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RESUMEN

La periodontitis del adulto es una de las enfermedades mas comunes del ser |
humano. Entre los agentes causales de la periodontitis se encuentran las
bacterias. El objetivo de este trabajo fue el detectar algunas de las bacterias
comunmente asociadas con la periodontitis del aduito, utilizando la amplificacion
genetica por PCR. Para tal efecto, disefiamos una bateria de iniciadores para
detectar Streptococcus intermedius, Prevotella intermedia, Porphyromonas
gingivalis y Bacteroides forsythus mediante la amplificacién segmentos del gen
que codifica para el RNAr 16S de las bacterias. Los iniciadores amplificaron
especificamente las bacterias para las cuales fueron disefiados. La
determinacion de los niveles de sensibilidad demostrd que la tecnica puede
detectar un minimo de 27 células en el tubo de reaccion y el producto de la
amplificacién tefiido con bromuro de etidio. La deteccion de las bacterias
indicadoras en muestras clinicas directas se realiz¢ a partir de un universo de 52
pacientes diagnoésticados con periodontitis del adulto en la consulta de Clinica 43
del IMSS. Los resultados mostraron que 15.3% fueron positivos para alguna de
las bacterias. P. gingivalis y P. intermedia fueron las mas frecuentes con 11.0%
cada una, en cambio B. forsythus fue el menos frecuente, 3.0%. Eil nimero de
bacterias detectadas varié en los pacientes, en el 3.84%, de los casos positivos
detectamos 1 o 2. El caso mas frecuenie, 5.76%. con tres bacterias. Este es ei
primer trabajo donde se reporta la deteccion de 4 bacterias invoicradas en la

periodontitis del adulto.



Introduccion

La gingivitis y la periodontitis del aduito son las dos formas mas comunes
de enfermedad periodontal humana y ambas son causadas por bacterias orales
(Zambon et al,, 1995). Se ha estimado que en los Estados Unidos mas de 49
millones de personas tienen aigun tipo de periodontitis (Cutler ef al., 1995) y
mundialmente, el 80% de la poblacion padece o ha padecido periodontitis. Estos
datos resaitan la importancia de la enfermedad periodontal inflamatoria ya que es
la causa principal de la pérdida de piezas deltales en la pobiacion adulta
(Nisengard et al.,, 1992).

Es bien conocido que la cavidad oral es un nicho ecolégico poblado por
alrededor de 300 especies de microorganismos, pero solo algunas juegan un
papel importante en la periodontitis (Ashimoto ef al., 1996). El surco periodontal
proveé un ambiente anaerobio que favorece el crecimiento de bacterias
anaerobias, predominantemente Gram negativas, entre las que destacan
Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella

intermedia y Bacteroides forsythus (Zambon ef al.,1995).

Existen ciertos factores que influyen en el desarrollo de la microflora
periodontal, sobresaliendo algunas fluctuaciones hormonales, enfermedades
sistémicas, infecciones virales, farmacos, alteraciones inmunolégicas
(Listgarten. 1992) que originan los diferentes tipos de periodontitis: la del adulto.
juvenil, progresiva rapida, asociadas con enfermedades  sistémicas,

uiceronecrotizante y refractaria (Ranney. 1992).

En la actualidad existen algunas métocdos para detectar e identificar estas
bacterias, como aislamiento en medios de cultivo, ensayos enzimaticos,
inmunolégicos y moieculares. Los ensayos de aislamiento se usan cada vez
menos porque cconsumen mucho tiempo y son caros; los enzimaticos e

inmunologicos son mas sensibles que el microbiolégico, pero tienen la



desventaja de generar sefiales ambiguas y reacciones cruzadas. Por tal motivo,
se ha optado por los metodos moleculares por su sensibilidad y especiﬁcidad
(Ashimato et al.,, 1996). Entre los métodos moleculares mas utilizados se
encuentran la hibridacién ADN-ADN (Southern blot), determinacién. del
polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccibn (RFLP) y la
amplificacion de ADN polimorfico (RAPD). Otra técnica la cual ofrece una alta
sensibilidad y especificidad de deteccion es la Reaccidn en Cadena de la
Polimerasa (PCR), que tiene |la capacidad de amplificar segmentos especificos
de ADN. Esto es posible por la amplificaciéon especifica de algunas secuencias
nucledtidicas del! organismo blanco. Generalmente, las secuencias de eleccion
se relacionan con genes muy conservados de poca variabilidad, como .ios gque
codifican para alguna toxina o para los ARNr 16S y 23S, asi como las regiones
espaciadoras entre los mismos. Sin embargo, la mayoria de los estudios de
deteccion estan basados en la amplificacion de secuencias de los genes para
los RNAr, especialmente el RNAr 165 (Amann ef al., 1954)

Existen varios reportes de la deteccién de algunas bacterias asociadas con
periodontitis del adulto usando PCR (B. forsythus, P. intermedia y Streptococcus
intermedius); sin embargo, la amplificacién especifica de regiones del ARNr 168
se realizdo en reacciones por separado (Ashimoto et al, 1896). Es importante
resaltar que las reacciones de amplificacion fueron realizadas a partir de cultivos

puros.

En este trabajo, planteamos la posibilidad detectar P. gingivalis, F.
intermedia, B. forsythus y S. intermedius en una sola reaccion, esto es, realizar

una amplificacion muitiple directamente a partir de muestras clinicas.
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Hipdtesis

La técnica de la Reaccidén en Cadena de la Polimerasa (PCR) es altamente
sensible y especifica, lo que nos permitiria detectar, en una sola reaccién,

algunas bacterias relacionadas con periodontitis de! adulto.

Objetivo General

Detectar |la presencia de P. gingivalis, P. intermedia, S. intermedius y B.
forsythus mediante la técnica de PCR, a partir de muestras provenientes del surco

periodontal.

Objetivos Particulares

¢ Conocer la sensibilidad de deteccidn de la técnica (PCR) mediante diluciones

a partir de cultivos puros de las bacterias indicadoras.

¢ Amplificacion geénica multiple para detectar la presencia de P. gingivalis, P.
intermedia, S. intermedius y B. forsythus, de muestras directas de pacientes
clinicamente sanos y enfermos.

¢ Estudiar las asociasiones de las bacterias indicadoras en la enfermedad

periodontal.
¢ Comparar l|a sensibilidad y rapidez de la técnica de PCR con el metodo

comun (medios de cuitivos) para detectar bacterias anaercbias causantes de

periodontitis.



Antecedentes
. Importancia de la peridontitis

Es generalmente aceptado que la microflora de la periodontitis esta comprendida
principalmente por anaerobios obligados Gram negativos. Ademas es importante
distinguir cual bacteria(s) predomina en el surco periodontal humano, la cual se

relaciona con la ecologia y etiologia de la periodentitis (Uematsu et af., 1992).

Un estudio realizado en la Facuitad de Ciencias Biclégicas de la U.AN.L. reporta
la incidencia de tres bacterias asociadas a periodontitis, partiendo de un totai de 82
pactentes con periodontitis del aduito, encontrando a F.intermedia en un Z29%,
S.intermedius 21%, P.gingivalis 16% vy combinaciones como P. gingivaiis vy

S.intermedius en un 21% (De la Garza. 1998)

Se ha observado el desarrollo e incremento del uso de examenes
microbiolégicos para diagnéstico en el manejo de pacientes con enfermedad
periodontal. En anos recientes, ha incrementado la evidencia de la asociacien de
diversos microorganismos  colonizadores en las diversas condiciones de
pericdontitis (Listgarten. 1992).

Il. Caracteristicas de la Periodontitis

Este padecimiento ocurre en los tejidos blandes y duros, la encia es el tejido que
se altera; mas especificamente es la zona de union entre la encia y el diente donde
suceden los cambios patolégicos mas importantes. Algunos investigadores ahora
creeen que los tipos especificos de bacterias son la causa de la destruccién del
soporte periodontal y del aflojamiento final dei diente en las diversas formas de

enfermedad periodontal inflamatoria (Tabla 1)



Tabla 1. Clasificacién de la periodontitis.

¢ Periodontitis del adulto
|. Periodontits temprana
Periodontitis prepubertal
Generalizada
Localizada
Periodontitis juvenil
Generalizada
Localizada

Periodontits rapida progresiva

Il. Periodontitis asociada con enfermedades sistemicas
lll. Periodontitis ulcerativa necrotizante

V. Periodontits refractaria

Los rasgos mas importantes que caracterizan el desarrollo de la gingivits y
periodontitis son: La presencia de inflamacién bastante intensa y segundo, una
profundizacion del! espacio que rodea ai diente y que acaba en la formacion de una
boisa periodontal (Noite 1985) (Figura 1). La consiguiente formacion de bolsa
periodontal se inicia a partir de un deposito ya existente de placa subgingival. Asila
composicion microbiana de la placa subgingival esta parcialmente influida por el
deposito microbiano ya existente. El acceso a la cavidad bucal esta limitado, lo cual

favorece el desarroilo anaerobio (Crawford et af 19795).



Figura 1. Cavidad oral de un paciente mostrando la lesion caracteristica de la periodontitis. En
este caso, la inflamacion del periodonto se ha complicado con un abseso.

¢ La gingivitis: es definida con inflamacion del tejido gingival y es causada por
acumulacién de placa, puede ser asociada por dafio local, erupcion de dientes,
desordenes dermatolégicos, pubertad, embarazo medicamentos, herpes,
enfermedades sistémicas y desordenes hormonales (Carranza 1993).

¢ La periodontitis: el desarrollo de la bolsa periodontal es un signo caracteristico de
la periodontitis. Desde el punto de vista clinico, se considera que la periodontitis
es una profundizacién de la bolsa periodontal (2-5 mm aproximadamente)
asociada con presencia de exudado y aumento paulatino de la movilidad de las

piezas dentales (Nolte. 1985).



Las complicadas interacciones entre el huésped, microorganismos Yy la dieta,
conducen a la alteracién patolégica de las piezas dientales yde sus estructuras de
soporte circundantes, y eventualmente conducen a la pérdida de las piezas. Varias
sustancias que poseen potencial patégeno han sido detectadas en la placa. Estas
_incluyen sustancias indicadoras de inflamacién, productos bacterianos que pueden
producir dafios tisulares directos, y sustancias que pueden activar los mecanismos
destructivos dentro de los tejidos del huésped o paralizar los mecanismos de
defensa del mismo (Bascones 1985). En las radiografias puede observarse la

destruccién del hueso del reborde alveolar y el volumen relativo de raiz que queda

para sostener el diente (Nolte. 1985) (Figura 2).

Figura 2. Radiografia de primera y segunda molar. (a) Pérdida 6sea y (b) crestas evidentes.



lll. Técnicas tradicionales para la identificacion de bacterias

Dentro de las tecnicas comunes para la identificacibn se encuentran: a)
Ensayos microscopicos:el cual consiste en observar la morfologaa bacterial y
reaccion a la tincidon de Gram (Listgarten. 1992); b) Caracteristicas coloniales: Las
técnicas de cultivo de microorganismos pueden ser especiales para obtener
esquemas taxondémicos (Listgarten. 1892), sin embargo, el gran numero de
requerimientos nutricionales y estrictas condiciones de cultivo, hacen dificl el
aislameinto e identificacion de este tipo de microorganismos (Uematsu et al.,1892),
ademas de que consumen mucho tiempo para obtener un resuitado, son -costosos y
pueden fallar al evitar el crecimiento de aigunos organismos de importancia
(Ashimoto ef al., 1996). Otro elemento asociado con esta situacion, es que algunas
bacterias requieren la precencia de otras, tal es el caso de B. forsythus el cual crece
solo en presencia de Escherichia coli y S. aureus o S. albus (S. Hoit. 1998.
Comunicacion personal); c¢) Pruebas bioquimicas: La cantidad de medios vy
substratos necesarios dependen del género o grupos de géneros a identificar. El
resultado dependera del aislamiento que tomara lugar después de un tiempo inicial
de inoculacion. Otro método de identificacion puede ser aquél que determina Ia
resistencta de una cepa aislada a un numero de agentes antimicrobianos (Levett.
1891).

IV. Nuevas técnicas para la identificacién de anaerobios obligados.

Uso de antigenos: Las técnicas basadas en la deteccion de antigenos especificos a
partir de muestras clinicas, compiten con las basadas en la deteccién de acidos
nucleicos y son ampliamente usadas en la deteccidn de virus (Yolken. 1988). Los
meétodos inmunolégicos han sido usados tradicionalmente para la identificaciéon de
algunas bacterias, pocas de ellas son anaerobias. Tabaqchali (1982), realizé una
tecnica con anticuerpos fluorescentes para la deteccidn de Bacteroides sp. en

especimenes clinicos. Poxton (1988), aporto una lista de candidatos a antigenos: el



acido teicoico vy lipoteicoico, proteinas de la pared celular para la identificacion de
anaerobios Gram-positivos; lipopolisacaridos, proteinas de la membrana celular,
lipoproteinas, fimbrias y pilis de anaerobios Gram-negativos; capsula, flagelos, y

exotoxinas.

Determinacion de inmunoglobulinas: Condrorelli y coi. (1998) determinarén la
prevalencia de P. gingivalis mediante la detccion de inmunoglobulina A, especifico
del antigeno fimbrial de la bacteria, encontrando en los sitios activos una incidencia
del 71.7%. En cambio, en los sitios sanos no se encontraba la inmunoglobuiina,
sugiriendo que la bacteria esta asociada con la produccidn especifica de

inmunogiobulina A.

Uso de Proteinas: La visualizacion del patron de proteinas ha sido ampliamente
estudiado en la taxonomia microbiana. Aunque los procedimientos eleciroforéticos
pueden ser relativamente directos, la reproducibilidad de sus resultados es baja. Sin
embargo Tabaqgchali y col. (1987) simpiificaron los procedimientos al adicionar un
aminoacido radioactivo (Metionina con 835), algunas de las proteinas de interes
serian visualizadas en las autoradiografias teniendo, asi, un resultado mas
confiable. Borriello y col. (1987) sugerieron que la tecnica de cromatografia liguida
para protéinas también puede ser usada para examinar las protéinas de anaercbios

evitando los problemas de reproducibilidad.

Peptidoglicanos: Shleifer y Kandler (1972), analizando el pépiido glicano de diversas
bacterias, demostraron que esta estructura de la pared celular, posee diferencias
entre diferentes especies. Weiss (1981) y Huss vy col. (1984) estudiaron los
peptidoglicanos de cocos anaerobios, mostrando que ellos son especificos de

especie.

Productos volatiles del metabolismo: Varias técnicas de cromatografia han sido

aplicadas para la identificacion de anaerobios. La cromatografia de Gas-liquida ha
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sido usada ampliamente para detectar productos volatiles o derivados de producto

del metabolismo en muestras clinicas o medios de cultivo.

Enzimas y sus productos: En la actualidad existen sistemas (kits) que simplifican
las aplicaciones de las técnicas convencionales, como el APl ZYMpara la deteccion
de enzimas especificas, que son ampliamente usados en los laboratorios de

diagnostico para la identificacidon de anaerobios.

V. Interacciones bacterianas:

En algunas situaciones de la periodontitis se han encontrado dos o mas
microorganismos invoiucrados directamente con la inflamacion. Este hecho sugiere
la existencia de relaciones microbianas (simbidsis, comensalismo, etc.)en el surco
periocdontal; ya que un patogeno puede colonizar un sitio ya ocupado por otro, el cual

le abastece los factores para su establecimiento (Ashimoto ef al., 1996). Ejemplo de
este tipo de relacidn, se puede observar en las especies [-hemoliticas causan dafio

o destruyen las células rojas u otras del tejido del hospedero. Este proceso favorece
la colonizaciéon de los posibles patogenos periodontales como algunas especies de

Bacteroides que resultan del dafo tisular (Socransky et al., 1992).

Kamma vy col. (1994) describieron gque uno de los requerimientos de las
especies de Porphyromonas es el succinato y la naftoquinona, y dichos
requerimientos pueden ser proporcionados por otras especies. Algunos cepas de
Prevotella intermedia pueden hidrolizar porteinas del plasma e incrementar el
crecimiento de las especies de Porphyromonas (Slots et al, 1986), Selomonas vy
otros bacilos que se han correlacionado con el dafo tisular o sangrado de ia encia
(Dzink et al.,1985).

11



VI. Técnicas moleculares para la identificacion de bacterias.

El método de PCR es de impoﬁancié para la identiﬁcacién'.de organismos que
exhiben un alto grado de similitud genética y fenotipica. Por ejemplo P. infermedia y
P. nigrescens muestran un 94% de similitud y 6.6% de diferencia en los genes del
RNAr 16S. Ambos organismos son habitantes del surco periodontal y son dificiles de
distinguir por métodos convencionales de cultivo (Ashimoto et al., 1996). Ademas
permite distinguir entre cepas de diversos hospederos (gato, perro, humano y mono)
como fue en B. forsythus el cual da un patrén de bandas diferente entre cepas,
indicando que son similares pero no idénticas al del humano (Hudspeth et al., 1899).
Otro ensayo basado en la deteccion de P. gingivalis, es en base a su factor de
virulencia el cual utiliza PCR que ha sido exitdsamente aplicado para la identificacidn

de genes (colagenasa) con potencial virulento (Bodinka et al,1994)

Para los estudios epidemiolégicos de bacterias periodontales (P. gingivalis), el
analisis de enzimas de restriccion (REA) el cual permite observar un distinto patron
de ADN, indicando considerable heterogenidad entre las especies. obteniendo

evidencia de las rutas de transmisién (Van Steenbergen et al., 1993).

El analisis de los fragmentos de restriccién (REA) de los productos amplificados
(PCR) obtenidos con iniciadores (primers), revelan entre las especies bacteriaies
polimorfismos en la longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) y puede ser usado

como marcador genético (Clayton et al.,, 1993}

El uso de sondas de oligonucledtidos complementarias a la region hipervariable
de RNAr 16S muestra una alta sensibilidad vy especificidad para detectar a B.
forsythus apartir de muestiras que contienen una gran variedad y cantidad de

organismos (Moncla et al.,, 1891).

Otra estrategia para detectar variabilidad genetica en fos microorganismos, es el
uso de la Amplificacion de DNA Polimoérfico (RAPD) la cual por el rapido disefic de

12



sondas especificas de DNA ha sido usado en varios microorganismos como
hongos, bacterias y levaduras. La reaccion puede generar marcadores especificos
de especie o cepa. Estos productos, posteriormente pueden ser amplificados por
PCR especifica, seguido por la deteccién de ese determinado producto de PCR por

hibridacién dot biot con el fin de aumentar la especificidad (Guillot et al., 1997)

Un estudio para identificar a F.intermedia y P.nigrescens fué llevada acabo por
hibridacién con sondas genéticas especificas marcadas radioactivamente, las cepas
fueron confirmadas por un anadlisis de movilidad electroforética de las enzimas

malato y glutamato deshidrogenasa (Matio ef a/,, 1996).

Prenaraj y col (1998) determinaron si el ensayo enzimatico (lipasa) y las técnicas
de electroforésis en geles de poliacriiamida con SDS (PAGE-SDS) permiten
diferenciar a P. intermedia sensu stricto y P. nigrescens, encontrando que ambas
técnicas no distinguen entre ellas, mientras que la técnica de PCR distingue entre

ambas especies (Prenaraj et al., 1998).

VIl. Sensibilidad de las técnicas moleculares:

La identificacién de bacterias en base a sondas de DNA requiere ademas de la
especificidad, la sensibilidad de deteccion. Para determinar los limites de deteccion
mediante sondas de oligonucledtidos que hibridizan cantidades conocidas de
acidos nucleicos y son reveladas por autoradiografia. Los niveles de deteccidon para
P. gingivalis, P. intermedia y Streptococcus intermedius fue de 10°  bacterias

aproximadamente (Dix et af., 1989).

Para determinar los limites de deteccion de ensayos de PCR, diluciones seriadas
de los cultivos fueron sujetos a la amplificacion. Bandas visibles fueron observadas
con 10° bacterias, de igual forma cuando mezclas de bacterias con 107 organismos
de diferentes especies bacternales. De esta manera un gran nimero de bacterias no
tiene efectos inhibidores en la PCR (Bodinka et al.,1994).
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Se ha reportado una sensibilidad de 5 x 10° a 5 x 108 UFC por muestra que
poseen los metodos de cultivo, en cambio mediante el deserio de sondas del DNA
complementarias a la regidén hipervariable 16S del ARN se detectaron 2 x 10%a 2 x
10® células (Moncla et al.,1991). |

Shetab y col (1998) detectaron el gen de una enterotoxina de B. fragilis por PCR y
la amplificacion de esta reaccion fue sujeta de nuevo a una segunda amplificaciéon
obteniendo un tamafio de 290 pb el cual fue detectado por hibidacion DNA-DNA
(Southern blotting) usando sondas marcadas radioactivamente. La sensibilidad de
su ensayo permitid detectar 1pg de DNA de la enterotoxina o bien 100 a 1000

células.
VII. Principio de la técnica de la Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR):

El desarrolio de sistemas para identificar microorganismos es fundamental para
el estudio de la historia natural, epidemiologia y prevencion de enfermedades
infecciosas. Las limitaciones inherentes en los meétodos tradicionales los cuales
detectan caracteristicas fenotipicas, han estimulado el desarrollo de técnicas gue

son basadas en la deteccidén y analisis de acidos nucleicos (Kerr. 1994).

La reaccion en cadena de la polimerasa fue inventada por Kary Mullis y fue

originaimente aplicada por un grupo de departamento de genetica humana en Cetus
para la identificacion de la [B-globina y para el diagndstico de anemia prenatai.

Inicialmente, la PCR usaba la DNA polimerasa | del fragmento Klenow de E. coli para
extender los primers alineados, pero esta enzima era inactivada por las aitas
temperaturas requeridas para separar las dos cadenas de DNA en cada uno de los
cicios de la PCR son llevadas acabo gracias a la introduccidon de la enzima
termoestable DNA polimerasa (Taq polimerasa) aislada de Thermus aquaticus
(Erlich 1985).
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La PCR es un meétodo in vitro por la sintééis enzimatica de secuencias
especificas de ADN, usando dos primers oligonucleotidos de aproximadamente 20
nucleotidos de largo que hibridizan opuestamente ambas hebras y flanquean la
region de interes en el ADN blanco (figura 3). Una serie repetida de ciclos involucra la
desnaturalizacién del ADN tamplado, alineamiento de los primers, y la extension de
los primers alineados por la DNA polimerasa, el resultado es una acumulacion
‘exponencial de un fragmento especifico. Los productos sintetizados en el primer

ciclo de la extensién de los primers sirven como un tempiado en el proximo ciclo.

/ATAGGACAGGC-O&
GACGTATCCTGTCCGATTGCCA'S

Figura 3. Esquema general de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

IX.- El uso de secuencias de los genes que codifican para el RNAr 16S y 23S:

Los ARNr son las macromoiéculas mas interesantes; ellas forman el nucleo
(core) de los ribosomas, sus propiedades son la llave para los mecanismos de

transduccién, un proceso sin el cual las proteinas no se llevan acabo (Gutell et al,
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1994) y por lo tanto esenciales para la supervi\(iencia de todos los organismos y son

altamente conservados en las bacterias y otros reinos (Gurtler ef al., 1996).

Los genes 16S son similares en longitud (cerca de 1.5 Kpb) en todas las
bacterias y contienen regiones altamente conservadas. La figura 4. muestra la
localizacién de las secuencias dentro de las regiones conservadas en cada uno de
los genes 16S ARN. La regién 2 es la secuencia mas altamente conservada que
esta presente en eubacterias, archaea y eucariotas; mientras que las regiones 3y 4
esta presente en la mayoria de las eubacterias (Gurtler et al,, 1996). El nimero de
secuencias de los genes 23S es poco conocido por su gran tamano (cerca de 3.0
Kpb) por lo tanto los analisis filogenéticos basados en este gen permanecen

incompletos (Ludwing et al., 1992)

RNAt ile - RNAt ala 23S RNAr

Figura 4. Esquema de secuencias de las subunidades del RNAr. Los cuadros representan los genes

del operon para los RNAr. El sentido de la transcripcion es de derechaa izquierda. Algunas bacterias tienen dos
genes para RNAt o ninguno como se muestra en el esquemna; las lineas representan las regiones espaciadoras que
separan los distintos genes, las lineas punteadas representan genes que no han sido completamente secuenciados. Las
lineas enumeradas muestran la numeracién de nucleotidos en los genes 16S y 23S de E.coli. Los nderos 1-10
representa la siguiente secuencia de nucleotidos. de los genes 16S: |, 8-27; 2, 1390-1407; 3, 1491-1506; 4, 1525-
1541, genes 23S:5,21-38: 6. 115-132; 7. 188-208; 8. 422-437: 9. 441-460; 10. 456-474.
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Materiales y Métodos

I.- ESPECIFICIDADDE LOS INICIADORES: Los oligonucleotidos fueron
disefiados en base al gen que codifica para el RNAr 16S por medio del
programa Clustal Wy FASTA (De la Garza, 1998), comparandolo con especies

estrechamente relacionadas en su habitat (Tabla 2.).

Tabla 2. Microorganismos usados para determinar la especificidad de
los iniciadores disefiados para la deteccion de patégenos periodontales.

A. actinocetemcomitanas Mitsuokella dentalis
B. forsythus, B. heparinolyticus Especies de Neisseria
Campylobacter rectus Peptostreptococcus micros,

Pseudomonas aeroginosa

Eikenella corrodens Porphyromonas gingivalis
Prevotella corporis, P. denticola
P. intermedia, P. melaninogenica

P. nigrescens,

Escherichia coli Staphylococcus aureus,
S. epidermidis
Fusobacterium mortiferum, Especies de Streptococcus B-hemolitico

F. nucleatum, F. paraphrophilus

Haemophilus aphrophijus

Il.- INICIADORES: En la tabla 3 se presentan las bacterias usadas como
indicadoras y sus respectivos iniciadores que fueron utilizados en este trabajo.
El disefio de los oligonuclectidos Yy sus caracteristicas fueron previamente
evaluados con los programas Oligo, Amplify, Primer, ademas del programa
Sim PCR (De la Garza.1998).
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Tabla 3. Secuencia, ubicaciéon, tamafio y Tm de los iniciadores usados para la
reaccion de PCR.

| GTTAAGGAAGAACGAGTGTGAGAA 343
TGCCGTCACCGGCTTGCGACTCGT 1176

GCATTTACCCTTCGAATAAGGACC 449 70 PVORRI6SD
GAGTCAACATCTCTGTATCTCGCG 540

lll.- CRITERIOS PARA LA TOMA DE MUESTRA.Un total de 52 muestras con
las siguientes caracteristicas:

¢ Pacientes con edad entre 35-45 anos (hombres y mujeres)

¢ Presencia de bolsas periodontales con profundidad de 5mm o mas.

¢ Clinicamente diagnésticados con periodontitis.

¢ Sin enfermedad sistémica.

¢ Que no hubiése ingerido ningun tipo de agente an-timicrobiano por lo

menos durante los ultimos 6 meses.

¢ Ningun tipo de desorden hormonal {(Embarazo).

Para la obtencién de ila muestra se limpio la zona afectada y se
describieron las caracteristicas que presentaba el paciente en su encia. Las
piezas indicadoras de enfermedad periodontal son los primeros molares e
incisivos (Nolte,1985), donde se introdujo el instrumento de detartraje.

Posterior a esto, se deposito la muestra en dos tubos eppendorff de 0.5 ml,

uno de los cuales contenia 200 ul de H,O miliQ estéril, al que se procedio

18



realizarle agitaciéon en vortex y colocarlo en bano de agua hirviendo por 10 min
y se centrifugo 10 seg a 10,000 rpm. El segundo tubo contenia caldo soya
tripticasa, el cual fue incubado a 37° C durante 7 dias en una atmoésfera de
anaerobiosis, después de incubar se sembro en cajas de agar soya tripticasa

con sangre de carnero e incubo a 37°C durante 7 dias en anaerobiosis.

Tabla 4.- Condiciones del ensayo de amplificacién genética.

INICIADOR 3
INICIADOR 4

INICIADOR 1: S. intermedius; INICIADOR 2: P. intermedia; INICIADOR 3: P. gingivalis;
INICIADOR 4: 8. forsythus

La amplificacién (PCR) se llevo acabo en un termociclador Perkiin-

Elmer con las siguientes condiciones: una desnaturalizacion inicial a
94°C/5min. Posteriormente, se adiciono 0.5ul de Tag polimerasa (Boheringer

Manheimm). Posterior a esto se lievaron acabo 25 ciclos de desnaturalizacion
a 94°C/2min; alineamiento a 55°C/2min, y extension a 72°C/2min y un paso
final de extensién a 72°C/7min. El producto de la amplificacion se conservo a
4°C para su posterior analisis, el cual consistio en separar dichas
amplificaciones por electroforesis horizontal en geles de agarosa al 2.5% en
buffer TAE 1X (Tris-Acido acético-EDTA pH 8.0), durante 1hr a 10V/cm y
visualizadas las bandas con bromuro de etidio. Posteriormente los productos

de PCR fueron también analizados en geles de poliacrilamida al 4% durante
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1hr y 30min a 5V/cm el cual permite observar las bandas de amplificacion mas

definidamente.

+ Sensibilidad de la PCR apartir de cultivos puros: A partir de cepas puras
como P. gingivalis ATCC33277, P. intermedia ATCC25611, S. intermedius-
ATCC27335 y B. forsythus, las cuales fueron proporcionadas por el
Departamento de Microbiologia y Periodoncia de la Universidad de Texas

en San Antonio. Se tomo un cristal de las cepas puras y se depositd en

200ul de agua miliQ estéril, el cual se lavo 3 veces y se le realizaron

diluciones que se procesaron para PCR.
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RESULTADOS

La técnica de amplificacion del material genético usando la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), ha permitido incrementar las investigaciones
sobre la organizacidon y presencia de determinadas secuencias nucleotidicas
(firmas o motivos) en el genoma de los organismos. Por dicha razén hemos
realizado una amplificacién previa de ias cepas puras mediante primers
especificos para B. forsythus, P. gingivalis y S. intermedius, con la finalidad de
evitar falsos positivos o bien reacciones cruzadas, determinanado asi la

especificidad de la técnica (Figura 5).

Figura 5. Determinacion de la especificidad de la PCR para la determinacion de
bacterias periodontales. Carril 1, Marcador de talla molecular (A-Hindlll-EcoRI); 2-4,

amplificaciones individuales a partir de las cepas puras de Bf, Pg, y Si; Carril 5, Productos de
PCR a partir de una mezcia cepas puras de Si (833 pb), Pg (705 pb), v Bf (350 pb).
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La amplificacién génica via PCR tiene un sin fin de aplicaciones en muchas
ramas, entre las gque se encuentran la biotecnologia, deteccidn de secuencias
especificas de DNA o RNA, genética humana, microbiologia medica y medicina
forense. En este sentido, se puede detectar la presencia de cantidades tan
pequenas de material genético o células presentes en una muestra determinada.
Por tal motivo, en este trabajo se realizaron diluciones de las cepas puras para
determinar la sensibilidad de la PCR, encontrando banda visible aun en la dilucion
10° (28 ceélulas) (Fig. 6).

Figura 6. Determinacion de la sensibilidad de la PCR para la deteccion de bacterias
periodontales. Carriles: 1, Marcador de talla molecular (A-Hindlll-EcoRI): 2. marcador de
bacterias periodontales: 3-8, diluciones en base 10 a partir de 2.7 x 10* células.
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Existen estudios realizados en otras regiones geograficas que han
determinado la prevalencia de estos microorganismos causantes de la
periodontitis mediante diversos analisis. En el presente trabajo presentaremos la
prevalencia de algunos patdgenos asociados con la enfermedad en una pequefia

poblacién (Tabla 5).

Tabla 5. Prevalencia de los microorganismos detectados por PCR.

Bacteria Prevalencia
S. intermedius (Si) 7.6 %
F. gingivalis  (Pg) 11 %
P. intermedia (Pi) 1 %
B. forsythus (Bf) 3%

La figura 7A muestra las amplificaciones de las bacterias indicadoras por
PCR, encontrando los siguientes tamanos de amplificaciéon: Si 833 pb, Pg 705 pb,
Pi 540 pb y Bf 350 pb, y en la figura 7B ademas de presentar las bandas
esperadas encontramos bandas inespecificas cerca de las amplificaciones
esperadas; sin embargo las bandas de mayor intensidad son las de los

fragmentos esperados.

La composicion microbiana de la placa subgingival esta parciaimente
influida por la ya existente en la porcidbn adyacente de depdsitc microbiano
supragingival. Por dicha razén algunos pacientes se encuentran colonizados por
mas de 1 bacteria, por lo tanto nos enfocamos a estudiar ia asociacién simbicdtica
que estas bacterias pudiesen presentar para llevar acabo la enfermedad

periodontal (Tablas 6 y 7)
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Figura 7. Amplificacion genética a partir de cultivos puros y muestras clinicas. (A)
Carril 1, producto de PCR a partir de cepas puras de Si (833 pb), Pi (705 pb), Pg (540 pb) ¥
Bf (350 pb). Carriles 3-8, muestras de pacientes. (B). Carril 1, igual que en A: 2, paciente
positivo a Bf: 3 positivo a Pg. P1y Bf; 4, Positivoa Bf: 7 y 8 positivoa Pgy Pi.

Tabla 6. Pacientes positivos a mas de una bacteria.

Paciente | # Bacterias Si Pg Pi Bf
1 1 - - - +
2 2 - + & -
3 2 - + % _
4 3 + + + -
S 1 - » + _
6 3 - + + +
7 3 - + + +
8 4 + + + +
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Tabla 7. Proporcion de bacterias asociadas en muestras directas.

Numero de asociaciones Proporcion
1 3.84%
2 3.84%
3 5.76%
4 1.92%

Por lo tanto el 1.99 de los pacientes estan colonizados por 1 y 2 bacterias en

la enfermedad periodontal y el 2.99 de ellos por 3 bacterias, y solamente el 0.99

presentan cuatro bacterias. El analisis estadistico de X2

revela la posible

asociacién entre las cuatro bacterias determinadas por PCR y determina si son

significativas o no (Tabla 8).

Las técnicas comunes para identificar bacterias anaerobias como lo son los

medios de cultivo, poseen la desventaja de requerir mucho tiempo para obtener

los resultados, ademas de no abastecer las condiciones necesarias para el

crecimiento de estas bacterias, por eso mostramos las discrepancias entre los

medios de cultivo y el analisis de PCR (Tabla 9).

Tabla 8. Muestra los resultados del analisis de X* para la posible
asociasion entre bacterias causantes de periodontitis.

Asociasion X< Significancia
B.forsythus/P.gingivalis 0.433 N.S
B.forsythus/P.intermedia 0.433 N.S.
P.intermedia/P.gingivalis 0.001 N.S.
B.forsythus/S.intermedius 0.707 N.S.

N.S. Asociasion no significativa.
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Tabla 9. Comparacién de la deteccién por PCR y los medios de cultivo

Cultivable- Total
S.intermedius
PCR (+) 2 (3.84)
PCR (-) 50 (96.15) 52
P.gingivalis
PCR (+) 6 (11.53)
PCR (-) 44 (84 61) 52
P. intermedia
PCR (+) 7 (13.46)
PCR (-) 45 (86.53) 52
B. forsythus
PCR{+) 4 (7.69)
PCR (-) 48 (92.30) 52

NOTA: De las 52 muestras analizadas solamente una presento crecimiento en el agar sangre y se determino su
identificacion por PCR pero fue negativo, por lo tanto no fue necesario agregar en la tabla una columna cuando ¢l
resultado en el medio de cultivo fuese positivo para alguna de las bacterias analizadasdado.

Los resuitados de la amplificacion por PCR y los obtenidos en los medios
de cultivo, fueron anaiizados mediante el método estadistico X? para observar la
especificidad de cada método al detectar estas bacterias (Tabla 10).

Tabla 10. Muestra el nivel de deteccion que posee la técnica de PCR
y los medios de cultivo mediante el analisis de X°.

Grupos PCR Mediode Cultivo
Pacientes positivos 11* 1**
Pacientes negativos 41* 51

* Grado de deteccion altamente significativa en «=0.01
**|dentificada despues por PCR y fue negativo
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DISCUSION

La periodontitis del adulto es la enfermedad periodontal mas comun en el
humano y, comunmente es causada por bacterias de la propia cavidad oral
(Zambon et al, 1995). Se ha demostrado que la cavidad oral es un nicho
ecoldgico de alrededor de 300 especies de microorganismos, pero solo algunas
juegan un papel importante en la periodontitis (Ashimoto ef al., 1996). El surco
periodontal proveé un ambiente anaerobio que favorece el crecimiento de
bacterias anaerobias, predominantemente Gram negativas, entre las que
destacan A. actinomycetemcomitans, Eikenella corrodens, P. gingivalis, P.
intermedia y B. forsythus (Uematsu et al.,, 1992; Zambon ef a/.,1895), por.lo gue

su oportuna deteccidn, sera de gran provecho para el tratamiento adecuado.

El desarrollo de métodos especificos de deteccidbn de DNA, son considerados
como la mejor alternativa de diagndstico. La deteccion de DNA o RNA han sido
frecuentemente aplicadas en el diagnéstico de virus (Yolken 1988); sin embargo,
otro de los blancos de gran importancia son los microorganismos dificiies de
cultivar, como [as bacterias anaerobias. Uno de los mayores problemas de estos
sistemas de deteccidn es que son poco usados en laboratorios clinicos, pero
SUS principios son importantes como precursores de técnicas de diagndstico. Por
ejemplo sondas marcadas con P*? de diferentes especies de Bacteroides han
sido exitosamente wusadas en la identificacidn de dicho microorganismo
(Morotomi et al, 1988), a lo igual como las sondas disefadas mediante la
digestion del DNA con Hind lll de Bacteroides fragilis (Kuritza et al., 1986). Algunos
reportes previos, han sefalado la importancia del uso de la PCR en lugar de las
hibridaciones DNA-DNA o RNA-DNA, ya que no se requiere de tener al agente en

forma de cultivo puro.
Determinacion de la especificidad de los iniciadores: La intencidon inicial del

presente trabajo, consistid de conocer la especificidad de los iniciadores

utilizados, para ello, la mezcla de iniadores fue probada usando cultivos puros de
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tres de las bacterias elgjidas como indicadores (S. infermedius, P. gingivalis y B.
forsythus). De esta manera, pudimos demostrar que los iniciadores son muy
especificos 'ya que no se presentaron amplificaciones  inespecificas
(amplificacion cruzada) entre las bacterias indicadoras, cuando se usaron
mezclas de ellas, aun a concentraciones de 10° células en el tubo de reaccion
(Fig. 5). Este resultado demostré que los datos de amplificacién podrian ser

confiables.

Determinacion del grado se sensibilidad: De particular interés fue conocer el
nivel de sensibilidad de los iniciadores y programa, ya que se ha sugerido que P.
intermedia y P. gingivalis también se podrian encontrar en pacientes clinicamente
sanos, y la diferencia podria ser la carga microbiana en la bolsa periodontal (Hoit.
1998. Comunicacion personal). Otro motivo de conocer la sensibilidad de la
técnica es el conocer la colonizacién temprana del patdgeno periodontal en el
hospedero o bien la supresién del patégenc mediante el seguimiento de un

tratamiento (Fujise et al., 1995).

En este trabajo realizamos diluciones a partir de una solucién que contenia 27
x 10° células realizado a partir de un cultivo puro de B. forsythus, lograndose
detectar 27 ceélulas (Figura 6). Este resultado concuerda con los obtenidos por
Ashimoto y col (1996) de 25-100 céluias apartir de cultivos puros, y resultd ser
ligeramente mas sensible que los obtenidos por Shetab (1998), quién detecto
1pg de ADN o 100-1000 células, Conrads ycol. (1999) su nivel de sensibilidad
fue de 50-500 UFC sembrando antes en cajas de agar Colombia. La diferencia
con los trabajos mencionados, es que nosotros partimos de céiulas mantenidas

a -70° C (no viables) y el resto lo realizé a partir de cultivos recientes.
Si comparamos nuestros resultados con trabajos previos encontramos una

alta sensibilidad en nuestro resultados, pero de acuerdo a Erlich (1989) que

menciona que la sensibilidad esta ligada a la concentracion MgCl,;, temperatura
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de alineamiento y concentracion de enzima, es decir podremos incrementar la

sensibilidad pero nuestra especificidad se podria ver comprometida.

En la actualidad existen otros métodos con alta sensibilidad como son la
sondas de oligonucleotidos marcadas radioactivamente y sus niveles de
deteccién son de 10° celulas aprox. (Dix. 1889). Otra técnica que ha permitido
estimar la cantidad de parasitos intracelulares como Borrelia burgdorferi en base
a los principios de la PCR, ya que se marcan sondas con fluorescencia,
detectandose en pocos ciclos de la reaccion, siendo proporcional la fluorescencia

a la cantidad de producto ampiificado y por lo tanto del parasito (Pahl ef al., 1899).

Deteccion de bacterias en pacientes clinicamente enfermos: Algunos de los
organismos detectados en esta investigacion, han sido reportados previamente
como los agentes causales de periodontitis. Las bacterias anaerobias
formadoras de colonias negras, generalmete pertenecientes al género
Bacteroides sp., han sido ampliamente asociadas con enfermedades
periodontales. Estas especies poseen un aito potencial patogénico produciendo
muchos factores de virulencia que pueden jugar un rol en el dafo periodontal
(Mendell. 1992).

Es importante mencionar que el hecho de aisiar o detectar una bacteria de
las comunmente asociadas a periodontitis, no significa que ésta posea un factor
0 gen de virulencia, por ejemplo Bodinka A. (1994) menciona que de 21 muestras
clinicas con P. gingivalis solamente 16 poseen el gen priC que codifica para ia
colagenasa, en contraste con otras cepas que carecen de este gen y por lo tanto

revela diferente actividad biologica y especificidad enzimatica.

Dentro de la periodontitis, se ha sugerido gque un cierto numero de
especies estan asociadas con la enfermedad, pero es claro mencionar que no es
suficiente |a presencia del patdogeno, ya que si la presencia de esté fuera

suficiente ia sola deteccidn podria ser sinonimo de la actividad de la enfermedad,
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haciendo sus examenes de diagnoéstico e interprestacion muy simples
(Socransky et al., 1992).

En el presente estudio determinamos l|a presencia de cuatro bacterias, S.
intermedius, P. gingivalis, P. intermedia y B. forsythus (Fig. 7), las cuales fueron
selecionadas en base a la referencia y prevalencia en cuadros patolégicos de
pericdontitis del adulto (Moore et al., 1991). Es importante resaitar que algunos
pacientes diagnoésticados clinicamente con periodontitis, fueron negativos en la
reaccion de PCR (Fig. 7). En este momento no podemos conocer el motivo exacto
de la falta de amplificacion, pero quizas podria deberse a la precencia de otros
factores que influyen en el inicio, progresion y remision de la enfermedad
periodontal. Entre estos factores se encuentran inmunoldgicos, hormonales,

enfermedades sistémicas, etc. (Listgarten. 1992).

En estudios similares al nuestro, la deteccidn por PCR, ha logrado
detectar algunas de las bacterias involucradas en priodontitis, solo que en estos
reportes han usado iniciadores especificos dirigidos hacia la subunidades 16S y
23S del DNAr. Algunos de estos, han reportado diferentes porcentajes de
prevalencia, de esta manera, 86% para Bf, 70% Pg y el 58% para Pi (Ashimoto et
al., 1996), Conrad y col. (1899) encontraron 28% de Bf y 2.6% para Pi; Griffen y col.
(1998) 79% Pg y Matto et al (1998) 63.3% Pg. En cambio la prevalencia de esté
trabajo es de 3% para S. intermedius, 11% P. gingivalis, 11% P. intermedia, y
7.6% para B. forsythus (Tabla 5).

La variacién de los resultados obtenidos con los de otros trabajos, podria
ser debido a las diferencias en la composicion microbial entre sujetos de diversa
region geografica (razas), dado a sus costumbres, habitos y al medio en cual se
han criado (Listgarten. 1992). Para evaluar la epidemiologia de los patégenos
periodontales, asi como su diagnéstico y tratamiento oportuno de la enfermedad,
es importante el desarrollo de técnicas para minimizar el tiempo de identificacion

(Conrada et al.,, 1996), Por lo tanto el disefioc de sondas de oligonucleotidos
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dirigidos hacia las subunidades 16S y 23S de! DNA y amplificados por PCR
(Amann ef al, 1993) permite detectar determinada especie bacterial evitando
reacciones cruzadas con otras especies estrecha y ampliamente relacionadas
(Figura 5). Durante la visualizacion de los geles encontramos algunas bandas
entre la amplificacion de 833 pb de Si y 705 pb de Pg y arriba de la ampilificaciéon
de Bf de 350 pb (Figura 7B), esto puede ser por varias razones: (i) Si la
temperatura de alineamiento es baja yla concentracion de cloruro de magnesio
es alta, se incrementa la sensibilidad de deteccién pero pueden presentarse
amplificaciones inespecificas (Ashimoto et al., 1996); (ii) La especificidad de los
iniciadores es baja y podrian generar amplificacion de DNA de otras especies
relacionadas a las buscadas, por dicha razdén algunos trabajos han
complementado el estudio con el tratamiento de los productos de PCR con
endonucleasas e inspeccionar el polimorfismo en la longitud de los fragmentos
de restriccion (RFLP) (Loos ef al,1990). Para confirmar l|la especificidad de la
amplificacidén y a su vez determinar la heterogenidad en una misma especies
(Clayton et af., 1983), o (ii) tambien se podria tratar con la procedencia de la
enzima y su procesibidad. En ciertas situaciones la presencia de una especie
puede facilitar la colonizacion de otra especie patogénica al actuar en asociacién
con otros microorganismos para causar la enfermedad (sinergismo,
comensalismo, etc.). Las posibles combinaciones de las bacterias
determinadas aqui fue evaluada mediante X*? encontrando que en estas

asociasiones no depende una de la otra para causar la enfermedad (Tabla 7).

Por otro lado Ashimoto y col. (1986) indica una significancia (P< 0.01) en
algunas simbiosis entre las especies de B. forsythus / P. gingivalis, P. gingivalis /
P. intermedia, B. forsythus /[ P.intermedia, pero es importante mencionar que en
dicho trabajo menejan una n=150 y en el presente trabajo es de n=52., es decir

debimos usar una n mas grande para disminuir el margen de error.

Desafortunadamente, la mayoria de los métodos para identificar bacterias

anaercbias consumen mucho tiempo y nc son colocados con facilidad dentro de

31



los métodos de rutina en los laboratorios de diagnc')stico. Por dicha razén se han
disefado técnicas que puedan ser de utilidad -a un bajo costo y tratar de

~ adoptarlas dentro de los métodos de identificacion convencional (levett. 1991).

En este trabajo hemos comparado el nivel de deteccidbn que poseen los
medios de cultivo y la técnica de PCR, encontrando que en los medios de cuitivo
no fue posible detectar ninguna de las bacterias buscadas, en cambio por PCR
se tubo una significancia de X®=9.420, es decir que el nimero de pacientes
positivos depende de la técnica empleada, en este caso la PCR fue altamente
sensitiva que los medios de cultivo, ya que este Uitimo probablemente no le
proporciona las condiciones adecuadas para su crecimiento (Roberts et al 1987),
o bien la poblacion de bacterias que contenia ia muestra es muy baja para formar

una colonia.

Algunas referencias coinciden con los resuitados que se obtubieron en
este trabajo como es el de Moncla y col. (1991) el cual utiliza sondas de
oligonucleotidos detectando a Bf mediante autoradiografia en cinco pacientes,
pero no logro detectarlos en lo medios de cuitivo. Por otra parte, Ashimoto y col.
(1996) encontraron en un 69% a Bf por PCR y solamente el 1% en medios de

cultivos.

Es claro que los resuitados de especificidad y sensibilidad pueden variar
dependiendo de las necesidades de cada metodo y microorganismo. En nuestro
caso era muy importante realizarlo por medio de PCR multiple para detectar los

microorganismos en un solo paso.
Es importante remarcar que nuestro resultados es el primer reporte de

deteccion de tres 0 mas bacterias asociadas a periodontitis del adulto, ya que

todos los previos, realizaban PCR para cada bacteria en tubo por separado.
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1.

2.-

3.-

4.

5.

6.

CONCLUSIONES

Demostramos que nuestros iniciadores poseen alta especificidad.
La sensibilidad de nuestro sistema nos permitié detectar 27 células.

La técnica de PCR nos permitié detectar, en una soia reaccion, a 4

bacterias involucradas en la periodontitis del adulto.

Determinamos que la PCR posee mayor sensibilidad para detectar a

bacterias que no fueron posibles de determinar por medios de cultivo.

El analisis de X?nos permitid demostrar gran sensibilidad y especificidad

de la técnica de amplificacion génica.

Mediante el numero de muestras analizadas no fue posible demostrar la

correlacién entre especies.
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Apéndice A

Electroforésis horizontal en geles de agarosa

Preparar agarosa al 2.5% en buffer TAE 1X, disolver y vasiar un volumen
adecuado para formar un grosor de 5mm en el molde, el cual ya debera
poseer el peine para formar los pozos donde se colocara la muestra.
Dejar getlificar completamente la agarosa (alrededor de 20 min). Retirar el
peine y lavar los pozos con buffer TAE para eliminar restos de agarosa no
gelificada.

Montar €l gel en la camara de electroforésis horizontal (Hoefer), y vaciar un
volumen necesario de buffer TAE 1X para cubrir el gel aproximadamente 1
0 2 mm por encima del mismo.

Mezclar la cantidad deseada de DNA amplificado con 0.2 volimenes de
buffer de carga.

Una vez mezclado depositar el volumen de DNA amplificado en cada pozo,
usando una micropipeta Pipetman,

Conectar los cabiles de los electrodos de la camara de tal manera que el
negativo quede en el mismo extremo a las muestras y el positivo en el
extremo opuesto. Conectar los cables a la fuente de poder y dejar correr el
gel a 100V hasta gue el indicador azul de bromofenol llegue a 34 del gel en
un tiempo aproximado de 45-60 min.

Una vez terminado el corrimiento depositar el gel en una charola de
plastico y agregar suficiente volumen de bromuro de etidio para cubrirlo
completamente, ei gel debe de manejarse con guantes ya que el bromuro
de etidio es carcinogenico. Dejar tefiir por Smin.

Devolver el bromuro de etidio a su contenedor.
Colocar el gel en el transiiluminador de luz ultravioleta para observar la
amplificacion de DNA que aparece como bandas color naranja

fosforescente. El DNA se despiaza mas lejos del poio negativo conforme
sea mas pequefo o bien compacto.
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Electroforésis en geles de poliacrilamida

1.- Preparar la acrilamida al 4%.

2.- Depositar la acrilamida sin polimerizar al molde, colocar rapidamente el
peine de 1mm. de grosor para formar los pozos y esperar a que
polimerice alrededor de 20 min.

3.- Enjuagar el gel con agua bidestilada para eliminar el exceso de acrilamida
que halla quedado sin polimerizar.

4.- Montar el moide con los geles en la camara de electroforesis, previamente
llenada con buffer TAE 1X.

5.- Mezclarla cantidad deseada de DNA amplificado con 0.2 volumenes de
buffer de carga.

6.- Una vez mezclado depositar el volumen de DNA amplificado en los pozos
del gei.

7.- Adicionar buffer TAE 1X en el depésito superior de la camara y conectar los
cables a la fuente de poder.

8.- Correr la electroforesis a 50V hasta que colorante de referencia llegue al
borde inferior del gel, aproximadamente 2 h.

9.- Sacar el gel del moide y colocario en una charola de plastico y agregar un
volumen adecuado de brumuro de etidio para curirlo completamente. El
gel debe de manejarse con guantes ya que el bromuro de etidio es
carcinégenico. Dejar tedir por 5 min.

10.- Devoiver el bromuro de etidio a su contenedor.
11.- Colocar el gel en el transiluminador de luz uitravioleta para observar el
DNA gue aparece como bandas color naranja fosforescente. EiI DNA se

desplaza mas lejos del polo negative conforme sea mas pequefio o bien
compacto.
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Apéndice B
Medios de cultivo y soluciones

B.1.Medios de cultivo

Nota: Los medios se preparan con agua bidestiiadas y se esterilizan en
autoclave a 15 Ib/pulg® durante 20 min.

Caldo soya tripticasa

Peptona de caseina 17.0g
Peptona de soya 3.0g
Cloruro de sodio 5.0g
Fosfato dipotasico 2.5g
Dextrosa 2.5¢

Agar soya tripticasa con sangre de carnero

Peptona de caseina 15.0g
Peptona de soya 5.0g
Cloruro de sodio 5.0g
Sangre de carnero 50.0g
Agar 15.0g

Jarra de Brewer

Sobre GasPak Generador de H, + CO,
Catalisador GasPak Paladio + Aluminio
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B.2 Soluciones

Nota: Todas las soluciones se preparan con agua bidestilada. Los buffers
Tris se ajustan a pH 8.0 (si asi se indica) y se fiitran en membranas millipore

de 0.45um al igual que las soluciones marcadas con asterisco.

Buffer TAE 10X
Tris-base
Acido aceético Glacial
EDTA 0.5 M (pH 8.0)
Buffer de Carga

Azul de Bromofenol
Xilencianol
Glicerol en agua

Persulfato de amonio al 10%

Persulfato de Amonio
Agua bidestilada

Acilamida - Bisacrilamida 4 %*

Acrilamida
Bisacrilamida
Agua bidestilada

Agarosaal 2.5 %

Agarosa
Buffer TAE 1X

48.4 g/l
57.1 mi

100ml

0.25%
0.25%
30%

104g
100 ml

29 g

100 ml

25¢
100 ml
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Tris - Boratos (TBE)

Tris-base
Acido borico
EDTA 0.5 M (pH 8.0)

54 g
27.5¢g
20 mi
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