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RESUMEN

El objetivo principal de este trabajo fue implementar la técnica de ELISA ligada a
polimixina B para la deteccion de lipopolisacaridos (LPS) de la bacteria
Actinobacillus actinomycetemcomitans en una infeccion provocada a 30 ratones
CD1 de las cepas et/et (mutante), et/+ (heterocigotos) y +/+ (progenitor).
Inicialmente se sembré masivamente Actinobacillus actinomycetemcomitansATCC
43718 en diferentes cultivos, de la biomasa obtenida, se extrajeron los LPS por el
método de Galanos-Westphal. Previo a la induccion de la infeccion en los ratones,
se administré penicilina a concentracion de 4000 U/mL, diluida en los bebederos
de agua durante 3 dias, con el objetivo de deprimir la biota bacteriana. La
infeccion bacteriana se indujo administrando diariamente durante 5 dias 0.25 mL
de cultivo (aprox 2.5x10® unidades formadoras de colonias UFC/mL) a través de
una sonda gastrica y se mantuvieron con dieta 2050 rica en carbohidratos durante
11 semanas. Posteriormente se inmuniz6 un conejo Nueva Zelanda Blanco con el
antigeno O de Actinobacillus actinomycetemcomitanspara la obtencion de
anticuerpos anti LPS de esta bacteria, con este anticuerpo se prepar6 un
conjugado con peroxidasa de rabano picante. Empleando la técnica de ELISA —
polimixina B se cuantificaron los LPS de Actinobacillus actinomycetemcomitans
presentes en las muestras de lavados gingivales en dichos ratones, al mismo
tiempo se pudo evaluar cualitativamente el indice gingival con una tincion de

eritrocina al 1%.
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INTRODUCCION

La enfermedad periodontal es el segundo trastorno bucal en importancia que,
junto con la caries, constituye la amenaza principal a la salud bucal. Las
enfermedades periodontales constituyen junto con la caries dental, la causa mas
importante de pérdida dentaria. Como resultado de varias décadas de intensa
investigacion ha sido posible la identificacion de los agentes etiol6gicos
microbianos relacionada con las diferentes enfermedades periodontales, en
general las principales bacterias relacionadas son microorganismos Gram
negativos, facultativos, capndéfilos o anaerobios como Actinobacillus
actinomycetemcomitans. 1

El sindrome de Sjogren (SS) es una enfermedad autoinmune, caracterizada por un
infiltrado linfocitico de las glandulas exocrinas que afecta especialmente a las
glandulas salivales y lagrimales, provocando la aparicion de la xerostomia a nivel
bucal y de la queratoconjuntivitis seca a nivel de los 0jos.

En los pacientes con SS, la disminucion de la secrecion salival resulta en severas
molestias bucales, segun estudios se observaron que estos pacientes
presentaban valores elevados para los indices de placa y un nivel de riesgo 2.2
veces mayor de padecer enfermedad periodontal que los controles sanos, también
se reportaron valores mas elevados en pacientes con SS cuando se evaluaron
diferentes indices periodontales, asi como niveles de anticuerpos contra
Actinobacillus actinomycetemcomitans (Aa) significativamente mas elevadosy).

Se utilizaron ratones desnudos (et/et)los cuales desarrollan una exocrinopatia
inflamatoria que semeja el SS, ademas sus glandulas lagrimales y submaxilares
muestran menor tamaifio que las glandulas de los ratones +/+ 3

Considerando que en México no se cuenta con una técnica rapida y eficaz para la

deteccion de A. actinomycetemcomitans se propone el presente trabajo el cual
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tiene como objetivo estandarizar una técnica precisa para la identificacion de dicha
bacteria. La identificacion de A. actinomycetemcomitans se hace provocando
infeccion a ratones et/et, et/+ y +/+ y determinando el dafio en el periodonto asi

como la presencia de antigenos en lavados gingivales, utilizando la prueba de
ELISA ligado a polimixina B
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MARCO TEORICO

Morfologia y estructura dentaria

Aungue los dientes varian considerablemente de forma y de tamafio, su estructura

histoldgica es basicamente similar.
Estructura morfolégica (fig. 1).

Corona: Es la parte del diente libre o visible en la cavidad oral. La capa de diente
que lo recubre es el esmalte, y podemos observar en boca la parte funcional del
organo dentario. Esta porcién del diente se encuentra expuesta al medio bucal en

forma permanente.

Cuello: También llamado zona cervical, es la unién de la corona con la raiz y se

sitda en la encia marginal.

Raiz: Es la parte que no se puede ver ya que esta incrustada en el alvéolo
dentario, dentro del hueso, y se encuentra recubierta por el cemento. Sirve de
anclaje. Los dientes normalmente tienen entre una y tres raices, dependiendo de
si son incisivos (una raiz), caninos (1), premolares (1 o 2) o molares (dos o tres, en

casos excepcionales mas de tres).

Pulpa dental: Esta constituida por un tejido suave que contiene vasos sanguineos
que conducen la sangre hacia el diente y por fibras nerviosas que otorgan
sensibilidad al diente. Dichos nervios atraviesan la raiz (del diente) por medio de
finos canales. Su célula principal son los odontoblastos (son células tanto de la
pulpa como de la dentina), éstos fabrican dentina y son los que mantienen la

vitalidad de la misma.
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Figura 1. Estructura dental: cualquier elemento dentario consta de una corona y una raiz, y la union
entre ambos es el cuello del diente ).

Esmalte dental: Es una cubierta de mucha dureza, compuesto por hidroxiapatita,
considerandose éste el mineral mas duro del cuerpo humano. Junto con el
cemento dental recubre la dentina. El esmalte es translucido, brillante e insensible
al dolor. El esmalte no puede regenerarse, por eso la caries es una enfermedad
cronica, en cambio si puede remineralizarse con flior. Con el flior se forman
cristales de fluorhidroxiapatita que es mucho mas resistente que la hidroxiapatita
al ataque de la caries dental.

Dentina: Tejido calcificado, menos duro que el esmalte y mas duro que los huesos.
Constituye la mayor parte del diente. Proporciona elasticidad y capacidad para

proteger a la dentina subyacente de golpes y fracturas.

Cemento dental: Es una capa dura, opaca y amarillenta que recubre la dentina y
gue se une al esmalte en el cuello del diente. Es la estructura protectora de la raiz

dentariaa).
El periodonto esta constituido por la:

Encia: Es la parte de la mucosa bucal que rodea el cuello de los dientes y cubre el

hueso alveolar.
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Membrana periodontal: Es una estructura de tejido conjuntivo que rodea la raiz y

la une al hueso alveolar. Entre sus funciones estan la insercion del diente al hueso
alveolar y la resistencia al impacto de los golpes. También posee propiedades
mecano receptoras siendo capaz de transmitir las fuerzas ejercidas sobre el diente

a los nervios adyacentes.

Hueso alveolar: Es la parte del hueso maxilar donde se alojan los dientes. (s

Cavidad bucal

La microbiota normal contiene organismos capaces de resistir la eliminacion
mecanica, al adherirse a superficies como las encias y los dientes, los que no se
pueden adherir se eliminan por la limpieza mecénica de los contenidos de la
cavidad bucal hacia el estdmago, donde son destruidos por el acido clorhidrico. La
descamacion continua de las células epiteliales elimina también microorganismos,
aquellos capaces de colonizar la boca encuentran un ambiente muy cémodo
debido a la disponibilidad de agua y nutrientes, pH y temperatura adecuados, y

otros muchos factoresg).

Biota normal en cavidad bucal

Del elevado numero de microorganismos que se encuentran en la cavidad bucal,
s6lo se pueden considerar verdaderos patdogenos dentales algunas bacterias, las
cuales son responsables de las enfermedades bucales mas comunes en el ser
humano: la caries dental y enfermedad periodontal.

El diente humano posee mecanismos naturales de defensa contra la colonizacién
bacteriana que complementan el papel protector de la saliva. La superficie dura
del esmalte absorbe de forma selectiva glucoproteinas acidas (mucinas) de la
saliva, formando una capa membranosa llamada pelicula adquirida del esmalte.
Esta pelicula o revestimiento organico, contiene muchos grupos sulfato (SO4%) y
carboxilo (-COQ") que confieren a la superficie del diente una carga neta negativa.
Debido a que la mayoria de las bacterias también tienen una carga neta negativa,

existe una repulsion natural entre la superficie dental y las bacterias de la cavidad
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bucal. Desgraciadamente, este mecanismo natural de defensa se rompe cuando

tiene lugar la formacion de placa dental.

La formacion de placa dental comienza con la colonizacion inicial de la pelicula
por Streptococcus gordonii, S. oralis y S. mitis, estas bacterias se adhieren de
forma selectiva a la pelicula por interacciones especificas ionicas, hidrofobas y de
tipo lectina; una vez colonizada la superficie del diente, se produce la unién
posterior de otras bacterias por diversas reacciones de coagregacion. La
coagregacion es el resultado del reconocimiento entre células por bacterias
diferentes genéticamente, muchas de estas interacciones son mediadas por una
lectina de una bacteria que interactia con un receptor de carbohidrato
complementario presente en la otra bacteria, en esta fase, las especies mas
importantes son Actinomyces viscosus, A.naeslundii y S gordinii: Después de que
estas especies colonizan la pelicula, se crea un microambiente que permite que se
establezcan Streptococcus mutans y S. sobrinus sobre la superficie dental,
uniéndose a estos colonos iniciales (fig 2).

Estos estreptococos producen enzimas extracelulares (glucosiltransferasas) que
polimerizan la fraccion glucosa de la sacarosa en un grupo heterogéneo de
polimeros de glucano y otros polisacaridos extracelulares hidrosolubles e
insolubles en agua, la fructosa es el otro monémero de la sacarosa, que se puede
emplear en la fermentacion. Los glucanos son polisacaridos de cadena ramificada
compuestos de unidades de glucosa que se mantiene unidas por enlaces a (1—6)
y a(1—3) actuan como cemento para ligar las bacterias entre si, formando un
ecosistema sobre la placa, una vez establecida la placa, se crea un bajo potencial
de 6xido reduccidén sobre la superficie del diente, esto lleva al crecimiento de
bacterias anaerobias estrictas (Bacteroides melaninogenicus, B. oralis y Veillonella
alcalescens), especialmente entre dientes contiguos y en los surcos

gingivodentales.
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Figura 2. Formacion de la placa sobre un diente recién limpio. Representacion esquematica de la
relacién temporal propuesta entre la acumulacién de bacterias y la coagregacién multigenérica
durante la formacion de la placa dental sobre la pelicula adquirida del esmalte. Los colonizadores
tempranos de la superficie del diente se agregan entre si, y los colonizadores tardios de la
superficie del diente se agregan entre si. Después de que la superficie dental esta cubierta por los

primeros colonos, cada bacteria afiadida se convierte en una nueva superficie de reconocimiento
para las bacterias no unidas).
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Una vez que se desarrolla el ecosistema de la placa microbiana, las bacterias
producen acido lactico y posiblemente &cido acético y formico a partir de los
monomeros de la sacarosa y otros azucares. Debido a que la placa no es
permeable para la saliva, los acidos no se diluyen o neutralizan, y desmineralizan

el esmalte para producir la caries dental (fig 3).

CH,OH CH,OH CH,
(o] HOCH, ,O 0, 0] 2
: o) d
Glucosiltransferasa
OH 1 8 2 OHf —————— — » [OH OH
OH CH,OH T OH OH
OH OH A OH OH
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E
Sacarosa R Polimero de glucano
enlace (1 — 2) | enlace o (1 — 6)
A
s +

HOCH, O\ CH,OH
OH
OH

OH

omr>»0Cm

Fructosa

Fermentacion
Sacarosa, Glucosa, Fructosa ————— > Lactato, Acetato, Formato

Figura 3. La enzima glucosiltransferasa o dextranosacarasa (producida por las bacterias bucales)
hace que se ensamblen las unidades de glucosa de la sacarosa en glucanos, quedando libre la
fructosa. Las moléculas de sacarosa, glucosa y fructosa se metabolizan por las bacterias bucales
para producir lactato y otros acidos. El lactato pH acido es responsable de la caries dental,.

La caries dental se inicia por una lesion quimica, histolégicamente indetectable,
causada por la difusién en el esmalte dental de acidos de fermentacion disociados,
una vez que estos acidos se sitian bajo la superficie del esmalte, se disocian y
reaccionan con la hidroxiapatita del esmalte para formar iones solubles de calcio y
de fosfato. Al difundir los iones hacia el exterior, algunos vuelven a precipitar como
sales de fosfato calcico en la superficie del diente, para formar una capa externa
histolégicamente firme que reviste la zona porosa situada bajo la superficie. Entre
las comidas, el pH vuelve a la normalidad y parte del fosfato célcico regresa a la
lesion y cristaliza, el resultado es un ciclo de desmineralizacién-remineralizacion.

Cuando se comen alimentos fermentables ricos en sacarosa durante periodos
prolongados, la producciéon de acido supera el proceso de reparacion, y la

desmineralizacion es mayor que la remineralizacién, esto lleva a la caries (del
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Latin pudricion) dental. Una vez que se ha abierto brecha en el esmalte, las

bacterias pueden invadir la dentina, y la pulpa dental y provocar su muerte

La Enfermedad periodontal alude a un grupo diverso de enfermedades que
afectan al periodonto, el cual es una estructura de sostén de un diente y
comprende el cemento, la membrana periodontal, los huesos de la mandibula y
las encias; la encia es el tejido, cubierto de mucosa, que rodea los cuellos (raices)
de los dientes y reviste las mandibulas. La enfermedad se inicia por la formacién
de placa subgingival, la placa que se forma en el borde gingivodental y que se
extiende hacia abajo al interior del tejido gingival. Datos recientes muestran que
las principales especies de esta placa son: Fusobacterium nucleatum vy
Porphyromona gingivalis, que son responsables de la degradacion del tejido a
través de la proteccion de diversas proteasas. El resultado es una reaccion
inflamatoria inicial que se conoce como periodontitis, que se debe a la respuesta
inmunitaria del huésped frente tanto a las bacterias de la placa como a la
destruccion tisular, esto lleva a tumefaccién de tejido y a la formacion de bolsas
periodontales, las bacterias colonizan estas bolsas y causan mas inflamacion, lo
que produce la formacion del absceso periodontal, la destruccion ésea o
periodontosis, la inflamacién de las encias o gingivitis, y la necrosis del tejido en
general; si no se trata, el diente puede caer de su alveolo (fig 4)).

Figura 4. Evolucion de la enfermedad periodontal s
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Periodontitis juvenil: Diversas formas de periodontitis se caracterizan por pérdida
rapida y grave de insercidbn en sujetos durante o antes de la pubertad. La
periodontitis juvenil, también llamada periodontitis juvenil localizada (PJL) aparece
en torno de la pubertad, se observa con mas frecuencia en las mujeres que en
varones y, de modo caracteristico, afecta a los incisivos y molares permanentes.

La microbiota relacionada con la periodontitis esta compuesta de modo
predominante por bacilos anaerobios y capndfilos Gram negativo. Los ensayos
microbiologicos indican que casi todos los sitios PJL albergan Actinobacillus
actinomycetemcomitans, que conforma hasta 90% de la microbiota total cultivable,
por lo que se acepta a Actinobacillus actinomycetemcomitans es el agente
etiolégico primario en la mayor parte, sino es que en todos los casos de PJL.(fig.

5)@) (cuadro 1)

Figura 5 .Periodontitis juvenil: Obsérvese la placa
sobre los dientes (flecha), especialmente sobre
los bordes gingivales, y la encia inflamada,g).
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Cuadro 1. Microorganismos asociados a diferentes formas de gingivitis vy

periodontitis g

GlL__PA PRP PJL PJG PPJ PPBL PR
P.gingivalis -t -+ ++ +
P.intermedia ++ 44+t + +++  ++ ++ +++
B.forsythus -t 4+ - ++ + - ++
L.buccalis + ++ + - + + + -
Fusobacteriumspp +++  ++ + - + ++ ++  +++
Selenomonasspp - ++ + - + + + -
C.periodontii - - + - - - - +
C.rectus + + + + + + + +
Veillonellaspp ++ + + - + + + -
P.magnus - + + - + + + -
P.micros + ++  ++ - + ++ + +
T.denticola + ++  +++ - + ++ + +
A.actinomycetemcomitans - ++ ++ 4+ 4+ ++ ++ ++
E.corrodens - + + - + + ++ +
Capnocytophagaspp - + + + + + + +
Campylobacter spp + + + - + + + -
Streptococcusspp +++ - - - - - - -
Actinomycesspp +++ - - - - - - -
Enterobacterias/Pseudomonas + - - - - - - +
Staphylococcus spp ++ + - - - - - +
Haemophilusspp + + - - + - - -
C. albicans - + - - - - - +

Gl Gingivitis inespecifica, PA Periodontitis del adulto, PRP Periodontitis rapida progresiva, PJL

Periodontitis juvenil, PIJG Periodontitis postjuvenil, PPBL Periodontitis prepuberal.
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Caracteristicas generales de Actinobacillus actinomycetemcomitans:
Taxonomia: Este microorganismo comparte numerosas caracteristicas de cultivo
y bioquimicas con el género Haemophilus. A. actinomycetemcomitans forma parte
de la flora normal de la cavidad bucal sobre todo en los repliegues gingivales y
supragingivales, esta especie puede dividirse en cinco serotipos designados con
las letras a, b, ¢, d y e segun las reacciones con anticuerpos monoclonales tipo-
especificos. Estudios de estos serotipos con sondas genéticas de rRNA
demostraron una heterogeneidad gendmica significativa, incluso entre cepas que

pertenecen a un mismo serotipo.

Importancia clinica.-A. actinomycetemcomitans es un cocobacilo Gram negativo
pequefio asociado con infecciones actinomicéticas, endocarditis, bacteremia,
infeccion de las heridas e infecciones dentales. Este microorganismo, a menudo
se aisldé junto con especies de Actinomyces en abscesos actinomicoticos, el
nombre del microorganismo deriva del aislamiento “concomitante” con estas
especies. Las investigaciones en el terreno de la microbiologia dentaria
determinaron que A. actinomycetemcomitans desempefia un papel etiolégico
importante en la enfermedad perioddntica, este fendmeno se correlaciona con la
presencia habitual del microorganismo en la placa dentaria, los pliegues
periodonticos y los surcos gingivales. Esta bacteria se asocia especificamente con
una entidad clinica bien definida, denominada periodontitis juvenil localizada (PJL);
esta enfermedad afecta nifios y adultos jovenes (entre 11 y 20 afios de edad) y se
caracteriza por la degeneracion y la destruccion rapida del hueso alveolar que
sustenta los primeros molares e incisivos permanentes. Durante el desarrollo de
este trastorno se observa un minimo grado de acumulacion de placa y una
inflamacion gingival escasa 0 nula. Varios estudios confirmaron que A.
actinomycetemcomitans puede estar especificamente relacionado con esta
enfermedad, estudios inmunoldgicos también revelaron que los pacientes con PJL
presentan titulos elevados de anticuerpos contra antigenos de A.
actinomycetemcomitans en la saliva, el liquido de los surcos gingivales y el suero.

La mayoria de los pacientes con PJL generan anticuerpos contra una proteina de
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29 kDa presente en la membrana externa de A. actinomycetemcomitans que
muestra una homologia considerable con las proteinas de membrana externa
entéricas, asimismo hay evidencias que indican que A. actinomycetemcomitans

puede estar involucrado en algunas formas de enfermedad perioddntica del adulto.

Factores de virulencia.- Las cepas de A. actinomycetemcomitans producen
diversos factores de virulencia in vitro que son: una potente leucotoxina, un factor
inhibidor de la quimiotaxis de los neutrdfilos, un factor inhibidor de los fibroblastos,
una toxina inductora de la resorcién 6sea, una colagenasa, fosfatasa alcalina y

una endotoxina lipopolisacérida.

*La leucotoxina posee la capacidad de destruir neutréfilos, monocitos y
linfocitos T al inducir lesiones de membrana y el clivaje y la fragmentacién del
DNA cromosomico, posiblemente mediante la activacion de nucleasas enddgenas.
La produccion de leucotoxina en la region supragingival puede provocar una
inmunosupresion localizada esencial para el desarrollo de las lesiones

perioddnticas de la PJL.

*La endotoxina de A. actinomycetemcomitans puede desencadenar la
resorcidn Osea, activar el complemento inducir la liberacion lisosémica desde los
leucocitos polimorfonucleares (PMN). La quimiotaxis de los PMN esta muy
reducida en pacientes con PJL y en los pacientes que no padecen la enfermedad,

lo que sugiere una predisposicion genética al desarrollo de PJL.

*A. actinomycetemcomitans también produce enzimas capaces de degradar

las inmunoglobulinas G, M y A, lo que impide su opsonizacion por los anticuerpos.

*Asimismo, algunas cepas de A. actinomycetemcomitans producen
componentes asociados con células y extracelulares capaces de fijar la region Fc
de la moléculas de inmunoglobulina. La presencia de estos componentes en el
liquido de los surcos gingivales puede inducir la agregacién de inmunoglobulinas e

impedir la opsonizacion de las bacterias.
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*Por ultimo este microorganismo también produce fimbrias que iniciarian la

adherencia de las bacterias a las células orifaringeas.

La posibilidad de que estos factores de virulencia desempefien un papel en la
induccion de enfermedad clinica es sugerida por el desarrollo gradual de
opsoninas séricas y gingivales y anticuerpos neutralizantes dirigidos contra
algunos de estos componentes antigénicos. La instalacion de una respuesta
inmune podria desempefiar un papel en la contencién del proceso periodontico
propiamente dicho, si no se administra tratamiento antimicrobiano, la incapacidad
de producir anticuerpos contra el microorganismos 0 sus productos podria
explicar, en parte, el hecho de que algunos pacientes con PJL, padezcan una

enfermedad perioddntica mas severa y generalizada durante la adultez.

Caracteristicas de cultivo e identificacion.- A. actinomycetemcomitans
desarrolla lentamente en agar chocolate y agar sangre, se pueden visualizar
colonias después de 48 a 72 horas. El desarrollo de este microorganismo tiene
lugar en ambos medios con agar y las colonias son no hemoliticas, las colonias de
A. actinomycetemcomitans son pequefas, lisas, translicidas y poseen bordes
ligeramente irregulares. Los aislamientos clinicos frescos se adhieren al agar y su
emulsificacion es dificil, la incubacién prolongada (de 5 a 7 dias) determina el
desarrollo de un area densa central que adopta el aspecto de una estrella de 4 0 6
puntas, después de subcultivos repetidos, la superficie de las colonias se torna
menos conspicua y las colonias pierden adherencia. La tincién con la técnica de
Gram revela cocobacilos gramnegativo palidos, después de subcultivos repetidos,

se pueden observar células mas alargadas en los extendidos coloreados.

Las caracteristicas que permiten identificar A. actinomycetemcomitans son la
ausencia del desarrollo en agar Mac Conkey y otros medios entéricos con agar y
las reacciones positivas para la produccion de catalasa y la produccion de nitrato,
este microorganismo es oxidasa negativo, no produce indol y no requiere factores
X 0 V para su desarrollo, las reacciones para lisina descarboxilasa y la ornitina

descarboxilasa son negativas. La mayoria de las cepas de A.

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO 15



actinomycetemcomitans fermentan significativamente la glucosa, la fructosa y la
manosa. La produccion de acido a partir de maltosa, es manitol y la xilosa es
variable; A. actinomycetemcomitans puede diferenciarse de H. aphrophilus por la
produccion de catalasa, la negatividad para ONPG y la ausencia de produccion a
partir de la lactosa, la sacarosa o la trealosa (cuadro 2). Si bien la tipificacion y la
caracterizacion de las cepas de A. actinomycetemcomitans puede lograrse
mediante estudios serologicos, también se utilizaron otros métodos tradicionales
basados en técnicas moleculares, como la tipificacidon con el antibiograma, la
biotipificacion basada en la fermentaciébn de manosa, el manitol y la xilosa; la
electroforesis en gel de poliacrilamida dodecil sulfato de sodio de proteinas de la
membrana externa; el analisis de restriccion con endonucleasa del DNA
cromosomico total, el polimorfismo de los fragmentos de restriccion vy la tipificacion

de ribosomas.

Sensibilidad a los antimicrobianos.- Ademas del desbridamiento subgingival, el
legrado y el tratamiento odontoldgico, el tratamiento antimicrobiano no dirigido
contra las bacterias asociadas con la PJL parece esencial para erradicar A.
actinomycetemcomitans de las anfractuosidades periodonticas profundas.
Estudios en vitro indican que todos los serotipos de A. actinomycetemcomitans
son sensibles a la tetraciclina, la doxiciclina, el cefactor, la cefuroxima, la
ceftriaxona, la combinacién trimetoprima-sulfametoxazol, la rifampicina y la
ciprofloxacina, se comunicaron resultados variables con penicilina, ampicilina,
eritromicina, azitromicina, claritromicina y aminoglucésidos; la azitromicina parece
ejercer una mayor actividad que otros macrolidos, incluida la eritromicina contra A.
actinomycetemcomitans. Los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans
también presentan ligeras diferencias en lo que respecta a la sensibilidad a los
antibioticos, la tetraciclina y sus congéneres histéricamente han sido los farmacos
de eleccidon para tratar infecciones periodonticas por A. actinomycetemcomitans,
sin embargo se han reportado casos de resistencia a la tetraciclina, debido a la
adquisicién de un determinante tetB asociado con un plasmido, por parte del A.

actinomycetemcomitans i1,
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Cuadro 2. Pruebas bioquimicas para A. actinomycetemcomitansz,13).

Prueba Reaccion Prueba Reaccion
Catalasa + Fermentacion +

Acida de

D-glucosa
Oxidasa + D-fructosa +
Fosfatasa + D-manosa +
Ureasa - Anoditol -
Indol - L-arabinosa -
Gelatinasa - Lactosa -
Rojo de metilo - Maltosa +
Lisina descarboxilasa - Glicerol -
Ornitinadescarboxilasa - Inositol -
Arginina dihidrolasa - Inulina -

Generalidades de A. actinomycetemcomitans.
* Microscopicas: A. actinomycetemcomitans son cocos Gram negativo que miden
0.7£0.1X1.0+£0.4 ym, se agrupan en pares o solos, son inmoviles, poseen una

microcapsulagi).
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* Morfologia colonial: Crecen en condiciones de anaerobiosis y sus colonias en

agar son pequeiias que miden <0.5 mm de didmetro después de las primeras 24

horas y crecen a 2-3 mm después de 48 horas. Su temperatura Optima de

crecimiento es de 37° C12,13)

Caracteristicas de bacterias Gram negativas.

Todas las bacterias Gram negativas localizadas en el surco gingival estan dotadas

de endotoxinas las cuales poseen una serie de actividades biologicas directas e

indirectas por medio de la inflamacién, las més importantes a nivel periodontal son

las siguientes:

Produce de forma indirecta neutropenia al activar células, que liberan
mediadores, los cuales estimulan moléculas de adherencia leucocitaria y
endoteliales.

Agrega las plaquetas.

Activa el factor XlIl (o factor de Hageman) del sistema de coagulacion,
determinando una coagulacion intravascular. Su activacion es un factor
importante en el proceso de la inflamacion.

Activa el complemento por la via alternativa.

Origina el fenbmeno de Schwartzman localizado, consecuencia de dos o
mMas exposiciones a la endotoxina, y que determina necrosis tisular.

Tiene efecto citotoxico sobre los fibroblastos.

Inhibe el crecimiento de los fibroblastos.

Induce la reabsorcion dsea, por accion colagenasa, y sobre los osteoclastos
del hueso alveolar.

Determina la liberacion de procolagenasas, prostaglandinas. )
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Envoltura celular Gram negativa

Las capas que rodean a la célula bacteriana se conocen en su conjunto con el
nombre de envoltura celular. Existen diferencias entre las bacterias Gram positivas
y las Gram negativas tanto en su estructura como en su organizacion. La envoltura
Gram negativa es muy compleja. La membrana citoplasmatica (llamada
membrana interna) est4 rodeada por una capa de peptidoglicano y junto a ella se
encuentra la membrana externa. El espacio entre ambas membranas se denomina
espacio periplasmico, de adentro hacia afuera estaria formado por lipido A

(endotoxina), core, antigeno O (formado por hexosas)(fig. 6).
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Figura 6. Envoltura Gram negativa )

Los lipopolisacaridos (LPS) de las bacterias Gramnegativas, cuando son
extremadamente toxicos, se denominan endotoxinas, muchas de ellas se liberan
so6lo cuando las células son lisadas.

Los lipopolisacaridos son polimeros complejos con restos de &cidos grasos como
parte lipofila y cadenas caracteristicas de oligosacéaridos y polisacaridos, que se

sitlan desde la cara interna de la membrana externa bacteriana de Gram negativo
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hacia fuera. Forman colectivamente, en torno al protocito, una capa protectora

hidréfila que no puede ser atravesada por moléculas lipofilas iy).

Sindrome de Sjogren (SS):

El SS es una exocrinopatia autoinmune inflamatoria cronica, caracterizada por un
infiltrado linfocitico de las glandulas exocrinas, que afecta especialmente a las
glandulas salivales y lagrimales. Este sindrome se puede presentar de dos formas,
una primaria y otra secundaria. En la forma primaria se observan afectadas las
glandulas salivales y lagrimales provocando la aparicion de la xerostomia a nivel
bucal y de la queratoconjuntivitis seca a nivel de los ojos. En la forma secundaria
ademas de estos sintomas de sequedad, se observan enfermedades asociadas a
trastornos en los tejidos colagenos tales como; artritis reumatoide, lupus
eritematoso sistémico (LES), esclerosis sistémica progresiva 1,2 .

Manifestaciones glandulares

*Sequedad ocular o queratoconjuntivitis seca. La principal causa de esta
deficiencia es la atrofia y fibrosis del tejido lagrimal como resultado de un proceso
de infiltracién destructiva ocasionada por células mononucleares. Los sintomas
mas frecuentes del paciente son la irritacion y sequedad ocular, acomparfiada de
sensacion de cuerpo extrafio y escozor. En ocasiones se presenta con vision
borrosa momentanea y dolor.

*Sequedad oral o xerostomia. Histoldgicamente existe un infiltrado linfocitico en
las glandulas salivales. La mucosa bucal es seca y eritematosa, la lengua
presenta fisuras y Ulceras. A menudo hay caries dentales graves. La mitad de los
pacientes tienen crecimiento intermitente de la glandula parétida con fluctuaciones
rapidas de su tamafo, debido a infiltracion celular y obstruccion de los conductos.
Este aumento de tamafio, que por lo general es asintomatico y puede resolverse
espontaneamente, tiene origen inmunolégico. Las glandulas mas afectadas son
las pardtidas y las menos, las sublinguales. Existe un signo caracteristico llamado

el “signo de la galleta seca”, que describe la dificultad que tiene el paciente al
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intentar comer alimentos secos a falta de lubricacion suficiente. Desarrollan
poliuria y nicturia porque el sujeto ingiere cantidades mayores de agua en un
esfuerzo por aliviar sus sintomas. La glositis y queilitis angular son

manifestaciones de candidiasis bucal en el SS.

Manifestaciones extraglandulares

*Sequedad dérmica o xerodermia. La xerodermia con o sin prurito, suele ser un
signo frecuente en pacientes con SS. Puede haber infecciones secundarias y un
tercio de los pacientes refieren fenomeno de Reynaud no evolutivo con carcinoma
ocasional. Otras manifestaciones clinicas posibles son la alopecia, fotoalergias,
urticaria difusa, que predomina en extremidades inferiores y puede acompafarse
de lesiones petequiales, semejando la vasculitis urticariforme y eritemas diversos
(multiformes, anulares, etc.) que se parecen a los observados en pacientes con

lupus eritematoso sistémico (LES) y dificultan el diagnéstico.

Manifestaciones pleuropulmonares.

*La xerotraquea, infecciones recurrentes o la enfermedad obstructiva crénica son
las alteraciones de las vias aéreas. Los pacientes con SS primario no refieren
mayor sintomatologia a nivel respiratorio. La resequedad afecta la mucosa nasal,
lo que conduce a epistaxis recurrente, anosmia, tos y disfonia. Otras
manifestaciones excepcionales son la vasculitis pulmonar, hipertension arterial
pulmonar, pleuropatia con o sin derrame, pseudolinfoma endobronquial,

amiloidosis, etc.

Manifestaciones gastrointestinales.

*El eséfago puede presentar disfagias con atrofia de mucosas y dismotilidad. Hay
queilitis angular y se pierde la capacidad de reconocer y degustar los alimentos
con base en su sabor y olor. Las formas graves ocasionan al paciente la
imposibilidad de comer y de hablar o dolor al hacerlo. Pueden presentarse
ulceraciones a nivel de las mucosas, estomatitis infecciosas, gastritis atroficas y en

intestino y pancreas, malabsorcion o pancreatitis agudas o cronicas. A nivel
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hepético se pueden encontrar hepatitis autoinmunes, cirrosis biliar primaria (CBP)

y fibrosis portal.

Manifestaciones articulares y musculares.
*La artralgia o artritis, tiene una alta repercusion en los pacientes con SS primario
y unida a las mialgias, afectan un 75% del total de pacientes enfermos. La artralgia

consiste en una artritis poliarticular, con mayor frecuencia en rodillas.

Manifestaciones genito-urinarias.

*Un bajo porcentaje de pacientes presenta sequedad y prurito vaginal,
acompafado de colpitis, dispareunia y polaquiuria. A nivel renal, un 10% de
pacientes con SS tienen manifestaciones nefrologicas, seguido de elevacion en el
pH de la orina, hipopotasemia o hipercloremia, que caracterizan a la acidosis
tubular distal. Estas manifestaciones se encuentran relacionadas con infiltraciones
linfocitarias intersticiales del rifibn que conducen a la atrofia tubular, fibrosis y, por

supuesto, insuficiencia renal.

Manifestaciones Neurolégicas.

*Las manifestaciones de esos pacientes se caracterizan por déficit motor o
sensitivo. Presentan encefalopatia aguda y subaguda, meningitis asépticas (con
frecuencia recurrentes), demencia y alteraciones cognoscitivas (fallos de memoria
y demencia multiinfarto), y alteraciones psiquiatricas. Las hemorragias
subaracnoideas e intracerebrales son frecuentes en los pacientes que cursan con
vasculitis y anticuerpos anti-Ro y anti-La. El liquido cefalorraquideo suele tener
proteinas normales o ligeramente elevadas, aumento de las IgG con pleocitosis
mononuclear. En estos pacientes es frecuente ver el factor reumatoide,

anticuerpos Anti Ro/La, y anticuerpos a fosfolipidos y crioglobulinasis 16,17,1s)
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Patogenia inmunitaria

El sindrome de Sjogren se caracteriza por la existencia de un proceso inflamatorio
constituido principalmente por linfocitos T CD4 activados que destruyen
progresivamente las glandulas exocrinas, con pérdida del parénquima glandular y
la consiguiente disminucion de la funcion de la glandula, también pueden hallarse
linfocitos B activados. Los pacientes con SS desarrollan anticuerpos
caracteristicos, que incluyen anti-Ro/SSA y anti-La/SSB, estos autoanticuerpos
estan fuertemente asociados a las formas severas del SS.

La etiologia del SS es desconocida, pero todo proceso autoinmune requiere de la
coincidencia de al menos cuatro factores: la predisposicidbn genética, factores
inductores (microorganismos, farmacos o radiaciones), factores hormonales y los
factores psiconeuroinmunoldogicos como el estrés. Entre los mecanismos
implicados en la respuesta inmune alterada de estos pacientes se han propuesto
tres lineas principales: anomalias en la regulacion linfocitaria periférica y en la
seleccién del repertorio de células T, alteraciones en la proliferacién de células B
y, finalmente, la expresion de autoantigenos.

Los mecanismos inmunes mediados por células posiblemente desempefian una
funcién central en la inflamacién que lleva al dafio tisular en el SS. Las células T
CD4 predominan en los infiltrados, tales células son tipo TH1 activadas con base
en la presencia de interleucina 2 (IL-2) e interferén y (IFNy) y la ausencia de
interleucina 4 (IL-4). Las célulasepiteliales de las glandulas salivales de los
pacientes con SS expresan moléculas HLA clase Il (Antigeno Leucocitario
Humano, término que se utiliza como sin6nimo para referirse a las proteinas del
complejo principal de histocompatibilidad o MHC humano) y moléculas B7
(proteinas coestimuladoras de las células T cooperadoras, lo cual sugiere que su
funcién pudiera ser presentar antigenos a las células T CD4; no obstante, se
desconoce la especificidad antigénica de las células T intralesionales. Se dispone
de evidencia que sugiere la implicacion inmunopatogénica de anomalias de las
células B y células plasmaticas, aun cuando estas células son menos abundantes

que las células T, también se encuentran en los infiltrados glandulares.
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AUn no se sabe si la presencia de anticuerpos anti-Ro y anti-La contribuye a la
inflamacion especifica de 6rgano (glandulas salivales y lagrimales Unicamente) en
el SS 'y, en caso de ser asi, como es que logran hacerlo (s 16,19,20)-

La actividad normal de las glandulas salivales es importante para el mantenimiento
de la salud bucal. Una de sus funciones esta vinculada a la formacioén, maduracion
y metabolismo de la placa dental, asi como también a la neutralizacion de los
acidos producidos por las bacterias y el control de la actividad bacteriana.

En los pacientes con SS, la disminucion de la secrecion salival resulta en
severas molestias bucales que interfieren con las practicas normales de higiene
bucal, en consecuencia ocurre una rapida acumulacién de placa dental donde los
microorganismos aciddricos se encuentran elevados significativamente,
provocando un aumento en el indice de caries, pero en cuanto a la enfermedad
periodontal existe poca informacion disponible sobre la relacién entre SS y
enfermedad periodontal y algunos de ellos relacionan la disminucién del flujo
salival con la enfermedad periodontal.

Segun estudios se observaron que los pacientes con SS presentaban valores
elevados para los indices de placa, profundidad de sondaje y pérdida de insercién
y un nivel de riesgo 2.2 veces mayor de padecer enfermedad periodontal que los
controles sanos, también se reportaron valores mas elevados en pacientes con SS
cuando se evaluaron diferentes indices periodontales, asi como niveles de
anticuerpos contra Actinobacillus actinomycetemcomitans (Aa) y Porphyromonas

gingivalis (Pg) significativamente mas elevados. ()

Caracterizacion del raton hipotimico CD1 et/et.

El raton desnudo et/et fue observado en 1985 en una colonia cerrada no
consanguinea de ratones albinos de la cepa CD1 en el Bioterio de la Facultad de
Estudios Superiores Zaragoza de la Universidad Nacional Autbnoma de México.
La alopecia es el resultado de un gen recesivo autosémico simple, el simbolo “et”
se ha adoptado para referir la forma mutante. Los ratones et/et son considerados

hipotimicos debido a que se encontré que los machos de esta cepa presentan un
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timo rudimentario que tiene aproximadamente la mitad del peso que presentan los
animales eutimicos (+/+); mientras que las hembras et/et presentan una estructura
parecida a un ganglio linfatico en lugar de timo, y el peso de esta estructura es
mas bajo que el peso del timo de las hembras eutimicas +/+. Este raton mutante
tiene las siguientes caracteristicas: desnudo, fertilidad baja, mortalidad alta, vida
corta, hipotimico y es comun que desarrollen espontdneamente todo el cuadro

clinico de una uveoretinitis espontanea ).
INMUNOENSAYO ENZIMATICO (ELISA)

El inmunoensayo enzimatico es una técnica en la cual uno de los reactantes, el
anticuerpo o el antigeno, se fija a un soporte solido antes de su interaccion con el
reactante complementario. Debido a esta caracteristica de la técnica, esta se
describe como ELISA (enzyme-linkedimmunosorbentassay).

La técnica es muy versatil y por eso hay diversas variantes de la misma dentro de
las cuales las mas comunes son el ELISA directo, indirecto, en sandwich y
competitivo. En los ELISA directo e indirecto, el antigeno se adsorbe sobre la fase
sélida (placas de un plastico especial de 96 pozos o mdédulos de 8 0 16 pozos); en
el ELISA en sandwich las placas “se sensibilizan” con anticuerpos dirigidos contra
el antigeno problema. El ELISA directo cominmente se utiliza para cuantificar
antigenos conocidos; el indirecto, para buscar y cuantificar anticuerpos contra
antigenos conocidos, el ELISA en sandwich o de captura se utiliza para la

busqueda y cuantificacion de antigenos.

Las soluciones para dilucion de los reactantes y lavado de los pozos son variadas,
la mas utilizada es el regulador de fosfatos 0.01 M en solucién salina 0.15 M a pH
7.4 (PBS). Algunos recomiendan adicionar Tween 20 al 0.01-0.05% a la solucion
de trabajo (PBST); otros lo evitan, sobre todo cuando los antigenos son de
naturaleza lipidica. Un paso que no se debe obviar en las técnicas de ELISA es el
bloqueo de los pozos con soluciones de proteina ajenas al sistema Ag-Ac en

estudio. Los bloqueadores més utilizados son albumina (bovina, humana o de
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huevo, segun el ensayo), gelatina caseina y leche descremada. El bloqueador
satura los sitios no ocupados por el reactante inmunoldgico usado para forrar la
superficie de los pozos y evita la adsorcidn inespecifica de reactantes en los pasos
subsecuentes. Los anticuerpos de deteccion son anticuerpos dirigidos contra

alguno de los reactantes (antigeno o anticuerpo problemas), acoplado a enzimas.

Las enzimas de mayor uso son la peroxidasa de rabano, la fosfatasa alcalina y -
galactosidasa, pero no son las unicas. Para el revelado del sistema se utiliza el
substrato de la enzima; a veces se requiere del uso simultaneo de un cromégeno
(como en el caso de la peroxidasa donde, ademas de perdxido de hidrégeno se
utiliza orto-fenilendiamina o algun otro cromdgeno), en otras ocasiones el
cromogeno forma parte del substrato como en el caso de la fosfatasa alcalina (p-
nitrofenil fosfato) y de la B-galactosidasa (o-nitrofenil B-D-galactopiranésido). El
cromdgeno necesario para que el producto resultante tenga algun color. El color
se registra en un colorimetro a la longitud de onda (A\) de maxima absorcion del

producto coloreado ,y).
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Cuadro 3. Pasos Generales de la técnica de ELISA,y).

Pasos ELISA directo ELISA indirecto ELISA en sandwich

Forramiento de los pozos con: Antigeno Antigeno Anticuerpo ®)
Lavado con regulador fisiologico @: 3 veces (3%) 3x 3x
Bloqueo @: + + +
Incubacién con: Ac-enzima @ Suero problema Antigeno problema
Lavado con regulador fisiolégico: 4x 3X 3X
Incubacion con: - Ac-enzima Ac-enzima ®
Lavado con regulador fisiolégico - 4x 4x
Adicion de substrato

(+ Cromégeno) ©: + + +
Detencion de la reaccion + + +
Lectura a la A apropiada @, + + +

(€}

@

(©)

4)

©)

@)

@)
®)

Solucién salina (pH 6), solucién salina-fosfatos (pH7.4), solucién salina-boratos (pH 8.4),
etc. Algunos adicionan Tween 20 del 0.01 al 0.05% a la solucién de lavado, otros no lo
hacen.

Solucion de albumina, caseina, gelatina o leche descremada al 2-3% en el regulador
fisiolégico.

Anticuerpo contra el antigeno, acoplado a una enzima (peroxidasa, fosfatasa alcalina, (3-
galactosidasa, etc.)

Anticuerpo contra la inmunoglobulinas de la especie problema (suero problema), acoplado
a una enzima.

Anticuerpos contra el antigeno problema, el primer anticuerpo (de captura) usualmente es
monoclonal, el segundo anticuerpo (de deteccidn), acoplado a una enzima, casi siempre es
policlonal.

El substrato y el cromodgeno (cuando este es necesario) dependen de la enzima.

La reaccion se detiene con diferentes reactivos, dependiendo del cromdégeno.

La longitud de onda (A) de la lectura depende del color del producto de la reacciéon enzima-
substrato-cromégeno.

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO 27



ELISA.- Los enzimoinmunoanalisis (ELISA) se basan en dos fendmenos biologicos

importantes:

1. La elevada especificidad de los anticuerpos (Ac);
2. La alta actividad de algunas enzimas usadas en esta tipo de ensayos, lo
que permite la amplificacion de la sefial generada por la muestra.

Independientemente de los esquemas experimentales empleados, los ELISA

comprenden dos etapas generales:

1. La reaccibn de un inmunorreactante con un antigeno (Ag) o
anticuerpo(Ac)
2. La detecciébn de ese inmunorreactante mediante la utilizacion de un

conjugado enzimatico.

La sencillez de los ELISA, sumada a la potencialidad de los anticuerpos
monoclonales (AcMo), hace que dia a dia se vayan imponiendo sobre métodos
tales como aquellos basados en la utilizacion de un trazador radiactivo
(radioinmunoandlisis RIA), un trazador emisor de luz (quimioluminiscencia) o
un trazador fluorescente (fluorografia). La gran ventaja del ELISA sobre los
otros métodos reside en que no requiere equipo demasiado sofisticado para su
implementacion en el laboratorio. Ademas los reactivos empleados son de una
vida media muy elevada (en el caso del RIA, un trazador radiactivo marcado
con iodo tiene una vida media de 60 dias, mientras que un conjugado
enzimatico usado en ELISA suele conservarse en buen estado durante afios) y
no se corre el riesgo de contaminacion producida por el manipuleo de isotopos

radiactivos.
Clasificacion de los enzimoinmunoanalisis:
a) Homogéneos

b) Heterogéneos
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Los primeros se realizan exclusivamente en fase liquida, mientras que en los
segundos se emplea un soporte solido para inmovilizar a uno de los

inmunoreactantes.
Los heterogéneos pueden clasificarse en dos tipos:

1. Enzimoinmunoanalisis de amplificacion de actividad o no competitivos.

2. Enzimoinmunoanalisis de modulacion de actividad o).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La periodontitis es causada por diferentes microorganismos la cual se inicia por la
inflamacion del periodonto y finalmente en perdida dental. Esta enfermedad es de
mayor prevalencia en personas que padecen el sindrome de Sjogreng.
Actualmente en México no se cuenta con técnicas rapidas y eficaces para la
determinacion de A. actinomycetemcomitansque como es sabido es uno de los
principales microorganismos causantes de la periodontitis. El ratén et/et con
exocrinopatia espontanea que semeja el sindrome de Sjogren, es un buen modelo
para el estudio de la infeccion con este microorganismo y por lo tanto nos
permitiria la estandarizacion de una técnica sensible y eficaz para la deteccion de

Actinobacillus actinomycetemcomitans.
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OBJETIVOS

e Estandarizar la técnica de ELISA ligado a polimixina para la deteccién de
LPS de Actinobacillus actinomycetemcomitansen muestras de lavados

gingivales en ratones et/et.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Obtener y purificar LPS bacteriano de Actinobacillus
actinomycetemcomitans.
e Obtener antigeno “O” e inmunizarun conejo Nueva Zelanda.
e Elaborar conjugados anti LPS-peroxidasa de rabano picante.

e Determinar el titulo del conjugado anti LPS por ELISA ligado a polimixina.
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HIPOTESIS

La susceptibilidad del ratén et/et serd mayor a la infeccibn con Actinobacillus
actinomycetemcomitans,que los ratones et/+ y +/+, debido a que el raton et/et
presenta la exocrinopatia espontanea y la estandarizacién de la técnica se podra
realizar debido a que en los ratones infectados, se detectara la presencia de LPS

especifico.
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DISENO DE INVESTIGACION

Tipo de estudio:
Experimental.
Prolectivo.

Longitudinal.

Poblacién en estudio: 30 ratones de la cepa CD1: 10 +/+ (progenitores), 10 et/+
(heterocigotos) y 10 et/et (mutantes) proporcionadas por el bioterio de la Facultad
de Estudios Superiores Zaragoza. Los ratones usados en este estudio fueron
alimentados con alimentos para roedores LabChow 5001 Agribrands purina
(México) y recibieron agua ad libitum. El cuidado y manejo de los animales se llevo
a cabo de acuerdo a la guia de uso y cuidado de animales de laboratorio de la
Norma Oficial Mexicana (NOM 062-Z00-1999)

Criterios de inclusion: Ratones de la cepa CD1: +/+, et/+ y etlet de
aproximadamente 25 semanas de edad, con un peso promedio de 30 gramos que

no presenten ningun padecimiento.

Criterios de exclusion: Ratones de la cepa CD1: +/+, et/+ y et/et que no se

encuentren entre la edad y peso requerido.

Criterios de eliminacion: Ratones que mueran en el proceso de la investigacion.

Variable dependiente: Exocrinopatia espontanea de los ratones et/et y edad.

Variable independiente: Sexo de los ratones.
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DIAGRAMA DE FLUJO
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MATERIAL Y METODOS

Material Bioldgico

e Cepade A. actinomycetemcomitans ATCC 43718 tipo AB

e Sangre desfibrinada

Equipo

Balanza granataria, OHAUS
Balanza analitica, OHAUS

Olla de presion 21 L, Presto
Sistema anaerobio BBL Gas
Pack

Centrifuga, Damon IEC Dision
Incubadora, ShelLab

Refrigerador, Whirpool

Instrumental

Algodoén

Asa bacteriolégica

Cajas Petri estériles de 100 x
15cm

Cronémetro

Filtro analitico estéril, Nalgene
Filtro estéril de 0.2 um

Gasas

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

Microscopio, ZEISS

Vortex modelo K, scientific
industries Inc
Espectrofotometro UV/Visible,
Jenway 6305

Lector de ELISA, Awareness

Technology Inc

Jeringas estériles desechables
de 1 mL

Masking tape

Mechero Fisher y manguera
para gas 1.5 m

Membrana de celulosa de 21 x
33 mm 12000 Daltons

Papel aluminio, alupack

Papel estraza




e Parafilm M de 4 pulgadas

¢ Pinza de tres dedos con nuez

e Pipeta semiautomatica de 5 pL a 40 pL, 40 puL a 200 pL y 100 pL a 1000 pL
¢ Placa de microtitulacion para ELISA de alta union Nunc Dinamarca.

e Portaobjetos, Corning

e Soporte Universal

e Material de vidrio

e Columna de vidrio de 1 x 50

Reactivos e O-Fenilendiamina Sigma Ch
Co.
e Fenol, J.T Baker
e Formaldehido, J.T Baker

e Acetona J.T. Baker
e Acido citrico, Hycel de México,

S.Ade C.V.
e Fosfato de sodio dibasico

e Glutaraldehido, SIGMA
Chemical
e Hemina, SIGMA

e Acido sulftrico, J.T. Baker
e Agua destilada

e Azul brillante, Sigma Chemical

Co
. , e Lisina, Sigma Chemical
e Bicarbonato de Sodio, J.T
L I, H I Méxi
Baker e Lugol, Hycel de México

Ortofenilendiamina,
e Carbonato de Sodio, J.T Baker *

. Oxalato de amonio
e Cloruro de Sodio * X !
¢ Colato de Sodio Sigma Ch, Co.

e Cristal Violeta, SIGMA

e Penicilina
e Peroxidasa de rabano, Sigma
i Chemical
e Dextran azul
) ) e Polimixina
e Eritrocina

e FEtanol,, J.T Baker

e Resarsulina
e Safranina “O” SIGMA
¢ SEPHADEX G-200

e Eter de petroleo, J. T Baker
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e Solucidon acuosa de cloruro de .

sodio al 85%, Hycel de México o
e Solucion Ringers o
e Sacarosa o

e Sulfato de polimixina
e Timerozal, SIGMA

Medios de cultivo

e BHI agar, DIBICO S.A. de C.V.
e Caldo Tioglicolato, Diagnéstico Merck

e Extracto de levadura, Bioxon

Tween 20
Vitamina K, SIGMA
Yodo

Yoduro de potasio

e Soya tripticaseina agar, DIBICO S.A. de C.V.

e Tioglicolato agar, Bioxon.
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METODO

Cultivo deActinobacillus actinomycetemcomitans tipo AB ATCC 43748:

1. Preparacion de 500 mL de medio de cultivo en caja de Petri.

Formula:

e Agar soya tripticaseina, DIBICO 50%

e Agar BHI, DIBICO 50%

e Extracto de levadura, Bioxon 0.5%

e Hemina 5 pug/mL
e Menadiona (vit. K) 1 pg/mL
e Sangre desfibrinada de cordero 5%

1.1.Pesar 10 g de agar soya tripticaseina, 7.3 g de agar BHI y 2.5 g de extracto
de levadura

1.2.Disolver en 500 mL de agua destilada y esterilizar a 121° C /15 Ib /in®
durante 15 minutos.

1.3.Dejar enfriar hasta una temperatura de 50° C.

1.4.Adicionar en condiciones estériles 10 mL de sangre de carnero (5%)
aséptica y desfibrinada.

1.5. Adicionar en condiciones estériles 5 mL de la solucién madre de hemina y
0.5 mL de la solucion de menadiona

1.6.Mezclar y vaciar, a 10 cajas de Petri estériles, esperar a que solidifiquen.

1.7.Realizar a una de las cajas una siembra estriada de la cepa ATCC 43748
de Actinobacillus actinomycetemcomitans

1.8.A las 9 restantes se siembran masivamente en las cajas de Petri e incubar
a 36° C en condiciones de anaerobiosis (utilizando una camara de

anaerobiosis con anaerocult A de Merck) durante 24-72 horas.
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1.9.Se seleccion6 una colonia aislada para leer morfologia colonial y hacer
tincion de Gram.

1.10. A cada caja de Petri sembrada se agregan 5 mL de solucion salina
estéril, resuspendiendo los microorganismos y recolectando los 5 mL de
biomasa en un tubo estéril y libre de pir6genos.

2. Preparacion de caldo BHI-hemina-menadiona en tubos de ensaye.

Formula:
e Caldo BHI
e Extracto de levadura 0.5%
e Hemina 5ug/mL
e Menadiona 1pg/mL

2.1.Se pesan 7.4 g de caldo BHI y 10 g de extracto de levadura.

2.2.Se disuelven en 200 mL de agua destilada.

2.3.Se dosifican 15 mL a 10 tubos de ensaye

2.4.Se tapan y se esterilizan a 121° C /25Ib /in® durante 15 minutos.

2.5.Dejar enfriar y adicionar en condiciones de esterilidad 0.15 mL de la
solucion de heminay 0.015 mL de menadiona a cada tubo.

2.6. Sembrar con Actinobacillus actinomycetemcomitans ATCC 43748

2.7.Incubar a 36° C en condiciones de anaerobiosis (utilizando una camara de

anaerobiosis con Anaerocult A de Merck) durante 24-72 horas.

3. Preparacion de caldo tioglicolato-hemina-menadiona
Formula:

e Caldo Tioglicolato

e Suero de conejo 2%
e Hemina 5 pug/mL
e Menadiona 1 pg/mL
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3.1.Se pesan 5.9 g de caldo tioglicolato.

3.2.Se disuelven en 200 mL de agua destilada y se distribuyen en 10 tubos de

18X150 con tapa de vaquelita (15 mL cada uno).

3.3.Se esteriliza a 121° C /25Ib /in® durante 15 minutos
3.4. Se deja enfriar a 50° C.

3.5.Se agrega de forma aséptica 400uL de suero de conejo por tubo.

3.6. Adicionar en condiciones de esterilidad 0.15 mL de la solucion de hemina y

0.015 mL de menadiona por tubo.

3.7.Sembrar con Actinobacillus actinomycetemcomitans

3.8.Incubar a 36° C en condiciones de anaerobiosis (utilizando una camara de

anaerobiosis con anaerocult A de Merck) durante 24-72 horas.

Preparacion del antigeno O de Actinobacillusactinomycetemcomitans

(LPS)Westphal y Galanoss).

1.

Se cosecha el crecimiento obtenido agregando 2 mL de solucién salina
0.85% estéril y agitando vigorosamente hasta obtener una suspensién
homogénea. Este paso se repite.

Se colectaron los lavados en una botella que se calibré con otra para ser
centrifugada a 2094.54 g (6000 rpm) durante 1 hora.

Se retird el sobrenadante y se resuspendié el botén en 100 mL de solucién
salina al 0.85% asi hasta completar cinco lavados.

Se resuspendié el botén con un mL de solucién salina al 0.85% estéril.

5. En dos tubos se colocaron 3 mL de solucion salina y se agrego6 gota a gota

la suspensién de bacterias hasta igualar al tubo 1 del nefelometro de
McFarland (concentracién aprox de 2.5X10° UFC).

Se pusieron los tubos a ebullicion por dos horas, se dejaron enfriar y se
refrigeraron.

Estas soluciones se utilizaron para la inmunizacion.
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GENERACION DEL SUERO ANTI-LPS EN CONEJO Y PURIFICACION DE
IgM(24)

Inmunizacion de conejo Nueva Zelanda.

Se inmunizé un conejo Nueva Zelanda blanco cuyo peso fue de 2,800 g con
antigeno O (LPS) de Actinobacillus actinomycetemcomitans igualado al tubo 1 del

nefeldmetro de McFarlan por via intravenosa, siguiendo los siguientes tiempos:

Cuadro 4. Protocolo de inmunizacion

Dia Volumen (mL)
0 0.25

3 0.25

7 0.30

10 0.30

16 Sangrar

Obtencion de suero de conejo inmunizado.

1. Se anestesi6 al conejo utilizando éter en un algodon.

2. Serasuré en la zona del pechoy se sanitizé con alcohol-yodo al 2%.

3. Se obtuvo sangre por puncion cardiaca con una jeringa de 20 mL (toda la
sangre posible).

4. Se incub6 a 37°C durante lhora para retraer coagulo.

5. Se separé el suero a través de centrifugacion a 2500 rpm durante 5
minutos.

6. Se agregétimerozal al 0.1% ( 0.01 g por cada 100 mL de suero).

7. La mitad de refrigerd y la otra mitad se congel6 a —20°C
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Purificacion de IGM. anti-LPS 4

1. Montaje de columna SEPHADEX.

1.1Se pesaron 17g de peso seco de SEPHADEX G-200 en un litro de agua
destilada, se mantuvo en ebullicibn durante cinco horas, esto provee
suficiente gel para una columna de 100 cm por 2.5 cm de diametro.

1.2Se dejo enfriar el gel a temperatura ambiente y se desgasific6 con una
bomba de vacio.

1.3Se colocé la columna en posicidon vertical sobre un soporte universal vy
sujetada con una pinza de tres dedos, se agregé amortiguador de fosfatos
(PBS) hasta la mitad de la columna y después se adicioné con agitacién el
SEPHADEX hasta llenar la columna, se abri6 la valvula y poco a poco se fue
dejando ir el PBS y simultAdneamente agregando mas SEPHADEX hasta
tener llena la columna con éste.

1.4Se llend la columna con amortiguador y no permitiendo que se secara el gel.
Se colocd un depoésito de amortiguador y se mantuvo un sistema cerrado
entre la columna y el depésito de tal manera que cuando salié un volumen
de la columna fuera el mismo volumen que entr6 del depdsito, se mantuvo el
mismo nivel en la columna.

1.5Se dej6 que sedimentar toda la noche.

1.6Se calcul6 el volumen vacio de la columna usando dextran azul al 1%. Por
arriba de la columna se agregé 1 mL de dextran azul al 1% y se espero
hasta la obtencion del colorante en la parte de abajo, el volumen recolectado
durante ese tiempo fue el volumen vacio.

2. Se dej6 pasar 4 mL de suero de conejo obtenido anteriormente (anti LPS) a
la columna y se dejo eluir con solucién salina amortiguadora de fosfatos a
0.1 M apH 6.8 (PBS).

3. Después de que sali6 el volumen vacio,se obtuvo en el colector de
fracciones muestras de 3 mL en tubos de ensaye.

4. Se realizaron las lecturas de las fracciones a 280 nm.
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5.

La fraccion donde se encuentr6 el primer pico de lectura del
espectrofotometro a 280 nm es la que contuvo lalgM.

Se cuantificé la fraccion y se ajusté a 5 mg/mL de anticuerpo con solucion
salina estéril; si la concentracién es menor, proceder a concentrar en tubos

de amicon.

ELABORACION DEL CONJUGADO

Realizacion del acoplamiento del conjugado.

1.

Se disolvieron 10 mg de peroxidasa de rdbano picante en 0.2 mL de
solucion amortiguadora de salina de fosfato (PBS) 0.1 M a un pH de 6.8,
que contiene 1.25% de glutaraldehido.

Se dejo reposar 18 horas a temperatura ambiente.

Se elimind el glutaraldehido en cromatografia con sephadex G 25 o por
dialisis, se estabiliza con solucion salina al 0.85%

Se concentr6 a 1 mL usando tubos de amicon de Milipore (ultrafree-CL) y
adicionar un mL de IgM a 5 mg/mL en solucion salina y 0.1 mL de
amortiguador de bicarbonato de sodio — carbonato de sodio 1 M a un pH de
9.5.

Se agité suavemente y se dejé a temperatura ambiente de 4°C durante 24
horas. Se adicionaron 0.1 mL de lisina al 0.2 M en PBS.

Se dej6 a temperatura ambiente por dos horas y se dializdé contra PBS a 4°
C por 2 dias, utilizando una membrana G12 000.

El conjugado se separé de la peroxidasa libre por dialisis contra agua
destilada,se centrifug6 a 3500 rpm durante 5 minutos.

El conjugado precipitdé y se elimind el sobrenadante, el precipitado se
resuspendio en un mL de PBS adicionando timerozal o formalina hasta una
concentracion de 0.01% como conservador.

Se conservo en refrigeracion hasta su uso.
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INFECCION A RATONES CDL1 et/et, et/+y +/+s).

1. Se pesaron los ratones provenientes del bioterio de la Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza y se marcaron.

2. En un litro de agua se adicionaron 5 ampolletas de penicilina procaina de
800 000 U para obtener una concentracion final de 4000 U/mL.

3. Se dosifico el agua-penicilina en 3 bebederos y se pusieron uno en cada
jaula para deprimir la flora microbiana de los ratones durante 3 dias

4. Se infect6 cada raton con 0.1 mL de los LPS a una concentracion aprox. de
2.5 X 10® UFC diariamente durante 5 dias a través de una sonda gastrica.

5. Se mantuvieron durante 11 semanas con la dieta 2050 rica en
carbohidratos, esto es 56% sucrosa y 28% extracto de maiz.

OBTENCION DE SUERO DE RATON

1. Se anestesia a cada ratdn en una camara de éter.
2. Con un bisturi se hace una incision en la axila y se recolecta la sangre en
un tubo Eppendorf.

3. Separar el suero y guardarlo en congelacion (-20 °© C) hasta su uso.
OBTENCION DE LAVADOS GINGIVALES

1. Utilizando una jeringa de 1mL estéril, con solucion salina estéril, se deposito
a presion sobre el tejido gingival, recolectando esta misma solucién y
volviendo a realizar el lavado (este procedimiento se repite 3 veces).

2. El ultimo lavado se colect6 conla misma jeringa y se deposito en un tubo de
13 X 75 libre de pir6genos.

3. Se congeld a - 20° C hasta su uso.
OBTENCION DE ORGANOS

1. Se pes6 cada uno de los ratones y con la ayuda de un bisturi y pinzas de
diseccion se obtuvieron bazo, higado y riiién; tomando el peso y

caracteristicas de los mismos, se conservaron en formalina al 10%.
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2. A partir de los valores del peso final de los animales y el valor del peso de

los 6rganos se obtuvo el indice renal, hepatico y esplénico usando la

10=] Po x100
PT

IO =indice de 6rganos (hepatico esplénico o renal segun corresponda).

siguiente formula:

Donde:

Po = peso del higado bazo y rifion de cada uno de los ratones.

PT = peso total de los ratones antes del sacrificio.

OBSERVACION DE DANO EN EL PERIODONTO.

e Una vez obtenido el suero y los érganos de los ratones, se degollaron.
e Cada una de las cabezas se sumergen en una solucién de eritrosina al 1%
(1009 de eritrosina en 1 litro de agua destilada) durante 1 minuto.

e Observar con la ayuda del equipo de microscopia portatil (DINOlay).
OBSERVACION DE LESIONES EN HUESOz6).

e Envolver cada una de las cabezas en papel.

e Esterilizar a 121° C durante 15 minutos a 15 Ib de presién, descarnar
completamente.

e Colocarlas en un recipiente con KOH al 1% durante 48 horas.

e Lavar los craneos al chorro de agua para eliminar por completo el KOH sin
gue los huesos se dafien.

e Observar con la ayuda del equipo de microscopia portéatil (DINOlay).
REALIZACION DE LA TECNICA DE ELISA — POLIMIXINA B 7

1. Se disuelven 50 pg/mL de Sulfato de polimixina B para el pegado de la
polimixina en solucion amortiguadora (de fosfatos 0.01M con 0.85% de
cloruro de sodio) y se colocan 100 pL en cada pozo de una placa de ELISA
de alta adherencia Costar, se deja a 37°C durante 16 horas, se lavan 4
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veces los pozos con PBS-tween al 0.05% y se le colocan 100 pL de la
muestra biologica tratada* en cada pozo. Se incuba a 37°C durante 30
minutos y se le adiciona 100 pL del sustrato con cromoégeno (o-
fenilendiamina), se incuba a 37°C por 30 minutos y se leen las placas en un
lector de ELISA AwarenessTechnology INC, a 450nm.

2. Se colocan muestras negativas y con la siguiente férmula se calcula el corte
(cut off). Corte = Media de los valores negativos + 2 desviaciones estandar
de la media. De tal manera que todo valor que este por arriba sera
considerado positivo y lo que sea igual o menor al valor de corte sera
negativo. Aquellas muestras positivas que estén cercanas al valor de corte

se repetiran.

*Tratamiento de la muestra: Se agrega a 100uL de la muestra, mas 125uL de PBS
y otros 25 pL de colato de sodio al 5%, se calientan durante 12 minutos a
ebullicién, posteriormente se enfria y se centrifuga a 3500 rpm por 5 minutos y se
toman 100 pL, para realizar el ensayo de ELISA.
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RESULTADOS

1. Susceptibilidad.- Los ratones et/et mostraron una alta susceptibilidad a la
bacteria (10% de sobrevivencia al final del ensayo), los ratones portadores del
gen et mostraron 60%, y los ratones +/+ del 90% como se muestra en la
siguiente gréfica.

Sobrevivencia

80%

70%
60%
50%
40%
30%
20%
10% -

et/et et/+ (+/+)

Gréfica 1. Porcentaje de sobrevivida después de 11 semanas, con un inoculo en
cavidad oral de 2.5X10® bacterias/mL.
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2. Observacion de lesiones de dientes y encias

Figura 7. Raton +/+ Raton et/+ Raton et/et

Observacion de lesiones en encias y dientes con tincion de eritrosina all%.- Se
observaron lesiones en dientes, retraccion de encias y caries, siendo mayor en

las portadoras del gen et/+ (fig. 7)
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3. Observacion de lesiones en hueso.

Figura 8. Resorcion en el dpice de los dientes, que afecta a las dos terceras partes
de la longitud total de la raiz, pérdida del hueso interalveolar con margenes
incongruentes. Maxilar inferior de la mandibula del ratén CD1 +/+

Figura 9. Resorcion en el apice de los dientes que afecta a las dos terceras partes
de la longitud total de la raiz, pérdida del hueso interalveolar con margenes
incongruentes. Maxilar inferior de la mandibula del raton CD1 et/+
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Figura 10. Resorcion moderada en el apice de los dientes, que afecta la tercera
parte de la longitud total de la raiz, no existe pérdida del hueso interalveolar, los
margenes son incongruentes sobre un diente sin afectar el hueso del diente
contiguo. Mandibula del raton CD1 et/et.

4. Contraste de Hipdtesis para las medias de indices de 6rganos.- Se realiz6 un
contraste de hipoétesis acerca de la diferencia de medias, tomando las medias de
los indices renal, hepatico y esplénico (cuadro 5). Descartandose la cepa de

ratones et/et debido al bajo porcentaje de sobrevivencia.

Cuadro 5. Medias de los indices renal, hepatico y esplénico de las cepas de

ratones et/+y +/+.

Cepa et/+ +/+

indice renal 1.1957 1.0796
indice hepatico 5.4128 5.6832
indice esplénico 0.5148 0.5355
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En la hipétesis nula (Ho) se propuso la igualdad de medias, con varianzas

poblacionales desconocidas (se comprobo con una prueba de Fisher).

Ho: pi-u2 = 0
Ha: -2 # 0

Usando la distribucion t de Student, Ho se rechaza si: -2.201 < teaculada = 2.201

Haciendo los calculos correspondientes se obtuvieron los siguientes resultados:

Cuadro 6. t calculada de las medias de indice de 6rganos.

Rifi6n Higado Bazo
t calculada 112557 - 14406 '10456
Ho No se rechaza No se rechaza No se rechaza

Ninguna Ho se rechazé por lo que se concluye que no existe diferencia
significativa entre las medias de los indices de 6rganos de los ratones et/+y +/+.

No se incluyo a los ratones et/et debido a que solo el 10% sobrevivio.

5. De la biomasa obtenida de A. actinomycetemcomitans se obtuvo el antigeno O,
este antigeno se utilizd para la inmunizacion de un conejo Nueva Zelanda y una
vez obtenido el suero se purifica la IgM anti LPS de Actinobacillus
actinomycetemcomitans. Para la purificacion de IgM se colocaron 4 mL de suero
anti LPS de Actinobacillu sactinomycetemcomitans en la columna G200 y se corri

con PBS. Vol vacio =14 mL

6. Se hizo lectura en espectrofotometro Jenway 6305 UV/Vis a 280 nm. Dando las

siguientes lecturas:
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Cuadro 7. Absorbancias de las fracciones de IgM puro.

Tubo Absorbancia
1 (blanco) 0.192
2 0.402
3 0.279
4 0.254
5 0.284
6 0.215

Absorbancia de IgM puro

0.45
0.4 A

0.35 /\
03 /N

0.25
0.2 /

Absorbancia

0.15

0.1

0.05
O T T T T T

Tubol Tubo2 Tubo3 Tubo4 Tubo5 Tubob

Grafica 2. Absorbancias de las fracciones obtenidas en la purificacion de IgM a

280 nm.
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7. Elaboracion de conjugado.- Para la elaboracion del conjugado se eligié la

fraccion con mayor contenido de IgM en este caso la fraccion 1(tubo 2) con una

absorbancia de 0.402 (marcado en rojo en el cuadro 7).

8. Se realizo la titulacién del conjugado. Siendo la dilucion 6ptima de 1:800. La

disposicion de la placa de ELISA para la determinacion del titulo del conjugado

en tablero de ajedrez, vertical y nombradas con letras las diluciones de LPS, en

horizontal y marcadas en café el logaritmo de las diluciones del conjugado anti-

LPS obtenido (cuadro 8) y se grafican (grafica 3).

Cuadro 8. Placa de ELISA para el titulo del conjugado

Log (10) Dilucién del conjugado

2 23 26 29 32 35 38 41 44 47 50 --
Dilucion 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
LPS
8 A 2.084 1.916 1.521 | 0.912 0.433 0.193 0.114 0.038 0.013 -0.002 | 0.001 -0.005
16 B 2.102 1.872 1.324 | 0.744 0.364 0.157 0.066 0.048 0.013 0.009 0.012 -0.005
32 C 2.047 1.815 1.382 | 0.75 0.345 0.172 0.058 -0.001 | -0.016 | 0.098 -0..01 0.037
64 D 1.983 1.719 1.28 0.685 0.321 0.151 0.062 0.018 0.000 -0.002 | -0.007 | -0.005
128 E 2.13 1.918 1.461 | 0.848 0.405 0.155 0.086 0.027 0.001 -0.03 0.018 -0.004
256 F 2.084 1.82 1.395 | 0.814 0.409 0.181 0.098 0.016 -0.011 | -0.01 -0.002 | -0.031
512 G 2.084 1.914 1.399 | 0.811 0.397 0.163 0.088 0.014 -0.015 | -0.03 -0.049 | -0.028
. H 2.062 1.775 1.26 0.738 0.368 0.147 0.042 0.006 -0.054 | -0.049 | -0.024 | -0.053
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Absorbancia vs log (10) dilucién del conjugado para A.
actinomycemcomitans.

2.5

Absorbancia

os \ N
S

0 — B

2 2301 2602 2903 3204 3505 3806 4.107 4.408 4.709 5?(7]1

-0.5
Log (10) de diluciones del conjugado

=4—=Dil1:2 —@=Dil1:4 =k=Dil1:8 ====Dill:16 ==+=Dil1:32 -—8-Dil1l:64 Dil 1:128 Dil 1:256

Grafica 3.Comparacion de las respuestas a las diversas diluciones de conjugado
obtenidofrente a diferentes diluciones de LPS. Marcada en el rectangulo rojo la
dilucion del conjugadocon la mejor respuesta en relacion con las diluciones de
LPS

9. Utilizando la dilucion 1:800 se realiza la determinacién de LPS en una placa de

ELISA obteniéndose los siguientes resultados.

Cuadro 9. Disposiciéon de las muestras en la placa de ELISA.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12

13 14 |PBS| 1:4 | 1:8 | 1:16 | 1:32 | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS

uy]

PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS

] Muestras de ratones 1-14 (1 ratdn et/et, 2-7 ratones et/+ y 8-14 ratones +/+)
7 Controles positivos pozos con LPS a diluciones de 1:4, 1:8, 1:16 y 1:32

7 Controles negativos pozos con PBS.
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Cuadro 10. Resultados de ELISA-polimixina B.

1 2 3 4 5 6

7 8

11 | 12

0.115 | 0.131 | 0.115 | 0.086 | 0.165 | 0.07

0.108 | 0.108

0.233 | 0.14

0.09 | 0.09

0.11 | 0.082 | 0.135 | 1.376 | 1.296 | 1.363

w

1.39 | 0.14

0.15 | 0.06

0.122 | 0.12

0.13 | 0.089 | 0.20 | 0.077 | 0.079 | 0.049

0.057 | 0.051

0.072 | 0.068

0.103 | 0.09

9.1Determinacion del valor de corte en la placa de ELISA.

9.1.1. Determinar la media y desviacion estandar de las absorbancias de los 18

controles negativos (PBS)

0.135 0.14 0.15 0.06 0.122 0.12
0.13 0.089 0.202 0.077 0.079 0.049
0.0.057 0.0.051 0.0.072 0.068 0.103 0.09
Estadistica descriptiva
N Minimo Maximo Media Desviacion
STD
Actinobacillus 18 0.049 0.202 0.10133 0.03350
actinomycemcomitans

Corte = Media + 2 Desviaciones estandar.

Corte = 0.0.10133 + (2 X 0.03350) = 0.16833

9.1.2. Los datos mayores al valor de corte (rojo) se descartan y se recalcula el

valor de corte.

Estadistica descriptiva

N Minimo Maximo Media Desviacion
STD
Actinobacillus 17 0.049 0.154 0.095411 0.03707
actinomycemcomitans
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Corte = Media + 2 Desviaciones estandar.
Corte = 0.095411 + (2 X 0.03707) = 0.169551

Todos los valores mayores a 0.16955 son POSITIVOS (color rojo)

Cuadro 11. Valores positivos para en la placa de ELISA-polimixina.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 | 12

0.115 | 0.131 | 0.115 | 0.086 | 0.165 | 0.07 | 0.108 | 0.108 | 0.233 | 0.14 | 0.09 | 0.09

B | 0.11 | 0.082 | 0.135 | 1.376 | 1.296 | 1.363 | 1.39 | 0.14 | 0.15 | 0.06 | 0.122 | 0.12
0.13 | 0.089 | 0.20 | 0.077 | 0.079 | 0.049 | 0.057 | 0.051 | 0.072 | 0.068 | 0.103 | 0.09
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DISCUSION DE RESULTADOS

La respuesta de los ratones hipotimicos et/et a la infeccibn con A.
actinomycetemcomitans nos indica que tienen problemas para manejar la
infecciébn, ya que dicho manejo es dependiente de linfocitos T. La alta
susceptibilidad presentada por el ratbn et/et a la infeccion de A.
actinomycetemcomitans es debido a la elevada concentracion de corticosteroides
en sangre, comparado con el raton eutimico CD1 y como es sabido estos
corticosteroides tienen un efecto inmunosupresor en las células T. Sin embargo el
aumento o disminucion en la produccion de linfocinas, dependera del estado de
activacion del linfocito T, por ello, durante una primo-inmunizacion la expansion
clonal de ambos linfocitos CD4 (Thl y Th2) se ve reducida, pero su efecto en las
células de memoria es menor debido a que estas células son 100 veces menos

sensibles a la accion de los corticosteroides,g).

Se observaron lesiones en dientes y retraccion de encias con presencia de
resorcion 6sea y caries, siendo mayor en las portadoras del gen et. Esto sugiere
que, en la periodontitis la carga genética juega un papel importante. En los
ratones et/et la xerostomia no favorece al dafio periodontal, pero si favorece el
incremento de organismos generadores de caries, situacién similar a la que
presentan los pacientes con sindrome Sjogren, de igual forma favorece la
formacion de la placa lo que conlleva alteraciones en la configuracion normal de la

encia y permite la entrada de un mayor nimero de bacterias generando gingivitis.

Se realizdé un contraste de hipotesis acerca de la diferencia de medias de los
indices de 6rganos (bazo, higado y rifiones), entre los ratones progenitores +/+ y

los portadores et/+, no encontrando diferencia entre estas.
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Utilizar la cepa ATCC nos asegura la identidad de la bacteria, pero al tratarse de
una bacteria exigente se prepararon medios de cultivo especiales para la
recuperacion de Actinobacillus actinomycetemcomitans, obteniendo un mejor
desarrollo en caldo BHI-hemina-menadiona, obteniendo suficiente biomasa para la
obtencién de LPS, asi como para la infeccion de los ratones

Al realizar la determinacién del titulo del conjugado especifico de LPS de
Actinobacillus actinomycetemcomitans obtenemos una grafica en la que se
observa como se comportan el LPS de Actinobacillus actinomycetemcomitans y el
conjugado a diferentes concentraciones. Las absorbancias mas altas se
obtuvieron con diluciones del LPS de 1:8 y 1:16 que corresponden a una
concentracion de 2.2531 ug/mL a 4.5063 pg/mL, respectivamente, por lo tanto,
podemos decir que lo ideal es utlizar el LPS de Actinobacillus
actinomycetemcomitans dentro de este rango. En el caso del conjugado especifico
para LPS de Actinobacillus actinomycetemcomitans se eligio la dilucién que da un
término medio de reaccién con las diferentes concentraciones de LPS, dicha
dilucion fue de 1:800, y al utilizarla podemos asegurar que dicho conjugado no
Gnicamente reaccionara con concentraciones altas o bajas de LPS, sino que
tendr& un mayor rango de reaccion. Las diluciones de conjugado y LPS
seleccionadas, estuvieron sujetas a algunas consideraciones con el fin de hallar
las concentraciones capaces de emitir respuestas confiables y definidas. Los
criterios que se usaron fueron aplicados directamente en las graficas absorbancia
vs logaritmo de la dilucién del conjugado generadas (grafica 3): a) Identificando la
respuesta con el mayor valor de absorbancia, a condiciéon de que la absorbancia
no rebasara el valor de 1, evitando asi errores espectrofotométricos; b)
posteriormente seleccionar las concentraciones de conjugado y LPS con la
respuesta media y /o mas alta, asegurando la respuesta en diversas

concentraciones.

La técnica de ELISA es un procedimiento sensible y especifico, ya que esta

basado en reacciones antigeno-anticuerpo, y el que dicha reaccion quede
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adherida a una superficie solida de la que pueden eliminarse todos los analitos
gue no reaccionan por medio de lavados sucesivos, permite que el tamafio de la
muestra a analizar sea minimo, estas caracteristicas hacen que sea uno de los
métodos mas utilizados. El reciente descubrimiento de que la polimixina presenta
una alta afinidad por los LPS, ha permitido desarrollar una técnica de ELISA-
polimixina para la deteccion de bacterias Gram negativas, las cuales presentan
esta sustancia en su membrana celular y representan uno de sus factores de
virulencia, haciéndolas bacterias altamente resistentes y agresivas. Un ejemplo es
Actinobacillus actinomycetemcomitans, uno de los principales agentes causales de
la periodontitis, enfermedad con un alto indice de morbilidad en el mundo. Al
utilizar polimixina B en la placa de ELISA se asegura la recuperacién del LPS
presente en la muestra, y al obtener un anticuerpo especifico contra el LPS que
deseamos identificar aseguramos la especificidad de la reaccion. Ademas el LPS
es altamente resistente a condiciones ambientales adversas, su naturaleza de
carbohidrato permite que resista altas temperaturas, o que hace que su
recuperacion no tenga que realizarse bajo condiciones especiales. Dado que A.
actinomycetemcomitans no es parte de la biota, al identificar el LPS, se establece
la existencia de un proceso infeccioso, aunque esto no establece la etapa de la
enfermedad periodontal, para que ocurra el dafio tisular y la resorcion Osea
caracteristicos de la periodontitis en etapa establecida o avanzada, es necesario
que intervengan multiples factores ademas de la existencia del agente patégeno.
En muchos casos interviene: la asociacion con otras bacterias, la cantidad de
placa bacteriana, un estado nutricional u hormonal alterado, asi como una
inadecuada o excesiva respuesta inmune por parte del huésped. Esta situacién se
comprueba al no encontrar asociaciébn entre la presencia del LPS de A.
actinomycetemcomitans con el dafio observado en el hueso alveolar. Por ejemplo,
en los ratones +/+ y et/+ donde el sistema inmune puede controlar y eliminar la
infeccion por A. actinomycetemcomitans, la existencia de linfocitos sensibilizados,
los cuales pueden ser estimulados por antigenos de la placa, son los que llevan a

cabo el proceso de hipersensibilidad.
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CONCLUSIONES

- Se logré desarrollar un método estandarizado de ELISA ligado a Polimixina para
la deteccion de LPS de Actinobacillus actinomycetemcomitansde muestras de

lavado gingival o de suero de ratones CD1 et/et, et/+y +/+

- Se consiguio la IgM anti-LPS de A. actinomycetemcomitanspara la elaboracion
de los conjugados, que probaron totalfuncionalidad, encontrdndose el titulo del
conjugado ideal para A. actinomycetemcomitans. Se determiné que la dilucion del

conjugado mas adecuada para trabajar este sistema es de 1:800.

- Encontramos que la técnica de ELISA polimixina es Gtil en la deteccién deLPS de
Actinobacillus actinomycetemcomitansutilizando una muestra obtenida de lavado

dental de ratones et/et, et/+y +/+.

- Toda la técnica y sus procedimientos son factibles de realizar en cualquier

laboratorio de investigacion o docente.

Se propone realizar un estudio con animales que reciban un 10% de la dosis

administrada para evitar mortalidad y poder observar lesiones en éstos.
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ANEXOS

ANEXO I. Preparacion de soluciones

Solucién de hemina:

Hemina 50 mg.
NaOH 1N 1 mL.
Agua destilada 100 mL.

Esterilizar a 121° C/ 15 Ib /in por 15minutos.

Solucion de menadiona.
Menadiona o vitamina K 100 mg.
Alcohol etilico del 96° 20 mL.

Esterilizar por filtracion para su uso. Conservar protegido de la luz en refrigeracion.

Solucion acuosa de fenol al 90%

Fenol 99

Agua destilada 1mL

Disolver en un vaso de precipitado agitando con mucho cuidado. Utilizar guantes

durante todo elproceso.

Buffer de fosfatos 0.1M pH 6.8

Fosfato dibasicododecahidratado (Na,HPO,.12H,0) 3.58g
Fosfato de sodio monobasico (NaH;PO,) 1.38g
Agua destilada 100mL
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Buffer de carbonato-bicarbonato 1M pH 9.5

Carbonato de sodio (Na,CO3) 10.59 ¢
Bicarbonato de sodio (NaHCOs3) 8.4¢g
Agua destilada 100 mL

Buffer salina fosfatos (PBS)

Cloruro de sodio NaCl 8.0¢g
Cloruro de potasio KCI 0.2¢g
Fosfato bibésico dodecahidratado (Na;HPO,4.12H,0) 299

Fosfato de potasio monobasico (KH,PO,4) 0.2 g
Agua destilada 1000 mL

Buffer de salina fosfatos / NaCL 0.85% para ELISA.

Cloruro de sodio NaCl 8.5¢0
Cloruro de potasio KCI 0.2g
Fosfato bibasico dodecahidratado (Na;HPO4.12H,0) 2.99
Fosfato de potasio monobasico (KH;PO,) 0.2g

Agua destilada 1000mL

Buffer de salina fosfatos / NaCl 0.85% / Tween 20 al 0.05% para ELISA.

Cloruro de sodio NaCl 8.5¢0
Cloruro de potasio KCI 0.29
Fosfato bibasico dodecahidratado (Na;HPO4.12H,0) 2.99
Fosfato de potasio monobésico (KH,PO,) 0.2¢9
Tween 20 0.5mL

Agua destilada 1000mL.
Bloqueador para ELISA

Leche descremada en polvo 5 g
Albumina de huevo 1 g

Agua destilada 100 mL
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Amortiguador de Sustrato

Solucion A

Fosfato bibasico dodecahidratado de sodio (Na;HPO4.12H,0) 1.4196 g
Agua destilada 50mL

Solucién B
Acido citrico 1.0507 g
Agua destilada 50mL

Solucién de trabajo C
Mezclar
25.7 mL de la solucion A

24.3mL de la solucién B

Sustrato - Cromdégeno

Solucién de trabajo C 100 mL

O-Fenilendiamina 40 mg (proteger de la luz)
Peroxido de hidrogeno al 30% 40 pL

Agregar en el orden anotado. Utilizar inmediatamente después de preparada.

ANEXO Il. Escala de McFarland

Tubo BaCly al 1% (mL) | H,SO4 al 1% (mL) Bacterias/mL
1 0.1 9.9 3.0 X 10°
2 0.2 9.8 6.0 X 10°
3 0.3 9.7 9.0 X 10°
4 0.4 9.6 1.2 X 10°
5 0.5 9.5 1.5 X 10°
6 0.6 9.4 1.8 X 10°
7 0.7 9.3 2.1 x10°
8 0.8 9.2 2.4 X 10°
9 0.9 9.1 2.7 X 10°
10 1.0 9.0 3.0 X10°
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ANEXO Il
Preparacion de croquetas para dieta 2050 rica en carbohidratos.

Se pesaron 300 g de azUlcar estandarizada y 150 g de fécula de maiz(maizena)
Se disuelven con suficiente agua hasta formar una pasta.
Sobre una charola metalica se glasean las croquetas para raton.

Secar en estufa a 100° C durante 1 hora.

o k~ 0N PF

Dejar enfriar.
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