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1. INTRODUCCION
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Las periodontitis son enfermedades cronicas inflar@s, que afectan a los
tejidos de soporte del diente, produciendo pérdeasercion clinica y destruccion de
hueso alveolar, y que pueden conducir a la pérdaldos dientes. Ademas de los
efectos locales (a nivel bucal), en los que la idérdlentaria condiciona problemas
funcionales y estéticos, en los ultimos afos, sasbaiado la presencia de periodontitis
con diferentes condiciones sistémicas, como mayesgo de enfermedades
cardiovasculares (Offenbacher et al. 2009), nacitoge con parto prematuro
(Offenbacher et al. 2006, Neves et al. 2010) o@epensacion en el paciente diabético
(Stewart et al. 2001, Pontes Andersen et al. 2QQ¥ etiologia de las periodontitis es
multifactorial pero la infeccion bacteriana tiene papel primario y esencial. Entre la
variada ecologia bacteriana subgingival, difereagpecies bacterianas Gram negativas,
anaerobias estrictas, juegan un papel primordiglirsenumerosas publicaciones y

estudios (Dzink et al. 1985, Slots 1986, Page ynK@an 1997).

En concreto, Porphyromonas gingivalisestd fuertemente asociada con la
destruccién de los tejidos de soporte segun mdltiel estudios (van Winkelhoff et al.
1989, Haffajee y Socransky 1994). Es nfasgingivalisha sido reconocida como uno
de los patdgenos periodontales de asociacion fuartperiodontitis junto con
Aggregatibacter actinomycetemcomitand annerella forsythigWorld Workshop on

Periodontology 1996)

A pesar de esta evidente asociacion microorganamermedad, la simple
presencia dé®. gingivalisno conduce necesariamente a la destruccion peiiaidae
modo que se puede afirmar que los patdgenos petmlde son esenciales en la
patogénesis de las periodontitis pero no suficeemqtara iniciar la destruccion del

periodonto. Aparentemente, son necesarios tambééa miciar la enfermedad un
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huésped genéticamente susceptible o la presen@&raemicroorganismos patdogenos
(van Winkelhoff et al. 2002), de ahi que la enfettatk periodontal sea considerada de

etiologia multifactorial.

La importancia deP. gingivalis es especialmente relevante en Espafa:
numerosos trabajos han estudiado la prevalencR. dgéngivalis comparando estados
de salud con enfermedad, e incluso, tratando dleser un patrén de distribucion
geografico. Se ha observado que, en sujetos awdpatitis crénica moderada-severa,
al comparar Espafia frente a Holanda (Sanz et &0)2@. gingivalis fue
significativamente mas prevalente en el grupo edp&d.5% frente a un 36.7% en el
grupo holandés. Con los mismos criterios, se compapafia con Colombia y Chile
(Herrera et al. 2008) concluyendo que, ademas @ePqugingivalis fue una de las
bacterias mas frecuentemente detectadas, los adsslbbtenidos en los tres grupos
fueron significativamente diferentes. Los sujeto®imbianos mostraron una frecuencia

de deteccidn del 65.9%, menor que en los espafe’&’o) y chilenos (83.8%).

Diversos estudios en Espafia han revelado tambifsedaente deteccion de
gingivalisen poblaciones sin periodontitis, representandd3% de la ecologia total de
sujetos con encias sanas (Lau et al. 2004), oelaudinte presencia en sujetos con
halitosis sin periodontitis (Roldan et al. 2003rymujeres embarazadas (Carrillo et al.
2010). Por tantoP. gingivalisse detecta también, aunque con menor frecuentia, e

sujetos sin enfermedad (Slots y Ting 1999).

Una de las posibles explicaciones de estos hakaggda que diferentes cepas
de P. gingivalispodrian tener diferente capacidad patdégena. Estdaaig a explicar la

presencia d@. gingivalisen poblaciones de pacientes sin periodontitis.
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La asociacion entre la severidad de la enfermeddd ypresencia de un
microorganismo especifico viene determinada povidalencia del microorganismo,
que puede definirse como la capacidad del organsn® causar enfermedad medida
por un procedimiento experimental. Esta virulendepende de la capacidad de
infeccion del organismo y de la severidad de lamenédad producida, aunque estan
influenciados por la naturaleza y estado del hukgpael lugar de colonizacion (Curtis

et al. 2005).

P. gingivalis posee factores de virulencia que pueden contrilauina
etiopatogénesis de las periodontitis (Laine etl@b6). Estos factores de virulencia
pueden tener un importante papel en la iniciaciénlal respuesta inflamatoria y
destruccion de tejidos en las periodontitis (Holake 1999).P. gingivalis posee una
membrana externa en la que existen lipoproteinpgpdlisacaridos y proteinas de
transporte, fimbrias, proteinasas y enzimas que camsiderados sus principales

factores de virulencia.

Ademas de los factores mencionadBs,gingivalisposee una capsula externa
que contiene polisacaridos, que hacen a la baatesiatente a la fagocitosis y que
pueden actuar como antigenos (Jawetz et al. 198ds gt al. 1993, Laine et al. 1997).
Este hallazgo resulté en la identificacion de ssasotipos diferentes, que fueron
descritos basandose precisamente en estos antigapsdares (K): K1 (cepa W83), K2
(cepa HG184), K3 (cepa A7A1-28), K4 (cepa ATCC-4B4 K5 (cepa HG1690), K6
(cepa HG1691) y una variedad exenta de capsul@,afne et al. 1996, van Winkelhoff
1993). Todas las cepas encapsuladas, inoculadast&nbamente en modelos animales,
dieron lugar a una infeccion acompafada de exudaogcrosis y ulceracion sistémica

y, en cambio, la no encapsulada fue menos virulgntodlo dio lugar a absceso
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localizado (Laine et al. 1998). Esto sugiere ingalién directa de la capsula en la
virulencia de la bacteria. Ademas, existen difei@nen relacion a la virulencia entre

los distintos serotipos (Jawetz et al. 1984).

Aunque la bacteria puede producir dafo direct@atagenicidad depende sobre
todo de la activaciéon del sistema inmunolégico l®mteraccion biofilm-periodonto se
obtiene como resultado la produccién de citoquipnasediadores inflamatorios, que
promueven la liberacion de enzimas y otras molécaglae finalmente inducen las
alteraciones en el metabolismo del tejido conecfidmstruccion de tejidos de soporte,
caracteristicos de las periodontitis (OffenbacH¥36). Se han encontrado diferencias
significativas en la expresion de citoquinas indasi por los distintos serotipos
capsulares d@. gingivalis ya que se ha demostrado que las cepas K1 y Kzend
mayor respuesta en células dendriticas y son nsétamtes a la fagocitosis (Sundqvis
et al. 1991). Los distintos serotipos inducen uifarehte respuesta inmune y se
observan diferencias cualitativas de esta respu®&mal et al. 2009). Ademas)
serotipo K4 parece poseer una mayor capacidad kesiih al epitelio de la bolsa
periodontal (Dierickx et al. 2003). Sin embargon@ue es evidente que la presencia y
tipo de cdpsula son importantes a la hora de datarda patogenicidad d@. gingivalis
(Jawetz et al. 1984, van Winkelhoff et al. 199&rnal et al. 2009), aun no es bien

conocida su relacion con la severidad de la enfdache
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JUSTIFICACION

Las diferencias observadas en la capacidad patdtgeniferentes cepas de
gingivalis y la deteccion de este patdégeno en sujetos simdmeriitis, aunque con
menor frecuencia (Slots y Ting 1999), sugiere guddteccion de este patdgeno y de
sus diferentes serotipos K podria ser importanta gantrolar la evolucion de la
enfermedad y predecir resultados. Por ello, serierdsante contar con un método
estandarizado que permitiera realizar un reconecitoi molecular de los distintos
serotipos déP. gingivalispara establecer la prevalencia y distribucién de distintos
serotipos. Estudios posteriores podrian estableoerespondencia con grados de
enfermedad. Mediante la elaboracién de sueros ctituarpos especificos y la
interpretacion de resultados con técnicas de influorescencia, las variedades e
gingivalis presentes en distintos grupos de sujetos se potipificar y cuantificar y
asociarlos a un grado de enfermedad. Esto pemnitontrolar la evolucion de la

enfermedad y predecir resultados de tratamiento.
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HIPOTESIS

La deteccién y cuantificacion de los distintos #pos capsulares d@.
gingivalis es posible mediante la aplicacion de una muestna suero de anticuerpos

especificos y su posterior interpretacion con t&sde inmunofluorescencia.

OBJETIVO

El objetivo principal de este estudio fue desaarolina herramienta para
identificar los distintos serotipos d® gingivalismediante inmunoensayos, para poder
establecer su prevalencia y correlacionarla comloggrade enfermedad en estudios

posteriores.
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2. MATERIAL Y METODOS
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Siembra y crecimiento de bacterias.

Para la obtencion de las muestras bacterianagabearon los crecimientos de
P. gingivalis a partir de criobolas almacenadas a -80°C en elorh#drio de
Microbiologia de la Facultad de Odontologia de lniversidad Complutense de
Madrid. Cada criobola contenia una cepa determindad? gingivalis W83, HG184,
A7A1-28, ATCC-49417, HG1690, HG1691, cada una dasekeleccionada por

presentar una variedad distinta de capsula, y, aslemma variedad exenta de capsula.

Por otro lado, se prepararon 6 placas estérilesnamio agar sangre. Se trata de
un medio de cultivo OXOID n°2 agar base con 5%ateee desfibrinada de caballo y
5% de solucion de hemina y menadiona. En cada eralak, se realiz6 la siembra de
una criobola determinada en condiciones de esladiliy se etiquetaron
convenientemente, se introdujeron en una jarra yn@garon en una estufa a unos
35°C durante 7 dias y en condiciones de anaersbi®asado este tiempo, se realizo el
aislamiento de una sola colonia de cada placapks@va sembrar en agar-sangre y a

incubar de la manera ya descrita. Este procesavalkepetirse una semana después.

Una vez se obtuvo la poblacién de las 6 placagrepararon 6 tubos tipo
Falcon con 15 mL. de medio de cultiBoain-Heart Infusion(BHI) cada uno. El BHI
estaba compuesto por extracto de cerebro de tefh2ra g.), extracto de corazén de
buey (5 g.), triptosa (10 g.), cloruro sédico (9, dosfato disddico (2.5 g.) y agua
destilada (1000 mL.) y sintetizado en condicionesedterilidad. En cada Falcon se
afadio una colonia de bacterias, de manera queFadan se correspondia con una
placa de &gar-sangre, también fueron correctametiietados. Las colonias se
afadieron utilizando asas estériles desechableads Ealcon se colocd en Vortex

durante alrededor de 20 segundos.

11
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Los 6 recipientes junto con un control negativordnede nuevo colocados en
jarra y estufa a 35°C e incubados durante 7 diasoerdiciones de anaerobiosis para

permitir el crecimiento bacteriano.

Transcurridos los 7 dias, se retiraron los Faleeradjarra. En condiciones de
esterilidad se comprobd la turbidez de las prepamas (signo de crecimiento
bacteriano) y se colocaron en Vortex durante 2Qrsgs. A continuacion se realizaron
dos procedimientos para determinar el niumero deetias disponibles por mL. y para
comprobar que no existia contaminacion. En prinugiad, el nimero de bacterias
aproximado se calcul6 mediante espectrofotOmetrdiemilo la turbidez de cada
crecimiento. El nimero necesario era dé™-10" bacterias por mL. Gracias a este
procedimiento se comprobd que el crecimiento halmia correcto y permitio seguir

adelante con el lavado y fijacion de bacterias apemas horas despueés.

En segundo lugar, se realiz6 un procedimiento geemipié descartar la
existencia de contaminacion y de nuevo comproba siimero de bacterias en la
preparacion era adecuado. Para ello, se utilizacgwl fosfato-salina d?hosphate
Buffered SalindPBS) compuesto por NaCl (8 g.), KCI (0.2 g.).NRO, (1.15 g.),
KH,PO, (0.2 g.), piruvato de sodio (0.036 g.), glucosay (1 kanamicina (0.007 g.) y
agua destilada (1000 mL.). Se colocaron 900u! d& pBviamente esterilizado en cada
Eppendorf, con un total de 10 por cada cepa. Emirler Eppendorf se colocaron 100
ul de la preparacion del Falcon con micropipetaeBe Eppendorf se volvieron a coger
100 pl de volumen y se llevaron al siguiente, aguiendo asi sucesivamente diluciones
logaritmo 10 hasta llegar al ultimo Eppendorf. B&edlltimo, se tomaron de nuevo 100
ul que fueron repartidos en dos placas de agaresgnge nuevo colocados en jarra

para incubar. Este proceso se repitio para cada depnscurridos 7 dias se confirmo

12
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mediante recuento de colonias que el nimero del@sten las placas de agar-sangre

era el adecuado y que no existia contaminacion.

Recuperaciéon de bacterias y preparacion de indculos

Una vez se obtuvieron las poblaciones de bactes@sealizé un proceso de
lavado, previo a la fijacion de la muestra. Se dlev cabo con PBS previamente

esterilizado.

En primer lugar, se pas6 todo el contenido de laicdR a recipientes
previamente esterilizados especificos para el mdocentrifuga a utilizar, en este caso,
frascos de 35 mL. para el rotor SL32 (Sorvall). @&adi6 a cada recipiente con
contenido bacteriano un volumen de 35 mL. de PB8 §evo a centrifugar durante 10
minutos, a 10000 revoluciones por minuto y a umaptratura de 4°C. Al retirar los
recipientes, la totalidad del contenido bacterismtabia quedado adherida a la base de
los recipientes, de manera que se retiré el PB$éatida minima de bacterias para de

nuevo repetir el mismo proceso en dos ocasiones mas

Una vez las preparaciones estuvieron lavadasssspendieron en un 1 mL. de
PBS, se afadié 1 mL. de formaldehido al 1% a caxdeade los frascos y se dejaron
reposar a temperatura ambiente durante una horaonfnuacion, se afiadio Glicina

50mM a cada preparaciéon y se dejaron reposar @uténminutos.

Se volvieron a realizar de nuevo tres lavados @& Rl y como se ha descrito
anteriormente. Por ultimo, se resuspendieron tddsspreparaciones en PBS para

repartir el producto en 10 Eppendorf conteniendd®pufOpor muestra. Estas

13
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preparaciones fueron congeladas a -80°C hastasseripo utilizacion en el proceso de

inmunizacién de conejos.

Proceso de inmunizacion de conejos y obtencion sleeros.

Se contd con seis conejos (raza neozelandés alpara) la obtencion de los
sueros. A cada uno se le inoculdé subcutdneamerstederias muestras previamente
purificadas y fijadas, de manera que de cada ca@®efbtuvo un suero con anticuerpos

para cada cepa dre gingivalis.

Las muestras fueron conservadas en hielo en loerigppf. Se afiadié el
adyuvante incompleto de Freund a cada uno de |perfiorf a partes iguales. Este
adyuvante consiste en una solucién compuesta poaceite mineral y un agente
dispersante que permite liberar lentamente el emtigpara lograr un estimulo
persistente que facilita la produccién de anticosrgos Eppendorf se cerraron con
parafilm y se colocaron en Vortex durante un minatejando reposar un minuto y
repitiendo el proceso un total de 5 veces paranebtana emulsion de consistencia

viscosa que se uso como inoéculo.

La primera inoculacion se realizo en el lomo dedosejos, habiendo rasurado
la zona 2 dias antes. Se realizaron de 15 a 30iqnasc separadas por 2 cm. Las
inmunizaciones secundaria y terciaria se llevaramalzo 35 dias después con puncion

intramuscular en las extremidades traseras, comnsaho protocolo.

Después de 10 dias tras la inmunizacion terciarigeslizdé puncién en la oreja
para obtener una alicuota de suero que permditerminar la afinidad de los sueros.
Posteriormente se llevd a cabo una cuarta inmunizag 10 dias después se sacrificd a

14
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los animales mediante puncion intracardiaca paodtencion del volumen maximo de
sangre a partir del coagulo formado y medianterifegacion del mismo. Una vez

obtenidos los sueros, se alicuotaron y se consanaar20°C.

Caracterizacion de sueros mediante ELISA.

Para caracterizar los distintos sueros, se reafizaest Enzyme-Linked
ImmunoSorbent AssafELISA) que permitian detectar las distintas cepasP.
gingivalisde modo cuantitativo. En concreto, se realizo wsagm en el que en el fondo
del pocillo de las placas especificas para ELISAdeco la cepa determinada Be
gingivalis. A continuacion se afiadio el suero obtenido cdit@erpos correspondiente
a esa cepa y se lavo el exceso. Después de eatlv|ase afiadieron anticuerpos anti
IgG de conejo, que estaban marcadas, y que senraecomplejo antigeno-anticuerpo.
A continuacion, se realizé un ultimo lavado pareglar todas las moléculas marcadas
no fijadas al complejo, se dejo reposar y se leyddénsidad Optica mediante

espectrofotometria.

El espectrofotdmetro permitio medir la intensidad ld sefal generada por la
union antigeno-anticuerpo, lo que proporcioné imfacion acerca de la especificidad

de los sueros previamente sintetizados.

15
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Anédlisis de los datos.

Los datos obtenidos se analizaron mediante estadistescriptiva y se
interpretaron mediante la realizacion de tablasafigps que permitieron observar la
cantidad de respuesta generada por cada uno dadoss al enfrentarse a una muestra

deP. gingivalisde un serotipo determinado.

16
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3. RESULTADOS

17
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Se realizaron 6 procedimientos en los que se dpfresda suero, de manera
independiente, con antisueros obtenidos de comejosnizados frente a los distintos
serotipos dé°. gingivalis(K1, K2, K3, K4, K5, K6, K-). Las bacterias fijasl@iluidas a
1/250 para K1 y K4 y a 1/500 para K2, K3, K5, K&Ky Las diluciones a las que se
debian utilizar las bacterias para su unién a lacglse obtuvieron de datos
experimentales en los que se tituld la concentrad@bacterias unidas a la placa frente
a una cantidad similar de los distintos antisuédagos no mostrados). Se realizaron
también diluciones de los sueros y se analizofialdaminosa emitida por las uniones
especificas antigeno-anticuerpo por el método ELK&RAy como se ha descrito en la
seccion de material y métodos. Los resultados teresdicion fueron registrados en
Unidades de Densidad Optica (UDO) a 490 nm. Losltados obtenidos para cada

suero se describen a continuacion.

ELISA de captura de anticuerpos por bacterias de setipo K1 unidas a la placa.

Las bacterias del serotipo K1 que fueron utilizagaga la inmunizaciéon de
conejos, se utilizaron también para llevar a calsoekperimentos de ELISA. Para ello,
se pegaron a la placa y se enfrentaron a los wistisueros obtenidos, es decir, se

realizo un tapizado con K1.

Al analizar la respuesta obtenida por el suerckahtse pudo observar que fue
el anico suero capaz de generar una sefial de U5 tuando se us6 en una dilucion
de 1x10°. Observando los valores obtenidos para los deneiss todos ellos diluidos
a 1x10°, se puede constatar que los sueros anti-K2, ahti-&nti-K5 fueron capaces de

generar una sefial de 0.07 UDO. Los sueros anti-#&&iyK6 generaron unas sefiales de

18
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0.06 UDO y 0.05 UDO, respectivamente. Al compandos |los sueros, se observo que
para generar una sefial de entre 0.05 y 0.08, B3 sui-K1 puede usarse mucho mas
diluido que los demas, en concreto 4%100 veces)Fig.1), lo que sugiere la presencia
de 10 veces mas de anticuerpos capaces de recatibcere capaces de reconocer las

otras cepas bacterianas.

ELISA de captura de anticuerpos por bacterias de setipo K2 unidas a la placa.

Al colocar bacterias del serotipo K2 en el fonddalelaca y enfrentarlas a los
distintos sueros obtenidos, se pudo observar quealecion antigeno-anticuerpo que
proporcionalmente emitio la sefial luminosa masnsde fue la obtenida tras la
interaccion serotipo K2- suero anti-K2, en congretogenerd una sefial de 0.4 UDO en
una dilucién del suero de 8x10Los demés sueros fueron capaces también de roduc
la misma intensidad de sefal, pero encontrandosenandilucion menor: anti-K4 a
1x10* anti-K5 a 9x10, anti-K6 a 8.5x10, ant-iK3 a 8.3x18 y anti-K1 a 7x18 (Fig.

2). Lo que indica la presencia entre 8 y 8.75 vecés amticuerpos frente a K2 que

frente a las otras cepas bacterianas.

ELISA de captura de anticuerpos por bacterias de setipo K3 unidas a la placa.

Al realizar el tapizado con bacterias del serotk® y enfrentarlo a las
diluciones de los distintos sueros, se obtuvo aquetocdos los sueros, a excepcion del
suero anti-K6, se obtenia una sefial de 0.6 UDQue&lse encontraba mas diluido era el
suero anti-K4 a 4xIt El suero anti-K3 se encontraba a una diluci6rixtE0*. Le
segufan anti-K2 a 9.5xFpanti-K1 a 7.5x18, anti-K5 a 6x10 y, por Gltimo, anti-Ks,

19



Deteccion de los distintos serotipos capsulareB dgingivalis mediante sueros de anticuerpos efipesi

que emitia una sefial de 0.3 UDO a IX{Big. 3). Estos datos indicaban que el suero
anti-K3 tenia como minimo 15 veces mas de antiosecppaces de reconocer a K3 que

a los otros serotipos. Los datos eran aun maymeatefa K6.

ELISA de captura de anticuerpos por bacterias de setipo K4 unidas a la placa.

Al realizar un tapizado del serotipo K4 en la plgocanfrentarlo con diluciones
de cada uno de los sueros obtenidos, se pudovabsgre para el suero anti-K4, en una
dilucién de 4x1d, se obtuvo una sefial de 0.18 UDO. Para obtersisima sefial con
el suero anti-K6 se necesité que este suero seeam en una dilucion de 1x30es
decir, que estuviera 40 veces menos diluido. Cgpeo al suero anti-K2 se obtuvo la
misma sefial, siempre y cuando la concentraciérafder 7.5x18. Los resultados
obtenidos para los sueros anti-K5 y anti-K1, indigae la concentracién necesaria fue
de 1x10°® para emitir una sefial no superior a 0.12 UDO. ®imo, el suero anti-K3
generd una sefial de 0.24 UDO en una diluciéon 9svewnor en comparacion con el

suero anti-K4AFig. 4).

ELISA de captura de anticuerpos por bacterias de setipo K5 unidas a la placa.

Tras realizar el tapizado con bacterias del sevolp y enfrentarlo a las
distintas diluciones de los sueros obtenidos, savolque los sueros anti-K5 y anti-K2
producian una intensidad de sefial de 0.4 UDO ditulmmbos a 4x1D El resto de
sueros, produjeron esta misma intensidad pero @domiose sensiblemente menos

diluidos: anti-K1 encontrandose en una dilucioréa@03, anti-K4 en una dilucion de
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9.3x10° anti-K3 diluido a 6.8x18y, por ultimo, el suero anti-K6 en una dilucién de

4x10° (Fig. 5).

ELISA de captura de anticuerpos por bacterias de setipo K6 unidas a la placa.

Al realizar el tapizado con bacterias del serotf® y enfrentarlo a las
diluciones de los distintos sueros obtenidos, ssigaieron los siguientes resultados: el
suero anti-K4 produjo una intensidad de sefial 8&JRO diluido a 6x103. Esta misma
intensidad fue la producida por anti-K2 y anti-K8 wna dilucién de 9x1}) en ambos
casos. El suero anti-K6 también produjo una se@aD.@ UDO a una dilucién de
8.5x10° Con respecto a los sueros anti-K1 y anti-K5,dndbs que necesitaron estar

menos diluidos para producir esa misma intensi8ad0? y 7x10?, respectivamente

(Fig. 6).

ELISA de captura de anticuerpos por bacterias de setipo K- unido a la placa.

Al colocar la cepa exenta de capsula, K-, en la lbasla placa y exponerla a las
diluciones de los distintos sueros, se halld6 uspuesta muy similar entre todos los
sueros. Por un lado, los sueros anti-K3 y anti-K2recontrarse diluidos a 9xTp
produjeron como resultado una sefal de 0.12 UDG. dueros anti-K6 y anti-K1
indujeron esa misma sefial aunque a una diluciéfx@@?. Por Gltimo, los sueros anti-
K5 y anti-K4 generaron una sefial de 0.10 UDO tamlgncontrdndose en diluciones
de 7x1C (Fig.7). Aqui debemos tener en cuenta que todas las sedlienidas son

mucho menores que las obtenidas frente a las mctn cipside, o que nos indica
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que la mayoria de los anticuerpos presentes esues reconocen proteinas de la

capside.

ELISA de captura de anticuerpos de sueros anti-K2 gnti-K5 con distintos tapices.

En relacion al experimento de absorcion anterier,irdentd maximizar la
probabilidad de que se deplecionaran los anticgecpmunes a los diferentes serotipos
con el fin de aumentar la afinidad de los suersg serotipo correspondiente. Se realizo

en los sueros anti-K2 y anti-K5 para comprobarféatevidad de la prueba.

El proceso se realizdé en dos fases: en primer Jisgaabsorbieron los sueros
anti-K2 y anti-K5 con tapices de los distintos spas deP. gingivalis (K1, K2, K3,
K4, K5, K6 6 K-), y, en una segunda fase, estogosuabsorbidos se enfrentaron a

tapices K2 y K5 respectivamente y se midio la isiiad de la sefial en un test ELISA.

Para el suero anti-K2, se realizé una primera aiisoren la que se coloco el
suero anti-K2 en una placa conteniendo un tapizerdtipo K1 deP. gingivalis Una
vez los anticuerpos se unieron a las bacteriagessato el anticuerpo no absorbido, es
decir, que deberia estar deplecionado de anticserppaces de reconocer K1, pero
deberia mantener los anticuerpos que eran esmscifecK2. Este mismo procedimiento
se realizd con el resto de serotipos Rlegingivalis de manera independiente: se
enfrentd el suero anti-K2 a tapizados de K3, K4, K6 6 K-. De estas absorciones se
obtuvieron sueros anti-K2 absorbidos (S2 abs.). @oontrol, se volvié a analizar el

suero sin absorber frente a K2.

A continuacion, estos sueros absorbidos se colncamoplacas independientes
donde el tapizado era, de nuevo, bacterias defigend2. Se midio la intensidad de la
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sefal luminosa generada por cada una de las urnienes sueros absorbidos al tapiz y
se representaron graficame(ieg. 8). Se utilizé la proteina albumina de suero bovino

(BSA) como control negativ@-ig. 9).

En la grafica se puede observar que el suero ablsodon los distintos
serotipos, produjo en mayor o menor medida unal $efienosa. Encontrandose todos
ellos en una dilucién de 1x®0pse obtuvo que el que mayor intensidad de sebdlijy
fue el suero anti-K2 absorbido con el serotipo K®8 UDO), seguido por el absorbido
con el serotipo K6 (1.02 UDO). La absorcién cos $erotipos K3 y K- produjo en
ambos casos una intensidad de sefial de 0.8 UDgdieEd absorbido con el serotipo K4
generd una sefial de 0.70 UDO, vy, por ultimo la ad&o con los serotipos K2 y K1,

produjo una intensidad de sefal de 0.65 UDO.

Al enfrentar cada suero anti-K2 absorbido al tapirespondiente con el que se
habia realizado la absorcidRig. 10), se pudo observar que todos ellos generaban una
sefial luminosa, en mayor o menor medida. En una&idil de 1x1G, la absorcién del
suero anti-K2 con K5 y enfrentado a un tapiz de agsmo serotipo, generd una sefal
luminosa de 0.74 UDO. Para esa misma dilucionuefasanti-K2 sin absorber en un
tapiz K2 generd una sefal de 0.65 UDO, y los suabserbidos con K3, K6 y K4,
produjeron intensidades de 0.52, 0.41 y 0.23 UDepaetivamente. Por ultimo, con las

absorciones con K1 y K- se obtuvieron sefiales H2¥0.1 UDO, respectivamente.

Este mismo proceso se llevo a cabo para el sué¢rkanes decir, se absorbid
de manera independiente con los distintos serotipe® enfrentd de nuevo a un
tapizado con el serotipo K&-ig. 11) y posteriormente, a tapizados de los distintos

serotipogFig. 12). Se utilizé de nuevo BSA como control negatiFa. 13).

23



Deteccion de los distintos serotipos capsulareB dgingivalis mediante sueros de anticuerpos efipesi

Para una concentracion del suero anti-K5 absorbiasiolos distintos serotipos
en una dilucién de 1xT0(Fig. 11), se obtuvo respuesta luminosa por parte de tadas
variantes. Las absorciones con K4 y K6 produjeeoméayor intensidad de sefial (1.15
UDO). El suero anti-K5 sin absorber previamentelpjo una intensidad de 1.07 UDO,
las absorciones con K2 y K- produjeron una seii#l.g@ UDO, el suero absorbido con
el serotipo K1 produjo una sefial de 0.80 UDO vy, piimo, la absorcion con K3

produjo una intensidad de sefial de 0.30 UDO.

Al enfrentar cada suero anti-K5 absorbido al tapizespondiente con el que se
habia realizado la absorci@irig. 12), se pudo observar que el suero anti-K5 produjo la
mayor intensidad de sefial: en una dilucién de $xsk0obtuvo una sefial de 1.07 UDO.
El suero absorbido con el serotipo K2 y enfrentadan tapiz de e ste mismo serotipo,
produjo una intensidad de sefial de 0.51 UDO. Lasralmnes con K3, K6, K4 y K1
produjeron intensidades de 0.41, 0.30, 0.22 y OD®, respectivamente. Por ultimo, el
suero anti-K5 absorbido con el serotipo K- y erfrdo a una placa con tapiz K-,

produjo una sefal de 0.09 UDO.
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4. DISCUSION
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En este estudio, los distintos serotipos capsslalieP. gingivalis fueron
aislados, purificados e inoculados en conejos doriine de obtener sueros con
anticuerpos especificos para cada cepa. Al compasasefales de los ELISAs de los
sueros obtenidos con el antigeno frente al quelidenido y frente a los antigenos de
las otras cepas d& gingivalis pudo medirse la especificidad de la reaccion.du@sos
anti-K1, anti-K2, anti-K4 y anti-K5 obtenidos, destiaron poseer especificidad en
relacion a su antigeno correspondiente, ya quedou@stos sueros se encuentran
diluidos en mayor proporcion que el resto, se abtuwa respuesta similar, o incluso
mayor, a la de la obtenida con el resto de cepadrid decirse que, cuando en una
muestra se encuentran distintos serotiposPdegingivalis estos sueros podrian
reconocer la existencia de antigenos especificdeseoasos de los serotipos K1, K2,
K4 y K5. Sin embargo, estos sueros también sonceapade reconocer las otras cepas,
aungue en menor medida. Es decir, que en una rawsstrlos distintos serotipos Be
gingivalis los sueros anti-K1, anti-K2, anti-K4 y anti-K&stdctarian la presencia de los
serotipos K1, K2 K4 y K5, respectivamente, en mayedida que los demas, pero el
resto también seria detectable. Por tanto, si ammurestra se encontraran los serotipos
K1, K2, K4 y K5 en una concentracibn muy baja yesto de cepas en proporciones
muy altas, podria generarse una sefial luminosdasjroiincluso mas intensa para los
anticuerpos especificos, cuando los que serianpm@slentes serian el resto. Esto
implica que los sueros no se puedan utilizar pagdimprevalencia de serotipos en
mezclas biolégicas complejas, ya que por la capdcik reaccién cruzada con otras
cepas no permiten distinguir entre la cepa frerteque fueron generados y otra cepa

contaminante que fuese mas prevalente.
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En cuanto a los sueros anti-K3 y anti-K6, no sedeuafirmar que en dichos
sueros haya anticuerpos especificos frente a glickpas, aunque es evidente que
ambos reconocen de manera mucho mas eficaz goas de. gingivalisencapsuladas
que a la carente de capside, por lo que probablem#ichos sueros reconozcan
antigenos comunes presentes en las distintas depgasgingivalis En los dos casos,
otros serotipos son capaces de generar una sefaht@dsa. En una muestra en la que
se encontrara una poblacion de bacterias de dists#rotipos, estos sueros no serian

capaces de discriminar la presencia especifica3de K6, respectivamente.

El hecho de que todos los sueros sean capacestatgal la presencia de otras
cepas, en mayor o menor medida, puede ser debugize da mayor parte de los
componentes de las bacterias, sean del tipo capsudasean, son compartidos. De
manera que los serotipos son similares entre efliesinguiéndose en una fraccién

genética tan pequefia que los sueros no puedemnargacsolo ante una cepa.

Para intentar aislar de cada suero los anticuerppscificos del fenotipo frente
al que fueron generados, y asi aumentar la sepakciéisa, se procedié a realizar
absorciones y purificaciones de los sueros antitkdti-K5 con los distintos serotipos
de P. gingivalis Teoricamente, al absorber un suero determinadho etoresto de
serotipos, el sobrante seria no soélo especific&k2leéd K5, sino que ya no deberia
reconocer los demas serotipos. Los resultadosarabio, muestran que a pesar de estas

absorciones, se sigue obteniendo reactividad coest de serotipos.

Las sefiales obtenidas en el test ELISA para losesyK1 y K4, utilizando los
sueros anti-K2 y anti-K5 absorbidos, son muy siragaa los de los sueros sin absorber.
Para los dos sueros, con los tapices K2, K3 y &% datos sugieren que la absorciéon

con las bacterias dio lugar a la eliminacion, dtgda centrifugacion, de una fraccion de
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anticuerpos de baja afinidad. Para el tapiz K6éoehmortamiento fue intermedio entre
los dos casos anteriores. El control del tapizadodémuestra que sefiales en ELISA
superiores a 0.15 UDO para el suero anti-K2 y 8 QRO para el suero anti-K5, son
sefales especificas de reconocimiento de bactmiasapsula. El control del tapizado
de BSA, demuestra que las sefales en ELISA supsréf.10 UDO tanto para el suero
anti-K2 como para el suero anti-K5 son especifiteaseconocimiento de bacterias y no
de union a la BSA utilizada como agente de blog&stos datos se traducen en que,
tras el segundo procedimiento, no se consiguid atanda especificidad de los

anticuerpos debido a que seguian presentando tasltgacciones cruzadas.

Los primeros estudios realizados para la detead®los distintos serotipos de
P. gingivalis mediante ensayos inmunoldgicos no observarontgsiede reacciones
cruzadas y obtuvieron especificidad en todos lesas) (van Winkelhoff et al. 1993,
Laine et al. 1997) a diferencia del presente estugdstos trabajos no realizaron una
interpretacion mediante tests ELISA, sino que adidn la técnica de inmunodifusion
doble (Ouchterlony) basada en la interpretaciorualisde un observador de los
resultados en una placa estandarizada. Esta pradémas de ser de interpretacion mas
subjetiva, no permite cuantificar la intensidadaleespuesta. Estudios han demostrado
gue la falta de especificidad y la existencia dececwnes cruzadas, son un problema
frecuente en las técnicas con inmunoensayos (H&014l). Por esta razon, los ultimos
ensayos estdn siendo encaminados a realizar un#figeion gendmica mediante
Polymerase Chain ReactigRCR) de los distintos serotipos (Morillo et @03, Lau et
al. 2004), incluso comparando los resultados cannunodifusién doble y obteniendo

una respuesta mas rapida y fiable (Brunner e0ai8R

28



Deteccion de los distintos serotipos capsulareB dgingivalis mediante sueros de anticuerpos efipesi

5. CONCLUSIONES
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-Los distintos serotipos capsularesRigyingivalisson genéticamente similares,
lo que hace que los sueros generados frente aatdsrias fijadas no reconozcan de

manera suficientemente especifica la presenciaaeepa u otra.

-La utilizacion de sueros a partir de los distingggotipos capsulares de
gingivalis puede ser una herramienta auxiliar, pero no inwtipate, para determinar la

prevalencia de las distintas cepas.

-Las técnicas de PCR pueden ser de utilidad padetkccion de los distintos
serotipos capsulares, una vez se hayan obteniddrdasiones del genoma que

evidencien las diferencias estructurales de logmss

-Son necesarios mas estudios que aumenten la iefidaclos métodos de
deteccioén de los distintos serotiposRlggingivalispara asi poder aplicarlos en estudios

de prevalencia y relacionar con grados de enfercheda
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7. ANEXO: FIGURAS
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Fig.1. ELISA de captura de anticuerpos por bacteria®d®ipo K1 (dilucion 1/250) unido a
placa.
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Fig.2. ELISA de captura de anticuerpos por bacteriasedetipo K2 (dilucién 1/500) unido a
placa.
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Fig. 3. ELISA de captura de anticuerpos por bacteriaed®ipo K3 (dilucion 1/500) unido a
placa
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Fig. 4. ELISA de captura de anticuerpos por bacteriaed&ipo K4 (dilucion 1/250) unido a
placa.
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Deteccion de los distintos serotipos capsulareB dgingivalis mediante sueros de anticuerpos efipesi

Fig. 5. ELISA de captura de anticuerpos por bacterias d&ipe K5 (dilucion 1/500) unido a
placa.

1,0
— AntiK1
AntiK2
_. 08 N ANtiK3
2 \ AntiK4
D _ .
~ T AntiK5
SN i
E 06 ——AntiK6
o
o
<
©
S 0,4
c
(1]
2
@]
2]
< 02 \
0,0
0,01000 0,00100 0,00010 0,00001
Diluciones

Fig. 6. ELISA de captura de anticuerpos por bacterias d&ige K6 (dilucion 1/500) unido a
placa.
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Fig. 7.ELISA de captura de anticuerpos por bacterias a#ige K- (dilucion 1/250) unido a
placa.
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Fig. 8. ELISA de captura de anticuerpos de suero antitididido por bacterias serotipo K2
(dilucién 1/500) unido a placa.
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Fig. 9. ELISA de captura de anticuerpos de suero anti&diido en BSA (control negativo).
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Fig. 10.ELISA de captura de anticuerpos de suero antith&didbido por bacterias serotipo K1,
K2, K3, K4, K5, K6 (dilucién 1/500) unido a placa.
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Fig. 11.ELISA de captura de anticuerpos de suero antitd§obido por bacterias serotipo K5.
(dilucién 1/500) unido a placa.
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Fig. 12.ELISA de captura de anticuerpos de suero antitb&®dbido por bacterias serotipo K1,
K2, K3, K4, K5, K6 (dilucién 1/500) unido a placa.
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Fig.13.ELISA de captura de anticuerpos de suero anti{i€aiido en BSA (control negativo).
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