia muestra, se 

centrifuga a .:sov rpm. en trio LJurantt- !O rnln. para eliminar 

cualqu!er ptec1p1tado que pueda ~ao&rse to:madc. 

1~.- Se agre~a a la i~luclon a.:i~a d¿, sooic 1concentra..::ion rlnal 

de 0.1'r•) o i:.erth1olat.e tconcentracton final 1~1ü,ü00) y se 

co11serva en retrlgerac!on. 

13.- Se determina la concentracion de prote1nas en la soluc10n 

pcr colorlr.:etr1a, espectrofotornetrla o por el metodo da 

Kje 1 dha l. 

14. - La pure::a ce! producto p1...;ede comprobada por 

1nmun::Je1 ectrot ores 1 s. 

La soluclOn tina! debera ser Iigeracen~e opalescente. 

OBTENC 1 Otl DEI.. CONJUGADO. 

ACOPLADO CON GLUTARAL~EHIDO DE OOS PA$0S t6SJ, 

1.- Disuelva !O ~o- Ce peroKidasa O.~ ::i1. de amortiguador de 

fosfatos 0.1 pti=6.8 conteniendo t.25'\- de ¡lutaralddh1do, 

dejarlo 18 hrs a teoperatura ambiente. 
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2..- Elimlr.at el ¡:lutarald.ehldo por dl<1i!i:;ts en salina normal o 

en columna de sephadeK r.:i-'.:S estabilt:ada con salina normal. 

3.- Concentrar sl es necesario a 1 mi. >'adicione 1 mi. de salina 

normal que ~ontiene cg de anticuerpo y o.1 mi de 

amortiguador ~e b!carbonato-carbonato de sodio !H pH:9,S • 

.ti;,- Dejarla ~.:i. h.::ra.s a "'ºC adicione 0,1 ml. de i191na O.ZH. 

5.- DeJaria ticr 35 temperatura ai:ib1ente y diali:ar 

ext.01\St ... ament.e centra PB:3 a ... :::c. El conjugadc puede ser 

sep~rado de la. en:i~a libre por prectpitaclon con sulfato de 

a.monl o, como describe mas aaelan~e. 

PURIFICACION DEL CONJUGADO t6S>. 

El t raccionandento puede hacer usando sephacryl 200 o 

precipitando el conJuiado con sut:ato de a~cnto. 

1.- Adicione un ... olumen Igual de sulfato da amonio trio saturado 

y neutro ¡eta a go:a con a¡itaclOn 

2.- Centrlfug~ y lave el precipitado dos ... eces con sulfato d• 

amonto a la ~itad de saturaclOn trio y neutro \ volur.en 1¡ual 

de sulfato de amonio saturado y FBS>. 

3.- Finalmente redisuelva el precipitado en PBS y d1al1:9 contra 

PSS para remover el sulfate de amonio. 
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MUESTRAS t1E SAL t V.A. 

Se r-ecoJect.arcn de: a 3 mi. Ce sa!Jv<s ¿:;timu{ada l.ernpiea.ndo 

paraf1lm1 en tubúS est~riles de 37 adoiescent~s oe 1~ a 15 años. 

La.s salivas as-1 reunidas tuero:~ r!ltr,;sja.s aigodoii para 

el1mtnar co~ponentes ceiu!ares grues~s y ~ucina; posterior~ente 

se descornple~~ntaron a 56gC durante 30 ~inutos, para evitar 

fijacion de complemen~~. 

l.EVAUTAMIEIHO (>EL CPC. 

CPO~ indice de p!~:as cariadas, p~rdid&s y obturadas. 

Para la denticion permanente, la prevalencia se r~gistra como al 

pro::!edia de numero de dientes caria.Jos. perdidos obturados 

CCPQ), determlnadc por el e~amen cllnico con un eKplorador, un 

espejo y con lu= 3decuada. 

T 1 TUt.AC l OH t.1E PERO X¡ t.ASA UN 1 DA A UI~ ANi 1 CUERPO. 

l.· Ajustar los &.nt1genos de las. cepas probar 

concentracton ce~ mlcrogramoslml., por ó11uc1on co~ PBS. 

2.- Colocar en una gradllla 7 tubos los cuales seran &tlque~ados 

de la A a la G. En el tubo A se colocan 3 ad. de ta 

dilución de ant1¡eno (2 micrograQ0~1ml.) y en los tubos de la 

S a la G se hacen dl1uc1ones al doble, ~en vclur.~nes de 1.$ 

mI. de amortl¡uauor de carbon3tos, ten!endo cuidado de 

mezclar b!en en cada tubo. Al final todos les tuoos quediln 

so 



con un ~olu~~n d~ 1.s.01., exc~pto el G que ~ueda con 3,0 mi. 

3.- Col~c~r ics p-c..;:os de la fl la de la placa d• 

m1crc..lltulacion 100 mtcr;:.litros co:?i tubó A, hacer lo mismo 

el te!; to de lc.s tubos. La fl l.a. H llena con 100 

mlcrolttrcs d~I dllu;..-~nte l.test1!io n~i;attvc del ant1genoJ • 

.:..- Dejar· ~r• ca:::3:a h:,;i:-,e,.d¿;, 18 hrs a .. :-c. 

S.- Tirar el sobrenad.snte y bloquear 

bovina al 1,ü, durante 30 min. 

PSS-AJburnina ser1ca 

6.- Tirar el sobrenadante y lavar tres veces con PES-T~een, 

dejando ::.ctu&: l. mtn. la soiuciOn del lava.do antes de tirar 

los sobrenadantes. 

7.- Diiuir la& s~llvas \tlltradas y descomplementadas:J lJS con 

PBS. 

6.- Colocar en Jos po.:os de la !lla la Ja 11, 100 :nicr-olltros de 

una soJuclon de saliva diluida, la fila 12 llena con 

dlluyE-nte, !testlgo ne¡atlvo de anti::uerpo>. 

9.- D•jar en c~mara h~rneda 2 hrs a temperatura ambiente. 

10.- Tirar el sobrenadante y lavar cuatro veces con PES-Tween, 

de-jando actuar l ;:ifn. lz. solucior. del lavado antes de tirar 

les sobrenadantes, 

11.- Tomar 11 tub~s. etiquetarles del 1 al 11 y hacer ji luciones 

al doble del c:inJuli:ado perc:<idasa-antilgA human3, usando 

volue~nes de ¡ =1. 

i=.- Poner 100 ciic:-olit:-os del • .. ubo l e1~ Jos pc.::os de la hilera 1 

hacer Jo c:1sr.:io C:ln el resta de los tubos. L.a hilera 1:. solo 

lleva PBS-T~een. 
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13.- Dejar ~horas a ~emperat.ura agblent~ encamara huQeda. 

14,- Lavar cuatro veces con PBS-Tw~e11 1,~~l que en el paso 6 y 

10. 

15.- s~ ad\¡;:ionan 100 tn1<.'.:rol1tros dei su;;t.ra':.o y se coloca a 37ºC 

durante 15 minut.os. 

16.- Parar la rea.ccto:i ..:en a..:tdo ¡:ultUrico .:.N. 

17.- Leer la densidad Optica a u9: nm. 

PROTOCOLO GEtlEF.AL PARA AHT1GENOS 50LUCL.E$. 

En placas de ELISA siempre deben lnclu1rse controles positivos y 

ne¡,atlvos. 

Controles negativos. 

ll Omlllr el ant.igeno 

2> Colocar un suero ne¡atlvo 

3> Omitir ~l antí¡eno y la soluc16n de prueba. 

Nota: no usar a%lda de sodio en el sistema con peroxldasa. 

HEíODO ESTADISTtCO. 

REGRES10N Y CORREL.AClCU LINEAL. SIMPLE. 

l.a re¡res16n lineal SiQple nea permite conocer la ralaciOn que 

existe entre dos variables. 

l.a re¡resiOn lineal mide el grado de asoclaclOn entre dos 

variables; ::;u.y útt 1 para averisuar la torma probable de la 

re1•ei6n entre las ~ariables, su oblat1~o es predecir o esti=ar 
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el valor de una variable que corresponde a un valor determinado 

de otra variable. 

se~ Suma de cuadrados. 

SCt:1 Es medida de la varlaclon total los valor•• 

observados de Y. 

SCexpllcada= Mide la variabilidad total en los valores ~bservados 

de Y. 

SClnexplicada• Es medida de dispersión de Y observad~s en 

torno a la recta oe regreston. 

r~= Coettclente de determinaciOn. 

Es la ra~On de la suma de cuadrados explicada respecto de 1a 

de cuadra.dos to ta 1. 

r~ Hlde Ja proximidad del ajuste de la ecuaclOn de re¡res16n de 

la mu9!lra a l~s valores observados de Y. 

Un valor grande de r& Jn~lca que todas las observaclonee 

están prox1cas a la recta de regreslon tFl¡ 6J. 

51 el valor de r~ es pequeño p.e. Ü,QQ3 indica que menos del 

5011i. de la vartac:ton total de los YJ es expl lcada por Ja 

re¡reston lFlg 7>. 

Si el valor da r.t. es uno, indica que todos Jos valore 

observados entran en la recta da re¡res10n <F1¡ 6>. 

Para ·r.l. ·pequeñas q;..ie lndlca una talla de la re¡reaiOn para 

explicar una gran proporc10n de la vartac10n total en los valor•• 

ocservados de Y y la ecuaciOn se somete a un juicio ttnal hasta 

que haya sidc sometioa a una prueba estad1sttca objetiva. 
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Fig. 6 

. , 

ajuste correcto r• 
grande. 

Fig 8 

r~1 

64 

Fig, 7 

a¡ us tE.' 1 nadecuado r~ 

pequeña. 
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El andlisls de variancia 

varlaclOn total presente en 

una tecnica mediante la cual la 

conjunto de datos se distribuye 

varios componentes. Asociada con cada uno de estos componentes 

hay tuente espec1t1ca de variaclOn, de modo que en el 

anallsis es posible óveri¡uar la magnitud de las contrlbuciones 

de cada una ae e5tas fuentes a la variacion total. 
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RESUl..TADOS. 

LO.- Se obtubteron los ant\gencs j¡;. l.:..o; cep.as puras, 

cuantificaron 

concentraclon de 

me todo de EL 1 SA. 

diluyeron l'" • .=ts';.<t tenerlas 

:iicr.:¡:.ramc·S.'ml.; ~ar.!I. emplearse en el 

2 .. 0.- Se reall=.;iro:1 varios cor:-indent..:s .=e :nues:ras de leche y 

calostro humano en DE.:..E-celul~sa, para obtener l6'F-., ya que 

el renjlmi~nto no es cuy grande. 

2. L - Se reunieron las tracciones de les tubos 27 

correspondientes a la lgA 1g:arica 1J 'J. se cuantirlco por 

el cetodo d~ Lowry. 

2.2. • Po•t•riori:iente 

pesadas de 1 ¡:A, 

fracciono para obtener las cadenas 

reunieron las ti-acciones de los tubos 20 

a 35 correspondientes a las cadenas Fesaoas de lgA l¡r~tica 

2> se cuantificO protelnaa por el ~etodo de Lowry 

3.0.- Se inmunt:o conejo con cadenas pesadas de l¡A mediante 

esquema de 1nmunt.::ac1on. Se obtubo r..uestra de 

•an¡r.a previo la fecha de sangrado y realizo 

prectpitacton en capilar, encont•andose que el t1tulo era 

muy bajo. por lo que se •ein;iiuni:O empleando la ultima 

dc&is descrita en el esqueoa de 1nmun1:acton. 

3.2.- Se comprobo nuevamente el tttulo y se procedio a sangrarle 

a blanco. 

~.o.- Se Obtubo anticuerpos de tipo l¡G contra ~adenas pesadas d• 

1 gA por prec1p1tacion sulfato de a:ion1o 

cua.ntif 1c6. 
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s.o.- La lgG obtenida acoplo a peroKldasa de rabano para 

obtener el conju¡ado, por el metado de Glutar~ldehido da 2 

pasos purifico por precipitación con sulfato da 

6.o.- Se obtubo muestras Je saliva lestlmulada> y se levanto el 

tnd1ce C?O en adolescentes de l~ a 15 años de edad. 

7.o.- Se determino el t1tul~ de anticuerpos l¡A en saliva contra 

las cepas de Jos mlcroor¡antsmos a probar por el método de 

ELISA ltablas 3 y 4), 

6.0.- Se realf~O u11 tratamiento estadlstfco empleando Regras!On 

lineal s1~pl~ y análisis de varianza para Ja regresión 

<tablas 5 y 6J. 
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TASLA UQ. 1 

TUE.O AB:Soi'...; 1 or~ 

G. l.33 
2 o. 117 

o. io::i 
o . .:ss 
u. 739 

G l.~;:: 

7 2.236 
a 3 . .::.:. 
g ... 1 l~ 
10 Lo, 650 
11 s. 77~ 
!.:! 5, 774 
13 s.100 
1~ s.022 
15 3.72() 
16 :.. 8ü4 

17 .: . .. 1e 
IS lo 7!0 
19 1.636 
20 o.&7~ 

21 ü.610 
22 Ct. ~ .. 3 
:3 0.319 
~ .. ü . .=.35 
25 o. 160 
26 o. 101 
¡7 1).()66 
26 0.073 
29 0.067 
30 O.OóO 
31 O.Vl'3.3 
32 0.060 
33 0.069 
JA 0.077 
35 ü.ú77 
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TUBO 

;!\6 
37 
38 
39 

"º 41 
•2 
43 

•• 
45 .,, 
47 

"ª •9 
so 
51 
s~ 

53 
5• 
SS 
s.; 
57 
se 
59 
60 

TABLA UO. 1 ~COllTINUACION> 
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ABSOF.CIOH 

O.ú78 
0.083 
o.1os 
0.1.7!.G 
o. 133 
o. 131 
0.1.Zó 
o.1zu. 
o. 119 
ú. lOil 
0.100 
0.090 
o.oes 
0.079 
0.073 
0.073 
C.066 
0.066 
0.075 
0.06u 
o.osó 
0,06u 
O.úb.3 
o.o&Q 
0.063 
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B 
s 
o 
R 
e 
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SEPARACION DE lg A SECRETORA 
CURVA DE ELUCION DE CALOSTRO HUMANO 
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TUBO 

-- EXTINCION 

GRAFICA 1 



(1, {.U_•7 
;: l.•.·~!•) 1 
C• '·'• 1'-:.t! 
,¡ O.ü•_•o 
5 í.•. 'J·:~ 

(l.Ú•lb 

7 ·).:ui 
6 ._,.=..:::e 

" .... 1-'"" 
H.! ..:·. l..21 
11 1:'.úa7 
1:: u.ú5a 
13 (•.1.1.::r; 
14 (!. n:. 
15 ú.(·18 
lo ._1.(1!:5 
17 ·). i:1::.: 
18 V,(1.:9 
19 ü.ú:7 
.:ci (1,(146 

21 ('I, (17c 

-- (l. (•1 ~ 

~-· u. l19 
24 •). 118 
:;:5 0.:16 
:.:Ob (1.:::43 
:::1 v.=45 
:::a (1.::240 
29 v. 285 
:.o 1). 1& 
::'.I 1), l~o 

~- t•. •)78 
~~ ·). (•::1 
.,; ... •.l,1.>0l 
:.5 1.). l...'03 
:,6 (l.Olti 
:.7 1),()19 

:.a (1.v:.:1 
39 l).\_1_! 

40 l•. 1:;::1 
41 ('. (•15 
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LEC. TUrthS DE FF.ACCJOIN~MIEtHO DE LA lt;,¡H 

TABLA f,jo .:::: cor~fl~fü~CION 

TUBO ; ABSüF:C ION 

•:: o.o:.: 
-~ (1. (117 
44 i:1.o:: 
45 (l.,:i2: 
46 v. (1:::. 
47 (i. (J:6 

·•8 1.1.1.):6 

49 1.1.l..1:5 
5(1 1).1:::. 

51 u.1,.;'.::8 

~· 1.1.v.:c:-
53 •.1.1..1::0-
54 •).1.)=6 
55 o.o:; 
:ic o •. .::..:a 
57 0.011 
56 v.0::9 
5~ 0.010 
60 0.016 
61 ú.(116 
a:: 0.011 
o::t u.011 
64 , ... 011 
.,::; IJ.1...l'J4 

º" u. (,.)9 

07 1).(1(14 

6a 0.01: 
o9 •J.Vló 
;o •:i.01:. 
71 0.01: 
7:: O.Vl3 
7:; 0.01-: 
74 ú.VlS 
75 v. (11:: 
7c •.•.01.J. 
77 i..•. <:111 
78 0.01~ 

79 1.i.0:1 
t31) o.o:;.; 
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CURVA DE ELUCIOl·.J DE LCiS COt.·lPO.JEt.JTES 
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O.!CS O.!lb ~.e;~ ... ~- 16 

' o. :co c-.1:~ o.J·:; ~. C:'9 !2 
10 ~- ! ": ~. :s:: O.Jj1 ~. ~21 

!J C.14~ c.:~~ e.e;' ~·.~~e 

11 r-.1n D.l:-. '· JJ~ ~" 3 .i7 JO 
ll C.J:i o.U9 ~. J~} :.::• JS 

" O.C63 ,,237 c.;3,- .. ·~ ¡¡ 

ll C.Jl7 O. !~C c·.~•2 cuas J7 
I! C.'ll J.ci;a i:.c:: ·~. ~~¡ " p ~.115 O.lbf. O.t·l? :.ni JJ 

Je 0.6;7 O,jS4 O.~H J,Jll I~ 

J• 0.063 O.JOJ ~.1Hl O.C15 ll 
lO o.01s !J.2!:7 ~-º'' \1,0J1 IC 
ll C.070 o.ceo C.C~l c.~ac JI 

11 -J.!7!: o.o:! o.ou c.=21 l4 
ll e.oo: O.IS& O.ll9 O.Oi~ JJ 

=· 0.'71 0.1 ~b O.Sil ~ • .;IJ4 Jl 
¡¡ ~. ¡1,c O.lit O.Sll ~.1:·7 !7 
¡¡ ~.OJ1 0.036 C.CJO ~.:ti " 11 C.2!2 V.lJO o.i:t C.ltl ' ¡¡ C.!Sl o.on º·'21 O,C61 Jl 
11 0.214 -'-111 0.153 0.1!l JI 
JO O.IC~ O.CJO o. ~J 9 ·J.052 l 
lJ o. (~j ~.'26 o.:os O.IU I! 
l1 o.m c.1•6 C.Jl'i o.1'6 11 
JJ O.Jll 0.017 0.053 0,]H lb 

l4 :.ose O.Jt3 o.ole 0.015 13 
ll o.~~; C.lll c.:hc ~-~C 1; 
¡¡ 0.1:• O.OV5 C.!'H o.c:a 14 
l1 0.1•5 0.090 o.•~1 ~.Hj lb 
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REGRESIUN L.JNEAL. Y ANALlSlS DE VARJANZA PARA LA REGRESION. 

Variables ~~ns!deradas; 

X=- Indice C?C; 

'l= El t.ltul1:. -.::!..:.- anti=uerpos. lgA en saliva •EL.ISAJ, para cada uno 

de 1cs mtcrcwr~an:srn~s probaoos. 

ejemplo. 

X= C?O 

Y= Titule par::. r:.:;!!":13 oentoca.riosa 

A=b 2 t :f..Y~:::i¿Xi o .... ou.a 

B=Cl= 1n¿ x·i'- ~X ~'ii •n~x;.-tz_x,.:..1:. ,:i,úu.:.e 

f'.ic hav asvciac!or. por rei1:res1on. 

se He 

Re¡. 5Cr =ll" . .:!<XY J • bI..Y- t <¿Y ,.s., n J SCr11:rHCr 

Er:or n-.: 

ser" 3.0-&5 
SCe= l. t:J6.:l6 
HCe= o. us,;sn:.i 
F.:al• 57 . ..:5 

Criterios cansiderad~s 

F.:rit1ca=d,n-.::.ü.051 ,j al 9S'lio de Cent ta.nz3. 

Fea!~ F.-:rit Ha~ asoc1acion entre ~<ar1actes • 

. =.:a 1 < F.;:.:- i t :~o n3) asociacton entre var1ac1es. 

Fea! 

HCr/MCa 

Todos los de~~s t1~ulos de 1os mtcroor~~nis~cs se n1c1eron l¡ual. 



Al,:ALISIS E:STAtJlS"flCCJ DE: L!J$ r.asuLTAü()S (¡E, 

H l CftUORC.AIJ l 511U~ 

S.faacaqs 

~~ 

h ;alh:eir\us 

Lú~ T!TUL~S GE ANT\~UERPOS 

DE lbA StCRtTúnA ES?E~!FIA 

TABLA NQ. 

\'.J. 00::.sv 

0.0~07 

o. uo:a6 

CJ. 02.74 

Fcr!t i.L.35, ~o.CJ51 ta.l 9S.'A. de cont1an:a.J 

Fcrtt =i- u.úB 

Fcal Jcrit Hay asQci~ciCn entre variables 

Fea! ~crlt No hay asoc1aclon entre variables 
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0.0677 

v.1 ... a1 

L>.08Q.3 

O.SJ694 



ANAL 151 s ESTAD 1ST1 ca CiE LOS RESUL. TA DOS DE 

LOS TITULOS DE ANTICUERPOS 

DE l~A SEC~ETORA ESPE~lFICA 

TABLA tW. 

MICRODR.GAN15MU ¡,-•-

L d&; 1 d::'tJ~¡ l ; 'J ;¡ 0.0107 

h naes !und1 i o. oz..:. 

¡,_,_ ~ ü. 0úú7;,.4 

h il.LJ..tlll O.Uú!.931 

h prop1on1ca 0.000002 

!L.. d~nto.:=3.tJosa 0.001 .. 32 

iL... 1...r.!..K..LLL o.oooaea 

Fcrit tl,35.Cl'.~o.osj <al 95'-' de contian.:::al 

Fcrit • ... oe 

Fcai~ Fcrtt Hay ascctac10n entre variables 

real< Fcrit ~o nay asoc1ac1on entre variables 
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" CALCULAt>A 

o. 3769 

o.e 

0.025 

0.0568 

0.0001 

57. 35 

294.77 



ANAl.ISIS D E 

1~0.- OBTENGION DE Af4T!GEP~O. 

ESTj TESIS 
SALIR DE LA 

R E S U L T A U O S. 

HO DEBE 
BIBUOTEC~ 

1.J.• En cuanto a ta obten:1on de ant1g•r,o, a~ estreptococos por 

eJ metodo de ~ant: ~andall, io m~s 1ndic&do es obtenerlo 

poco antes de ta ut.il:acion del mlsr.:o. ya que s" 

contaQina muy faci¡~ente can ~tngos; detecto 

congelarlo a ~.:ü ce o ·7V ce, evP_ando as1 el de2arrc110 de 

m1croorgan1s1:1cs. 

1.2.- Para Ja cuantitjc:aciOn del cartiorudrato as1 pa.ra Ja 

maycrl& de l~s ~ecnicas ~s lndts~en~hbie que m&teri&l 

emplead.:i encuentre libre d~ imµure:as prlncipalcente 

or¡¡:~nicas resiOuos de jabon que esto intertiere 

notablemente. 

1.3.- Para lo• ant1genos prote1c~s obt~nl~~s con Jormaldehido ~e 

placa de microti~ulacton, ya que el pe¡ado era lrre¡ular1 

por lo que 

sat.istactor1o. 

2.0.-0BTENCIO~ 

HUHANA. 

DE 

.. 
l ¡A 

opto por scnicar-los, 1 es:uJ tando 

SECRETORA APARTlR Dé CAL.OSTRO LECHE 

z.1.- El volu=•n ecpleadQ para cada corrientb ruede 17 a 25 mJ. 

de muestra y se observo que ti rendi~tentc erA mayor cuando 

dicha ~ue~tra conten1a cayor cant.idad de calostro, por lo 

que se S\J¡iere, que de set postble la muestta se& 

unlcamente calostro \gratica lJ y que res~lta tr.~lspansable 
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tratar la muestra a~tes de e¡u!:.a pa:a e~it3r u.~quear la 

columna. 

3.0.- FRACClONAMIENTO DE _A l~A. 

3.1.- Durante el tracclonam1ento resulta !~portante cantener la 

ouestra ::año de hlclc al ag:.:.;ar la yocacetamid.i.. ~r:-1aJ 

y cbserwar q~e &\ p~ se enc~entre en 8 ~urante toaa I~ nor~ 

señaiaja p.l.r.z,. ese pas.:i. 

4.0.- SEPAfiA~l~!~ :.E CADE:.AS ?E~A~AS :·E !i~ EN ~E?~ASEX G-100. 

4.1.- Eso !:tiportant& ooser'..:ar que el t;ot.:o ce saltea de Ja coluo.na. 

s.1.- Es cuy i~port~~te real!:ar ia prueca je preci~1~~clon en 

p-e.'.iueña ~ue!'>tra. :;e sangre, "48 hooas antes 

de la te.::ha de sangrado, ya qu.:- =.1 

t1t.ulc c:.uy bajo, e¡ ren:li;r;l.?r.t~ 

alfa resulta lnsut!e1er.te. 

la lgG anti caoenas 

s.;.- En este caso el t1tuio era bajo, ¡::<cr lo que se re1nmuni:o, 

checo ~ue el t1tulo se habla ~ncreoer.~&co y 3e san¡ro a 

blanco. 

ªº 



6.0,- OBTENCION DE LA FRACCION GAHA ANTI CADENAS ALFA. 

6.1.- Durante la prec1p1taclon de Ja tracc10n gamma ast como para 

purificar el conjugado, resulta indispensable emplear 

sultato de amonio saturado: r·a que si no encuentra 

saturado, la prec1pltac1on eficiente, pudiendo 

precipitar otra prote1na y no Ja traccton deseada. 

7.0.- TOMA DE MUEST~A Y LEVANTAMIENTO t•EL INDICE CPO. 

7.1.- Con respecto al indice CPO, se encentro que s1n excepciOn 

toda la poblaclon estudiada presenta caries dental y que 

•on muy pocos los que han recibido atenc10n odontolO¡ica. 

a.o.- TITULO úE A~iiCUERPOS l¡A EN SALIVA CELISAJ. 

e.1.- Con respecto al método da ELISA encentro que cualquier 

cantidad de azida de sodio por pequeña que 

totalmente a la en:ima tperoxidasa de rabanal. 

inactiva 

6.2.- Durante la preparaclon de ló soluc10n amort1¡uadora de 

recubrimiento la literarura indica adicionar 0.2 I• de 

aztda de sodio por litro de soluclon; inlci&lmente •• 

preparo el amorti¡uador de recubrimiento con e1a1 

indicaciones, encontrando que las lectura• re1ultaban 

incon¡ruente1, ya que an la mayoria de los po:os d• la 

placa de =tcrotitulaciOn presentaban una lectura menor o 

1¡,ual a los testl¡os. 

e.3.- Al ecplear un conjugado comercial lgG anti l¡A tCappell, se 

encentro la ctsca sttuacion. Se repitlo la determlnacion 

ª' 



empleando a~ortigudor de recubrlmiento sin a:id3 de 

5odio; observandcse que la en:ima presentaba gran actividad. 

8.4.- El conjugado obtenid~ 

conju¡ado cc~erc1a1 Cappel. 

acepl3ble comparable con un 

6.5.- Se trabajo estas ccncJcJones ~ara las muestras de 

sa i iva de todos los &doles.:.en~e= cbt.en1endcse los 

resultadc:i cost:-adcs en Jas taO\as .3 'i 

9.0.- ESTA0157:CA. 

9,1.- Par;;. Ja ma)'Ofl~ da ias b3.:.t..er:.;.s, ~st::id\stJcar..ente no se 

e-nceintro asociacion al¡ur.a entre e! ir.dice C?O y el titulo 

de l~A s.:.:.re--:..:ra contra los ar.t.lben:::is prooaoos y qu,¡ el 

indice CfG est..a detercinadc cas1 exciuslvacente por el 

je ~aries ~~e presen~~n. 

9.:.- for a~~li~!s ae vhrianza pó.ra l& re~res1on se encentro que 

as.::c!acion fuerte 1f.:al" Si . .35 con:.ra. una 

para contra 

Fcr1t1ca= -..OSJ. 

9.3.- Psra las de~as cepas probadas no se encontro asociacion 

al ¡,una. 

g, ... - Er. el 

estadisticaoente presenta asociaclon con el 1nd1ce CPO, lo 

que no pcdeo~s considerar en relaciOn a caries pues estos 

cicroorganiscos estan asoci&dos a procesos parodontales =a• 



que a caries de supertlcie. 

e u N e L u s 1 o N E s. 

1.0.- Se en=ontro quP es~adlstlcarn;;:n:~ e•iste asocia.c1on ~ntre el 

e~1ste 

o.soc!o.c::on. es. dec!r :os tltu,us ::le a.:-,·.!.;~-=rp-:is =i-i: i!St.Os 

1.2.- La tctal!dad ce la p=bi~clcn est~~~~ca. ~r~~enta al ~~nos 4 

2.1.- Cl1ni~~cen:e exis:e cctreia.::o:-:, ent.r!?' e; titulo d.e 

t.ip:. :¡.1.. :-'e• lr . .:i~.:;;;: :r-..:., ~·á :¡.;e la. lg:A 

\ 
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3.0.- Este e$tud!: puede ser real1:ado consultor to 

den~al, ya que por sus prop1as caracter1sticas requiere de 

tecn1cas y ap3.ra~os espec1al 1::;i.:Jas, a:Je.oas c:e ne rer lejar 

el 1r.dl~e d~ caries presente en un individuo. 

4.0.- En vi5ta d~ 1a ~resencia ~e ant1~uerpos 

secretor les indlvidu~s e5tu~iaaos, 

t.1 po I gA 

re~omienoa 

d!S~inulr la C3~t.idad Oe bacterias por medio oe la 

teer, 1 etas 
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