Efecto del uso de anticuerpos policlonales IgY frente a bacterias
cariogénicas en la formacién del biofilm

Effect of the use of polyclonal IgY antibodies against cartogenic bacterias
on the formation of biofilm

MAarTiNEZ CADILLO ELBA EsTEFANIA', CHAVEZ ALVARADO, EDITH R0OSARI0?, MoromI Nakata, HiLpa®, MSc. BLco.

BoniLLa FERREYRA, CESAR Aucusto®, Ramos PErRFECTO, DONALD?, MENDOZA FERNANDEZ, JULIO CESAR®,
EstrRADA MARTINEZ, MAGGIE ANDREA”.

Bidloga. Docente asociada del Departamento de Ciencias Basicas de la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos Diploma en Docencia Universitaria

Cirujano Dentista .Docente contratado del Departamento de Ciencias Béasicas de la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos. E-mail:edithodonto@hotmail.com

Bidloga. Mg. en Administracién de Educacién Universitaria. Docente principal del Departamento de Ciencias Basicas de la Facultad de
Odontologia de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Email: hmnbio@hotmail.com

Blgo. Magister en Ciencias mencion en Bioquimica. Especialista en el area de Venenos y antivenenos. Instituto Nacional de Salud. Docente
asociado del Departamento de Ciencias Basicas de la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.
E-mail: bonicesar@yahoo.es

Cirujano Dentista. Mg en Microbiologia. Docente auxiliar del Departamento de Ciencias Basicas de Facultad de Odontologia de la Univer-
sidad Nacional Mayor de San Marcos. E-mail: dramos_37@hotmail.com

Bidlogo. Egresado de la Maestria en Biologia Molecular Facultad de Ciencias Bioldgicas - UNMSM. E-mail: sfexryu@hotmail.com
Estudiante de pregrado de la Facultad de Odontologia UNMSM. E-mail: maggiestrad@hotmail.com

93

Theorema - UNMSM Volumen I - N° I - Junio 2014



Martinez Cadillo Elba Estefania et al.

Resumen

El objetivo del presente estudio buscd determinar el efecto del uso de anticuerpos policlonales IgY ex-
traidos de yema de huevo de gallinas inmunizadas frente a las principales bacterias cariogénicas (Strep-
tococcus mutans, Lactobacillus acidophilus y Actinomyces viscosus). Se logré purificar anticuerpos es-
pecificos para S. mutansy A. viscosusy se obtuvo un promedio de 100 mg de IgY por huevo, los cuales
mostraron gran especificidad y reaccion al ser enfrentadas con el antigeno correspondiente, mediante
métodos de aglutinacion. No se encontraron anticuerpos 1gY para Lactobacillus acidophilus. La presen-
cia de IgY anti S. mutansy anti A. viscosus redujo la formacién de biofilm presentando 22% de bacte-
rias adheridas, en comparacion con el grupo control que presenté 78%. La utilizacién de anticuerpos
policlonales IgY especificos para bacterias cariogénicas disminuye la formacién de biofilm, alterando
sus caracteristicas. La obtencion de anticuerpos especificos contra bacterias orales servira de base para
estudios in vivo orientados a la prevencion de caries dental, ya que disminuirian y alterarian las carac-
teristicas del biofilm dental.

Palabras clave: Streptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus, Actinomyces viscosus, 1gY, biofilm.

Abstract

The aim of this project was to determine the effect of the use of polyclonal antibodies IgY, which were
obtained from egg yolk of hens immunized against the major cariogenic bacterias (Streptococcus mu-
tans, Lactobacillus acidophilus and Actinomyces viscosus). It was able to purify specific antibodies for S.
mutans and A. viscosus, obtaining an average of 100 mg of IgY from each egg, which showed high spe-
cificity and reaction when were faced against the corresponding antigen using the serological method of
agglutination. There were not found antibodies for Lactobacillus acidophilus. The presence of IgY anti S.
mutans and anti A. viscosus reduced biofilm formation by presenting 22% of bacteria adhesion in com-
parison with the control group which presented 78% of bacteria adhesion. The use of polyclonal Antibody
IgY specific to cariogenic bacteria decreased biofilm formation by altering its characteristics. Obtaining
specific antibodies against oral bacteria will form the basis for in vivo studies aimed at the prevention of
dental caries so they would decrease and alter the characteristics of dental biofilm.

Keywords: Streptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus, Actinomyces viscosus, 1gY, biofilm.
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Introduccion

Para la prevencion de caries dental se han desa-
rrollado diversas estrategias, incluyendo estudios
de vacunas contra esta enfermedad. La mayoria
de ellos estan especialmente dirigidos a la bus-
queda de nuevas alternativas que disminuyan la
actividad de las principales bacterias cariogéni-
cas, centrandose en Streptococcus mutans, Lac-
tobacillus y Actinomyces.

El biofilm dental es una comunidad de bacterias
embebida en una matriz de polisacaridos adheri-
da al diente, el cual condiciona a la aparicién de
caries dental y enfermedad periodontal.!

La tecnologia Y (referida a la obtencion de anti-
cuerpos de yema de huevo IgY) es estudiada am-
pliamente en los distintos campos de la medicina
humana y veterinaria para el tratamiento de en-
fermedades virales y producidas por bacterias.?

El uso de esta tecnologia presenta grandes ven-
tajas, ya que estos anticuerpos se pueden extraer
de la yema de huevo de las gallinas en cantidades
mayores a las obtenidas en mamiferos y preser-
vando el bienestar animal. Ademas, se ha demos-
trado que presenta especificidad y afinidad simi-
lares e incluso mayores a la inmunoglobulina G.

La obtencién de anticuerpos especificos contra
bacterias orales servird de base para estudios in
vivo orientados a la prevencion de caries dental
ya que tendran efecto en la formacion y en las
caracteristicas del biofilm dental.t°

La utilizacidon de esta inmunoglobulina se pre-
senta como una alternativa para el tratamiento
profilactico de la caries dental utilizadndose en in-
munizacion pasiva contra esta enfermedad. ’

En nuestro pais, no existen muchos estudios uti-
lizando esta tecnologia, por este motivo, el ob-
jetivo del presente estudio fue producir, aislar y
purificar anticuerpos IgY especificos contra las
bacterias S. mutans, L. acidophilusy A. viscosus
y determinar su efecto en la formacion de biofilm
después de enfrentarlas con su respectivo anti-
geno.

Materiales y método

El estudio es experimental y analitico. Se traba-
jo con gallinas de 17 semanas, las cuales fueron
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mantenidas hasta la obtencion de huevos que te-
nian cantidades de anticuerpos especificos ade-
cuadas para la investigacion. Se utilizaron las
cepas de las siguientes bacterias: Streptococcus
mutans ATCC 25175, Lactobacillus acidophilus
ATCC 314 y Actinomyces viscosus ATCC 15987

* Preparacion del antigeno:

Las bacterias S. mutans, Lactobacillus acidoph-
ilus y Actinomyces viscosus fueron inactivadas
después de tratarlas con formol al 0.5% por 24
h y ajustando su concentracién a 1x108 UFC por
ml. Los antigenos se congelaron a -4 oC hasta su
utilizacion.

* Protocolo de inmunizacion:

Se inocularon 0.5ml x 10 * UFC de cada bacteria
por via intramuscular en gallinas de |la raza Light
Brown Leghorn utilizando adyuvante completo
de Freund para la dosis inicial e incompleto para
los siguientes refuerzos. Las inoculaciones se
realizaron a intervalos de dos semanas (Fig. 1).

Figura 1. Inoculacion de antigeno S. mutans con adyuvante
via intramuscular

Los huevos se recolectaron a partir de la primera
semana de iniciado el protocolo de inmunizacién
y se almacenaron en refrigeracion hasta su pro-
cesamiento, se los clasificd por semanay por tipo
de bacteria utilizada en las inmunizaciones.®?

* Deteccion de anticuerpos:

Para este ensayo se utilizd el suero de las ga-
[linas inmunizadas. 50ul de antigeno correspon-
diente a cada bacteria cariogénica. (0.5 ml x10°
UFC) fueron enfrentados con 50uL de dilucién de
anticuerpos aislados, en placas excavadas para
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observar aglutinacién, usando como control anti-
cuerpos de huevos pre inmunes.

* Aislamiento de Igy:

Los huevos recolectados por semanas de inmuni-
zacion fueron procesados. La yema de huevo fue
separada de la clara con ayuda de una jeringa,
anotando el volumen obtenido (Fig. 2). La yema
se diluyd con dos volimenes de PBS pH 7.4 y se
ajustd el pH con acido acético al 60%°. Se agre-
g6 acido caprilico por goteo (64ul/ml de dilucidén)
a una velocidad de 600ul/min y se dejé en agita-
cion por dos horas a temperatura ambiente. Lue-
go se filtrdé con papel Whatman N° 1, se ajusté el
pH a 7 con Tris 1M y se centrifugd a 5000 rpm
por 30 minutos. Al sobrenadante obtenido se le
agregd lentamente cristales de sulfato de amonio
(NH4)2504 (0.231g/ml de dilucidn) y se dejo en
agitacién lenta por una hora a 4 °C. Finalmente,
se centrifugd a 5000 rpm durante 30 minutos, el
precipitado se resuspendid en el mismo volumen
de yema extraida y luego se realizé una dialisis
contra PBS pH 7.4.834

Figura 2. Separacién de la yema con ayuda de una jeringa
* Formacion de biofilm:

Se cultivd 0.1 ml de cada bacteria cariogénica
(S. mutans y Actinomyces viscosus) en 3.8 ml
de caldo BHI enfrentandolas con 0.5 ml de an-
ticuerpo IgY (10 mg/ml) especifico para cada
bacteria. Los tubos se incubaron formando un
angulo de 30 oC para obtener una mayor super-
ficie en la formacién de biofilm, en condiciones
de microaerofilia durante 18 horas. Al grupo
control se reemplazd el anticuerpo por 0.5 ml de
H20 destilada.
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El biofilm formado por las bacterias adheridas a
la superficie del tubo fueron desprendidas y res-
uspendidas en 5 ml de agua destilada. El caldo
que contenia las bacterias no adheridas fue cen-
trifugado y se resuspendié en 5ml de agua desti-
lada. Se leyd la absorbancias en espectrofotéme-
tro a 600 nm.?

Las absorbancias obtenidas se compararon con
el grupo control al cual no se agregd anticuerpo.

Resultados

La metodologia empleada logrd recuperar an-
ticuerpos de yema de huevo especificos para
Streptococcus mutans y Actninomyces viscosus,
y se obtuvo un promedio de 100 mg de IgY por
huevo procesado, existiendo marcada aglutina-
cién al ser enfrentados cada anticuerpo con su
respectivo antigeno. No se observd aglutinacion
al enfrentar anticuerpos de yema de huevo anti
Lactobacillus acidophilus; sin embargo, el suero
extraido de gallinas inmunizadas con Lactobaci-
llus acidophilus aglutinaba al ser enfrentado con
el antigeno (Fig.3).

Figura 3. (A) Aglutinacion al ser enfrentado IgY anti Acti/-
nomyces viscosus con su respectivo antigeno. A la derecha
se observa que no ocurrié el mismo fenémeno al enfrentar
Actinomyces viscosus con IgY extraido de gallinas pre in-
munes. (B) Aglutinacion al enfrentar suero de gallinas in-
munizadas con Lactobacillus acidophilus con su respectivo
antigeno. A la derecha no se aprecia aglutinacion al enfren-
tar suero de gallinas preinmunes frente a Lactobacillus aci-
dophilus.

Formacion de Biofilm. Luego de la incubacion en
el grupo experimental se encontré en las paredes
de los tubos un biofilm facilmente desprendible,
no consistente, poco uniforme, que presentaba
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mayor sedimento bacteriano en el fondo del tubo.
El grupo control presentd un biofilm uniforme,
las bacterias se encontraban fuertemente adhe-
ridas a las paredes del tubo y no se desprendian
con facilidad (Fig. 4).

Figura 4. (A) Biofilm formado al incubar IgY anti Strepto-
coccus mutans y Actinomyces viscosus con sus respectivos
antigenos. (B) Tubo del grupo control

La cantidad de biofilm formado se determind ba-
sandose en el porcentaje de bacterias adheridas
y no adheridas a la superficie de cada tubo luego
de la lectura de sus absorbancias. El grupo expe-
rimental que contenia los anticuerpos IgY espe-
cificos mostrd una marcada reduccion en la for-
macion de biofilm, pues presentaba un 23.62%
de bacterias adheridas. EI grupo control presentd
78.17% de bacterias adheridas (p<0.05) (Fig.
5).

Figura 5. Porcentaje de bacterias adheridas que conforman
el biofilm. EI grupo 1 corresponde a tubos que contenian
anticuerpos 1gY anti Streptococcus mutans y Actinomyces
viscosus y presentaban un mayor porcentaje de bacterias
adheridas en comparacion con el grupo 2 (grupo control).

Discusion
Con la metodologia empleada se logrd recuperar

gran cantidad de anticuerpos especificos de la
yema de huevo, y se obtuvo un promedio de 100
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mg por cada huevo tratado, cantidad similar a
los hallados en otros estudios.?8

La mayoria de estudios relacionados con el uso
de anticuerpos policlonales de yema de huevo
relacionado con bacterias orales se ha realizado
utilizando Streptococcus mutans como antige-
no.>¢1 En el presente estudio logramos producir
anticuerpos contra Actinomyces viscosus, 1o cual
permitira realizar estudios mas especificos para
conocer coémo actlan los anticuerpos IgY sobre
esta bacteria.

El efecto in vitro de anticuerpos policlonales es-
pecificos para cada bacteria cariogénica demos-
trd ser efectiva en la reduccién de biofilm lo cual
disminuira su efecto cariogénico al alterar sus
caracteristicas en cavidad oral reduciendo la for-
macion de placa dental.

Hatta®, Otake,” y Hamada® realizaron estudios en
animales utilizando anticuerpos IgY especificos
para S. mutans mediante inmunizacién pasiva
que demostraron ser efectivos en la reduccién de
caries dental, lo cual sugiere que estos anticuer-
pos pueden ser utilizados en tratamientos pre-
ventivos. Es de gran importancia realizar nue-
vos estudios que busquen producir anticuerpos
especificos contra las distintas bacterias orales y
demostrar su efectividad al actuar de forma com-
binada. Ello contribuira a la bisqueda de nuevas
alternativas en la prevencion.

Conclusiones

1. Streptococcus mutans y Actinomyces visco-
sus demostraron tener alta capacidad anti-
génica al lograr estimular el sistema inmu-
noldgico de gallinas inmunizadas, que produ-
jo gran cantidad de anticuerpos especificos
(IgY) y fue transferida a los huevos.

2. Enel suero de gallinas inmunizadas con Lac-
tobacillus acidophilus se observé marcada
aglutinacion. Estos anticuerpos no se encon-
traron en la yema de huevo ya que no produjo
ninguna reaccion, lo cual sugiere que existen
otros anticuerpos no presentes en la yema de
huevo que reconoceria esta bacteria.

3. Esde gran importancia realizar nuevos estu-
dios que busquen producir anticuerpos espe-
cificos contra las distintas bacterias orales y
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demostrar su efectividad al actuar de forma
combinada. Ello contribuird a la busqueda de
nuevas alternativas en la prevencién de ca-
ries dental y de otras enfermedades orales.

Con la metodologia empleada se recuperd
gran cantidad de anticuerpos especificos de
la yema de huevo y se obtuvo un promedio
de 100 mg por cada huevo tratado, cantidad
similar a los hallados en otros estudios.®?

La mayoria de estudios referidos al uso de
anticuerpos policlonales de yema de huevo
relacionado con bacterias orales se ha reali-
zado utilizando Streptococcus mutans como
antigeno.3,11 En el presente estudio logra-
mos producir anticuerpos contra Actinomy-
ces viscosus, lo cual permitira realizar estu-
dios mas especificos para conocer como ac-
than los anticuerpos IgY sobre esta bacteria.
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