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INTRODUCCTOM

Staphulococens auteus vive en esirecha asociacifin con el hombas,
colonizando su faninge y piel (13]), Esta relacién hufsped pardsito es --
relativamente estable y sofo se ve afeectada cuando hay uwna aliexacifn en
Los wecanismos homeostdsicos del hudaped, la cual favorece & Staphulocp-
oS aurens para causan enfermedad,

Durante au desarrollo en medios de cultivo aprnopiados, Staphulo-
cocc 15 gunens puede producin una rultitud de productos extracelulanes --
entnr Los cuales estdn las enternotoxinas (12,23) . La ingeslibn de estas-
suba taneias por el hembre resulta em una variedad de s{ntomas, enfre Lo3
cualas son comuned el vémito, el espasmo y la diawnea (8] los que pueden
aparecen de 1 1/2 a 5 honas despuds de {ngernir un alimenlo conterncendo -
La eatenotoxina (13,7)

Por La notunalezo histfniea gy eufiunal de nuesting sociedad wexi-
cana, Los alimentos del pueblo som preparados sin ninguna 6 con e3casas-
neglas de higiene, son también mal conservados y su manejo al nivel del-
consmidor es todavia mAs inclento, Lo que faciiita 3u contaminaeién con
diversas bactenias, entre ellas S, aurens, pudiends producin {(Beilmenie-
enterotoxina en estas condieiones, Esto da Lugar & brotes de easos de ~-
intoxicaeidn abimentania que en ocasiones adgnieren proporxciones catos--
tbficas. Adn cuando ¢4 raro que una infoxicaeibn alimentarxia eslafiloct
elca sea causa de rmuente, €sta puede producir un alto {ndice de incapacs
dad en Las personas afectadas y pérdidas econimicas considerables.

Un s0fo microgramo de enteroloxina producida por eslos microorgd
numoe ¢4 capaz de producin slntomas en el hombre (713) . Entre los alimen
Zos en que puede desavwollavse fdcifmente el eslafilococo esidn: leche y
sus derivados, hueve, ecarne, produstos de La cawe y vegetales (5] . Se-



conocen hasia la fecha ainco tipas senolbgicos diferentes de erterolorinas
que se¢ han designado ecome A,B,C,P y £, Hay dos tipos de enterotoxinas - -
C: c, y C, (13), Las entenotoxinas som nelativamente aesistentes al caloa-
¥ pueden eston presentes en el alimento avn después de que Los microonga--
nismos que £a produjeron hayan sido destuldos porn ealon (13).

En nuestro pais, ne hay datfos de frecuencia de intoxicoeio-
nes alimentarnias de tipe estagilocbeino y mucho menos del serolipe kespon-
sable, En otnos palses, estudios al respecte sefalan a la enfexotoxina’A’-
como La mfs frecuentemente aislads de alimentos (nvofucrados em baptes de-
wtoxicacibn alimentarnia (2,3,4,9,11,161Pon tal razdn deeidimos pramero - -
aislan la entenotoxina estafilocbeica sernotipe ‘A' a partin de una cepa --
patrbén productora de €sla enteroloxina, luego preparan su anfisuers en and
males de Laboratornio e {mplementar una tfeniea pana la deteccibnm de €sia -
entenotoxina en extractos de alimentos so0apechosos de contenerla.

La téenica a implementarx debla ser simple v ademds sensible,
de tal fonma que no fuena necesanio concentrar el extracto del alimewto pa
ra poden demostrar La presencia de La toxina. Pon tal motive se¢ descarta--
ron técnicas eomo inmunofluorescencia, precipifacién en gel de Ouchtexlomy
y la téenica de difusidn simple de Oudin (18) y se decidif La téerwea uvu
noenzemdtica ELISA {Enzime-Linked TrmunoSonbent Assav|-por fas ventajas ¢-
sensibilidad demosinada er otnos sistemas (§,10,22). Esta es una téenica --
nelatiy amente neclende que se presla pana {nvesliger tanto antigenc come -
anticuc npo; utibiza al igual que el radioinmunoensayc un marcader [24) ex-
ceplo cue &ste en ELISA ¢4 una enzima en fugar de radioisoiopos,

Primerc ef antlgeno (pegado dinectamente al soporte 6 indirectamente pega-
do a £r1vés de su antleuenpo! a¢ hace xeaccionarn com wn confugado de antd-
cuerpe enzima, Despuls el sistema es incubado conm sustrate para Lo enzomd.
ta apardicibn del producte coloneado detenmina La presencia de fa ernzima(21)
ELISA puede sex Zan sensible como el conrespondiente RIA(E,10,22) dependiex
do por supuesto de fa pureza de sus reactivos, Ademds, ELISA Liene ciexntas



MATERTAL ¥ VETODOS

Para La parte experdmental ase wlilizd Staphylococeus eureus cepd-
FRT-100, productora de entenotoxina sexniipo 'A' {obtenida por coatesfa -
de M.S. Berngdoll del Pood Research Inmatitute, Univensity of Wisconsin - =
U.S.A.|. Esta cepa {ué mantenida pon pasajes mensuales en agan infusibm -
de cerebrns y corazén adicionada de eistelna y consenvado en aefrigeracifn
a 4'C.

Obtencibn de La enterotoxina 'A’, -

EL medio de eultive para La ebtencién de la enterotloxina eomsis--
26 en 4% de PHP (Protein Hydrnolysate Powder], un digerido pacredtica de-
caselna producida pon Mead-Johnson Intennational, suplementando com - -
0.00005 § tiamina y 0.001 $ niacina. EL pH final del medio de enltivo fuf
de 5.5 - 5,7 {15},

EL método de cultivo utilizade {ué el de Casman y Bennett (3), --
mediante el cual se puede ebtenen una entersioxina concentrada. Para ef -
desarnolle de este métods se utilizaron tubos de did{isis de celulosa | -
Scientific Products No, D1615-2) de 25 om. de fongdliud ¢ 3.2 om, de did--
metho, Un extnemo del fubo se sell8 con nudoss mientras ef otro exlrermo --
fué fimemente unido al berde de um tubo de vidadio de 20 em, de largo ¥ -
un difmetno {(nterwno Lo suficienteomente amplio para peronitix la entrada de
una pipeta de 1 ml,

Este tubo {uf introducido pancialmenie en una botefla apropiada -
conteniendo 90 ml., del medio de eultivo. Finalmente se §{46 el tubo de --
vidrio al cuello de fa botella com algodin y sobae La boca Libxe del tubo
de vidnio se colocs un tapén de algodén (Vex figura No. 1] . Una vez amma



FIGURA No. 1 UNIDAD DE CULTIVO
(Método Casman-Bennet)



da la unidad fué esterilizada en autoclave a 121°C pox 15 mimuitos,

De un cultivo de 18 a 24 has., de Staphylococeus aureus cepa FRT-
100 en agar infusidén de cernebro y corazén [BBL), 32 prepard una duspensisn

en solucldn salina equivalente al tubo ¥ 1 del nefelémetro de Mae. Farland.

Las botellas ‘preparadas, se inceulanon con 0.8 ml, de fa suspen--
sidn bacteriana en el intenior del saco de celulosa, Una vez inoculadas -
se incubaron con agitacién suave pox 72 hns., a 37°C en posieibn honizonm--
tal, de tal manena que el fubo de celulosa se ponga en contacto con el me-
dio de eultivo y €sie pueda penetrax al interion del tubo donde yacen las-
bactenias (Vern figura No. lal. Se inoculs ddemds una de las unidades com -
solucibn salina eaténil y se incubd en Las mismas condieiones para seAavin-
de festigo del procedimiento y para descubrir cualquier contaminacibn,

Las bactenias contenidas en el saco de didlisis ,después del perlo
do de <ncubacibn ,fueron seporados por centrifugacidn a 3000 1 g. por 0 --
min. [usando una centrffuga marca "Servall SS8-34" |} y el sobremadante, des
pués de ser estenilizado pon filtracibn [Seitz), se Liofolizé y se comsen-
v en negrigeracién a 4°C.

Determinacibn de a actividad biolbagica de La enterotoxina cruda.-

E! {iltrado conteniendo la enterotoxina cuuda, se irnaté para eli-
ninar Las alfa y beta toxinas (7], con el méitodo siguiente: el extracto --
cwdo se ajustl a un pH de 7 con dcido acltico 10 § . Se mantuvo en basio -
de agua hirviendo por 30 min., al f<inal de Los cuales apareeif un precipd-
tado | componentes precrpilables pox calor}. Se separf pox cenirifugacisn-
y e thabaj6é con el sobrenadante diluldo 1:10 en solucidn salina esadénil.
En &ste se determing La actividad biolbgica para enterofoxinas pox la - -
piueba de Dolman (7)., Se utilizan para esta prueba 3 gatilos de aprovuma--
damente 5 meses de edad. A 2 de 2llos ae les administra por via {ntraperd-
toneal 3 mL, del sobrenadante Libre de alfa y bela Loxrinas g al Lexceno ,-



FIGURA No. 1la UNIDAD DE QULTIVC
(Método Casman-Bennet)



se Le administna 3 ml del sobrenadante por La misma vla de La solucibn -
salina que fuera {moculada en La bolsa de celofdn e incubada en Last mis-
mas condiclones que La cepa FRI-100 que ya se sedalé fuf usada como un -
Lestigo negativo.

Demostracidn 'in vitno' de la enterotloxina eruda.-

Se determiné La presencia de La enternotoxina mediante una pwueba
de precipitacibn en tubo capifar. Una muestra del §iltrado conteniendo -
La enterotoxina eruda se hizo neaccionar en tubo capilar con suerno anti-
enterotoxina 'A' sin dilili y difukda 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, -
1:128, 1:256, 1:512, 1:1024 (antisuero de referencdia Food Reseanch Insti
tute, U. of Wisconsin), ¢ ademds se enfrentd suero sin diluir.contra - -
entenotoxina sin diluln y dilulda 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128,
1:256, 1:512, 1:1024,

Purificacién parcial de £a enterotoxina cruda,-

La enterotoxina cwda §ué pasada a {través de una columna de car-
boximetilcelulosa (19). La columna §ué montada de La sigulente fonma: --
Se hidnats en agua destilada pon 1 hora,? ghramos de carboximetifcelulosa
(Sigma) . Se decants el agua y §ué suspendida La carboximelileelulosa de-
nuevo en solucifn de NaH,PO, 0.01 M. EL pff se afustd a 6.0 con NaOH y -
§ué nuevamente ajustado después de 1 hona.

Una vez tratada asf, La carboximetilcefulosa fué empacada en una
colwma de 0.9 cm de difmetro y 13.5 cm de Largo. la cofumna mantenida a
4°C. §ué lavada con 15 me. de sofucibn amontiguadora de fosfatos 0.01 M,
pH 6.0 también a 4°C.



La foxina cwda dilulda 1:5 con agua destilada y a ¢°C {u€ pasada
a tavés de ta columna a una velocidad de 2 ml/min, Después de esto, la -
columna fué Lavada con 5 mf. de Sofuciln amoriiguadora de gosfatos 0.008M,
ditulda en una s0lucifn de NaCl a pH 6.0 y 0.008 M, Enseguida la toxina -
fué elulda, a temperatura ambiente con 12 mf, de amoxliguador de fosfatos
0.05 M pH 6.8, recolectando muestras de 2.5 ml. del llquido de elueifn ea
da vez. Las fracciones fuenon anafizadas eapecinofolometricamente a 277 mm
en un aparnato CARL ZEISS Modelo PMQ 11,

Preparacibn def antisuero para Emterotoxina Estajilocbeica tipo 'A’

EL antigeno para la preparacibn del antisuero utilizado consisdib
en 100 miligramos de enterotoxina Liogilizada, Los cuales fuerom disuelios
en 10 ml. de sofucién amorliguadona de fosfato [PBS 0.01 M pH 7.4 | y Ue
vados a ebullicibn por 25 min. {7]1. Despuds de centrifugar, pora eliminan
Las alfa y beta toxinas, se le agregl al sobrenadante forxmalderido para -
don una concentracifn ginal de 0.2 % y se dejo pon 24 horas a 37°C. Esta-
solucidn fué dializada contra PBS pon 24 honas. A €ste antigene Lo Llama-
mos "Zoxoide",

EL antisuenro pare La enterotoxina cruda fué preparado em 6 come--
jos de Nueva lefanda de aproximadamente 7 1/2 kg. de pese, ufilizands La-
téenica descrnita pon Terplan (19]. La cantidad de Zoxoide formalizade, me
cesania para cada conefo fué diluldo a 0.7 mf. con PBS y se Lle agnegd 0.2
ml, de AL (OH); at 2 %, ¢sta mezela se mantuvo en nefrigenacibn o 4°C.pon
una hora, después de £a cual se emulsiond con 0.6 ml. de edyuvante incom-
pleto de Freund y esta mezela se inoculs a Los conejos.

Cada uno de Los 6 comejos recihienon pon via (ntramusculon 4 in--
tenvalos de § dias las s<{gquientes dosis de Loxeoide: 5,10,25,50,100,258,500,
1000,1000,1000 microgramos.



K.

Diez dlas después de LA admincstracism de La dltima dosis 8¢ -
sangranon Los conejos. EL suero sangufneo asl obtenido {ué distxibuldo ~
en alicuotas de 1 ml, en ampolletas, Fueron Liofilizadas y mantenidas a-
4°C., para su conservacién.

Inmunoensayo Enzimdlico,-

-Preparacibn del Conjugadp:

Se trabajé con una mezela de suero sangulneos obtenidos de Loa
cone j0s imunizados con la enternatoxina 'A’ , asl como com antisuero pro
porcionado por el Food Researnch Tnstitute Univensity of Wisconsin. Se -~
wtilizé La metodologla desernita por Vollen y col. (20), Un me, del anti-
sueno se diluyé a 2 me, con PBS (buffer salina fosfate 0.01 M}, pHl 7.4,-
se Le agregd 2.0 mi, de Nazso4 al 36 4. Se mezeld a Llemperatuna ambiente
por 30 minulos y se cenirifugd a 3000 x g por 10 min. Se decanth el s0--
brenadante y el precipitado §ué Lavade dos veees con NafS(?‘ 1§ $. Se dre-
d0Luib el precipitado en 0.8 ml. de PBS y 3¢ Le agnegd 0.8 ml, de mzsa‘
al 24 % . Se centrnifugb a 3000 x g por 10 min, Se Lavé el preipitado -~
ahora con Na2504 al 12 %, Se nedizolvid el precipitado en 1.0 ml, de PBS
Y ¢ tuans (ol a un Saco de didlisis ¢ §uf dializado prolongadamente --
econtra PBS a 4°C. Una vez dializadas Las dos suspensiones se detemint -
su concenthacibn de protelnas totales espectnofotomeiricamente a 540 nr,,
mediante oL método de Biuret [ 1),

? mg. de las suspensiones de inmunogfobulinas contenidas en | mL,
de PBS s¢ mezelanon con 5 mg de {osfatase alcalina [tipo VI1 Sigma) a iem
peratura ambiente. Se dializé profongadamerte contra PBS a 4°C, despubs-
de Lo cual s¢ Le agnegd glutanaldehido al 25 % para dar una concentracibn
final de 0.02 %, Se mezelf y defé por 1 Hx, a temperatuna ambiente y se-
dializ6 pruimeno contra PBS a ana temperatura de 14°C y despuls contra -
amortiguador TRIS { Hydroximetilf aminometanc ) 0.05 4 a ina tempenaiuxa
de 4°C,



,-

EL confugade {anticuerpo unido a La enzimal fué diluldo a 4.0 ml.-
con amortiguador TRIS {pH §) conteniendc albimina de sueno de bovimo al --
1 % y azdida de sodisc al 0.02 %. Se almacens a 4 °C en La obscuridad.

= ionoléeniea ELISA:

Se nealizf el método de doble anticuerpo de Vollex pana La detec--
eibn del antlgeno [Ver figura Mo, 2} (20} .

Se prepanaron a portirn de Los antisuenos no marcados (el obtenido-
n nuestrno Labornatorio y elL de nefenencia de Widconsin] una solucibm patrfe
de 5,000 narnogramos/mf. de proteina en solucién amontiguadora de carbona--
208 pH 9.6 de cada uno de elfos. 0.% ml. de esta solucidn a diferentes di-
Lucicnes, se depositaron en § pozos de una placa de hemaglutinacibn de po-
Lieszinene en U (Dynatech Co.) la cual §ué utifizada como supergicie sobre
La cudl se adsonbid La ifrmumoglobulina antienterotoxina inicial (ver figu-
ha No. 3 ).

Se wtilizaron ? placas diferentes, una pann cada antisuerc. Se 4n-
cubaron 24 hornas a 37°C en edmara himeda. EL contenido de Los pozos 4ué --
eliminado y se Lavaron eon PBS-Tween {buffer salinas fosfato ¢.01M-0.05% -
tween 20, pH=7.4} pon 3 min. EL lavado se nepitif 3 veces,

Entenetoxina serotipo 'A' cruda obfenida en nuestno Laberatonie u-
enteroloxina cwda de Wisconsin fuenon utilizadas como aniigenod. Se aghe-
garen 0,2 mE. del antigeno conleniende 100 nanogramos de La enteroioxima.
Se incubanon a 37°C pon 4 horas y se lavaror 3 veeed con PBS Tween.

Se agregé 0.2 mf del conjugade en cada pozo y se dejé a 37°C en —-
edmora himeda por 4 honas, Se lavé de .auevo 3 veces con PBS Tween,

Se agregd 0.2 ml. de solucibn de sustrats. (p-nitrofenil fosgato --
Sigma)l a una concentracibn de ! mg/ml, Después de 30 min, se detuve fa ---



iz,

6. 2.- SEGUENCIA DIAGRAMATICA DE UNA REACCION INMINOENZIMATICA
PARA INVESTIGAR ANTIGENO ( doble anticuerpo ).
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heaceibn por adicién de 0.05 mt de NaOH 3 M,

Si hay hidrolisis del sustrato, empieza a aparecer una colonacibn
amarillo, €sta es proporcional a La cantidad de anticuenpo marcado presente
y €ste a su vez, es proponcional a La cantidad de antlgeno que §ué€ {ijado-
por el piimer anticuenpo.

La medieién se efectud visualmente., Se LLevaron testigos de antl-
geno, anticuerpo conjugade con la enzima y el sustrato para La enzima,

La determinacién de La concentracién minima de neactantes que pu-
diese sen utifizada para que La técnica anterlor operara, ué realizada --
haciendo el mismo ensayo anterion pero variando fa concentracién de un re-
activo y manteniendo Las oirnas constantes en La fonma siguiente:

a) Antigeno en exceso, peno en cantidad constante (obtenido en nuestro-
Laboratonio 6 de Widconsin).

b) Conjugado en execeso, pero en cantidad constante (que puede ser de --
Los dos tipos elaborados en nuestrho Laboratonio, pero uno de ellos -
con antlicuenpo obtenido en nuestro Laboratorio y el otno phreparado -
con anticuenpo obtenido de Wisconsin,

¢} Cantidades variables de antiecuenpo (100,200,300,400,500,1000 ng/mi)-
de antienternotoxina estagilocbeica Lipo 'A' , preparado en Wisconsin
ademfs de £as mismas concentraciones del anticuenpo preparado en - -
nuestno Laboratorio,

EL sigulente paso fué nealizar el ensayo enzimftico pero utifizan
do: a) Anticuenpo en cantidad un poco mayor a La minima necesaria para asi
asequran que habrfa neacedbn positiva. Se decidi§ utilizar 100 ng/-
0.2 mL.
b) Antfgeno en exceso, pero en cantidades constantes [obtenido en nues
tw Laboratonio § de Wisconsin)
¢) Cantidades vaniables de conjugado que aiin diera positivo el ensayo,

- Deteminacidn de La presencia de Enterotoxina en Alimentos:
Se procedid a contaminan antificiolmente Leche, disofviendo 17 ma.
de entenotoxina crwuda obienida en nuestrho Laboratornio en 10 mf, de Leche -
y en ot muestrna de 10 ml, de feche se disolvienon 12 mg. de Enterotoxina

14.-



patndn de ¥Wisconsdn,
Se Llevs a cabo ef método de extraceidn de Reisex, (14,19). A 10
ml. de leche e agnegb 10 ml. de agua destilada y se homogenizd. Se ajus
t§ el pH a 4.5 con HC? 1 M., 4 se centnifugd a (9,500 x g) pox 20 minmu-
tos, EL sobrenadante se Llevé a un pH 7.5 con NaOH (ZN), se agregs elono
gormo al 10 % y s¢ agits por 5 min., y después de centrifugar el sobrena
dante s¢ neajustf a pH 4.5 con HC1 1 M; se ecentrifugh, neutralizé y - -
aradié Tween 20 para dan une conmcentraeibn final de 0.25 %.
Este extracto fuf utilizado como antigeno al Llevar a eabo de --
nuevo La prueba frmuno-enzimatica (ELISA] de fLa siguiente manera:
al 100 ng/0.?2 mt. de anticuenpo presente en antienterotoxina 'A° .
b) Antigeno {muestra de la extraceibn de Leche antificialmente eonta-
minadal .
o] Conjugado de antienterotoxina con fosfatasa alealina en diluaifn -
1:100 con anticuenpo preparado en nuesino Laboratorio.

Se monts La téenica tal y como se describil anterionmente hacien
do L& detenminacién pon duplicado. Se flevanron £esligos megativos apro-
piados,

5.~



RESULTADOS

Obtencibn de entenotoxina cruda.-

Se procesaron 3 Lotes de 16 unidades de cultivo cada uno. Finalmente
s8¢ necolects un volumen total de 40 ml de extnacto crudo.

Determinacibn de fa presencia de enterotoxina mediante su actividad biolbgica.-

La presencia de La entenotoxina en el extracto crwdo §ué hecha por Lla
prueba de Dolman,

Los gatifos a Los cuales se Les admindsaind el sobrenadante Libre de-
alfa y beta toxinas, presentaron después de 30 a 40 minutos: nduseas, saliva
cibn y vémito y, aproximadamente 15 minutos mds tarnde, tuvieron un segundo -
acceso de vémito., Mientras tanto, el gatito testigo no presents dichos sinto
mas. Eslo se nepitié en todos Los lotes de enterotoxina trabajados.

Demostracibn "in vitno® de fa enterotoxina cruda.-

Fué obsenvada fLa prosencia de un escaso preeipilado de complefo Ag-Ac
en la prueba de precipitacién en capilan al utilizan Los neactantes sim ~ - -
dilulr, De thes preparados uno dif neaccibn de precipifacién positiva y dos-

no La dienon. Sin embarngo, Lodos Los Lotes causanon ndusea y vémito en Los -
gatilos.

Purificacién parcial de fa enteroioxina chuda.-

Dunante La elusibn de La toxina de La columna de carboximetilceeluto-
40 4e recolectanon 12 muestras de 2.5 ml cada una, Las cusfes registrharon --
Las siguientes Lecturas al espectrofotémetro a una Longiiud de onda de 277 -
nanémelnos.
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DENSTDAD OPTICA DE MUESTRAS ELUIDAS DE LA
COLUMNA DE CARBOXTMETTLCELULOSA CONTENTEN
DO ENTEROTOXINA ESTAFTLOCOCICA

Muestna No. 0.0, 277 mm
] 0,09
2 0.036
3 0.08
4 1.85
5 0.92
6 0.124
7 0.04
& 0.054
? 0.01

10 - 0.04
11 0.0
12 0.05

( Ver Gndfica ¢ 1)

Preparacifn del antisuero para enterotoxina estagilocdedica Lipo 'A’.-

De Los seis conejos inmunizados se recolecets un volumen total de
20 mt. de suero sanguineo, Los cuafes se mezclaron para fonmor una sola-
muedtha, Este antisueno se uwtilizd pora La preparacibn de La Zéenica ELISA,
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GRAFICA # 1

PERFIL DE ABSORCION ESPECTROROTCMETRICA DE ELUIDOS
DE ENTEROTOXINA SEROTIPO A DE UNA COLUMNA DE - -

CARBOXTMETILCELULOSA.
Espectrofotometro 2 CARL-ZISS
M Q II
2 - »> Apertura 0.03 nm,
7 Filtro O
72277 mm,
1.5+
B
51

| 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

# de Muestras



Inmunoensayo Enzimdiico,.-

- Preparaeidn del Conjugado:

A Las alicuotas del sueno antlentenotoxina estagilocéeica Tipo 'A’
obtenido en nuestro Laboratonio y el obienido de Wisconsin, que fueron --
procesadas pora La elaboracién de conjugados se fes defewmind su contenido
de protelna total y fué ef sigulente:

a).~ Suero antientenotoxina esfafilocdcica tipo 'A?
preparado en Wiseonsn + « + v o o ¢ o 0 o 0 . 0.35 gn/100 mt

b) .~ Suenrs antienternotoxina estagilocbeica tipo 'A!
prepanado en nuestro Laboratornio . « « .« v o . 0,20 gn/100 me

La aetividad de Los conjugados elaborados fue medida en La utiliza
eibn de estos conjugados en un emsayo enzimdtico con el propfsifo de deten
minan su especdfieidad,

- Werotéendiea ELISA:

Una vez que s¢ realizl con €xito una prueba ELISA con cantidades
no calibradas de nuestros neactivos (Las determinaciones siempre fueron --
cuakitativas), el siguiente paso consistif en nealizan La prueba de ELTSA-~
vartando un reactivo y manteniendo Los ofthos dos constantes, para averiguon
asd La ecantidad minima necesarnia de cada uno de £os reactivos para darn - -
una prueba positiva tal como se explicd en Maternial y Métodos.

En £a Tabla No., 1 s¢ muestra ef resulfado de 4 diferentes ensayos.



Tabla 1.- Concentracitn de antisuero antienterotoxina estafilo-
cbcica tipo A que atin presentd resultado positivo en-
la realizacién de la técnica ELISA.

Concentracién
de Preparado en Preparado en nuestro
Reactivos Wisconsin Laboratorio

1.1 mg/ml Ag. de
nuestro laboratorio

+ 100 ng/m1 100 ng/ml,
1:100 del conjugado
con Ac. Wisc,

1.1 mg/ml Ag. obte-

nido en nuestro lab,
+ . 100 ng/ml 100 ng/ml

1:100 de conjugado

con Ac. nuestro lab.

100 manog/0.2 ml Ag.
Wis.,

+ 100 ng/ml 100 ng/ml
dil.1:100 conjugado
con Ac. Wis,

100 manog/0.2 ml. Ag
Wis, 100 ng/ml, 100 ng/ml

+
di1.1:100 conjugado
con Ac. nuestro 1ab,




Los aesultados de estos ensayos demostranon que La concentracibin
minima de anticuenpos que ain dié La puueba positiva {u€ de 100 ng/ml.

Se obsenvé ademfs mayon intensidad del cofon en aquellos siste--
mas en Las que se utildizé conjugado con anticuerpo preparade en nuesiro-

* taboratonrio, en comparacifn con ef cornrespondiente en que se wtilizé - -
conjugado con antisuerno preparado en Wisconsdin,

Los nesultados obtenidos de vernian fLa cantidad de antisuero con-
jugado en el ensayo, se presentan en fa Tabla No, 2. La dilueibn minima-
de antisueno conjugado que dif ensayo positivo, §ué de 1:100 para el - -
conjugado preparado con el antisueno de nuesiro fLabonatonio y de 1:40 --
para el conjugado preparade con ef antisuero de Wisconsin.

- Detesminacifn ' de La presencia de Entenotoxina en Leche confaminada anti-
ficialmente,

EL nesullado -obtenido fué positive en todas Las néplicas, mostran
do que el exirnacto de fLa Leche contenla enterotoxina estafilocbeica seno
tipo 'A’ . Los testigos sin enterotoxina dieron resultados negativos,
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Tabla # 2,- Dilucifn méxima de conjugado que afin presentd
Teaccibn positiva en la realizacibn de la - -
técnica ELISA.

Concentracitn Conjugado con Az
de nuestro Conjugado con
Teactivos laboratorio Ac Wisconsin

1.1 mg/ml de Ag.
nuestro 1ab,
1:100 1:40

4+
100 nanogr./0.2 ml
del antisuero Wis.

1.1 mg/ml. de Ag.

nuestro lab,
1:100 1:40

+
100 nanogr. /0.2 ml
de Ac. nuestro lab.

500 nanogr/ml
de Ag. Wis,

* 1:100 1:40
100 nanogr./0.2 ml.
AC nuestro lab,

500 nanogr./ml. de
Ag Wis,

+ 1:100 1:40
100 nemogr./0.2 ml,
Ac, wis.




DISCUSTON

Se obtuve enterotoxina estafilocbedica tipo 'A' en baja concentra-
eifn , perwo eon actividad suficiente para producit en gatitos ndusea ¢ --
vimitos pon administraecibn intnapenitoneal, Sin embargo, no fué posible -
demosinan La presencia de £a enterotoxina, mediante pruebas de precipitfa-
cifn en capilar en todos Los Lotes producidos, a pesar de que todos elfos
mostranon prueba de Dolman positiva.

ta rnealizacibn de La prueba de Dolman fué exitosa, no enconthande
ninglin problema para su nealizacién, resuliando siemphe Los testigos nega
tivos segin Lo esperado.

Se Ldentificl espectrofotoméinicamente La toxina del Llguido de -
elusdién de La columna eromatoghfifica de carboximetileelublosa. Pero desa--
fortunadamente no se continud con La purificacién completa de La enteroto
xina cruda por nazones téenicas. Ademds, como La cantidad de toxina par--
ciatmente parificada decrecla considerablemente en helacibn a La chuda, -
se decidi6 thabajor durante todo el ensayo con entenotoxina cruda, Lo - -
eudl obviamente Limiia mucho Los resultadod de nuestro trabajo, Eé muy --
probable que se nequienra neakizar fa produccibn de enterotoisina en volume
nes mayones, para Loghar una mayorn concentracién de €sta ¢ mejorar el pro
cedimiento de purigieacién.

84 bien es cienta La afinmacibn de Casman-Bennett (q) en cuanto a
que el antisueno preparade en conejos utifizando enterotoxina cruda como-
antfgeno, resulta contener cantidades considerables de anticuerpos contra
componentes digenentes a enterotoxina 'A', el sueno obienido en nuestro -
laboratornio nesults sen suficientemente Gtil para sen utilizado en fa Zéc
nica ELISA, no asd para el método de preeipitacién en capilar, que en - -~
ocasiones dif nesultado negatives, probablemente porgue es un método mu~-
cho menos sens.ible (18).

La elabornacibn de Los dos confugadss, el pheparado con antisuero-
Wisconsin y el de anticuerpo preparado en nuestho Labonratonioc se egectud-
simultineamente, En La heallzacibn de La téenica ELISA Los nesultados més
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alentadones fueron obtendidos con el conjugado preparado en anticuerpos
obtenidos en nuestro tabonatorio, mienthas que el conjfugado preparado-
con el antisueno de Wisconsin no funciond con La misma eficiencia.

EL nesulbtado del ensayo enzimdtico para La determinacibn de fa
presencia de enterotoxina en ef abimento artigicialmente contaminado,-
ful intensamente positivo. Con esto probamos haber Leogrado exthaen la-
toxina del alimento y demostrarnta adn cuando so0fo §ué cualitativamente
mediante fa wtilizacibn def métode ELISA implLementade en nuestro Labo-
natornio. Pon supuesio que fLa precisidn y reproducibilidad de La téenica
pudieron ser mejonadas 54 se hublena wutilizado:

a) .~ Medieibn espectrofotoméinica def nesultado de La reaceibn.

b} .- Lavado mecdnico de Las placas, con Lo que 8¢ Logharla estandarizan
La presibn de Lavado en fodos Los origicios de Las placas.

cl.- Utilizacibn de albdmina de huevo para saturarn Los espacios de La-
supengicie de soporte no cubienta pon el anticuenpo {comunicacidn
personal Ox. Snydelaar. |

Sin embango, Los resuftados obtenidos fueron altamente satis--
factonios para implLementar una téenica pona diagnbstice cualitativa --
ntinania de alimentos {nvolucrados en Lintoxicaciones esiagilocboicas.

La hipétesis propuesta oniginalmente §ué probada; siendo posi-
ble montar una téendica {nmuno-enzimdtica Atil para demostrar esto ente
rotoxina en Leche.

Esta téenica, se deberd penfeceionar y afinar, elaborando neac
Livos més purificados con ef objfeto de incrementarn La Aensibilidad del
ensayo, particulavnente usando antisueros y conjugados de mayor agine-
dad <nmunofbgica.
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Se necomienda para probar La eficacia de esta téenica, montar
un estudie epidemiolbgico con Leches de uso comercial {que habitual--
mente poseen poblaciones significativas de Staphylococeus awreus)en -
un expendimento doble ciego, y detenminar s4 esta téenica puede detec-
tan La entenotoxina 'A' en aquellfas que La contengan.
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RESUMEN

Se obtuyvo enteroloxina estafilocbeica serofipo 'A’ a partin de -
La cepa FRI-100 de Staphylococeus auwreus utilizande La ifenica de culii-
vo en saco de Casman-Bennett.

La presencia de la enterotoxina en el §ilthado del cultive fué -
demosthada en fonma preliminar "in vitro" mediante pruebas de precipiia-
eddn en capilan e "in vivo" pon fa prueba de Dolman,

Se efectud una pwilficaedén parncial de La entenroioxing eruda por
teénicas eromatoghiigicas en una columna de carboximetileelulosa.

Se prepans antisuero para Lo enternotoxina chuda en conefos me- -
diante fa 1€enica de Teaplan,

Utilizande La antitoxina obtenida, s¢ prepars un conjugade eon -
fosdotasa alealina y se monts una téenica ELISA.

Fué determinada cualilativamente La entenotoxina estafilocéeica-
senotipo 'A' en filtrado de culiivo y en extracto de alimentos anfifi- -
clafmente contaminados pon fLa téenica de inmunoensayo enzimftico (ELISA)
Lo que pomite usarfa en forma rutinania parna determinan su potfencial -
comp ensayo epidemiofbgico para enteroloxina estagilocbelca tipo 'A' en-
Leches.
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