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DIAGNOSTICO DE INFECCIONES PERIODONTALES MEDIANTE TECNICAS
INMUNOQUIMICAS ELISA y LUMINEX

Descripcion

Estudio de marcadores bioguimicos relacionados con las enfermedades odontoldgicas. La técnica de ELISA o ensayo
por inmunoabsorcién ligado a enzimas (en inglés enzyme-linked immunosorbent assay), permite la identificacion de
antigenos o anticuerpos en muestras tanto de saliva como de fluido crevicular gingival o sangre, que ayudan a
determinar el estado inmunoldgico del individuo y por tanto estudiar el grado de desarrollo de la enfermedad. Esta
tecnologia permite estudiar un analito en cada ensayo, muy util por tanto, cuando el nimero de parametros a
estudiar no es elevado. Si se precisa un estudio mas amplio, es posible utilizar la técnica de Luminex. El Luminex®
100/200™, es un analizador flexible, basado en los principios de la citometria de flujo que posibilita el analisis
simultaneo de hasta 100 analitos diferentes en el mismo volumen de muestra. Esta técnica permite ademas realizar
bioensayos no solo inmunoquimicos sino ensayos enzimaticos, de receptor-ligando y ensayos con acidos nucleicos.

Tanto la técnica de ELISA como la de LUMINEX son muy utilizadas en estudios dentro del campo de la biologia, la
bioquimica o la medicina. Estas dos técnicas han demostrado, asi mismo, su importancia en el area de la odontologia,
siendo imprescindibles para estudiar el tipo de respuesta inmune desencadenada por las diferentes infecciones
bacterianas y conocer los mecanismos implicados en los procesos de remodelacion 6sea.

— l_ ‘_ —

El equipo de Luminex consta de un analizador con tecnologia basada en citometria de
flujo y un software XPONENT.

Coémo funciona

La técnica de ELISA estd basada uso de antigenos o anticuerpos marcados con una enzima, haciendo que los
conjugados resultantes tengan actividad tanto inmunolégica como enziméatica. Al estar uno de los componentes
(antigeno o anticuerpo) marcado con una enzima e insolubilizado sobre un soporte (inmunoadsorbente) la reaccién
antigeno-anticuerpo quedara inmovilizada y, por tanto, sera facilmente revelada mediante la adicion de un
substrato especifico que al reaccionar la enzima producira un color observable o cuantificable mediante el uso de
un espectrofotdbmetro o un colorimetro.

En la técnica de Luminex® 100/200™ los reactivos (anticuerpos, oligonucleétidos, sustratos...) estan anclados a la
superficie de microesferas de poliestireno. El espectro de emisién de cada una de estas microesferas es Unico, lo
que posibilita la identificacion simultanea de todas ellas y por tanto, de la reaccion o ensayo que se esta llevando
a cabo en la superficie de cada una de ellas al mismo tiempo. Estas esferas son particulas de poliestireno que se
han sometido a la accion del crosslinker durante su polimerizaciéon para conseguir una elevada estabilidad fisica.
Para asegurar la estabilidad de estas microesferas es esencial protegerlas de la luz y de elevadas temperaturas.
Existen diferentes tipos de reactivos para su uso con el sistema liminex 100 IS. Hay desde microesferas de
calibracion con ratios conocidas de fluoréforos hasta microesferas de control, pasando por aquellas que presentan
en su superficie desde grupos carboxilo hasta Avidina para la unién covalente de diferentes biomoléculas y ligandos
biotinilados respectivamente, para que cada usuario pueda hibridar lo que necesite sobre la superficie de las
microesferas.
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Toma de muestras:

Las muestras de fluido crevicular gingival habitualmente son recogidas
utilizando un periopaper por localizacidon, que se mantendra alrededor de
30 segundos dentro del surco gingival facilitando la toma de la muestra por
capilaridad. Las muestras manchadas con sangre deben ser descartadas Ya
que pueden producirse interferencias en el desarrollo del inmunoensayo.
Una vez recogidas, han de conservarse a -80°C hasta su posterior analisis.
Se utilizara un buffer tampdn especial para la extraccion de la muestra
desde el periopaper previamente a la realizacion del analisis.

Si las muestras que se desea estudiar son de saliva, debera estimularse la
secrecion de la misma y se recogera en viales de capacidad variable en
funcion del estudio. Estas muestras seran centrifugadas y se conservara la

Muestras tomadas de pacientes para
analizar por las técnicas de

e i J e ’ inmunoanalisis. De lzquierda a

parte precipitada a -80°C hasta su analisis por la técnica de inmunoensayo derecha: muestra de saliva, muestra

escogida. tomada con periopaper, muestra de

. . plasma sanqguineo.
Las muestras de sangre, habitualmente son recogidas en tubos

especialmente preparados para ello, que variaran en funcién de los

parametros que quieran ser estudiados. Estos viales seran centrifugados para poder recoger el plasma o el suero
que se congelara a -80°C hasta su posterior analisis. La congelacién de las muestras permite la recopilacién de
mismas para ser analizadas al mismo tiempo, favoreciendo que todas sean estudiadas bajo las mismas condiciones
experimentales.

Ventajas

Se trata de dos técnicas de alta precision que pueden ser Utiles en el diagndstico
y tratamiento de ciertas periodontitis y enfermedades sistémicas relacionadas.
Entre los beneficios del uso de estas técnicas cabria destacar:

-Volumen de la muestra. Si los volumenes de muestra tomados son elevados
cualquiera de las dos técnicas puede ser valida. En caso de que el volumen de
muestra sea limitada como por ejemplo muestras de fluido cerebroespinal,
liguido sinovial, lagrimas, suero de ratén, etc, el sistema Luminex® 100/200™

Los andlisis realizados con permite el andlisis de varios parametros empleando un volumen de muestra
Luminex requieren un elevado muy pequefio.
grado de control en cuanto a
calibracién y verificaciéon del -Tiempo de analisis: El tiempo total es el mismo para las dos técnicas si se
equipo asegurando la precision de analiza un solo parametro. En caso de querer analizar varios parametros el
las medidas. sistema Luminex permite ahorrar gran cantidad de tiempo ya que los analiza

todos al mismo tiempo.

cDonde se ha desarrollado?

Estas técnicas han sido desarrolladas en la Seccidn de Periodoncia del departamento de Estomatologia 111 de
la Facultad de Odontologia. El laboratorio de Investigacion participa en proyectos relacionados con el estudio de
marcadores inmunolégicos con resultados satisfactorios. Ademas, representa una ayuda muy Util para el diagndstico
y tratamiento de los pacientes atendidos en el Méaster de Periodoncia de la misma Facultad. Se ofrece a los
investigadores ayuda técnica de personal altamente cualificado y asesoramiento en el analisis de los resultados.
Y ademas
Con estas tecnologias se pueden aportar ayudas en investigacién y en odontologia clinica en varios sentidos:
e Anadir el andlisis de variables inmunoldgicas en investigaciones dentro del campo de la odontologia.
e Ayudar en el diagnéstico y tratamiento de los pacientes a la clinica odontolégica, mediante la obtencién
de consejo basado en el analisis de la respuesta y estado inmunoldgico de los pacientes.
e Ayudar en la investigacion de los mecanismos de remodelacién 6sea implicados en el desarrollo de la
periodontitis a través de estudios “in vitro”.
e Ayudar en la investigacién de otras enfermedades sistémicas relacionadas con el desarrollo de

patologias orales.
Investigador responsable
Mariano Sanz Alonso: marianosanz@odon.ucm.es

Dpto. de Estomatologia 111
Facultad de Odontologia
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	Estas técnicas han sido desarrolladas en la Sección de Periodoncia del departamento de Estomatología III de la Facultad de Odontología. El laboratorio de Investigación participa en proyectos relacionados con el estudio de marcadores inmunológicos con ...
	Los análisis realizados con Luminex requieren un elevado grado de control en cuanto a calibración y verificación del equipo asegurando la precisión de las medidas.

