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I NTRAODUCC 1 U N
La cavidad orsl es rica =n nutrientes y praporciona un  ambiente

vitativas y

fdeal para el creciaisntc de bpbacterias as:cofas, T
anaeroblas: para que estcs micsoorganismcs cuedan colounizar deben
adherirse flrmemente a Ja superricis o encontrar wn hibfito
preotector.

La coloniza2ion de lcs cientes da ¢ono resuvitade la termacion de

la placa dentai. que es Una capz de& bacieriae &n las superflicies
rotas de los dientes, Los microerganismos que cclonfzan las
superficles dentarlias pueden causar caries dental, que es una
enfermedad infecciosa y traszisitle caracterizada por la
destruccion progresiva iocalizada de ios dientes

predominantemente susg corenas. Se infcia For ia
desmineral{zaciéon de la superficie externa del esmalte, por
Acidos arganicos procducidcs lacalmente par tacterias que

termentan los hidralos de carbono de la dieta.
Desde el momento de su erupcion la mavsr parte de ia <corcna
dental esta expuesta a Jla saliva y recite ia acufon pretectora de

tas {nmunaglobulinas, sintetizadas por las celulas plasmaticas

asociadas a tas siandulas salivales. La {nmunoglcbulina
predominante en ia sailva es la lga secretora tlgAs, Yy su
cuantificacion e identificaclon puede hacerse pcr metodos

inauncenzizatices.
Los metodos inmuncenzinaticcs scn procecinlientos {(nrunclogices en
los que ia reacelidn antiiens-anticueryd es segulda por

cuantificacion de la actividad enzinmatica.



i FLORA HI1CROBIANA OR AL,

La flora microtiana gel cuerpo puede catalegarse en:

1) Flora resicdente, tambien i{lamada normai o nativa.

2) Flora transitcorta.

3) Flora normal supiementaria.

La filora resfidents ssta Tonstitulda por micreoorganismos que se
encuentran constantemente en ciertas areas del cuerpo en cada
edad y gue 5§ =ze altera se restablecen por &1 wmismos, £3%)
locaiizacion en sitios definitivos depende de condiciones
nutriclonaies y fisiclagicas como temperatura, nunedad, tenslion

de oxigeno y la presencia 5 ausencla Jde sustancias innibiterias,

La flora transitori son wicroarganismos que puiulan en el
huesped, fparticuiarmente en la ple! y membranas mucosas durante
corto tiempo, provienen del ambiente y no es necesariamente

patogena, no se establece en forma permanante.

La flora ncrmal suplementaria representa (o5 micraorganismes gue
pueden fdentificarse s0lo en alguncs individuos que 1os albergan
en escaso numero, pero durante mucho tiempo.

St la flora resicente se altera la transitoria puede

Las relaciones

inerementarse y causar entercedad
cualitativas y cuantitativas de los mlcroerganismos bucales
cambian al aparecer la denticion , la perdida total o parcial de
los dlentes, dentaduras pestizas, ei tipo de ziata, los habltos
de higiene bucal vy el estado de salua c entermedad.

La ponlacion de ta micrzflora tucal se encuentra iimitada por la

aczion de arrastre de ia sallva, ios mécanismos de masticacion,



{a acclon de ia lengua, ics iablios y i2s menbranas nuccsas ge los
carriltos; observandose gue las Cuentas Lacler{anas scn  Hayores
al levantarse en ia mafana. Como resuitalo uel desavuno, el
cepiilado de cientes y &l 2niuage de ia ias canticades de
microcrganiscos disminuyen, ensonirancsze wn inzrementc gradual,
que decrece despues de | e miglene Luzal (21,3,4).

Streptococcus virfizdans
Streptaceoceus anhemciityeus
Estreptaococos anaerdblsos

Staphviocesous epizermidlis

Staphylocoscus avress

Corynebacteriuz spp
Lactobactlius
Actincayces
Bacteroides
Fusokbacteriur
Vibriones anaeroticos
Veillonel(a
Mycoplasza

Levaduras

Protozoarics

Generaizente prsentes y

constituyends

fizra mlcrablana rnatisa.

2 Geneéraioménte presentes, canstituyends

de la fiora microbiana residente (2.

(5]

e

»

e

ta parte principai cde la

s0ido una fraccion menor



Caracteristicas generales de microorganisoos de la cavidad bucal.

Bacterias Gracpositivas.

Familla Streptococcaceae.- Celulas esfericas u ovoides, an pares

Familia

Famiiia

o cadenas, inmoviles, facultativamente
anaerobias, metabolismo fermentativo,
requerimientos nuttriclionales complejos

Genero Streptacoccus. - Homofergentos,catalasa negativa.

Lactobaciilacese.- Bastones unicos Q en cagena
reguericetcs nutricionaies comaplejos.

Genero Lactobacilius.- Catalasa negativa, zitocromo
negativa, anaerobls =] rasulttativo,
termentacion homolactica,

Actinonytaceae.~ Inséviles, na acice resistantes, de
foraa difterolice, tienden a producir
filamentos ramificados.

Genero Actinomryces.~ Anaerobics -} facuitativamente
anaercblics, catatasa te), los
principales productos de fermentacién
sen:  acido acetico, formico, iactico
y succinico,no procucen gas.

Genero Arachnia.- Facultativamente anaerobios, catalasa
negatica, l&s prlgcipa\es produstos de
fermentacion san: acidc propionico,
acido acetico v dioxido de cartbond.

Genero Rothia,- Cocoides, diftercoides o tilamentos,

aercbics, cataiass posgitiva,



Bacterias Gramnegativas,
Familta Bacterojdaceae.- Bastones arsercbiss vbliigados, no
esporulados.
Genaro Bacteroi{des.- Los productos de fermsentacion
incluyen: aclide succinico, acgido
acetico, acide formice, acido lactico

y acido propionico.




bt CAVI1IDAD DRAL.,
Anatomlcamente. - Esg una cavidad en la parte inferlor de la cara,

donde se efectuan ia masticacidn y ia (insalivacion de los

aslimentos. Tlene tarma de ovaioc y esta dlvidida por los dientes y

las encias en dos regiones, una anterior y lateral, el vestibulo
buecal, y otra posterlor, ia cavidad bucal proptamente dlicha (€).
El epiteiio escamocso estratificado de la mucosa Qe la cavidad

bucal forma una superi{icie que protege 3 10s tejidos subyacentes
y tunciona ccmo una tarr2ra mecanica, gque puede descamarse (7).

La <cavidad oral hrabitualmente es esteri! en el momento del

nacimiento; ta beca del n{dc puece estar contaminada por
distintos ti{pos de micrcocorganismos, provenientes de la flore de
ia vasgina de la madre y después del medio ambjente local de)}

mundo externo (B). La cavidad oral tiene una temperaturh entre 35
y 35 °C y abundante humedad, adecas es rica en nutrientes y
variadas tensiones de oxigeno, proporclonando un ambiente {deal
para el crecimiento de beacterias aeronias, tacultaztivas y
anaeroblas.

La saliva es la fuente principal de oxigenc en la cavidaz bucal,
faciitita ia utilizacion de hidratos de carbonoc y da lugar a uns
acciOn amortiguadora; esta compuesis de secreciones de gladulas
salivales, microorganismos sus enzimas y productos metabolicos,
céluias epitelliales leucocitas, inmuncgicbulinas ¢ noimas
tisulares, secrecionas gce i& musssa, .i13uldss ginglvales y gquiza
restas oe alimentos o8 cuales pueden ser gcescompuesiss poOr

enzimas el!sboradas por las bacterias gue colonlsan la koca (1,72,



111 COLONILZACI!ION BACTERTI ANA.
Dentro de Ju cavidad oral, la bicrasa Tact=riana se duplica soio
dos a cwatro veces €n £i Sia, (nsuliclente para gue se€ Santengan

es oral

asi mismas en las secrec
Para gue i2e microorganismos puedan cclienizar ceten adherirse
firmemente a la superficie & encontrar un amblente protactor.

La coicnizacion bacierlana puede Consigerarse de dof Lipos:
Primaria y secuncaria.

En la ccloni{zacion primaria, los coicnizadores sobreviven ante
las diversas condiciones presentes en é! ambiente, gproporcionando
los sustratos y microamcientes necesarios para la coicenizacion de
mlcroorganisnos secundaricos (1,3)

Las bacterias primarlas uti{li{izan coxtgenc puciends agotarioc de esa
microamblente, favoreciendo la aparizion de anaerobios.

Lla comunidad de micrcorganismos secundarios utiiizan los

substratcs generados fentro del misxmo sistenmas ecolagisza, &n tanto

que los miembros €& ia cocmunidaz primaria toman ics sugtratos
proporcionados por el acbiente del huesped; dando lugar a una
aparicion secueclal de los microargantsacs: tos gue gprimerc se
chservan s50n lgs coccs, segulgos per fusdbacterias, filamentas y

finalmente, por anaeroblos estrictoe =323 espiroquetas.

En ia gavidag bucal, las areas con dlterentes anblentes
tisigoquimicos ¥y nutricicnales, cene ta mucosa del carrillo, ia
lengua, las hendiduras ginglvales (surcos) y la superficie de los
dientes favorecer la adherencia y el <crecioiente de tipos

selectos de microorganismos €1,9).



PORCENTAJES DE MICRORGANISHMOS CULTIVABLES, SEPARADOS DE VARIAS

AREAS DE LA CAVIDAD ORAL (10,11).

Organismos o grupo lengus placa saliva hendidurs gingival
Estreptococos ttatal) «0-50 20-30 40Q-50 20-30
S. mitis tr) (X
S.salivariug - te} '
8. mutans (%)
S. sanyuis (L3
Enterococos X¥
Diphtherctides 12-15 18-20 5 15-25
Bactercides 5 6-8 ] 15-18
Fusobacterta 1 45 2-3 3-5
Corynebacteria -3 - 10-12 15-18
Velllconella 14-186 12-14 14-16 10-12
Peptococcus 4-5 10-12 10-12 8-9
Neisseria 2-3 1-3 1-2 1
Espirogquetas - - - 1-3
Actinomyces 1-2 30-35 1-2 8-10
vibrio 2 2" 1 1-3

* unica especie presente

(¢) especles presentes (no se determind el porcentaje {ndividual)

La colonizacidn de los dlentes da como resultade la formacitdn de
la piaca dental.

La placa dental es una capa de bacterias en ias superficies



rotis, de las dientes, tlene }a misma estryctura gque un tejido;
contiene <calulas, una matriz extraceiuisr ¥ un liguide praoplo
€12} Las bacterias son particulas colcidaies con cargas suparficiales
predominantemente negativas, Suanus £S5Las Cargag s& reducen  en
candlciones de un pH acido vy concentraciones elevadas de caiaio y
pelimeros de cargs negativa, Jas btacterlas tienden & agregarse,

Las diferenclas de cemposicion de la

ie bacteriana pueden
causar variaciones de carga y de la capaci@ad de participar en el
fentmeno de agregacion y de adherencla.

Los polimeras bacterfanos (polisacarides extracelulares) ¥
salivales {mucina) forman enlaces entre {as bacterias, dando
lugar & estructuras posrosas, entre Jas cuales los ligquides fluyen
libremente.

E} calcle interfiere en la capacidad de tas bacterias para
adherirse a los dientes y combinarse con la pelicula o
Interactuar con ia placa.

Dabide 2 la gran vartedad de pH tde 4 hazta 9) que se dan en la
boen, clerto pH favorecerd [a agregacion de una variedad de
bacterias, otro pH determinara la agregacl!on da otra variedad de
bacterias,

Los wmicroorganiswmos llegan a 1a boca facilmente del agua, aire,

alimentos y de las manos; ios gue tienen la capacidad de unirse a

tas superficies bucales permanecen; ios Que no pueden adherirse
san tragbdaes Yy dJdesaparecen de Ja cavidad bucal, este pracesc
asegura que Jla tiora residente se wmantenga, a menos gque

intervengan otros factores que impidan la relmplantacion 11,4,7).



La caries dental es una enfermedad infecciosa y trasmisible (14)
causada por bacterlas que colonizan {ia superficie dentarina,
caracterizada por una serie de reacciones quimicas complejas,
que vriginan la destrucciéon del esmalte y pasterlormente si no se
detiene la destruccion de toda la estructura dentaria.

La lesion se lni;la cuando, mediante el metabolismo de
carbohidratos, los wmicroorganismas producen y Iliberan J4cidos
organicos que prooueven l!a desminaralizacion del eswmalte (15).
Clinicamente, la carles dental se inicia cowoe una mancha lechosa
a parduzca, que masg tarde se torna rugosa y se producen pequaeias
erogiones hasta que se forma la cavidad de <caries propiamente
dicha.

Blologicamente, es una enfermedad bacteriana de los te}jidos
dentales duros, se presenta en las fosas o depresiones de los
dientes y las fisuras; en estas zonas que no reciben una liapleza
total de la saliva, lengua y musculatura bucal, se almacenan
particulas de alimento, bactertfas, proteinas salivales y otros
depositos bucales. Estos depositos de bacterias y proteinas que
tienen propiedades adhesivas son !lamadas placa dental(1,4,20).
Los microorganismos en el borde de la lesion de carfies son
agférjcos ¥y gram positivos,los que estan en la porcidn restante
de la region son heterogeneos. Los microorganismos esfericaos son
reaplazados por bacterins fillamentosags gram positivas y gram
negativas.

Streptococcus mutang es un agente etiologico importante en la




cnéles

del esmalte por
Lactobacillus desempedns un
procesa cariogenico, por ser

demostrado que las cantidades

los lactobacilos; antes de la

¥ que no se producisn carjes
ausente (13).

La caires es
raza humana,
socloecondmicos.
En

el proceso de preduccion

varfos factores

desmineralizacidén acida, 113

tfluor e 1irregularigades en

alimentos y piacas,

au

la mas frecuente de

afectn a ambos sexos,

indispensables:

la superficie

microorganismos y el

actividad acidogena (16,21),

importante papel secundario en el

acidogens y acidurico; ya que sa ha

de S. wmutans auvmentaban, junto con

iniciacion de ias lesiones cariosas

en gsitios donde §S. mutans estaba

las enfermedades cronicas de la

de todas las razas y sstractos

de ia caries se ven involucrados

un diente asusceptible a la

relaciona con un bajo contenida en

dental, que atrapan

sustrato proporcionado

principalmente par restos de comida (1,17).

Los causantes pueden

Lactobacterjiaceae,

por su tendencia a producir dextranas a partir de azucares

origina la elaboracion de &cidos (1,10,18) y clertos hongos de

familia de los actinomicetos

11

ser algunos

especialemente

integrantes de {a familia
lactobacilos y estreptococas,
fo que

(18, 19).



Y RESPUESTA I NHUNE ORAL.
E!l individuo tiene la capacidad de defenderse de 10s agentes
nocivos que encuentra en su medio ambiente, mediante mecanismos
de detensa especlificos e inespeciticos.
Los mecanismos de defensa inespeciticos no requieren exposicion
previa y son efectivas contra nuchos microorganisoos diferentes.
Dentro de es%cs mecanismos Se encuentran:
- Integridad de la mucecsa cral ttunciona ccomo barrera mecanica)
- Eplteiio escamosc estratificadeo: tleme |a capacidad para

descamarse v elialinar celulas epiteliales.

Flutdo gingtval

- Fagocltosis

- Constitucion del diente

- Saljva <Fjujo salival gue permite el arrastre de bacterias.
«Composicion de la saliva {complemento, lisozima,
lactoferrina, leucocitos., etc.’ que permite un efecto
bactericida y actividad inhibitoria sobre rRUcChos
microorganismocs patGgenos y no patdgenas t1,7).

Ademas la saliva neutraliza y diluye los acldos que tforman las

bacterias de la placa dental a partlr de los carbohidratos de la

dieta y ejerce una accion protectora por su capacidad para

rexineralizar e! esmalte cdental tei mineral del esmaite @s capaz

de un intercamblo {onico activo, principalmente de calclo ¥y

fosfate? (13).

En la sailva se encuentran [gA, 1§G y en menor cantidad IgM, ia

fuente principal de 1gG e I1gM es el ligquldo gingival (27,281,



Los mecanismos especilficos regquieren expasicion a un
microorganismo particular y la respuesta se {imsta a ese
erganismo (293,

Los antigenos ingeridos o inhalados o sus fragmentos, penatran a
truveés de celulas que recubren la mucoss aral, respiratoria y el
tubo digestivo a nive! de ios acumulos linfaticos. Estas celulas
tienen gran capacidad fagocitica, na  presentan vellocidades,
tlenen gran cantidad de vacuolas y se denominan celulas M.

Esta estimulacion antigenica pueds inducir la preiiferacion y
diferenciacion de cetluias B ¥y T v fa migraclon de estos
linfocitos sensibliiizados hacla los tejides secretorics como Las
glandulas saitlvales, en donde {as celulas E se diferencian,

proilferan y maduran espcntaneamente en celulas plasmaticas, que

son linfocltos grandes productores de anticuerpos. En ausencia
del estimulo antigenicc ias células plasmaticas esta4n presentes
en forma transitoria. 31 hay una estimulacion antigenica local

continua, ocurre proliferacion de las celulas v ims respuesta de
anticuerpos secreétores es mayor y mads persistente (24,16,30,31).
El sistema inmune es el responsable de Eantenar ta integridad de
las estructuras organicas ante la ‘gran diversidad de agresores

(agentes extrafdas) que existen en &l medio ambiente.

Dentro de la cavidad oral existen dos sistemas complejos
1nLerFelacionados entre si. Un sistema Qque destruye antigenos
que penetran en los liquidos y tejidos corporaies y otro, el
sistema {gA secretor, cuya funcion es evitar el Ingreso de

antigenc a traves de las mucosas t(24).



Vi igh ESTRUCTURA ¥ FUNCI QN

Las superficies mucasas estan en continuidad directa con el
amplente ¥y son &l principk) sitlo de eaxposicion a los antigenos.
g1 sistema inmune gecretor Jde las nucosas  esta encatgads  de
evitar el ingreso de antigeno 8 traves da las wsyucosas, un
antigeno puede desencadenar la produccion ae anticuerpos de
giterantes tipaos (15, FgA, IgM, 1gE e igDl, los cusles tendran
atividades biologicas gdistintas (32,33,

Los anticuerpss EY-143 proteinss especializacas {i1snadas

inmunaglobulinss, gque pueden resccicnas especificazente con, el

antigena.

La estructura basica de una inmuncgiobuiina, consiste en la unicn
ge dos cadenas pesadas {dentieas y dos ¢adenas lfgeras identices
per medio de enlaces disulfuro, Existe un tips quinicamente
difterente de cadens pesada para cada uns de (as sinegs clases de
inavnogiobulinas ‘5'#' ., @& 1. Cada cadena de inmuncgiobuiina
conste  de una porclon terminal carpox)io constante jue tiene la
misma secuancia de aminoatldos y una porclon  terminal  amino

varlabie. donde !a secuensia de amincacidos es dlferente  pars

cada anticuerpo y constituye el ldiar de reaccian con g1l antigeno
-

3ay,



La 1IgA es procaucida =n consentracionss eisvadas por los  tejldos

linfoldes gue revisten tas vias respiratoria vy

genitourirariag es prabziie que log linfosiastes se criginen en

el teficc linfeice ¥ gue es:ias ceiuias

emigren & l!os Organ
celulas Piasmaticas ce {a lamina propfa gQque selretan 134, En

esSLas Secre

anes iiagrinag, ritis,

etc.) alcanza grances

secretoria (ligAas) 133,35,41) (Fig 5.

La 1gAs e3 una gsolécuia compials

Crmaca paT oun 2iperds de tgA,

una melecuia de ia cadgena J j4e e€s.a  {igads por

en,aces disulfors a 's Igh » B [a lgM¥ pciimericzas, esta cadena

tunciona In vivgo inducienso i1s polimeric

e 1gM la capacicaz para que sS@ un3 ai empinente sezsreworic) vy

una solecula de compoTEnte secietric (sel sintet

cetulas epliteifaies, Fue e cznflere resistencia a ta
proteciistis por ias enzircas zei tubz digestivo, soexas es
necesaris para el Lrangposte aztivo de ia 1gh

(22,26,33,37,38,s2:, puede encontrarse en formE libte  en

secrecliones (&1} WFig 20

15
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La mol&cuia entéra tlena un coeficiente de sedimentacién de 1S y

un pest meiecular de 385 000, En
aparecsg principalmente como un
presentes canti{dades pequenas de

Algunas propledades

fisicas y bicloglcas de

lps secreciones externas la IgA

dimeras, perc tambien estan

Igh 75 y polimeros mas altos(39)

la IgA humana (34,40)

%de las I3 tctales

Concentracion t(mg/ml de suerol
Peso molecular
de sedim.

s (coel.

Glucidas %)
Resfstencia al SH
Noumerc de subcilases
Farmulas moleculares
Denominacion de la cadena pesada
Supervivencie media Tr/2 (Dias)
Aparicion despues de inmunizacion
Transterecia placentaria
Actividad reaginica

Receptores en

Funcion bioloégica

Peso molecular (calostrol

s (Coef. ce sedim.)

Coeticliente de difusian

5-10

2.8

150 Q00 a 170 000
7-113

$-10

Mediana

2

6

Intermedia

lintfocitos, conucitos
Anticuerpo secretorie
via properdina

385 000

11.58

&8




Funcliones de la lgA secretora.

Actividad antivirai. El papel protector se oebe a su actividad
neutralizante.

Actividad antitcxina. En patogenos que producen exotoxinas
secretantes.

Actividad antibacter{ana. El mecanismo basico de proteccion as
por inhibicion de 1a acdherencla de las bacterlas a las
superticies MUCDEas par la lgas, quien se rija a
g§luccproteinas gque permiten a la bacteria unirse a las celulas
epiteilales B de mode gque inhibde |a adherencia y la
colon{zaclon bacter{ana.

Inhibicion de la absorcian de antigenas nc viables, per la
mucosa gastrointestinal, Los acdulitcs de muchas especies de
smaniferos absorben cantidades pequenas, pero significativas, de
antigenos macromoleculares a traves de las celulsas epltellales
de las nmucaosas. Se ha postulade gue, la disminucien de la
absorcion esta mediada por anticuerpos secretores, protegiendo

al organismo, mediante la formacion de complejes no abscrbibies

que serlan agegradadcs por ensimas proteciticas sobre ia
superficie del intestingo; evitando reacciones de
hipersensibiiidad. Aun no se ssbe st operan mecanismos

simliares en la absorcién de antigdenos inhaiades a traves de la
mucosa respiratoria, pero hay datos jniciales de gque este puede

ser el casao (22,24,33).
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vViili FUNDAMNENTOS DEL HETODO DE ELI1SA.
Los tnmunsensayos son técnicas pars ia deteccion y cuantiticacién
de antigenos y anticuerpos; ademas de la eievada sensibilidad que
caracteriza a las pruebas inmungloglcas, es a elevada
especificidad de la reaccion entre el antigeno y el anticuerpo lo

que constlituye ia base de su excelente apticabllidad.

Los Ensayoinmunosniimaticos emplean enzimas  como sustancias
marcalaras » puecen ser ce:iniaos comos procedimientes
irmunclogicamente zsuantitatives, en el cuai la reaccion antigene

anticuerps es monitoreasda por cuantificacion de la actividad de

ta encima (44, A la reacion inmunciagica debe segulir wuna
Teacc!ion indicadara, tara gue s actividad enzimatlca gque esta
tijada al complejo antigenc-anticuerpe, pueda ser determinada

fotometricanente.

Los Ensayoinzuncenzimaticos pueden ser de des tipos: Homogeénec
(EMIT=enzyme-i inked imouncassay tecknigue) ¥ el engayo
Hetercgenes (EL[Sa=enzyrme-!inkead imsunoscrbent asgsay); en los
Primeros una enzlma €5 ACOpliada a un BNLIZENS Jue 3l reacslonar
con el antlcuerpo hace gque s altere la actividad enzimatica. se
basa probatlemente #n una inhiblelon en e espacio de l& enirada
de! gustiratc al ccnifugado antigens-enziza durante Ja  formazidn
del compieio antigend-anticuerpo (is reacclion de comprobaclion se
wide en coRrparacicn con el cenjugado litre antigens-enzixzal.
Ventajs: nc requiere de una tase so.ica para (a segaracion de
react{vos gue no reascianaron, perc la desvenlaja es que funciona

unicamente para sustancias de tajlo pesdo oPlecuUlAT CORO STCERS.



Principlo de!l metodo de E_ISA.

En los ensayosinmunoenzimaticos hetercgenacs

134, stempre se
reallzm una separacion de: inmunocempleic o=t material no fijado,
despues de ia inmurof{r Jtacian. Cun esie procedimiente se
consigue eliminar todos los cempenentes que paarlan interferlrs.
Existen Jdirfer2ntes metodos para determsinar ya sea el antigeno o
el anticuerpo («5,45,.7

Hetodo indirecto.- Es un sistema utilizado para la determinacion
y cuantificaclon de arn:izuerpo, ya que el conjugada utilizado
tantiinmunoglobulina =arcada con !a enzima, puede reconocer gran
numero de antlcuerpos, los cuales puecen estar dirtglces contra

una gran cantidadg de antigeno (Flg 37,
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Fig3 EL METCDO TNDIRECTO PARA ENSAYQOS DE
ANTICUERPO.

antigenc absorbide & la placa

o
B
lavado
2adicienar suero: cualquier
anticuerpo  especifice ataa al .
antigero A
{;}
%
tavado

dadicicnar 3 enzma  lLigada a .
la antiglebulina 1a cual stéca a e {3

el anticuerpe

lavado
. - 1 a9, 0 =Y
Qadicidn  de  substrate a-“.k-f.g
":s{:}r-
A S
il

ta cantidad hidrolizada = & cerudxd presente de
anticuerpo
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Matoda de {nhibician .- Este sitema se2 utiliza para ia detecclon
de antigena asl como su cusntificacion y puede ser uwtiltizado
para sustanclas d2 bajo peso molecular, en el cual |3 interaceitn
antigeno~-anticuerpo del antigeno de ia fase solida vy et
antfcuerpo marcgado cen ta enzima es inhibida por el antigenoc
libre de is muestra.

La actividad enzimatica que se detecta, en la fase sOlida es
tnversamente proporciconal a la cantidad de antigeno en 1la

muestra Flg &).

Principio sandwich.- Fara la medlcitn de antigenocs que dispanen
de de varios sitios de fijacion para anticuerpos ¥, que por Jo
tanto, sen  casl siempre moleculas relativamente grandes L(p.e,
proteinas),

Este sistema emplea dos anticuerpos uno unido a af fase sbiida y

otro que va marcado por la enzime (Fig S).



Fig.4 MODIFICACTON DE EL ENTAYO INDIRECTO
S & EL ANTIGENO.

1. placa conterier! antigeno

lavado de placa

2. prueba la muestra contiene
ur antigeno probad

lavado de placa

antiglcbina

lavado de placa J//ZL

3. adiconar el comugado enzima - ﬁ;\\

4, adicionar el sustracto de la erzima.
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Fig% METODO DE SANDWICH

-
" l.anticuerpo absorbido @ 2 placa .
lavedc
2.adicionar la solucion & probar
conteniende el antigeno. - o
o
lavado
ladicionar la enzima wunida al .
anticuerpo  especitico. ﬁ
7]
7
lavado
N b - = 0O
4.adicionar el sustrato de la Py o
enzima. J;_’ﬁ"'ﬁ
i

I cantidad hidrolizada

= {a cantidad
de antigeno.

presente



La fage solida puede ser: tubos, micropiacsas. esteras, discos;
los cuales puedan ser de celuissa, nylan, pelivinilo,
pollacrilamida, poliestirens y particulas ue agarasa.

La «calldad de un ensayc!. aunoenzimatice cepende de ia pureza de
el antigeno 2 hapteno uvillizado para la inmunizmeian y por tanto
de la especificidad del anticuerpo y de ja enzirma eleglida.

La enzima debe tener cievada activicad especitica, estable en
condiciones de almacenamiento y de prue:s, ser eccnomica y poder
obtenarse en un altc grado de pureza, no debe perder actividad
debidec a 1a conjugacien y conservarlia en condlclones de prueba,
ya que de esto depende la sencibilidad dei ensayo. Acemas de
peso moleécular bajc ¥ resistencia a camblos de pH y temperatura.
Las®enzioas mas uxllizadas son; Peroxidasa de rabane, fosfatasa
aicalina y la beta-gaiactosidasa, otras enzimas utilizadas para
ELISA son: Malatodeshidrogenasa, glucosa-6-tosfetodeshidrogenasa,
glucosa oxidasga, g!ucosa amilasa y liscoima (46,487,

La encima puede acuplarse & anticueros & antigenes pour varlos
procedimientcs (glutaraldehlido de un paso, glutaraldehido de dos
pasos, ° con peryodato). La reacclon debera ser altamente
effclente y el ccnjugado debe ser estabie.

El glutaraldehido es uno de los agentes mas utjllzados para la

conjugacién por el método de de wno o dos Fasos. El
glutaraidehida reacciona con ios grupes epsilon-amino de la
proteina. fos conjugacos hechos por ei metodo de un pasa  se

polimerizan en exceso y solo una pegqueRa porcion de la enzima se

ccnjuga ai anticuerpo o al antigenc Yy aunqgue la actividad dal



conjugado se retlene, Ja afinidad disminuye.
No con la de dos pasces , en la que se deja reaccionar la enzima
con el glutaraidehldo ¥y una vez activa la enzima, esta reacciona

con el grupo amino del antigeno o del anticuerpo (45,48},

[ &
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FUNDAMENTACI ON DEL TEMNMA.

Un estudic realizado en Mexico (531 per el Institute Mexicano del

Seguro Social, informa qu: la poblacian estudiads fuye de 0,13 del

total de ta pobliacian derechohabjente y en relacion a ta
morbillidad de caries dentail, reparta to s{gulente: "La
prevalencia e incidencla de }a entermedsd caries dental, asi caoma

ta perdida de dlentes por dicha causa 5 esevada en casi todos
les egtudios etectuados. La poblactien cgerechohablente del iM53
en un 97.6I% la padece; por j0 gue €2 2onsiderads dentro de jas
tres enfermeoadeas J2 mayoar morbilidaa”.

Durante su existencia, el ser humano presenta un patron tipico de
respuesta Inpmune (337,

Cuando un antlgeno entra al cuerpo por primera vea ancontrara una
proporcian nuy pequeda de linfocltos 1o clgona’ que tenga en su
guperficie treceptcres especificos para el mismo. Al contacto con
el antigeno, et linfocito estimulado empieza a dividirse
texpansion c¢lonal), vy diterenciarse en cflulas activas. Las
celulas B que poseen Inmunoglobulinas unidas & su Dembrana como
receptor comienzan a secretar 1gM y maduran a celulas plasmaticas
productoras de 1gG. Cuando el antigeno ha sido eliminado, los
mecanismcs efectores de la respuesta s getienen, p2ro  dejan
detras lav clona expandida de células diferenciadas lista a
responder de manera vigoerosa e inmedlata a cualquler evento
subsigulente con el mismg antigeno. Esto constituye la memoria

inmunologica (513, Far 1o tanto, el presente trabajo pretende no



solamente detectar les nlveles de anticuerpos de tipo IgA
salivales contra ios antigencs de las cepas a utilizarse, sino
tantien, establecer un trabajo {ntegral! entre el profesionista
odontologs y el! Q.F.B. con el fin de lograr que la practica
odontolégica no =se limite unfcamente a la revisitn y tratamliento
del paciente, sino que se apoye en ¢! laboratorio clinico para

Jograr un diagnostico certero asl come un tratamiento mds eficaz,
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PLANTEANI]I ENTO DEL PROBILEHNA.

De las infecclones orales, «c ei principal pagecimiento
por el Suai ics a tratamiento ¥y ocaciaona
alteraciones a nivel de! silstema gnatico por perdida de ia
tuncton mssticslcgi;. ¥a S@Aa por probiemas Jde intacciones

recurrentes de tlps abecess ¢ por pesciea d¢ Organos  Sentarios,
de agul la importancia de establecar ia relacion  entre la
actividad cariogenfca en ta flora narmal o ia preduccion  de
antlcuerpss para ampifar ias expectativas gn cuantoe a la creacicn
de medidas preventivar que disminuyan ia incCiaencia y prevaiencta
de este padecintiento.

La mayoria de los estudios que se han realirzado con respecto a
microorganizmos presentes en la cawvidazd oral, se han efectuado en
paises aijitamente desarroilados y no puecden s2r extrapoladas a
nuestro pails, ¥ya que el tipc de flcra tacteriana va a estar
cdeterminada por ia dieta y por .o tants, come izs habltos
alimenticios v el ambiente son distintos, el tipo y calidacd de la
respuesta fnmune hacl!a la {lara oral, necesariamente seran
distintos,

Dolby (52) menciona que las diferenclas en la sensibllidad {nmune
de un individuo hacia las bacterias cariogenicas puede explicar

las varfactiones de susceptibilidad a ia <caries que existen entre

sujetos gque wiven alimentandose con dietas similares.
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GBJETI! VOS.

Establecer ia relacion entre los anticuerpos de tipo 1gA
secretor en saliva contra los antigenss da las cepas &
utilizarse,

Correlacionar Ias pruebas {n vitro con los hallazgos clinicos.
Relacionar la practica odontol@gica con el laboratorio clinico,
ovedlante wun trabajo integral para un restablecimiento mas
rapido del paciente.

interpgretar jos datos obtenidos para su pcsible aplicacion en

el campo de ia prevencion.

H1POTESTI S,

La poblacion adolescente presenta titules altos de anticuerpos
de ti{po l§A secretor en relacién a los antigenocs de ias cepas
utilizadas,

Los Individuos con menor nimaro de procesos Caricsos, presentan

titules elevados de [(gA secretor contra las cepas probadas.
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HETODOLOGIA.
Jktencicsn  y  carastarizacion  ce las cepas puras de los

MLSrOOrganismos a protar (53,54.535,50,570 .,

Se trataron las cepas de Streptococos por el metode de Rantz
v Randail para obtener el artigenoc especifico de aspecle
fcartsnlidrate O de Lancerieias (587, » se cuantifico (S59).
w33 GCemas CSEpas tueran  tratazas tecn  fortaldehido para
okbtener sus antigencs S0,

Les santigenos ontenidos se ajusti2ron a 2] tubo numers 3 del
neteiozetrc de Mo, arians., Se sornicarcn y cauntiricaron por
e: rersds de Lowr, (61;.

Se cbtuve IgA secretora a partir de leche y calgstro huaano,
por corrimiento de s misma en DEAE celulosa.

Se reaiizd un tratazients a la leche y calostro humano previc
a la elusion. Se regererd ia DAE y se empaco la columna., se
deterzinaren ias lecruras (Absorbancias?
especteictonéiricacente (280 ne UV) del corrimiento de la
uestra, se grarizartoar ias rraccicnes (grarica t) y se hizo
una  pruebs Jde prelipiracion en gei por el metodso de
cwchierlany, esgi®ancs un standar de [gA.

Se reuniercn todas .as :racciznes correspondientes a la 1gA ¥y

setcds Je Louwry (611,

teniza se NG e Za2ensE Zesatas, ilgeras v

utiiizands yoocacemtssica b4

=zercap:tetanol.




3.~

10, -~

Se separd <Qacenas pashdas ce lgA empliean
Sepnadex 3-100 182,83:.,, se determing
(Absorbanclia) espe. sfotometricamente
carcimienty e la Tuesira.  §e fraticar
tgrafics 2 y se reunieron las

fas cadenas peszadas da lgA., 5¢ Susantitic
metodo de Lawrw 24,

3e {nmunizo un copelo ¢on Talenas Sesadas
esguema de inmunlizazion (§0,584).

Se toma wna muestra de sangre Je s vena
orela del saneds se separ® é&! Antisuesrs
prueba de g@recipitacion en cagpiiar (80

t1tulc de anticuerpss, posterfarasnte se s

Se obtuvieran anticuerpos d2 tipd (g4 con
de lgA por preciplitazion con suifats
cuantificod par el meétocco de Lowry &

eonjugado aa reroxidasa par azaplado con
das pssos y purlficacien del conjugace co
{853,

Se tomaron muastras de salfva esticulada d
Levantanmientc al obtenar las muesiras ce

CFQ.

Pescozpiesentacsion de  las salivas para

cozplexento.

Titulacion de §3A contra ing anilgen
tratadas, por el meétode de ELISA (6%

20 una cofumna de
13n ias lecturas
1280 an UV del
fele) tag trxcciones
a

G proteinas por el
de 1g{A mediante un
margina) de la
» 52 realizo una
para conocer el

angro 8 vianco.

tra cacenas pesadas
de amonic vy &8
Y. Se  gbtuve un
giutaraldehido de

n sultato de aoonio

e adolescentes.

saiiva del 1indice

evitar rijacion de

cs  de ias cepas

¥y regietroc de jo%



resul tados.
13.- Tratamiento estadisticc por analisis por regresloén lineal
simple y analisls de varlanza para la regresian de los

resultados obtenidos,



HMATERI AL ¥ HETODOS.
MATEER I AL
A} MATERIAL BICLCGICS.

Cepas bacterisnas idel ceparic de ENEP LARAGOLA)

Lagtopactiius tus Bacteroides fragl

Strectocecous

Streptocsccus sativarivs Streptozccrus faecails

'ces israel it

Actinozyces

Arachnia ¢

Gilobulos rolls e carners

Um cone s

Suers de conejo

Saliva humana

Ovoalibumina. Sigma

Albunina serica bovina., Merck

Cojugado 1gG-ant! IgA. Cappel

B> MEDIQS DE CULTIVD Y PRUEBAS BIQQUINICAS,
Cajdo tioglicoliato. Eloxon

Sase de agar sangre., Merck

Glucosa y rajc de fenoi. Bloxon

Sacarosa y rojo de fencl., EBioxon

Hattosa ¥y rojo de fenosl. EBloxdn

Mantite!l y ro3s da temni. Bisxan

5iM. Bioxon



Gelatina bactesriologica.

€) REACTIVOS,
Colorantes para gram
Cloruro de sodio.

Hidroxido de sodio.

Merck

Honterrey

Monterrey

Acldo clarhidrica. J.7. Baker

Ac!ido acetico glaclal. J.T. Baker
Aeldoe ecitrice. Merck

Acido suifurlco. Merck

Formaldehido, J.T. Baker

Pirogalol. J.T. Bauer

Mercaptohatanal, Marck

Yodacetamida. Sigma

Tri-hydroxynetil amino-metane. Merck
DEAE celulosa. Sigma

Sephadex UO-10C. Signma

Fenoi. Merck

Sulfatec de cobre. J.T. Baker

Sulfato de amonlo. J.T.Baker '
Sultato de sodio. J.T, Baker

Carbonato de sodio anhidro. J.T., Baker
Tartrato de sodic y potaslo. J.T. Baker
Reactivo de folin-ciocaliteu. Sigma

Lisina. Sigza

Giutaraldenhlids. 3igma
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Azida Z& sx22io.

Peroxidasa de rabanc. Sigma

len agar. toxdid)

Agua bidestilaaa

Fostato Ze potasic moncbasico, J.T. Eaker
Fosfato de sodic dicasico dodecahidratado. J.7. Baker
Clorurc de potasio. Merck

Fostato de scaic monobasizo anhldro. J.T! Baker
Paroxido de hidrogena. Monterrey

Tween 20. Sigzma

Ortofenilendlanina., Slgma

D) MATERIAL.

Espatula de acers Inoxidabdble. Seientiric Produets

Cajas de Fetri de 10 cm oe dlametro. Corning y Pyrex
Tubos de ensaye ¢e 13 x 100, 12 x 75 y 18 x 150 nm. Pyrex
Tubos de rosca. Fyrex

Pipetas pastaur

-

Pipetas graduadas ce !, 2, 5 y 10 ml. Pyrex

Matraces Erlen-Meyer de 125, 250, 500 y 1000 =il. Fyrex
Hatraces aforados de 100, 250, 500 v 1C00 ml. Pyrex
Probetas de 10, I5, 50, 100 y 500 m!. Pyrex

Tubos ce hhan

Botelias de plastico esteriles

Placas de alcrotitulacien de 12.7 x 3.5 cm. Cooke

vidrios de reloj. Pyrex
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Piselas 500 ol

Columnas para cromatagrafia

Jeringas deseghables de 3, § y 20 ml. Plastipak
Vasos de precipitadgo de 1Q0. 250 y 500 al. Pyrex
Embudo buchner

Matraces kitasato de 1000 mi. Pyrex

Bulbas de plastico para pipetas pasteur
Portavbjetos de 75 x 25 am. Profesional

Celdas para espectrofotometrs. B & L

Titeras

Saporte universal

Tripie metalica

& rubos

I

Gradiitlas de 20 y
Tela de asbesto
Pape! parati{im
Fape! aluminio
Papel flitro whatman ¢ |

Al godan

Yechero bunsens

fechero fischer. Sclentitf{c Products

Asas bacterioloagicas

Er EQUIFD
Termometro
Bemba de vacic. Felt Velch Mod 1310

Equipo de destilacian. Fyrax

ar



Ultracentrituga, DAMON/TE! Division, IEC B-20A CENTRIFUGE
Balanza granataria. CHAUS

Balanza analitica. Mettler, HEQD

Incubadera. Riossa, EC

Qlia de presion de IO litros. Presto

Mlcroscoplio optico. Cari-Zeiss

Bafo de agua con temperatura contrc!l

Precission
Potenciazetro. 3Sargent-Welch PBL-400

Agitador vortex. Genie

Agttador nagnetico

Parrilla de agitacion

Refrigerador. Philips 127-VCA

Espectrofotozetrs. Baush & Lomb, Spectronic 20
Espectrofotometro, Perkin-Elmer Lacmbda 3A UV/VIS
Espectrefotometro (ELISA). Dynatech MR 250

Eswufa. Hapsa

fquipe para insuno elzctroforesis. E-C APPARATUS CORP, EC 454
Sonicador.

Mleroplpetas 50 microlitras. Cooke

Pipeta de ecbolo 20-100 wmicrolltros. Brand-W Germany

PREPARACION DE SOQLUCIONES.
1.- SOLUCION SALINA iSOTONICA: S.S.1.
Pesar 8.5 3. de claruro de sodio.

Disclver el cloruro de sodio en un litro de agua destilada.

8
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SOLUCION SALINA FORMALINIZADA AL C.B%.

1.5 mi. de formaldehidoc 138.7% de pureza) en 100 nl de $,5.1.

SCLUCION SALINA FORMALINIZADA AL 0.3w.

0.75 m!. de formaldehido (38.7% de purecza) en 1100 =ml. de

5.8.1.

REACT{VQ DE LOWRY.
Reactivo A
Carbonats de sodio al 2X y tartrato de sodlo y potasio al
C.0E% en hidroxido de sodfo O, 1IN
Reactiva B¢
Sulfate de cobre al C.5%
Mezclar 50 mi. del reactivo A con 1 m!. del reactivo B.

sSe conservan en refrigecacion.

SOLUCION DE ACIDO CLORMIDRICO O.IN.
8.2 wmli. da dcide clorhidrico aforados a un jitrs de agua

destilada,

SOLUCION DE HIDROXIDO DE SODIO O.iN.
Pesar a g. de hidraxido de sodio, disgciverlos &en 100 nl. de

agua destilaca y aforar a un litrc con agua destilaca,

SOLUCION DE HIDRDXIDG DE SODID IN.

Pesar B g, de hidroxido de sodio disalver en 50 ml. de agua




destilada » aforar a (U0 nil. cop agua o=2stiltada.

SOLUCIGHN DE ACIDD CLORHIDRICO N,
Hedir 32.5 @i, de azido clerhidrias y atorar a un 1itrd can

sgua destijada.

SO0LUCIAN DE ACIDO ACETICO €. 1IN,
Hedir 57.2 mi. de &cide acetico glaclal ¥ ataerar a un litro

con agua destilada,

SOLUCION AMURTIGUADDRA DE FOSFATOS.

Preparar las sclucionas concentracdas A y B.

Solucion concentrada A: pesar 27.9 g. de fostato de sodio
monotasico ewanohidratada en un (lirc de agua destllada
D, 2 M.

Seclucion concentrada B: pesar I§.33 ;. de fosfato da sodio
divasics anhidro s B3.8Z g de trsfate de saodio
heptahidratads en un iitro ce agua destifada.

Se mecclan los volumenes de tas sofuctiones cognfentradas ¢o20
sigue Yy se afara & 200 ml para agtener tas valores

correspondientes de pH.

Sclucion A Solucion B pH Haoiaridad
73.5 8.5 8.4 0.1
12.0 87.0 7.8 0,01
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11.- AMURTIGUADOR DE RECUBRIMIENTO.
Amorti{guadsr de carbonato-bicarbonato pH 9.6.4
Pesas s
1.59 g. de carbonato de sodia.
2.93 g. de bicartonato de sodio.
Lievarto a un litro con agua bidestilada.

Se puede mimacenar a 4 °C por no mas de dos semanas.

12.- SOLUCION AMORTIGUADORA DE SALINA FOSFATOS (PBSJ pH 7.2,

Fesar:

B g§. de cloruro de sodio

0.2 g, de cloruro de potaslio

1.15 g. de tosfato de sodio dibasico
0.2 g. de fosfato de potasioc monchiasico,

Disoiverles en agua bidestilada y aforar a un litro

13.- SOLUCION AMORTIGUAUORA DE FOSFATQS TWEEN (PBS-TWEEH) pH 7.4.
Pesar:
8 g. de cloruro de sodlo
0.2 g§. de fostato de potasio ;oncbaslco
2.9 3. de focsfatg de sodio dibasico dodecahidratado
0.2 g. de cloruro de potasio
0.5 mi de tween 20,
Disover.os en agua bidestilada y atarar a un litro.

Almacenar a «°C.

al



1a.- SUSTRATO DE LA PEROXIDASA.

Amortiguador del sustrato pM S.

acfdo ecitrico .1 M (4.3 mis

tosrato de sodis dibasica 0.2 M tIS.7 mls.

Pesar:

40 mg. de ortotenilendlamina vy disolverla en 100 mi de
amortiguador de sustrato y 40 ui de peroxido de hidrogeno al
30%.

&l EBuUStrato se prépara lnmediatasente antes de usarlo pues

se dana con la Juz,

HEDIOS DE CULTIVO (55).

1.~

BASE DE AGAR SANGRE.

Suspender <0 §. en 2 litro de agua destilala, dejar reposar
por 15 minutes y calentar a ebullicion hasta dissclver
compietamente, esterilizar en autoclave (15 minutos a 121 °C)
Despues entfriar alrededor de «5 a 50°C y agregar i3 sangre
desfibrinada esterii, en una concentracion al Sh. El medio

es distriduide en cajas de petri eszeriies.

MEDIO DE TICGLICOLATO.

a) SuspenZer Z8.5% g. en un litro de agua destilada

b1 Calentar con agitacion frecuente.
c) Hervlr durante un minuto.
d? Distribulir en cantidades de 8 ml. en tubos ¢con tapan de

reosca.



e: Esteriiizar & 121°C durante 15 minutos.
- Dajar enrriar
- Hagcer pruebta de esterfliiaad, Incubange 21 medlo a 37 °C
durante 24 horas,
- Almacenar hasta su uso an refrigeracion o a temperatura
anbiente.
Nota: Recuerdese gque dJdebe bhervir en BY vy enfriar antes de

sembrasr cada uno de los tubos.
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HETODOS.
AISLAMIENTO E [DENTIFICACION DE MICROORGAw{IHIE,
Semdrar tag cepas a utilizar en caido ticglicolate tpor
agitaciong, Agregar tres gotas de suero esteril de <conejo;
incubar & 37°C de 4«8 heras a cinco dias. Ubservar mortfoiogia
calanial en el tubo.

Posteriormente SemDrar &n agar sSangre por estri{a eruzada (para su

aislamientos, e lncoubar en anaerobicsis en caja a 37°C durante
ad hacas. Observar mertoiogta celonfal, escagar coionias
slsliadas, taceries ftotis, {idarle ¥ teAirid por gram; oObServar

merfaiagia microscopica.

Se repite ei procedimientsn alternande 21 cultivo en el caldo
tiagiicolato y agar sangre en ansercbliostis, hasta obhtener cepas
puras.

Praparacion de anaercbiocaf{s en caja (53,

Se emplean dos cajas de petri:

Caja A con medin de agar sangre (solo se empieara la base)

C;Ja B con un cojin de gasa en la tapa t(saio se usara la tapa)

-~ Sembrar las cepas a utilizar em medic de agar sangre (caja A) por
estria cruzsda.

- Colocar un colin de gasa en el centro de la tapa de ta caja B8,
adheririo por 1o0s custro lados a la taps de 1& caja con masking
tapea, cerrar la caja. envaiverla y esteriiizaria en autoclave
118 minutos a 121°CI. Se abre ia caja b en condlciones de

wsterilidad, agregar sobhre @l cojin da gasa cuvatre gotas de
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hidroxido de sodlo al 30% y cuatro gotas de pirogaiocl al SO%
colocar Inmediatamente la base de la caja A tagar sangre con el
micraorganismo seabradoc) y sellarla perfectamente con masking

tape, incubar a 37°C durante 8 horas.

ldentiiicacion de los mlcraorganismos 154,58,57

Realizar pruebaz Yicquimlcas & las cepas alsladas para su

identiticacion

- Sembrar por aglitacton los microorganismos en glucosa y rojo de
fenai, sacarosa y roje de fenol, mejitosa y rojo de fenol,
manitci y rojo de fenol.

=~ Sembrar por plcadura con asa recta en el medio SIM y gelatina
Bacterioiégica.

incubar a 37°C durante 24 heras, lear las pruebas bioquimicas vy

confirmar la lectura a las 48 horas de Incubaci{on.

METODO DE EXTRACCION DEL GRUPO CARBOHIDRATO DEL ANTIGENC POR

AUTOCLAVE (581

Casi todos los estreptococos betahemollticos poseen antigenos

especiflicos CHO thidratos de carbono) )llamados antigencs de lcs

grupos estreptocoecicos.,

Extraccion en autoclave.

1.- Cuitivar celulas en 20 mi. de caido de Todd-Hewitt u otro
apropiado a 3E-37°C.

2.- Empacar l!as celulas por centrifugacion,

a5



3.~ Decantar =1 ligulds sobrenadante, afadir 0.5 mi, de solucion
des clorurs de zodio al ©,85% 3 ias celulas y sgitar para

suspenceslas.

4.~ Paner el tubo en avtcolave 15 minutos a L21°C.

5.~ Fasar a un tubc de bhan.
8.= Centrifugar 21 tubdo.
7.- Decantar e iigquido scbrenadante en un recipiente esterll.

B, ~ Guardar en ccngelacion hasta su us>,

CUANTIFICACION GE CARSOHIDRATI (39).
Realizar wuna curva patron ecpleando una serle de 10 tubos,

colpcar O.1, 0.2, G.3, Q.4,....1 =1, cde un estandar de glucocsa de

0.1 mg./ml. de concentracién, llevarios a 2.0 mi. ¢on  agua
destilada. £l blianco se hace con . ml, de agua destilada.
En otro tudbo se colocan 2 mi. de l1a muestra protvlema. A todos

1os tubos se les agrega 0.1 mi. de tenoi at SC% y £ mi. de acido
sulfurice coneentrado. Mezzlar blen todos los tubbs  y  dejar

reposar ce 20 a 39 minutos. Leer a 420 nm,

FREPARACION DE ANTIGENDS CON FORMALDEKIDO (801,

1.- Se siembra el microcrganismo en tuba de caldo nutritivo. Se
incuba a 37°C por 18 a 24 horas.

2.- Una wve2 terminade 2! periode de incubacion se agrega al
cultiva un voiumen {gual de sciucion saiina formatinizada al

0.5% y se deja a :emperatura apblente per 24 a 48 horas.
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NEF

Se

1.-

Hec.

Se prueba la esterilldad del producto, sembrando una peguefa
cantidad en un tubo con caldo tloglicolato.

Se «cosecha por centrifugacioOn el medio de cultivo a 3000 rpm
durante 30 minutas, El sobrenadante se desecha.

Se resuspende e! sedimento bacteriano con wunes S5 al. de
sojucicn salina con formaldehids al C.3% y se diluye con esta
misma soluclon hasta §guaktar su turbidez con ia del tubo
numero 3 del nefelometro de Me Farland.

La suspension ag) obtenida se envaza en un frasco ampula, ge
tapa scepticamente y Se engargoils <¢on retapa de aluminio.

Se guarda la suspension en el refrigerador hasta su uso.

ELOMETRO DE HMC. FARLAND (5.

basa en turbidez V3 concentracién de bacterias.

Preparar soluciones de cloruro de bario Al 1% y de acido
suifurico al i%.

Agregar las cantidades {ndicadas en el cuadro a tubos del

aismo diametro. *

Farlang cloruro de bdbarlo acido sulfurico ¢ de bacterjas

tubo mi. ml. representada
(millones/al.)

1 0.1 2.9 300

= 0.2 9.8 S00

3 0.3 8.7 a00

4 0.4 8.6 1200
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Continuac{on nefelometroc de Mc Farland.
Mc Farland cloruro de bario acido sulfurico # de bacterias
tubo mi. ml. representadas

(millones/ml.)

5 0.5 9.5 1500
& 0.6 . 8.4 1800
7 0.7 9.3 2100
[ 0.8 ’ 9.2 2400
9 0.8 g.1 2700
10 1.0 s.0 3000

SONICACION DE ANTIGENDS PROTEICGS.

Poner la suspension de antigenos proteiccs en un  vaso de
precipitade limpio, colecarlo en bafo de hlelo y someterio a
sonicacion durante 12 minutos efectivos, en lapsos de 2 minutos;
durante los cuales se hace cambioc de! bafo de hlelo (si es

necesar (o).

DETERMINACION DE PROTEINAS: METODO DE LOWRY.

El cobre en solucion alcalina forma un complejo de color azal con
las proteinas e! cual absorbe a S00 nm, La intensidad del ecolor
es proporcionai a la concentracion de protefnas presentecs.

Se realiiza una curva patron colocande una serie de 10 tubos que

contengan soluc!on de ovoalbumina en concentraclones de 50, 100,
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150,.....500 mlerogramos por mflilitre, (a partlr de una solusiodn
de 500 microgramas por milllitro en 851.), Ef blanco se hace can
1 wml, de 8SI. En otro tubo se coloca un mi. de la muestra
praeblema. A todos los tubos se les agregan 3 ml. del reactivo de
Lowry, (preparada al momento! y se dejan durante 10 m{nutos a
temperatura amblente, 3Je adiciona 0.1 ml. del reactlive de Folfin-
Civcalteu y se deola a temperatura ambiente durante 30 w@minutos,

agltando ocaclanalmente. 32 lee en un espectrofotdmetrs a 600 no

MUESTRA DE LECHE Y CALQGSTRQ HUMAND.

La muestra de calastreo humano fue reunids por donacién de varlas
personas a) primer dla después del parto y leche de los primeros
cuatro meses de lactancia.

La muestra fue tratada previasente a la etustién en la coiumna de
13 siguliente torma:

Desgrasar ¢! calostro y la lJeche por centrifugacion a 10 000 rpm
durante 80 wminutos. Posteriormente se adiciona acide acético
glacial) para precipitar la casesgns, centr{fugaria a 3 QUQO rpm, y
desechar e} precipitade durante 15 minutos; mgregar hidroxido de
sodio 1s0lido) en pequesas cantidades hasta Jlegar a pH=10.
Dializar [a muestsra en solucidn bufter de fasfatos Q.01 pH=72,5,

durante tres dias con camblos de buffer cada 24 horas.
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REGENERACION DE LA DEAE-CELULOSA PARA 3L EMPLEJ.

1.- Al terminar de emplear la DEAE-ceiulosa (o daespues de
hidrataria) . lavar:ia varlas wv=2c23 con agua destitada,
empleando succion para eliminar ei agua

2.~ Lavar con 200-300 ml. de solucion de hidrdxido de scdio 0O.1N,
despues con agua destijada para e!iminar ia sosa.

3.- Continuar con lavados alternados de acsido eclornldrico O.IN vy
so0sa, lavanda en cada uno con agua cestiiads, es decir,
sblucitn de de 4acido clorhidrico 9.1iH, agua agestilada,
solucion de de  hldroxido de sodic 0O.1iN, agua destilada.
Repetir este ciclo de 4 a & veces

&.- Despues del wuiiimo javado con agua de:ztilada congervar la
DEAE-celulosa suspendida en agua destiiada o bien sl se va a
volver a usar de inmedlato, suspenderla en sclucion salina

amortiguada.

CORRIMIENTD DE LA MUZSTRA DE CALOSTRQ ¥ LECHE POR COLUMHA (DEAE~
CELULOSA)Y, PARA OBTENER IgA SECRETORA (64).

Se empaca la columna con DEAE-ca\u(osn en amortiguadorde fosfatos
0.01M pH=7.6.

Se preparan dos solucienss amortiguadorde fosfatos una O.01M
pH=7.68 y otra 0.1M pH=6,4

Se coloca la zuestra de leche o de calostro en la columna sobre
la DEAE por las paredes de ia columna sin formar burbuljas, se

deja que ie absorba ia suestras se agrega aamortiguador de
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fosfatos O0.01M pH=7.6 y se dela eiulr hasta que ia mueztra 3se
encuentre distribuida por la columna. Se forma un gradiente de
elugion eapleando ¢os zmatraces Erien-Mever de 100Q ml, conecgtados
en serfie a la columna, E) matra: nunero 2 contiene 800 mi. de
solucion amortlguadar de rosfatos O.1 pH=6.4 y asta conectado a
el primer matraz y este & su vez a la columna, El primer matraz
contiene 500 ml. de solucion amortiguador de fosfatos O.01M
pH=7.6 mas la cantidad de amoertiguador O.1M que se asta
adicignando teon aglitactén centinual, la cantidad de buffer que
pasa de el segundo matraz a el primero y del primero a la
columna, daebe ser i1gual a ia cantidad que sale de la colusna; io
que se laogra sellando perfectacente la entrada de e! primer
matraz y la de la columna, evitands que entre alre y se forme el
gradiente de elusion.

Colectar de 50 a 100 fracciones de 2.5 & 3 mi. por tubo

METODO DE OUCHTERLONY (60).

1.- En un vaso de precipltadss de 250 ml. se colocan {50 ml. de
agua destilada.

2.- s& agregan 150 mg. de lon agar (oxold) y se hace hervir hasta
la disolucieon total del agar (aproximadamente ! hora)l. El
volumen de agua avaporada, se repone con agua destilada.

3.~ En la solucién de agar, aun caliente se sumergen portacbjetos
perfectamante limplos y desengrasados, los cualasg

posteriormente son sacados y colocados en un herno
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precalentado & 100°C rasta que se secan.

4,- En forma semejante s+ ia Indicada en los pasos 1 y 2, se
preparan 100 ml. de una solucisn de ifon agar al 1% en
solucion salina pH=7,2. Debera anadl.se merthiolate a una

concetracion final de 1:10,000.

8.- Los pcrta-objetos secos se acomadan scbre una superticie
perfectamente horfzontal ¥ con una pipeta de punta ancha se
les colocan a cada unc, 4 ml, de isn agar at {% caliente. EI
agar devera delarse gelificar a temperatura ambiente.

&.~- Con ayuca de un capllar, se practican perioracicnes al gel ¥y
el agar recidual se remueve con un aplicador.

7.- Los fpozos  as1 formados se llenan ¢an ei antisuvero humano
tota; en el centro y la nuestra de igA ¥ €] estandar de 1gA
alrededer.

8.- Se {mprovisa una camara humeda, usando una cja de petrl cuya
tapa se tecubre con un disco de papeil filtro humedo.

g.- Se colocan los porta-obietos en el {nterior de la camara
sobre aplicadores de madera.

10.- Se incuba a temperatura ambiente durante 24 a 46 horas y se

buscan bandas de precipitacion de tdentidad.

ROMPINIENTD DE LA fgA SECRETORA EN C{ADENAS PESADAS, LIGERAS Y

COMPONENTE SECRETOR (38,83).
Se mide !a muestra de lgA secretora y se le adiciona la cantidad

necesaria de mercaptoethano! para aicanzar una concentracton de
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0.75M4 de mercaptoethanol, se deja a temperatura amblente durante
una hora. Fosteriormente se enfria en bads de hielo .

Par separadoe 8 prepara unh volumen fgual de yodacetamida (0.75M)
y se le adiciona a ia IgA fria, agitando en un solo sentido. Se
mide el pH con un patencidmetro y se meéntiene a pH=8 agregando
gota 8 gota ($in dejar de mgitar) hidroxldo de sodi{a SN, durante
una hora,

Dializar ia muestra en solucién saiina U.85% toda Ia noche.

SEPARACION DE CADENAES PESADAS DE Jga EN SEPHADEX G-100 (82,83),
Mentar wong columna coh sephadex G-100 en acido acético O.IN  se
caloea la muestra de IgA fracclionads en ia ¢olumna, sobre el
sephadex por las paredes de la misma, evitando gua se  formen
buroulas, dejar que se absorba Jja muestra y empesar a acdicionar
dcido acerico O.1iN hasta llenar i{a columna; Tapar ta columna
tempteanda un  Lapon  al  que  previamente ge le adapte una
manguera, por Ja cual se seguird suministrando acida aceticwo’,

Colectar de 80 3 100 fracciones de 2.5 a A mi.,

INMUNIZACION DE CONEJQS (50,8642,
Inmunizacion es e! proceso medlante el cual se {nduce una
respuesta inmune en un indivi{igua competente, por el contacgto c¢on

un antigenc especlfico en forma natural.

Se pueden empiear wvias como s intramuscutar, intravencsa,
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fntracardiaca, subeutanes, intradersmica e intraperiton2al. La
eleccion de la via cependsrd entre otras cousas del animal usado,
de tas caracteristicas Jded antigeno y del proposito de la
{nmunizacion.

El uso de adyuvantes permite mejorar en forma consistente la
respuesta del animal inmunizado.

Inmuni{zacion de coejos con cadenas pesadas de IgA, medlante el

6iguiente esquema de {npunizacion.

Inyeccion Dia Dosis
1 o $.0 mg dei antigeno disuelic en un ml.
de adyuvante compieto de Freund. Via

I.v. 6 s.c. en sitios multiples.

2 15 lgual gue antes perc usando adyuvante
fncompleto de Freund. Via s.c.

3 30 Q.250 mg ce! antigeno en soalucion
salina. via s.c.

4 31 0.500 mg del antigeno en soluecidn
salina. via s.c.

5 3z 1.0 mg del antigenc en solucion sallina
via s.cC.

Sangrado dia 39.

SANGRIA DE CONEJOS.

Obtener una muestra (3al.) de sangre de la vena marginal de oreja



del consjo en condiclone:z asepticas, recibiendola en un tubo de
ensaye, dejar que se forme y retraiga el coaguilo, separarlo ¥
obtener e! suweroc por centrifugacion a 3000 rpm.

Reallzar wuna prueba de precipitacion en <capilar enpleando el
suero obtenido. para conocer ei tituio de anticuerpos.

Sangria de conejos s blanco.

Los cone jos son sangradcs a hlanco tomanda la sangre por puncién

cardtaca, con el uso de jeringas esteriles, la sangre se toma en
condlciones asapticas, se reclbe en un vaso de precipitados de
500 ml. limpie s= Incuba a 37°C durante una haora y se dejla toda

la noche en refrigeracidn se separa el coagulo y se abtiene el
suero por centrifugacion a 3000 rpm. El sguero se guarda

congelado.

PREC!PITACION EN CAPILAR (60).
La :reaccion de precipitacion se presenta cuande un  antigenc
multfvalente, socluble se une ¢on su anticuerpo especiflico y ast
da jugar a un compiejo insaoiuble. Se utiliza para demostrar y
cuantificar antigenocs y antlcusrpu;.
1.- Dividir con marcador los capilares en cuatro partes iguales.
2.~ En B8 tubos de ensaye de 13 x 100 debidamente rotulades, sa
hacer di{luciones al dobie de la solucion de antigeno.
a) Coclocar 0.5 ml. de solucidn salina en caca tubo de ensaye
b} Al tubo 1 se agregan 0.5 ml. de la solucion de antigeno;

se mezclan bien con ia misma pipeta.



S.

19, -

[~

Con una pipeta se toman 0.5 mi. del tubo 1 y se pasan al
tubo . Se mezclan Lien con 13 misma plpeta.
d) E! proceaianiente se repite para tos tubos sigulentes.
Se toma wun  tubs capilar y se absorbe psr capllari{dad un
veoilumen d2 antlsuere que iliegue hasta la grimera de tas
margas de! tubc. La parte externa del tubo s& limpia con
pape! auscorberte.
El tute capliar se gira 180° y se hace dascender ) volumen
de antisuery hasta el borde correspondiente.
Se anhsorbe en forma simflar a ia descrita en el incisc 3 un
volumen tal de antigenc sin gliulr, que llegue hasta la
segunda marca dei tubo. Se linpia .a parte externa con papel
abscibente.
Se melcla por i(nversién repetida.
Con el dedo i1ndice se tapa uno de ics extremos del capilar ¥y
se deja gue el contenido quede entre [as carcas internas.
Ei capilar se introduce en una gradilla de plastilina.
Se hace lo alsmo (inalsocs 3 al 87 pars cada una de las
diluclones del antigenc.
Un capilar se ifena hasta la ;egunda marca coan antigsana sin
dilufr y 2tro con suero. testigos de antigenn ¥y anticuarpo)d,
Se 0qeja unos minutos a temperatura ambiente y se guarda en
refrigeracion Ja a 4B horas.

Se rice la cantidad de precipitado en milinetros
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PURIFICAGCIGN TE GLOBULINA GAMMA POR FRII.PITACION CON SULFATG DE

AMONIC (501,

[

Tlsellus » taba+ demcst:aron que la actividac de anticuerpa esta
presente en la tracsiorn globulina gamna del suero, Existen
diferentes metodos para la cbtencion de esta fraccion y de los
anticuerpes ccrrespondiertias.

Los anticuetpos puecen purtficarse por métodos especitlcos e

inespecificcs.

1.- Con  higroxldo ce sodie XN, se ajusta a 7.3 el pH de la
solucion saturaca de sulfato de amonio, (nmedliatamente antes
de la preciplacion.

2.- A un vclumen e suero contenilo en un  tubo conico, se
adiciona lentamente y c¢on agitacion constante medio volumen
de sulfatc de awmcnio saturado (la concentraclion finai de este
queda a 173 de saturmciodny, Se alusta el pH & 7.8 con
hidroxido de scdic IN.

3.- 5¢ continua agitanda durante O a 15 ain. después de
terzinada !a adici{on del sulfato de amonia.

4.- Se centrifuga la suspensitn a temperatura ambiente a 3,500
rem durante 15 minutos.

§.- El precipitadc se dlsuelve con s2lucidén saiina a pH=7,8 hasta
alcanzar un vclusen fgual al orlginal del suero.

6.~ Se replten les pascs L, 2. 3 ¥y 6.

7.~ 3e repite el pasgc 3.

8.- 3e repiten los pasos !, Z. 3 y 4.
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8.- E! sedimento de Jz uitima centrituracior se  disuelve en

soluclon salina amortiguader de Lorates, pH=7.8 hasta
alcanzar la mitad ¢ un tercio del volumen original de suero.

10.- Se diali=za contra sciucion salinz amertiguader de boratos a
pH=7.8 en trto (4®°C: y se mantiene en agitacidn, durante 3 a
S das, haciendo dos camblos diarios del amortiguador para
eliminar compietamente e swiiate ce aaonis.

11.- Cuanco s€ haya completado la dialisis se saca ia muestra, s5e
centrifuga a I500 rpm. en frio durante !C nmin. para eliminar
cualquier preciplitado que pueda haverse tormadce

12.- Se agrega a la sojucion azida de sogic tconcentracion rflnal
de ©.1%) o merthiolate lccncenk:a:ion tinal 1:10,000) y se
conserva en refrigeracion.

13.- Se determina la concentracion de proteinas e&n la solucion

per colorlmetria, espectrofotometria o por ei metoda  de
Kieldhal.
i4.~ La pureza del producto puede ser camprobada por

inmunselectrotoresis,

La soluclion tinal debera ser ligeramente opalescente.

OBTENCI10N DEL CONJUGADO.

ACOPLADO CON GLUTARALDEHIDO DE DOS PASOS (6%,

1.- Disueiva :0 ng. de peroxidasa en Q0.2 3!, de amortiguador de
fostatos O.1 pH=6.8 conteniendc (.25% de glutataldahido,

dejarlo 18 hrs a temperatura amblente.
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Elimirar e! glutaraldehido por dialisis en salina normal o
en columna de sephadex G-25 estabi{l!izada con salina normatl.
Cancentrar s! es necesario a 1 ml. y adicione I ml. de salina
nornal gque contiene 3 wmg de anticuerpe y o.1 ml de
amort{guador Je blicarbonato-carbonato de sodio i pH=3.5.
Detarla 24 horas a 4+°C acdicicne ©.1 ml. de itsina 0.2M,
Dejaria 2 horas a temperatura anbtente Yy dializar
extens{ivamente contra PBS a «°C, El conjugade puede ser
separado de la enxzima libre por prectipitacion con sulfatoc de

amonio, como se describe mas adelancze.

PURIFICACION DEL CONJUGADO (6512,

El

fracclonamientd se puede hacer usando sephacryl 200 -

precipitando el conjugado con sulfatc de amonio.

1.-

Adicifone un volumen ifgual de sulfato de amonio frio saturado
¥ neutro gota a goia con agitazion

Centrifuge y lave el preciplitado dos veces con sulfato de
amanio & ta mitad de saturaceion fric y neutrs ( volurmen fgual
de sultato de amonio saturado ; F858).

Finalmente redisuelva el precipitado sn PBS y dilalilze contra

FBS para remover el sulfatc de amonioc.
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MUESTRAS DE SALIVA.

Se recolectaroen de I a 3 ml. de saliva estimulada (empieands
paraflinm: en tubcs esteriles de 37 adolescentes ge 12 a 15 ados.
Las salivas as3 veunlasas fuercn tlltrazas en algoden para
ellminar componentes ceiulares gruesos y mucina; postericramente
se desceaplementaron 3 56°C durante 30 aminutes. pafa evitar

fijacion de complements.

LEVANTANIENTO DEL CPC.

CPO= indice de plezas cariadas, perdidas y obturadas.

Para ia denticlian permanente, ta prevaiencia se registra como el
prozediao de numero de dlentes cariados. perdides y obturados
(CPO», determinadc por el examen clinico can un explarador, un

espejo y cton tux adecuada.

TITULACION DE FEROXIDASA UNIDA A UN ANTICUERPO.

e~ Ajustar tos antigenos de {as Gepas a probar 2 una
concentracion de 2 microgranus/ml., por diluctian con PBS.

2.~ Colocar en una gradiila 7 tubos los tualet seran etiquetados
de la A a la G ., En el tubo A se coiacan 3 al. de tla
dilucion de antigeno 12 microgramossmi.) y en los tubas de ia
8 a la & se hacen diluciones al duble, <¢on voluzenes de 1.§
mi. de asortlguador de carbonaios, tenfende cuidado de

mezcliar blen en cada tuba, Al final todos los tubos guedan

§Q



9.~

10, -

¢on un volumen de¢ 1.5 al., excepto el § que jueda con 3.0 ml.
Colacar en ics poceos de la fila A de la placa de’
miecrotitulacion (00 microlfitros cei tubo A, hacer lo mismo
cen e} testo de los tubos, La fila H se llena con 100
micraliftros del cdiluyente (testigo negative del antigeno),
Dejar en camara humeds 18 hrs a «°C,
Tirar el sobrenadante ¥ bloguears cenn P8S-Albumina  serica
bovina ai 1.0% curante 30 min.
Tirar el scbrenadante y lavar tres veces c¢on PBS-Tween,
de fando actua: 1 min. la soiucién del lavado antes de tirar
ios sobrenadantes. '
Diluir fas sallvas (fi!ltradas y descomplementadas) 1:5 con
PBS.
Cojocar en los pozos de ia ffla 1 a la 11, 100 amicraollitros de
una solucion de salfva dllulda, la fila 12 se llena con
diluyente, (testige negative de anticuerpo).
Dejar en camara humecda 2 hrs a temperatura ambiente
Tirar el sobrenadante y lavar cuatro veces con PBS-Tween,
dejando actuar ! aln. la soclucion del lavado antes de tirar
lcs sobrenadantes,
Tomar 11 tubos, etiquetarics del 1 a) 11 y hacer dflucianes
al doble del zonjugada fpercxidasa-antilgA humana, wusandeg
voluzenes g2 i =i,
Foner 100 microlitiros del tubo L en 13s poZos de la hilera 3
hacer lo mismo con el resto de Ios tubes., La htlera 12 solo

lleva PBS-Tween.
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13.- Dejar 2 horas a temperatura adblent: en camara huoeda.

14,- Lavar cuatro veces con PBS-Tween igual gue en el paso 8 y
10.

15.~ Se adicionan 100 mtcorolitros del sustrato y se colocea a 37°C
durante 15 minutos.

16.- Parar la raacclon cen acisdo sulfurice <N,

17.- Leer la censidad optica a 492 nm.

PROTOCOLO GEHERAL PARA ANTIGENQS SOLUBLES.

En placas de ELISA siempre deben Inclulrse controles positives y
negativas,

Controles negativos.

1) Omit!ir el antigeno

2) Colocar un suero negativo

3) Omitir 21 antigeno y la solucidn de pruebda.

Nota: no usar azlda de sodio en el sistema con peroxidasa.

METODO ESTADISTICO.

REGRESION Y CORRELACICN LINEAL SIMPLE,

La tregresiébn lineal si{mple ncs permite conccer la relaclién que
existe entre dos variables.

La regresion lineal mide el grado de asccliacion entre dos
variables; en =wuy Ot!l para averiguar la {orma probable de la

relaci6bn entre las variables, su oblativo es predecir o estimar
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el valor de una varianle que corresponde a up vaior determinado

de otra varlable,

$C= Suma de cuadrados,

SCt= Es wuna wmedida de ja wvariaclen total en Ilgs valoresg

observados de Y.
SCexpllicaca= Mide (a varifabilidad total en los valores observados
de Y.
SClnexplicada=s Es vuna medida de dispersitén de Y observades #n
torns a la recta de regresf{on.

7%= Coeficlente de determinacion.
Es la razon Jde la suma de cuadrados expiicada respecto de la
suma de cuadrados total.

r’ MHide la proxinmidad del ajuste de la ecuacién de regresién de
fa muestra a los valcres observados de Y.
Un wvalor grande de r® Indica que todas Iias observacionas
estan proximas a la recta de regresion (Fig 8.
St el valor de rd es pegueRs p.e. U.3s03 (ndica gue menos del
S50% de la wvariacion tctal cde los Y{ es explicada por Ja
regresfon (Fig 7).
S1 ei wvalor de r< es uno, 'indlcn que todcs los wvalaore

observados eniran en la recta de re s{on (Fig 6).

Para -rt pegqueRas que indica una falia de la regresion paras
explicar una gran proporcion de !a variacion total en los valares
aoservacos de Y y la ecuacien se scoete a un jJuiclo final hasta

que haya sidc sometica a una prueba sstadistica cbjetiva.
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Fig. 6

Fig, 7

ajuste correcto rt
grande.

Fig 8

e

ajuste 1nadecuado
pequena.

™1
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El analisis de variancia es una tecnica mediante la cual ia
varjaclion total presente en un conjuntc de datos 5e distribuye en
variocs componentes. ksoclada con cada uno de estog componentes
hay una fuente especifica de variacion, de modeo que en el
analisis es poslble averiguar la magnitud de las contribucliones

de cada una de estas fuentes a la varjacion total.
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RESULTADOS.

S¢ obtubteron les anttgencs sSe 1A cepas puras, se
cuantificaran y se dlluyeran thasta tenerlas a una
concentracion de I nmlecrsgramcssmi, para emplearse an el

metodo de ELISA.

Se reallzaron wvarias corrimientcs Je muesiras de leche y
calostro humans en DEAE-celulcsa, para obtener lgh, ya gque
el rendimianto no es nuy grande.

Se reunieron ias fraccicnes de ics tubos 1 a 27
carrespondientes a la lgA (grarjca 1) y se cuantirice por
@)l metodo de Lowry.

Posteriormente s2 fracciond para oObtener las cadenas
pesadas de lgA, se reunieron las fraccicnes de los tubos 20
a 35 correspondientes a las cadenas pesacas de IgA (grafica
2) se cuantifico prateinas por el metodo de Lowry .

Sa ingun{zo un conejc con cadenas pesacas de [gA wmediante
un esquema de lnmunizaction. £e obtubo una muestira de
sangre previc a ta fecha de sangrado y se reaiizo una
precipitacion en capllar, encontrandose que e! titulo era
myy bajo, por lo que se reinaunizo empleando la ultinma
dcsis descrita en el esguena de inmunizacion.

Se comprcobo nuevamente @] titulo y se procedi{o a sangrario

a2 blanco.

Se obtubo anticuerpes de tipo lgG coantra cadenas pesadas de
1gA por precipitacion <con sulfatc de azonie Y (1]

cuantifico.

o
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La 1g& obtenida se acoplo a peroxidasa de rabano para
obtener el cenjugado, por el metodo de Glu:;raldehldn da 2
pasos y se purificé por preciplitacién con sulfato da
amonio.

Se obtubo muestras Jde saliva testimulada’) y ge levantd el
tndice CP0 en agolescentes de 12 a 15 aRos da edad.

Se determino ei titula de anticuerpos [gA en saliva contra
las cepas de Jos microorganismos a probar por el métada de
ELISA (tablag 3 y &),

Se realizo un tratamliento estadistico empleande Regrasion
1ineal simple y andlisis de vari{anza para la regresion

(tabias 5 ¥y 6).
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LA SEPARACION
DE CALDETHRO

TABLA HO.

JE 1gA SECRETURA

MU DIAND

1

TUBRD

ABIORCION
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TABLA NG, i (CONTINUACION)
TUBD ABSORCIGHN
38 0.078
37 ©.083
3a 0. 105
3s 0.126
a0 0.133
41 0.131
a2 0.128
) 0.1z4
aa 0.119
as 0.108
48 J.100
&7 €.080
Ll 0.085
a9 Q.079
50 0.073
S1 0.073
52 0.056
53 0.066
Sa 0.075%
55 0.06«
S6 0,066
57 0,064
58 0.063
£l 0.¢06a
&0 0.063
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SEPARACION DE Ig A SECRETORA
CURVA DE ELUCION DE CALOSTRO HUMANO
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it bosies

H TUBO ARSCRCION ¢

H i3 H H
H & H X H
i a i [P ST i
H 3 : (KRNI H
v o + C H
H 7 : H
H ] H H
1 g H B
H 10 < i
i 1 i :
H 1z i 0,058 i
H iz t CatalF H
i 14 H : H
H 15 i [SIRN3e-) i
i ioc . WL lS H
H 17 H Sl !
H 18 i U029 H
H ! D3 B
H H G, A i
i : Du7e B
i i 0,015 H
H H e 119 H
i H 0. 118 :
: H 0.8 H
H H [Upe N4 '
' H .oag H
H H G, 243 H
H H v, l8S 4
H i Q1B i
i i 0.13g i
H H (.78 H
H . ‘! 1 !
H ! [RPRETeR '
. H [ERRRI V) H
H ' 0.G1s H
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B H Qo ¢
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LECTURAS DE FRACCIDINGMIENTO DE LA Igh

TAELA No 2 CONTINUACION

H TUBRD :
H az H
H 3z H
B a3 i
i 49 H
H £ Y-) H
H 47 H
H 1G9 i
H a5 H
i 30
: Sl
H o2 i
H 55 1
. bat
‘ o1 H
H Se
H 57 H
: S8 '
' 55 H
i &Q H
B &1 H
i &l ‘
: &3 H
B &d i
H 83 i
i 1) B
: &7 :
! &3 :
H oF H
H Tu '
H 71 !
H 72 B
: s H
H 74 i
B S i
H Te H
. 77
H 7 H
79 !
3 80 H
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EZTINGIGH

CURVA DE ELUCION DE LOS COMPGHMENTES

CE Ls 1 A SECRETORA
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TITGLES DO AMTITUERACS o

Paczente 5. motams 5, fapcalis 3. sévgaus S

! 5.3%
? 0,385
H 3153
[} LI67
5 .34
B .28
H .17
8 0,185
3 0.3
1 2,168
i LR
H €145
13 ¢
1 0.063
15 ra3
15 2.4l
1M 0.275
11 2.837
13 6.043
0 0.07%
21 w600
2 ERED
3 £.697
u 2,477
25 L {5
I3 2,433
2 .22
i 843
2 2.1
» o188
] 6,453
n 0.232
I 0.113
] 2.08¢
1 9,983
3 0,17t
n £.145

LETIURS BE AESTRANZIAS
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Pactente

b o

Lostrosphites

6.0
0.641
18 Y
0128
4.133
0.815
0.041
¢.01
£.0%0
8,382
&0
0.52%
.13
0.85¢
9139
b.aud
e

Aoncesluntiy A,

0.13¢
8,189
8,158
[reh]
2410
8,087
9.47%
o2
9.0%2
£,
Lo
2,210
L
0.063
8,08
LR S
0.2
2,433
0,101

0

A israelic

9,533
3.078
6.233
5.0
0.114
2.238
0.215
0270
8315
9.7
[RIH
[ N1

0318
8,291
0.4
0.241
9.67¢
0. 16}
2%
9.145
b
83
€151
[
2212
°.7

i
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15,000

7.00%
13000
PP
L%
16,000
[RR
Yo, 208
12,009

1090

1
19880
15,200
19,000
1100
14,000
£1.000
15,689

s
W

18,08
12,000
R
15,688
15,048
17,023
3R

3.080
1500
19.03

7.000
{5,000
12,008
15,588
13,00
16,090
16,300
15,909

LLCTURE CF ABSDEANCISS
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REGRESIUN LINEAL Y ANALISIS DE VARJANZA PARA LA REGRESION.

Variables consideradas:

X= [ndice (PC

7= El titulo 42 anticuerpos lgA en saliva (ELISAJ, para cada uno

de (es micrsorganiemas probados.,
ejemplo,
X= CPD

Y= Tituls para

ta gentocarigsa

hegresicn iineai.

Azbr (X Y-2a3 XNy / ns $.e009

Bems (nEXV-TX EYs o anTxF-(Exod: J.0008

rd: (nITav-FT A0 (nSEAT- A Z it G Evt- (Tt s 0.0018

N nav aswuciacion por regresion.

ANAVYA para la regresion.

FV qi sC HC Fcal
Reg. 1 5Cr=eIAXY ) ebEY- L (EY IR /ns SCroi=MCr MCr/MCe
Erzar n-2 Sce= v%-m (XYi-bEY SCesn-2=HCe

5Cr= 3.095
SCes l.pdas

B

Feats 57.33

Criterios consideradcs

Forittca=1i,n-2,0.05) o al 95% de Conrtanza

Feal 2 Fzrit  Hav asoctacion entre variables.
Feat € Forit Mo hay asociacion entre variaties.

Todes Jjos demas ituios de (08 microsrganismes se hicieron

1gual.



ANALISIS ESTADISTICO UE LOS RESULTADOS LE
Lo3 TITULSS GE ANTICURRFPOS
DE iga SECRETORA ESPECIFlaA

TRELA NGO, 3

MICROGRGANISNIGS R F CALIULADA
S. nugsns Q. U080 ©.0877
S.faecatls <. 0207 Q. Twdt
3. sansuis Q00266 2. 6863
£. saliverius Q. 0278 0. 9884

Ferjt (1,35, =0.05) ta} 95% de contianzal
Fertt = 4,03
Feat Ferit Hay asoclacion sntse variabiles

Fcal Fcrit fo hay asuciacion entre variabtes
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ANALIS1S ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS DE
LGS TITULOS DE ANTICUERFOS
DE 1gA SECRETORA ESPECIFICA

TABLA NO, €

& -

HICRODRGANISMO K F CALCULADA
L. acidsohiius D.0:107 0.3768%
A. naesiundid 0.022 0.8

A, wiscosus U.U0U72s 0.025
A. i{sraelff 0.00L938 0.58568
A. proplonica 0.000002 0.000¢
R. tocariosa 0.001432 57.35
B. fragiits 0. 000688 284,77

Ferft 131,35,%=0.05) (al 85% de contflanza)
Ferft = «.08
Fcai2 Ferit Hay ascciacion entre variatbles

Fecal< Fzrit Hho nay asoclacion entre variables
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ANALIJI SIS D E RESULLTADOS.

t.0.~ DBTENCION

o

E ANTIGEND.

1.1.~ En cuantc 8 la cobitenzion de antigend, 4¢ BSLIEPLOCOCOS por
et metodo de Raniz | Randall, ic mas ind{caco es obrenerls
un poco antes de la wtilzacian de) MiSTO. ¥a Qque 59

contamineg muy faclimente conh hengos:; © en  eu  derectd

2]

congelario & ~4J °C o -TQ °C, evitando as) el desarroilo de
microarganisncs.

$.2.- Para Ja cuantiticacian del carbohidrate asl como para la
mayorin de (as ie€cnicxs es i{ndispensabie que €) waterial
eapleada se sncuentre libre de impurezas princi{palaoente
organicas v residues de 3abon va que &S5t0 interfiere
notabiemente.

1.3.- Para los antigenos protelcos obtenidcs con formaldehido se
encontraron atltgunos problemas al trzatar de pegarios 2n la
placa de microtituiacién, ¥ya que e] pegadc era lrregular;
por 1o gue se opto por sgnicarlics, iesultando

sRtisfacteorio.

2.0,-OBTENCIDP DE 1gAa SECRETORA APARTIR DE CALUSTRQ ¥ LECHE
HUHANA.‘

2.8.- El veolumen empleado para cada carriento fue de 17 a 25 ml.
de muestra y se observd que el repdicients e&rA mayor cuanda
dicha wmuestira contenia uwayer cantidad de calostiro, por lo
que se suglere, que de ser posible ia GCuestra  sea

unjcasente calastro \grafica 17 y que resuita indispansable
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5.2.-

tratar la muestra antes de eillrs.a para svitar ologquear ia
columna.

FRACCIONAMIENTU LE A IgA.

Durante el tracclonamiento resulta !Gpurtante mantensr la
auestra en 5ano de hielc al agrsgar (a yocacetamica tfrial
y sbservar gue &1 pH Se encuentsée en 5 aurante tada ls nors

sefaiada para ese pasa3.

SEPARACICN LE CADENMAS PESALAS LE I

Es {mportante ocoservar gque el gotso

eppacada torn Sephadex G-100, se encuentre canstinte, Fara
asegurar gue .a <Soiumna  §e  encuentre  empacaca ¥ ta
separazi0n s£3 mas eflciente (gratiza I:.

INMUNIZACION DEL CONEJD CUN CADENAS FEZAZAS DE (54

Es wuy importancte realfzar is prueca de precipitacion en
cepillar cen una pajuedd cuesira Je sangre, <8 horas antes

de la techa de sangracs, ya qu

un titule muy bajo, e, rendial

aifa resulta insuticlente.

En este caso i tituio era bajo,

se chect 3Jue et tirucio se habla

biance.
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6.0,-

6.1.-

OBTENCION DE LA FRACCION GAMA ANT! CADENAS ALFA.

Durante la precipitacion de la fraccién gamma asi1 como para

purificar el conjugado, resulta indispensable emplear
sulrato de amonic saturado; ya que si no se encuentra
saturado, ia precipitacion no es eficiente, pudiendo

precipitar otra protaina y no la fracecion deseada.

TOMA DE MUESTRA Y LEVANTAMIENTO UEL iNDICE CPO.
Con respecto al indice CPD, se encontro que sin excepclon
toda Ja poblacion estudiada presenta caries dental y que

son muy pocos las gque han reclbido atencion odontologica.

TITULO DE ANTICUERPOS 1gA EN SALIVA (ELISA).

Con respecto al método de ELISA se encontro que cualquier
cantidad de azida de sodioc por paquefa que sea inactiva
totaimrente a la enzima {(peroxidasa de rabana’.

Durante la preparaclion <dJe la sclucion amortiguadora de
recubriciento la literarura indica adicionar 0.2 g. de

azida de sodio por Jitro de soluclon; inicislmente se

preapard @l amortiguador de racubrimients econ esas
indicactones, encantrande gQue las lecturas resultaban
incongruentes, ya que an la mayoria de los pozos de ia

placa de microtitulacion presentaban una lectura menor o

fgual a los testigos.

Al emplear un ccnjugacdo ccmercial IgG anti IgA (Cappeil?, se

encontro la misza situmcion. Se repitic ia determinacion



ERTRY

empleando un adortigudor de recubrim{ents sin azida da
sodlg; observandese que la enzima presentaba gran actividad,
Ei conjugads obtenids es aceptable comparabie con un
conjugado comercial Cappel.

Se trabajo con estas zondiclones para  las nuestras de
aaiiva de todos los adolescentes cbteniendcse los

resul tadcs mostrades en las tablas 3 y 4.

Para 1a mayoria de ias bacterias, astagisticamente no sa
encuntsr® ascciacion ajguna entre &i indice CPO y el titulo
de l§A secreicra conty los antlgenas Sropadoes y g3ue el
irdice CFJ esta deteraminade cas! exciusivamentie por el
numesrc de caries Jue presantan.

Por arnallels de varianza para la regrestion se 2ncontrs  gque

exists wna assciacion fuerte (Fcal= OS7.235 conira una
Ferivicaz w08 entre Rethila cgentocaricesa y el 1ndice CFRO y

para acteccides fragiiis (Fcai= 2231.83 contra una

Feriticas «.082.

Para ias demas cepas probadas no se encentro asociacion

Biguna.

En el casc ce B, fra iis ¥ K. deptacariosa
estadisticanente presenta ascciacion con el indice CPO, io
Qque no pcdemss considerar en relacitn a caries pues estos

nicroorganisnos estan ascociados a procesos parodontales mas

@
ta



1.1, -

P

que a caries de superficie.

CUNCLUS 11 ONES.
Se encontro que estadlsticamente existe asaclacion entre el

indice CPO

Para tag demaz cepas pr:xbazas

asociacion, es declr (05 ti1tuios e antilusrpos §ué  esios

indi{viduzs presentan no reflefan presencia ge caries.

La totalldad ce ia pchiaciCn estuliaga precenta al Lenas 4

plezas cariladas y son muy gpsozs iz2s  gue han  recivido

atencion

¢arreésponde 3 ufa respuesta de tipec terciaria, For 40 que
el tituio Se 2 ura ° e erposicion
a. miarzisganisxs.
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3.0.-

Esta estudi: ne puede ser realizado en un consultorio
dentai, ya que por Sus proplas caracteristicas requiere de
tecnicas y ap3ralos especializsgos, ademas <@ no reflejar

el i1ndice de caries presente en un Individuo

vista de ta presencia <e anticuerpos ce tipo Iga
secrexor en lcs  individucs esiuciades, se recomienda
disminalr 1a cantidad de bacterias por medio de fa

inpiementacien de medides preoeventivas “mles cocme t18Cnicas

d2 cepiilaco acesuade y atencion odantologica.
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