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Resumen

A 139 estudiantes de 12 a 15 afos de edad, se les levanto el indice CPOD y en sus salivas
se determind: la capacidad amortiguadora, cantidad de colonias de Streptococcus mutans
como un grado de infeccidn, la respuesta de anticuerpos de tipo IgA salival contra los
antigenos /Il de Streptococcus mutans mediante ELISA, y la especificidad de esta reaccién
se corroboré mediante inmunoelectrotransferencia (western blot). El indice CPOD presenté
una mediana de 4, la capacidad amortiguadora de la saliva mostré una mediana de 2, que
correspondié a una capacidad amortiguadora media, la prevalencia de la infeccién por el
microorganismo mencionado fue de 94.2%, la mediana del grado de infeccion fue de 2, lo que
indica una infeccion moderada en la poblacion de estudio y el titulo de anticuerpos de tipo IgA
salival contra antigenos I/ll de S. mutans mostré una mediana de 0.170. Al realizar una
correlacién bivariada de Spearman entre la capacidad amortiguadora y titulo de anticuerpos
IgA salivales contra Streptococcus mutans, se observé una correlacion positiva (r = 0.126,
P = 0.042). No se encontr6 correlacion estadisticamente significativa entre el resto de
variables. Conclusion: En la poblacién estudiada el indice CPOD mostré una mediana de 4,
con respecto a la saliva: se encontré una alta prevalencia de la presencia de S. mutans,
observandose un moderado grado de infeccién, una capacidad amortiguadora media y se
observé una correlacion positiva estadisticamente significativa entre la capacidad amorti-
guadora vy el titulo de anticuerpos IgA salivales contra antigenos I/l de Streptococcus
mutans que resulté especifica al determinarla mediante inmunoelectrotransferencia.

Palabras clave: CPOD, Streptococcus mutans, anticuerpos salivales, IgA salival, ELISA,
inmunoelectrotransferencia.

Abstract

Method: 139, 12 to 15 years students were screened for DMFT index, their saliva for; buffer
capacity, colony counts of mutans streptococci as a degree of infection, salivary IgA anti-
body response to antigens I/Il of Streptococcus mutans determined by ELISA, the reaction
specificity was corroborated by immunoelectrotransference (western blot). Results: The
mean DMFT index median was 4, the saliva buffer capacity median was 2 which corre-
sponded to an average buffer capacity. The prevalence of infection by S. mutans was 94.2%,
the median of the degree of infection was 2 which indicates a moderate infection in the sample
studied, the title for antibodies salivary type IgA vs S. mutans antigen I/Il presented a median
of 0.170. The Spearman bivariate correlation between the buffer capacity and salivary IgA
antibody to S. mutans a positive correlation (r = 0.126, P = 0.042) no statistical significance
was found among the other variables. Conclusion: In the studied population the median
DMFT was 4. Saliva was found with a high presence of S. mutans, observing a moderate
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Introduccioén

El desarrollo de caries dental en humanos y animales de
experimentacion se atribuye a la presencia de microorga-
nismos asociados con los llamados cominmente estrep-
tococos del grupo mutans: Streptococcus mutans y Strep-
tococcus sobrinus.' Varios autores coinciden en que S.
mutans serotipos c, e y f, asi como S. sobrinus serotipos
d, g y h son dos de los principales agentes causales del
desarrollo de la biopelicula bucal en humanos y otros ma-
miferos.!? Estos microorganismos poseen varios deter-
minantes antigénicos de pared celular, tales como pepti-
doglicanos antigénicos, polisacaridos y acido lipoteicoi-
c0.2S. mutans posee gran cantidad de sustancias antigé-
nicas en su superficie celular, de los cuales se ha caracte-
rizado en particular, una proteina de 185 kD que ha sido
designada por varios autores como antigenos I/II (3), B,
IF, P1, SR, Pac*®y MSL-1.5

El antigeno I/II tiene un peso molecular estimado por
SDS-PAGE de 185 kD, pertenece a un grupo de proteinas
fibrilares de la familia de las adhesinas,” la cual participa
en la unién de los estreptococos a la pelicula adquirida en
las superficies dentales,® esta proteina aparentemente se
une a las aglutininas de la saliva, cubriendo las superfi-
cies dentales, favoreciendo la colonizacién in vivo de S.
mutans, ademas esta proteina presenta una reactividad
cruzada con la proteina de 210 kD llamada SpaA, de S.
sobrinus.! El grupo de las glucosiltransferasas (GTF) se
encuentra involucrado en la produccién de glucanos in-
solubles en agua a partir de sacarosa con la consecuente
acumulacién de S. mutans.®

Material y métodos

Se realiz6 un estudio de tipo observacional, transver-
sal en 139 adolescentes voluntarios, de entre 12y 15
anos de edad pertenecientes a la Escuela Secundaria
Diurna Librado Rivera Godinez N° 274 del Distrito Fe-
deral, se les levanté el indice CPOD (dientes cariados,
perdidos y obturados) y se les solicité de 3 a 5 mL de
saliva en tubos estériles que se mantuvieron en hielo
para procesarse el mismo dia. Se excluyeron del estu-
dio aquellos alumnos que refirieron estar bajo trata-
miento con antibidticos.
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degree of infection, median buffer capacity and was observed a positive correlation being
statistically significant between the buffer capacity and salivary IgA antibodies vs antigen I/
Il of S. mutans which resulted specific by the immunoelectrictransference determination.

Key words: DMFT, Streptococcus mutans, salivary antibodies, salivary IgA, ELISA, im-
munoelectrotransference.

Aislamiento de los antigenos I/11

Para la purificacién de los antigenos I/II se sigui6 la me-
todologia de Russell.'® Brevemente: 15 mL de cultivo de
caldo de Todd-Hewitt fue inoculado con S. mutans ATCC
25175 incubado a 37° C por 30 h, la biomasa se separé
por centrifugacién en frio a 25,000 g por 1 h, el sobrena-
dante se concentré por medio de centrifugacion y vacio a
congelacién en un speedvac, se dializ6 contra agua bides-
tilada y se precipité con sulfato de amonio al 75% de
saturacion, el precipitado se resuspendié en solucion sa-
lina fosfatos PBS pH 8.0 y se dializé en el mismo amorti-
guador hasta eliminar el sulfato de amonio. El dializado
se purificé en un bano de DEAE celulosa equilibrada con
solucién amortiguadora de fosfatos de pH 8.0, el sobre-
nadante se concentr6 a volumen equivalente a 1/10 del
original por medio de centrifugacién y vacio a congela-
cién en un Speedvac. Para la purificacién de los antigenos
I/1I se us6 una columna calibrada de sephadex G 200 y se
colectd la fraccién que correspondié al peso reportado de
los antigenos I/1I, se le adicion6 una mezcla de inhibido-
res de proteasas (protease inhibitor cocktail Sigma Che-
mical Company cat P2714). A la muestra obtenida se le
realiz6 una electroforesis en poliacrilamida al 10% y apa-
recié una banda bien definida que correspondi6 a los 185
KD. Se determinaron proteinas por el método de Lowry, !
los antigenos se separaron en alicuotas de 0.5 mL y con-
gelaron a —20° C hasta su uso.

Para la cuantificacion de S. mutans en saliva se utilizé
la técnica de Matsukubo y cols. modificada.'® Tubos de
13 x 100 mm estériles con 2 mL de caldo mitis-saliva-
rius, telurito de potasio al 0.01% y 0.2 Ul/mL de bacitra-
cina, se inocularon con 100 ¢L de saliva de cada muestra,
se incubaron a 37° C durante 24 h, (los tubos se inclina-
ron a 45° para permitir la adherencia de los microorga-
nismos al tubo), transcurridas las 24 h, se vacié el conte-
nido de los tubos en un recipiente con fenol al 5%, se
realizé el recuento de S. mutans con una fuente de luz
adecuada (previa intercalibracién del revisor) y de acuer-
do al nimero de colonias que se adhirieron al tubo se dio
un valor con base en los siguientes criterios.

0 si no aparecen colonias en la pared del tubo.
+ si el nimero de colonias es menor de 10.



Revista ADM 2006;LXI11(6):215-219

+ + si el nimero de colonias es mayor de 10 pero menor
a 100.

+++ si el namero de colonias es mayor de 100 pero
menor a 350.

++++ si es mayor de 350 colonias observandose un
aspecto de cristal nevado.

De acuerdo al valor asignado, la correspondencia del
grado de infeccidén se dio como sigue:

0 corresponde a no infectado.

+ corresponde a infeccion leve.

+ + corresponde a infecciéon moderada.

++ + corresponde a infeccién severa.
++++ corresponde a infeccién muy severa.

El resto de las muestras de saliva se filtraron, em-
pleando una jeringa con filtros de algodén estéril, colec-
tando en tubos estériles. Esta saliva se utiliz6 para la
determinacion de la capacidad amortiguadora y la deter-
minacién del titulo de anticuerpos por el método de ELI-
SA y su especificidad mediante inmunoelectrotransferen-
cia. Las muestras de saliva se mantuvieron en congela-
cién a —20° C hasta su uso.

Determinacion de la capacidad amortiguadora de sali-
va por la técnica del Dr. Rodriguez Mir6,"® consistié en
determinar la capacidad de 300 #L de saliva, para neutra-
lizar &cido clorhidrico 0.03N agregéndolo gota a gota uti-
lizando como indicador purpura de bromocresol.

Criterios:

0 a 3 gotas............. baja

4 a 6 gotas............. media

7 a 9 gotas............. alta

10 o maés gotas....... muy alta

Estandarizacion de la técnica de ELISA y western blot

Para la estandarizacion de la técnica de ELISA, se utiliza-
ron placas Nunc de alta adherencia con 96 pozos (Den-
mark) y se irradiaron con luz UV por 30 minutos para
aumentar su adhesividad.'* Se usé un amortiguador de
carbonatos para pegar el antigeno, y se sigui6é un esque-
ma de tablero de ajedrez para encontrar la concentraciéon
adecuada de antigenos I/Il y la dilucién adecuada de anti-
cuerpos en saliva,® el bloqueo se realiz6 con albimina de
huevo al 1% y gelatina al 1%. Se utiliz6 un conjugado
anti IgA humana obtenido en cabra y unido a peroxidasa
de rdbano (Sigma Chemical Company Cat A 0295), 1a con-
centracién de antigeno I/II que result6 adecuada fue de
4 ng/mL, la dilucién de la saliva usada 1:80 y la del con-
jugado 1:500. Las lecturas de las placas se realizaron a
450 nm en un lector de ELISA Dynatech 250 R. A las
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muestras con lecturas de mas de 0.30 en la técnica de
ELISA, se les realiz6 una inmunoelectrotransferencia (wes-
tern blot), con la idea de determinar si la reaccién fue espe-
cifica; para esta técnica se prepar6 un gel de poliacrilamida
al 10% y se usaron marcadores de peso molecular con un
rango de 16.5 a 175 KDa New England Biolabs, las salivas
se diluyeron 1:10y el conjugado anti IgA humana 1:100.'57

Las pruebas estadisticas paramétricas se selecciona-
ron de acuerdo a la distribucién de datos y homogeneidad
de varianzas (P < 0.05 por la prueba de Bartlett) y que los
datos mostraran una distribucién normal; mientras que
las pruebas no paramétricas se aplicaron cuando las va-
rianzas no mostraron homogeneidad (P < 0.05 por la prue-
ba de Bartlett) y que los datos no siguieran una distribu-
ci6n normal.™®

Debido a que los datos no cumplen con el supuesto de
normalidad, se calcul6 la mediana y para la correlacion
bivariada se realizé la prueba de Spearman. Para la reali-
zacion de las pruebas se usé el paquete estadistico SPSS
version 10 para ambiente Windows.'®

Resultados
La prevalencia de infecciones por Streptococcus mutans

nos mostré que el 94.4% de la poblacién se encuentra
infectada por este microorganismo y que la frecuencia

Infeccién baja

33.1%
Sin infeccion
5.8%
Infeccion
muy alta
Infeccion 7.2%
mggesff;da Infeccion alta
.8% 15.1%

Figura 1. Porcentaje de infeccién por Streptococcus mutans. Técnica
de Matsukubo et al.

Cuadro I. Valores de las medianas de las diferentes pruebas

realizadas en saliva.

Prueba Medianas
ELISA (IgA contra antigenos I/I1) 0.170
Capacidad amortiguadora de saliva 2
CPOD 4
Grado de infeccion 2
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Cuadro Il. Correlacién bivariada de Spearman.

Pruebas de correlacion

Grado de infeccion -capacidad amortiguadora
Grado de infeccion- titulo IgA anti antigenos /Il
Grado de infeccion-CPOD

Capacidad amortiguadora-titulo IgA anti antigenos I/I1
Capacidad amortiguadora-CPOD

Titulo IgA anti antigenos I/1-CPOD

*Correlacion significativa a un nivel de 0.05.
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Figura 2. Inmunoelectrotransferencia. El carril 1 son marcadores de
peso molecular. Los carriles 2 y 3 son ejemplos de salivas que dieron
absorbencias altas, de més de 0.3, mientras que el carril 4 es un
ejemplo de una saliva que dio una absorbencia muy baja, en ELISA.

mayor esta asociada a una infeccién moderada, como se
aprecia en la figura 1. Los resultados de los indices CPOD,
la capacidad amortiguadora, el grado de infeccién medi-
do por la cuenta de colonias de S. mutans y el titulo de
anticuerpos IgA secretores contra antigenos I/II de S.

Correlacion Significancia
r=0.125 P = 0.071
r = -0.059 P = 0.244
r=0.120 P = 0.080
r=0.147 P = 0.042*
r=0.126 P = 0.070
r = 0.089 P =0.149

mutans determinado por ELISA se muestran en el cuadro
I Se realizé una correlacion bivariada de Spearman entre
diferentes binomios que se muestra en el cuadro II. De
las muestras de saliva que dieron valores en ELISA por
arriba de 0.3 se les realiz6 una inmunoelectrotransferen-
cia, las salivas probadas mostraron manchas en los 185
KD que correspondieron a los antigenos I/II (Figura 2).

Discusion

El 94.4% de la poblacién estudiada presentd infeccion
por S. mutans, sélo el 5.6% no mostré en ese momento
presencia de S. mutans, y la mediana con un valor de 2
que corresponde a una infeccién moderada, mientras que
el indice CPOD presenté una mediana de 4, los valores de
estos pardmetros nos indica un estado de salud bucal
deficiente. Estos resultados son comparables a los repor-
tados en un estudio realizado en una zona urbana de la
Ciudad de México donde encontraron la presencia de S.
mutans en el 95% y el indice CPOD de 3.57 en la pobla-
cion estudiada.?® El resultado del indice CPOD con una
mediana de 4 encontrado en la poblacién estudiada, cae
dentro del rango de 2.5-5.1 para nifos de 12 anos, repor-
tado en 1991-1992 para México.?! La correlacién bivaria-
da de Spearman entre el grado de infecciéon y el CPOD fue
der = 0.120 con una P = 0.080, la falta de correlaciéon se
puede explicar en funcién de que en la etiologia de la
caries es multifactorial y no exclusiva de S. mutans, o
bien la falta de correlacién se debi6 probablemente a que
el indice de dientes cariados perdidos y obturados pue-
den tener una historia lejana y la medicién del grado de
infeccion es actual. Se observé que la correlacién entre la
capacidad amortiguadora y el titulo de anticuerpos anti-
antigenos I/Il fue der = 0.147 y una significancia de P =
0.042, lo cual nos indica que a mayor capacidad amorti-
guadora en la saliva el titulo de anticuerpos anti-antige-
nos I/II fue mayor, esto pudiera ser debido a que los anti-
cuerpos funcionan mejor en pH cercano a la neutralidad.
El titulo de anticuerpos contra antigenos I/Il de S. mu-
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tans fue especifico como lo mostré la inmunoelectrotrans-
ferencia donde se presentaron manchas bien definidas al-
rededor de los 185 KD, peso molecular que corresponde a
los antigenos I/II de S. mutans, también se observé una
ligera banda cerca de los 17 KD que pudiera ser un pro-
ducto de la degradacién de los antigenos I/II o bien son
otros péptidos con actividad antigénica descritos previa-
mente.??
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