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I . INTRODUCCION 

L o s e s t a f i l o c o c o s e s t á n e n t r e l a s b a c t e r i a s mas 

i m p o r t a n t e s que pueden c a u s a r e n f e r m e d a d en e l h o m b r e . 

Son h a b i t a n t e s n o r m a l e s de l a s v í a s r e s p i r a t o r i a s s u -

p e r i o r e s , p i e l o i n t e s t i n o d e l hombre y pueden p r o d u -

c i r e n f e r m e d a d b a j o c i e r t a s c i r c u n s t a n c i a s ( 4 4 , 6 3 ) . 

Fueron o b s e r v a d o s en p u s y c u l t i v a d o s p o r Koch y P a s -

t e u r en I 8 7 8 y 1880. En 1 8 8 1 Ogston usó e l nombre de 

e s t a f i l o c o c o s p o r l a a g r u p a c i ó n de l o s c o c o s en r a c i -

mos de u v a s o b s e r v a d o s en c o l o r a c i o n e s . Fué R o s e n b a c h 

s i n embargo, q u i e n o b t u v o en 1884 c u l t i v o s p u r o s en 

medios de c u l t i v o s ó l i d o s . Usando e l nombre g e n é r i c o 

de S t a p h y l o c o c c u s , c l a s i f i c ó a l grupo en d o s e s p e c i e s » 

S . a l b u s ( S . e p i d e r m i d i s ) y S . a u r e u s ( 1 , 2 5 ) . 

P r o b a b l e m e n t e no hay o t r a b a c t e r i a que p r o d u z c a 

t a n t a s t o x i n a s e x t r a c e l u l a r e s , e n z i m a s y componentes 

c e l u l a r e s como S t a p h y l o c o c c u s a u r e u s ( 6 3 ) , y a q u e s e 

han d e s c r i t o mas de 30 d i f e r e n t e s p r o d u c t o s e x t r a c e -

l u l a r e s ( 4 5 ) . 

E n t r e e s t o s p r o d u c t o s s e e n c u e n t r a n l a s e n t e r o t o 

x i r i a s , de g r a n i m p o r t a n c i a p o r s e r l a s r e s p o n s a b l e s 

de l o s b r o t e s de i n t o x i c a c i ó n a l i m e n t a r i a p r o d u c i d o s 

p o r l o s e s t a f i l o c o c o s a l c o n t a m i n a r l o s a l i m e n t o s ( 6 3 ) . 

L a r e l a c i ó n de e s t a s e n t e r o t o x i n a s p r o d u c i d a s p o r 

e l e s t a f i l o c o c o con e l cuadro de i n t o x i c a c i ó n f u é d e s -

c r i t a p o r Dack en 1930* q u i e n a i s l ó e s t a f i l o c o c o s en 

p a s t e l e s r e l l e n o s de crema. R e p o r t e s a n t e r i o r e s m o s t r a 

r o n e s t a misma r e l a c i ó n , a l h a b e r a i s l a d o e s t e m i c r o o r 

ganismo de c a r n e de r e s p o r Denys de B é l g i c a en e l año 

de 1894? en c a r n e de r e s s e c a p o r Owen en E s t a d o s U n i -

d o s de A m é r i c a en 1907 y en l e c h e p o r B a r b e r en F i l i p i _ 



ñ a s en 1 9 1 ^ . Con t o d o s e s t o s i n f o r m e s s e s u g i r i ó l a 

p r e s e n c i a de un f a c t o r t ó x i c o en l o s a l i m e n t o s c o n t a m i 

n a d o s con S t a p h y l o c o c c u s a u r e u s , e l c u a l s e r í a e l r e s -

p o n s a b l e de e s t o s b r o t e s de i n t o x i c a c i ó n ( 1 9 ) « S i n em-

b a r g o n o - s e l e d i ó i m p o r t a n c i a a e s t e h e c h o , h a s t a q u e 

i n v e s t i g a n d o l a c a u s a de l a i n t o x i c a c i ó n en 1 1 p a c i e n -

t e s , q u i e n e s h a b í a n comido p a s t e l r e l l e n o de crema, s e 

a i s l ó S t a p h y l o c o c c u s a u r e u s » Dack y s u s c o l a b o r a d o r e s 

c o n t i n u a r o n su i n v e s t i g a c i ó n a d m i n i s t r a n d o a v o l u n t a -

r i o s humanos, f i l t r a d o s de l o s c u l t i v o s d e l e s t a f i l o -

c o c o a i s l a d o d e l p a s t e l , c a u s á n d o l e s g a s t r o e n t e r i t i s 

l e v e en 2 de l o s p a c i e n t e s a l o s c u a l e s s e l e s h a b í a 

a d m i n i s t r a d o de 5 a 10 m i . d e l f i l t r a d o . Un t e r c e r v o -

l u n t a r i o , a l c u a l se l e d i ó 25 mi . d e l f i l t r a d o , i o s — 

t r ó g a s t r o e n t e r i t i s a g u d a , d e s p u é s de 3 h o r a s de su i n 

g e s t i ó n ( 1 ) . Años d e s p u é s Sueron r e p o r t a d o s o t r o s b r o -

t e s de i n t o x i c a c i ó n p o r a l i m e n t o s c o n t a m i n a d o s p o r e s -

t a f i l o c o c o s ( J o r d á n y J o r d á n y B u r r o w s ) . 

T r a n s c u r r i e r o n 21 a ñ o s de l a d e m o s t r a c i ó n de e s -

t o s h a l l a z g o s , h a s t a que en 1951» B e r g d o l l y c o l a b o r a -

d o r e s r e p o r t a r o n l a p u r i f i c a c i ó n p a r c i a l de l a e n t e r o -

t o x i n a B ( 3 ) que f u é l a p r i m e r a en s e r d e m o s t r a d a . 

La i n t o x i c a c i ó n a l i m e n t a r i a p r o d u c i d a p o r e n t e r o -

t o x i n a s de e s t a f i l o c o c o s e s de l a s mas f r e c u e n t e s en -

E s t a d o s U n i d o s de A m é r i c a ( 1 8 ) . La i n c i d e n c i a permane-

c e a l t a a p e s a r de c o n t i n u o s e s f u e r z o s p a r a m e j o r a r e l 

medio a m b i e n t e s a n i t a r i o en e l p r o c e s a d o de a l i m e n t o s , 

s u p r e p a r a c i ó n y e s t a b l e c i m i e n t o s de s e r v i c i o a s í como 

i n s t r u c c i ó n a l o s m a n e j a d o r e s de a l i m e n t o s r e s p e c t o a 

l a s c o n d i c i o n e s que p e r m i t e n l a m u l t i p l i c a c i ó n de l o s 

e s t a f i l o c o c o s y l a f o r m a c i ó n de s u s e n t e r o t o x i n a s (33» 

3 ^ 3 5 , ^ 3 , 6 3 ) . 

L o s a l i m e n t o s c o n t a m i n a d o s p o r e s t a f i l o c o c o s en-



t e r o t ó x i c o s p r o d u c e n g a s t r o e n t e r i t i s a g u d a , r e s u l t a n t e 

de l a i n g e s t i ó n d e l a l i m e n t o en e l q u e S t a p h y l o c o c c u s 

a u r e u s s e h a m u l t i p l i c a d o y p r o d u c i d o l a s e n t e r o t o x i -

n a s ( 2 5 » 4 3 ) . E l comienzo de l o s s í n t o m a s e s b r u s c o y 

c a r a c t e r í s t i c o , p r e s e n t á n d o s e en g e n e r a l a l a s 3 h o r a s 

de h a b e r i n g e r i d o e l a l i m e n t o . L o s s í n t o m a s p r i m a r i o s 

son n á u s e a , v ó m i t o , d o l o r a b d o m i n a l t i p o c ó l i c o y d i a -

r r e a . E s t o s e s t á n f r e c u e n t e m e n t e acompañados p o r d o l o r 

de c a b e z a y c a l a m b r e s m u s c u l a r e s . En c a s o s s e v e r o s l a 

p o s t r a c i ó n acompaña a l o s v ó m i t o s y d i a r r e a . La e n f e r -

medad e s aguda y a u t o - l i m i t a d a ; l a r e c u p e r a c i ó n e s com 

p l e t a d e n t r o de l a s 24 a ?2 h o r a s . La m u e r t e e s r a r a -

( 1 . 3 3 . 3 ^ . 3 5 . 6 3 ) . 

En l a a c t u a l i d a d se c o n o c e n 5 t i p o s s e r o l ó g i c o s 

de e n t e r o t o x i n a s e s t a f i l o c ó c i c a s ; se han d e s i g n a d o c o -

mo A, B, C, D y E ( 4 , 5 , 1 2 , 1 4 , 1 6 , 3 9 ) ; r e c i e n t e m e n t e se 

h a e n c o n t r a d o una nueva p r o t e í n a que t e n t a t i v a m e n t e s e 

ha d e s i g n a d o como e n t e r o t o x i n a F ( 6 ) . De l a e n t e r o t o x i 

na C hay dos t i p o s l a C^ y l a C 2 que pueden s e r d i f e -

r e n c i a d a s p o r s u punto i s o e l é c t r i c o ( 5 ) . Todas son p r o 

t e í n a s s i m p l e s que t i e n e n un p e s o m o l e c u l a r en e l r a n -

go de 26 000 a 3^ 0 ° ° d a l t o n s . L a c o m p o s i c i ó n de amino 

á c i d o s h a s i d o d e t e r m i n a d a p a r a l a s 5 e n t e r o t o x i n a s , 

p e r o l a s s e c u e n c i a s de e l l o s s o l o s e ha e s t a b l e c i d o p a 

r a l a e n t e r o t o x i n a B ( 5 1 ) « L a s e n t e r o t o x i n a s son r e l a -

t i v a m e n t e r e s i s t e n t e s a l c a l o r y pueden e s t a r p r e s e n -

t e s en a l i m e n t o s en l o s que e l . o r g a n i s m o p r o d u c t o r ha 

s i d o d e s t r u i d o d u r a n t e e l p r o c e s a m i e n t o o l a c o c c i ó n . 

L o s a l i m e n t o s mas comunmente a s o c i a d o s con e s t a f o r m a 

de i n t o x i c a c i ó n s o n : c a r n e s r o j a s y s u s p r o d u c t o s , l e -

c h e y d e r i v a d o s , p e s c a d o , v e g e t a l e s y h u e v o s ( 3 3 . 3 ^ . 3 5 » 

4 3 , 6 3 ) . 



Hay a l g u n o s métodos d i s p o n i b l e s p a r a l a d e t e c c i ó n 

de e n t e r o t o x i n a s e s t a f i l o c ó c i c a s . E n t r e l o s métodos s e 

r o l ó g i c o s e s t á n l a s t é c n i c a s de i n m u n o d i f u s i ó n s i m p l e 

y d o b l e en g e l ( 4 , 1 1 , 1 2 , 1 5 . , 4 4 , 4 9 , 5 3 , 5 8 ) y m i c r o t é c -

n i c a s en p o r t a o b j e t o s ( 1 5 » 2 4 ) . A l g u n o s m é t o d o s mas sen 

s i b l e s , como l a h e m a g l u t i n a c i ó n p a s i v a y l a h e m a g l u t i -

n a c i ó n p a s i v a r e v e r s a ( 3 0 , 3 8 , 5 0 ) , no n e c e s i t a n de l a 

e l i m i n a c i ó n de p r o t e í n a s de l o s a l i m e n t o s , n i de l a 

c o n c e n t r a c i ó n de l a s m u e s t r a s , p e r o son d i f í c i l e s de 

m a n e j a r . A n t í g e n o s y a n t i c u e e p o s m a r c a d o s con s u s t a n -

c i a s f l u o r e s c e n t e s ( 3 7 » 5 5 ) han s i d o u s a d o s ampl iamente 

p a r a i n m u n o d i a g n ó s t i c o en l a s ú l t i m a s d o s d é c a d a s , s i n 

embargo t i e n e n a l g u n a s d e s v e n t a j a s . La i r i m u n o f l u o r e - -

s c e n c i a h a b i t a l m e n t e depende de v a l o r a c i ó n s u b j e t i v a -

en e l r e s u l t a d o f i n a l , e s d i f í c i l de c u a n t i f i c a r y con 

f r e c u e n c i a e s l a b o r i o s a ( 9 » 2 2 , 5 5 » 5 6 , 5 7 » 6 0 ) . L a s e n t e r o 

t o x i n a s e s t a f i l o c ó c i c a s t a m b i é n pueden s e r d e m o s t r a d a s 

p o r su a c t i v i d a d b i o l ó g i c a , l a c u a l s e d e t e r m i n a p o r -

l a p u r e b a de Dolman en g a t i t o s ( 1 1 » 2 0 , 5 9 ) y en monos 

( 5 4 ) . 

Aunque l a u t i l i d a d de e s t o s e n s a y o s ha s i d o d e s -

c r i t a p a r a l a d e t e c c i ó n de e n t e r o t o x i n a s en a l i m e n t o s 

c o n t a m i n a d o s , e s t a s t é c n i c a s no han t e n i d o un uso t a n 

e x t e n s o . E s t o e s en p a r t e , d e b i d o a l h e c h o de que e s -

t o s e n s a y o s s o n poco s e n s i b l e s , r e q u i e r e n t é c n i c a s de 

c o n c e n t r a c i ó n l a b o r i o s a s y v a l o r a c i ó n s u b j e t i v a de l a 

r e a c c i ó n a n t í g e n o - a n t i c u e r p o ( 2 1 , 6 1 ) . 

Una t é c n i c a que ha c o n s e g u i d o e x t e n d e r s u uso p a 

r a e l mismo p r o p ó s i t o , e s e l r a d i o i n m u n o e n s a y o ( 2 8 , 2 9 , 

3 1 , 3 6 ) . L a s r a z o n e s de s u uso i n c l u y e n s u s e n s i b i l i -

dad; e l hecho de que s u s r e a c c i o n e s a n t í g e n o - a n t i c u e r 

po pueden s e r m e d i d a s o b j e t i v a m e n t e y c u a n t i f i c a c i ó n 

p r e c i s a . A p e s a r de que e l r a d i o i n m u n o e n s a y o e s muy 



v a l i o s o t i e n e un g r a n número de d e s v e n t a j a s a s o c i a d a s 

con e l uso de s u s t a n c i a s r a d i o a c t i v a s que i n c l u y e n » c o r 

t a v i d a media de l o s i s ó t o p o s d i s p o n i b l e s , c o m p l e j o y 

c o s t o s o equipo e^ r e q u e r i d o p a r a l e e r l o s r e s u l t a d o s ; 

p o r l o que e s t o s e s t u d i o s ^ s e l l e v a n a cabo f r e c u e n t e m e n 

t e s o l o en l a b o r a t o r i o s c e n t r a l e s ; además, se deben t o -

mar m e d i d a s de s e g u r i d a d d e b i d o a l r i e s g o p o t e n c i a l de 

l a r a d i a c i ó n de l o s r e a c t i v o s y r e q u i e r e p e r s o n a l e s p e -

c i a l m e n t e a d i e s t r a d o ( 9 , 2 2 , 5 2 , 5 5 , 5 6 , 5 7 , 6 0 , 6 1 ) , E s t a s l i 

m i t a c i o n e s han l l e v a d o a i n v e s t i g a r o t r o s s i s t e m a s de 

e n s a y o s que s e a n i g u a l m e n t e s e n s i b l e s y o b j e t i v o s p e r o 

que no r e q u i e r a e l uso de s u s t a n c i a s r a d i o a c t i v a s . 

E l uso de a n t i c u e r p o s o a n t í g e n o s l i g a d o s a e n z i -

mas s u p e r a l a s d e s v e n t a j a s a n t e s m e n c i o n a d a s , l o g r á n d o -

se a s í e l inmunoensayo e n z i m à t i c o l l a m a d o ELISA (Enzyme 

L i n k e d Immunosorbent A s s a y ) ( 9 » 2 2 , 5 2 , 5 5 . 5 6 ) • E s t e s i s t e 

ma e s s i m p l e , dá r e s u l t a d o s o b j e t i v o s , l o s r e a c t i v o s no 

p r e s e n t a n p e l i g r o p a r a l a s a l u d y son e s t a b l e s ( r e t i e -

nen s u s a c t i v i d a d e s d e s p u é s de m e s e s de a l m a c e n a j e a n -

t e s y d e s p u é s de l a c o n j u g a c i ó n ) , l a m a n i p u l a c i ó n e s 

s e n c i l l a , l a e s t i m a c i ó n de l o s r e s u l t a d o s puede h a c e r s e 

v i s u a l m e n t e o con un s i m p l e e s p e c t r o f o t ó m e t r o ( 1 7 ) » l a s 

p r u e b a s son r á p i d a s ( 6 2 ) , e s p e c í f i c a s ( 1 0 , s e n s i b l e s 

(23) y r e p r o d u c i b l e s ( 4 2 ) . 

E s t a t é c n i c a f u é i n t r o d u c i d a p o r E n g v a l l y Per lmann 

(23) y depende b á s i c a m e n t e de d o s h e c h o s : a) e l a n t í g e -

no o a n t i c u e r p o pueden s e r l i g a d o s a un s o p o r t e de f a s e 

s ó l i d a y r e t e n e r su a c t i v i d a d i n m u n o l ó g i c a y b) e l a n t í 

geno o a n t i c u e r p o pueden e s t a r l i g a d o s a una enzima y 

e l c o m p l e j o r e t e n e r ambas a c t i v i d a d e s ; l a i n m u n o l ó g i c a 

y l a e n z i m à t i c a ( 2 2 , 5 5 . 6 2 ) . A s í , una s o l a m o l é c u l a de 

enz ima puede r e a c c i o n a r con muchas m o l é c u l a s de s u s t r a -



t o d u r a n t e l a h i d r ó l i s i s de l a enzima l i g a d a a l a n t i g e -

no o a n t i c u e r p o s o b r e e l s u s t r a t o , l o que a m p l i f i c a l a s 

r e a c c i o n e s i n m u n o l ó g i c a s , p r o p o r c i o n a n d o un e n s a y o con 

g r a n s e n s i b i l i d a d ( 6 1 , 6 2 ) . 

L a s e n z i m a s que han s i d o u t i l i z a d a s en ELISA i n c l u 

y e n l a f o s f a t a s a a l c a l i n a , l a p e r o x i d a s a , l a b e t a g a l a c -

t o s i d a s a y l a g l u c o s a o x i d a s a ( 2 , 8 , 4 8 , 6 1 ) , s i e n d o l a s -

dos p r i m e r a s l a s mas ampl iamente u t i l i z a d a s . L a s i m p l i -

c i d a d de ELISA d e r i v a d e l uso de s u s t r a t o s c r o m o g é n i c o s , 

que en s u m a y o r í a , son i n c o l o r o s i n i c i a l m e n t e p e r o gene 

r a n un p r o d u c t o c o l o r e a d o d e s p u é s de l a d e g r a d a c i ó n en-

z i m a t i c a . E s t e c o l o r v i s i b l e y m e d i b l e e s p r o p o r c i o n a l 

a l a n t i c u e r p o f i j a d o y p u e d e s e r u s a d o e n t o n c e s como 

punto f i n a l en e l e n s a y o . 

P o r l a f o r m a en que son m a n e j a d o s l o s a l i m e n t o s en 

n u e s t r o p a í s , s i n n i n g u n a o e s c a s a s r e g l a s de h i g i e n e 

a l n i v e l de p r o d u c t o r , mal c o n s e r v a d o s y mal m a n i p u l a -

dos a n i v e l d e l c o n s u m i d o r , e s f á c i l de i m a g i n a r como 

se c o n t a m i n a n con S . a u r e u s y son p r o d u c i d a s l a s e n t e r o 

t o x i n a s en e s t a s c o n d i c i o n e s t a n i r r e g u l a r e s . 

Como no contamos en n u e s t r o p a í s con d a t o s de f r e -

c u e n c i a de i n t o x i c a c i o n e s a l i m e n t a r i a s e s t a f i l o c ó c i c a s 

y mucho menos de l o s s e r o t i p o s r e s p o n s a b l e s se d e c i d i ó 

como o b j e t i v o f u n d a m e n t a l , e l i m p l e m e n t a r l a t é c n i c a i n 

muño e n z i m à t i c a ( E L I S A ) , que t i e n e una a l t a s e n s i b i l i d a d 

y e s p e c i f i c i d a d d i a g n ó s t i c a p a r a c o n s t r u i r l a i n f r a e s -

t r u c t u r a c i e n t í f i c o - t é c n i c a p a r a un e s t u d i o e p i d e m i o l ó -

g i c o h o r i z o n t a l de a l i m e n t o s d e l g r u p o l á c t e o , que son 

l o s que mas i n t o x i c a c i o n e s p r o d u c e n en n u e s t r o medio . 

S i b i e n e s c i e r t o que l o e x p r e s a d o a n t e r i o r m e n t e 



e s e l o b j e t i v o c e n t r a l de e s t a l í n e a de t r a b a j o , l a h i -

p ó t e s i s de t r a b a j o de e s t a i n v e s t i g a c i ó n e s l a de p r o -

b a r que en l a s c o n d i c i o n e s o p e r a t i v a s de n u e s t r o medio 

c i e n t í f i c o - t é c n i c o se e s c a p a z (o n ó ) de m o n t a r vina 

t é c n i c a i n m u n o e n z i m á t i c a de a l t a e s p e c i f i c i d a d p a r a en 

t e r o t o x i n a s B y C de S. a u r e u s a p a r t i r de l o s e lemen-

t o s mas s i m p l e s ; y a s í mismo, d e t e r m i n a r l a s e n s i b i l i -

dad de e s t e s i s t e m a , s o b r e todo p r o b a r que se e s c a p a z 

de d e m o s t r a r e n t e r o t o x i n a s en muy p e q u e ñ a s c a n t i d a d e s 

( a l n i v e l de m i c r o g r a m o s o n a n o g r a m o s ) . S i e s t o s d o s 

o b j e t i v o s s e cumplen, s e p o d r á d a r p o r d e s c o n t a d o que 

l a h i p ó t e s i s f u é s a t i s f a c t o r i a m e n t e f u n d a d a . 



I I . MATERIAL Y METODOS 

Se t r a b a j ó con l a s c e p a s de S , a u r e u s p r o d u c t o r a s 

de l a s e n t e r o t o x i n a s B y C. Se o b t u v i e r o n p r i m e r a m e n t e 

l a s t o x i n a s , s e p u r i f i c a r o n p a r c i a l m e n t e , s e o b t u v i e -

r o n l o s a n t i s u e r o n c o r r e s p o n d i e n t e s en c o n e j o s y s e 

p r e p a r a r o n l o s c o n j u g a d o s a n t i c u e r p o - e n z i m a . Se e l i g i ó 

a l a f o s f a t a s a a l c a l i n a como e n z i m a m a r c a d o r a p o r s u 

g r a n a c t i v i d a d y e s t a b i l i d a d , p o r q u e e l s u s t r a t o e s -

económico y no t ó x i c o , e l c u a l dá un c o l o r a m a r i l l o 

b r i l l a n t e d u r a n t e l a r e a c c i ó n ( 2 , 8 , 5 6 , 6 1 ) . 

P a r a l a p r e p a r a c i ó n de c o n j u g a d o s d o s t i p o s de 

r e a c c i o n e s de a c o p l a m i e n t o han s i d o d e s c r i t a s . La p r i -

mera i n v o l u c r a r e a c c i o n e s de un p a s o y l a o t r a r e a c c i o 

n e s de dos p a s o s . En e s t e e s t u d i o s e u t i l i z ó e l p r o c e -

d i m i e n t o de un p a s o y como a g e n t e e s l a b o n a n t e e l g l u t a 

r a l d e h i d o ( 2 ) . 

Se l l e v ó a cabo l a t é c n i c a d e l d o b l e " s a n d w i c h " 

de a n t i c u e r p o , en l a c u a l e l a n t i c u e r p o e s p e c í f i c o e s 

a d s o r b i d o s o b r e una f a s e s ó l i d a . L a m u e s t r a e s a ñ a d i d a 

y s i e l a n t í g e n o " e s t á p r e s e n t e , s e f i j a a l a n t i c u e r p o 

p r e v i a m e n t e a d s o r b i d o , d e s p u é s se añade e l a n t i c u e r p o 

c o n j u g a d o . E s t o h a c e un " s a n d w i c h " de a n t í g e n o e n t r e 

dos a n t i c u e r p o s ; quedando en un extremo e l a n t i c u e r p o 

y en e l o t r o e l a n t i c u e r p o que e s t a marcado con l a en-

z i m a . Después s e a g r e g a e l s u s t r a t o , e l c u a l v a a s e r 

d e g r a d a d o p o r l a a c c i ó n de l a e n z i m a ( 2 1 , 5 6 , 5 7 » 6 0 ) , 

I . OBTENCION DE ENTEROTOXINAS B Y C DE S* a u r e u s . 

P a r a l a o b t e n c i ó n de l a e n t e r o t o x i n a B, s e u t i l i z ó 

l a c e p a de S . a u r e u s 2^3 ( 1 4 ) ; y p a r a l a C, l a c e p a 361 



( 5 ) ; ambas f u e r o n g e n t i l m e n t e p r o p o r c i o n a d a s p o r e l Dr. 

K e r l i n S . E e r g d o l l d e l I n s t i t u t o de I n v e s t i g a c i ó n de 

A l i m e n t o s de l a U n i v e r s i d a d de W i s c o n s i n , E s t a s c e p a s 

f u e r o n i n o c u l a d a s en un medio de h i d r o l i z a d o de c a s e í n a 

a l 4$ (Kead Johnson I n t . ) s u p l e m e n t a d o con t i a m i n a a l 

0.00005^ y n i a c i n a a l 0.0015$ ( 4 l ) ¡ e l pü f u l a j u s t a d o a 

6 . 8 p a r a l a c e p a p r o d u c t o r a de l a e n t e r o t o x i n a B ( 5 2 ) y 

a ? - 0 p a r a l a c e p a p r o d u c t o r a de l a e n t e r o t o x i n a C (27)» 

P a r a o b t e n e r l a s e n t e r o t o x i n a s mas c o n c e n t r a d a s , 

se e l a b o r ó l a t é c n i c a de c u l t i v o en s a c o de Casman y 

B e n n e t t ( 1 3 ) » u t i l i z n a d o p a r a e l l o un t u b o de d i á l i s i s 

de c e l u l o s a (D 1 6 1 5 - 2 S c i e n t i f i c P r o d u c t s ) de 2 cm. de 

d i á m e t r o p o r 40 cm. de l a r g o . Se c e r r ó e s t e tubo de d i á 

l i s i s p o r uno de s u s e x t r e m o s con t r e s n u d o s y p o r e l 

o t r o se u n i ó f i r m e m e n t e un tubo de v i d r i o de 20 cm. de 

l o n g i t u d y con un d i á m e t r o i n t e r n o de 8 mm. E s t e t u b o 

f u é ensamblado en una b o t e l l a a p r o p i a d a , c o n t e n i e n d o 

90 m i . de medio de c u l t i v o 5 f i n a l m e n t e se f i j ó e l t u b o 

de v i d r i o a l c u e l l o de l a b o t e l l a con a l g o d ó n . Una v e z 

armada l a u n i d a d se e s t e r i l i z ó en a n t o c l a v e a 1 5 l i b r a s 

de p r e s i ó n p o r 1 5 m i n u t o s y 1 2 1 ° C . Ya l i s t a p a r a u t i l i -

z a r s e , se i n o c u l ó en e l i n t e r i o r d e l s a c o una a l í c u o t a 

de 0 . 5 mi . de una s u s p e n s i ó n b a c t e r i a n a de un c u l t i v o 

de 1 8 a 24 h o r a s de i n c u b a c i ó n de l a c e p a c o r r e s p o n d i e r a 

t e ? d e s a r r o l l a d a en a g a r BHI ( B i o x o n ) y r e s u s p e n d i d a en 

s o l u c i ó n s a l i n a p a r a d a r una t u r b i d e z c o r r e s p o n d i e n t e 

a l t u b o número uno de l a e s c a l a d e l n e f e l ó m e t r o de V.c 

F a r l a n d . V e r f i g u r a 1 . 

En p o s i c i ó n h o r i z o n t a l y con a g i t a c i ó n c o n t i n u a , 

se i n c u b a r o n l a s u n i d a d e s a 37°C p o r 72 h o r a s ( 2 6 ) . A l 

t é r m i n o de e s t e t i e m p o , se r e t i r ó e l s a c o de c e l u l o s a 

de l a b o t e l l a , y e l c o n t e n i d o s e d e p o s i t ó en t u b o s y s e 



FIGURA 1 

Unidad de c u l t i v o p o r e l método de Casman y B e n n e t t . 



c e n t r i f u g ó a 1 2 , 100 x g p o r 30 m i n u t o s en una c e n t r í -

f u g a S e r v a l l SS-3^* E l s o b r e n a d a n t e c o n t e n i e n d o l a en-

t e r o t o x i n a se r e t i r ó y s e mantuvo a 4 ° C , p a r a p o s t e -

r i o r m e n t e l l e v a r a cabo l a p u r i f i c a c i ó n p a r c i a l . E s t e 

p r o c e d i m i e n t q s e s i g u i ó t a n t o p a r a l a p r o d u c c i ó n de l a 

e n t e r o t o x i n a B como p a r a l a C. 

P u r i f i c a c i ó n P a r c i a l de l a E n t e r o t o x i n a B 

L a p u r i f i c a c i ó n de l a e n t e r o t o x i n a B s e l l e v ó a 

cabo p o r e l método de S c h a n t z ( ^ 7 ) . 

E l e x t r a c t o crudo o b t e n i d o d e s p u é s de l a c e n t r i f u 

g a c i ó n y m a n t e n i d o a 4 ° C , f u e d i a l i z a d o p o r 72 h o r a s 

c o n t r a s o l u c i ó n s a l i n a a l 0,9% y a j u s t a d o a l p 1 1 a 6 . 4 

con f o s f a t o de s o d i o 0 , 0 5 M* La e n t e r o t o x i n a B f u é r e -

movida d e l s o b r e n a d a n t e con l a r e s i n a A m b e r l i t e CG-50 

( S i g m a ) , e q u i l i b r a d a con f o s f a t o de s o d i o 0 . 0 5 M a p^ 

6 . 4 p o r a g i t a c i ó n d u r a n t e 30 m i n u t o s a t e m p e r a t u r a am-

b i e n t e . La r e s i n a c o n t e n i e n d o l a e n t e r o t o x i n a e impure-

z a s f u é empacada en una columna de 10 cm. de l o n g i t u d 

p o r 2 cm. de a n c h o " y l a e n t e r o t o x i n a f u é e l u i d a con 

200 m i . de f o s f a t o de s o d i o 0 . 5 M en c l o r u r o de s o d i o 

0 . 2 5 M a p1* 6 . 8 . Se c o l e c t a r o n f r a c c i o n e s de 5 m i . a 

una v e l o c i d a d de 20 g o t a s p o r m i n u t o . 

P u r i f i c a c i ó n P a r c i a l de l a E n t e r o t o x i n a C 

L a p u r i f i c a c i ó n de e s t a e n t e r o t o x i n a se l l e v ó a 

cabo p o r e l método de B o r j a y B e r g d o l l ( 7 ) . 

E l e x t r a c t o crudo f u é d i a l i z a d o p o r 72 h o r a s con-

t r a s o l u c i ó n s a l i n a 0.9% a 4 ° C . Una v e z d i a l i z a d o se 

a j u s t ó e l pH a 5 * 5 con a m o r t i g u a d o r de f o s f a t o de s o d i o 

/ 

j 
/ 



0 . 0 1 K. P o r o_uedar l a s o l u c i ó n t u r b i a , é s t a f u é c e n t r i -

f u g a d a a 1 2 , 100 x g p o r 1 5 m i n u t o s y se v o l v i ó a a j u s -

t a r e l p^ a 5 - 5 con f o s f a t o de s o d i o d i b á s i c o 0 . 0 1 K, 

L a e n t e r o t o x i n a C f u é r e m o v i d a d e l s o b r e n a d a n t e con l a 

r e s i n a C a r b o x i m e t i l - c e l u l o s a (C 2758, S igma) p r e v i a m e n -

t e e q u i l i b r a d a con a m o r t i g u a d o r de f o s f a t o s a p^ 5»5» 

p o r a g i t a c i ó n d u r a n t e 3 o m i n u t o s a t e m p e r a t u r a a m b i e n t e . 

La r e s i n a c o n t e n i e n d o l a e n t e r o t o x i n a e i m p u r e z a s f u e 

empacada en una columna de 2 2 . 5 cm. de l o n g i t u d y 2 . 5 

cm. de ancho y l a e n t e r o t o x i n a f u e e l u i d a con 200 m i . 

de a m o r t i g u a d o r de f o s f a t o de s o d i o 0 . 0 1 M, pH 5»5* 

Se c o l e c t a r o n f r a c c i o n e s de 5 m i , con una v e l o c i d a d de 

10 g o t a s p o r m i n u t o . 

La e l u c i ó n c o n t i n u ó con o t r o s t r e s a m o r t i g u a d o r e s de -

f o s f a t o de s o d i o en l o s que se aumentó su c o n c e n t r a -

c i ó n y p H : a m o r t i g u a d o r de f o s f a t o de s o d i o 0 . 0 2 M, p H 

6 . 0 ; a m o r t i g u a d o r de f o s f a t o de s o d i o 0 . 0 6 M, pH 6 . 8 y 

p o r ú l t i m o f o s f a t o de s o d i o d i b á s i c o 0 . 2 K. en c a d a uno 

de e l l o s se u t i l i z ó 200 mi . y s e c o l e c t a r o n f r a c c i o n e s 

de 5 mi . a una v e l o c i d a d _ de 10 g o t a s p o r m i n u t o . L a s 

f r a c c i o n e s f u e r o n g u a r d a d a s a 4 ° C . 

I I . DEMOSTRACION DE LA PRESENCIA DE LAS ENTEROTOXI 

ÑAS E Y C POR TECNICAS ESPSCTR0F0T0KETRICAS, IHÍOJKOLOGI 

CAS Y DE ACTIVIDAD EIOLOGICAi 

T é c n i c a s E s p e c t r o f o t o m é t r i e a s 

T o d a s l a s f r a c c i o n e s o b t e n i d a s de l a p u r i f i c a c i ó n 

p a r c i a l de l a s e n t e r o t o x i n a s E y C f u e r o n l e í d a s en un 

e s p e c t r o f o t ó r n e t r o C a r i Z e i s s PL: Q I I a una l o n g i t u d de 

onda de 277 nm. y una a p e r t u r a de 0 . 0 3 rom. 



T é c n i c a de I n m u n o d i f u s i ó n en p o r t a o b j e t o s 

P a r a d e m o s t r a r l a p r e s e n c i a de e n t e r o t o x i n a B y C, 

se u t i l i z a r o n l o s a n t i s u e r o s c o r r e s p o n d i e n t e s ( g e n t i l -

mente donados p o r e l Dr. B e r g d o l l ) . 

P a r a l a e n t e r o t o x i n a B, l a s f r a c c i o n e s o b t e n i d a s 

en l a s que s e e l e v o l a d e n s i d a d ó p t i c a s e p r o c e d i ó a h a 

c e r l e s i n m u n o d i f u s i ó n en p o r t a o b j e t o s . En e l p o z o d e l 

c e n t r o s e c o l o c ó e l a n t i s u e r o e s t a n d a r d i l u i d o I t l O ( t í 

t u l o Oudin 6 . 4 ) y a su a l r e d e d o r l a s f r a c c i o n e s a e n s a -

y a r . L a d i s t a n c i a m e d i a e n t r e e l hoyo d e l c e n t r o ( a n t i -

s u e r o ) y l o s p e r i f é r i c o s ( f r a c c i o n e s a n t i g é n i c a s ) f u é 

de 6 mm. 

P a r a l a d e m o s t r a c i ó n de l a e n t e r o t o x i n a C se s i g u i ó 

e l mismo p r o c e d i m i e n t o a n t e r i o r y e l a n t i s u e r o e s t a n d a r 

se d i l u y ó l i 6 ( t í t u l o Oudin 6 . 5 ) . 

Se u t i l i z ó e l amido n e g r o p a r a c o l o r e a r l a s b a n d a s 

de p r e c i p i t a c i ó n , l a s c u a l e s f u e r o n e v a l u a d a s v i s u a l m e n -

t e . 

P r u e b a de Dolman p a r a d e m o s t r a r l a a c t i v i d a d b i o l ó -

g i c a de l a s E n t e r o t o x i n a s B y C 

Se tomó 1 m i . de cada una de l a s t o x i n a s p a r c i a l -

mente p u r i f i c a d a s y se a j u s t a r o n a ph 7 . 0 con á c i d o a c é 

t i c o 10^. Se c o l o c a r o n en baño de a g u a h i r v i e n d o p o r 30 

m i n u t o s , a l f i n a l de l o s c u a l e s a p a r e c i ó un p r e c i p i t a d o , 

e l c u a l s e r e t i r ó p o r c e n t r i f u g a c i ó n . Se d e j ó e n f r i a r a 

t e m p e r a t u r a a m b i e n t e y se i n o c u l ó a g a t i t o s de 3 a 5 roe 

s e s de edad p o r v í a i n t r a p e r i t o n e a l . A l g a t i t o t e s t i g o 

se l e i n o c u l ó s o l u c i ó n s a l i n a en l a misma f o r m a . 



D e t e r m i n a c i ó n de P r o t e í n a s p a r a l a s E n t e r o t o x i n a s 

B y C 

L a c o n c e n t r a c i ó n de p r o t e í n a s se d e t e r m i n ó e s p e c -

t r o f o t o m é t r i c a m e n t e p o r e l método de Lowry ( 3 2 ) . 

I I I . OBTENCION DE LOS ANTISUEROS PARA LAS ENTERO-

TOXINAS B Y C. 

E l a n t i s u e r o p a r a l a e n t e r o t o x i n a B f u é p r e p a r a d o 

u t i l i z a n d o 6 c o n e j o s y p a r a l a e n t e r o t o x i n a C, 4 c o n e -

j o s de Nueva Z e l a n d i a , con un promedio de p e s o de 3»5 

K g . i n y e c t a n d o una s e r i e de d o s i s de t o x o i d e s de c a d a 

una de l a s t o x i n a s . 

P r e p a r a c i ó n de l o s T o x o i d e s p a r a l a s E n t e r o t o x i -

n a s B y C 

A 60 jugr. de l a e n t e r o t o x i n a c o r r e s p o n d i e n t e , s e 

l e a ñ a d i ó 1 m i . de a m o r t i g u a d o r de f o s f a t o s a l i n o 0 . 0 1 

I.?» p H 7 . 4 con 0.255 de f o r m a l d e h i d o . Se i n c u b ó p o r 24 

h o r a s a 3?°C y d e s p u é s de d i a l i z ó e l t o x o i d e c o n t r a 

PBS 0 . 0 1 M, p H 7 . 4 p o r 24 h o r a s . Después se a ñ a d i ó 1 

m i . de h i d r ó x i d o de a l u m i n i o a l 2% ( 5 2 ) . 

Esquema de I n m u n i z a c i ó n p a r a l a E n t e r o t o x i n a B 

E l esquema de i n m u n i z a c i ó n que s e s i g u i ó f u é e l 

s u g e r i d o p o r S a l i n a s Carmona ( 4 6 ) , e l c u a l se p r e s e n t a 

en l a t a b l a 1 . 



TABLA 1 

Esquema de I n m u n i z a c i ó n p a r a l a E n t e r o t o x i n s B 

S e c u e n c i a 
de i n y e c -
c i o n e s de 
t o x o i d e 

D o s i s de 
t o x o i d e 

V í a de i n o c u l a -
c i ó n p o r i n y e c -
c i ó n 

S i t i o de 
i n o c u l a c i ó n 

P r i m e r a 
semana 

60 /¿g. con 
a d y u a n t e com-
p l e t o de 
Freund 

I n t r a d è r m i c a 
en s i t i o s 
m ú l t i p l e s 

Dorso d e l 
c o n e j o 

T e r c e r a 
semana 

24 yUg. con 
a d y u v a n t e i n -
c o m p l e t o de 
Freund 

I n t r a d è r m i c a 
en s i t i o s 
m ú l t i p l e s 

Dorso d e l 
c o n e j o 

C u a r t a 
semana 

36 m i c r o g r a -
mos 

I n t r a p e r i t o -
n e a l 

P e r i t o n e o 

Q u i n t a 
semana 

36 m i c r o g r a -
mos 

I n t r a m u s c u l a r Muslo 

S e x t a 
semana 

1 5 m i c r o g r a -
mos 

I n t r a p e r i t o -
n e a l 

P e r i t o n e o 

S é p t i m a 
semana 

1 5 m i e r o g r a -
mos 

I n t r a p e r i t o -
n e a l 

P e r i t o n e o 



Esoueip.a de I n m u n i z a c i ó n "para l a E n t e r o t o x i n a C 

Se s i g u i ó un esquema muy p a r e c i d o a l a n t e r i o r , aun 

que cambiando a l g u n a s de l a s c o n c e n t r a c i o n e s de a n t í g e -

n o , como purdc- v e r s e en l a t a b l a 2. 

TABLA 2 

S e c u e n c i a 
de i n y e c -
c i o n e s de 
t o x o i d e 

D o s i s de 
t o x o i d e 

V í a de i n o c u l a -
c i ó n p o r inj^ec-
c i ó n 

S i t i o de 
i n o c u l a c i ó n 

P r i m e r a 
semana 

12 pg. con 
a d y u v a n t e com-
p l e t o de 
Freund 

I n t r a d è r m i c a 
en s i t i o s 
m u l t i p l e s 

D o r s o d e l 
c o n e j o 

T e r c e r a 
semana 

1 5 yUg. con 
a d y u v a n t e i n -
c o m p l e t o de 
Freund 

I n t r a d e r m i c a 
en s i t i o s 
m ú l t i p l e s 

Dorso d e l 
c o n e j o 

C u a r t a 
semana 

1 5 m.i c r c g r a -
rr.o s 

I n t r a p e r i t o -
n e a l 

P e r i t o n e o 

Dr.i 'i-rra 1 5 r . i c r o - s x r --
mos 

I i ' i t r a r ? r i t o -
n s a l 

P e r i t o n e o 

S r x t a 
scr.:ar a 

15 mi crogr-a-
"•-0 £? r s s 1 

P e r i t o n e o 



P a r a l a o b t e n c i ó n de l o s a n t i s u e r o s , d e l t o x o i d e B, 

l o s a n i m a l e s f u e r o n s a n g r a d o s de l a v e n a m a r g i n a l de l a 

o r e j a o b t e n i e n d o 20 ral de s a n g r e a l a s e x t a y s é p t i m a 

semana de i n m u n i z a c i ó n y 35 m l . d e s a n g r e en l a o c t a v a 

semana. 

P a r a l a o b t e n c i ó n d e l a n t i s u e r o d e l t o x o i d e C, l o s 

c o n e j o s f u e r o n s a n g r a d o s de l a v e n a m a r g i n a l de l a o r e j a 

o b t e n i e n d o 20 mi . de s a n g r e , p e r o a l a q u i n t a y s e x t a se 

manas de l a i n m u n i z a c i ó n y 35 mi . de s a n g r e a l a s é p t i m a 

semana. 

I V . ENSAYO INTiiUNOENZIKATICO (ELISA) . 

O b t e n c i ó n de l a f r a c c i ó n gamma g l o b u l i n a de l o s 

s u e r o s de c o n e j o s 

Se s i g u i ó l a t é c n i c a d e s c r i t a p o r V o l l e r y B a r t -

l e t t ( 5 5 ) . 

De l a m e z c l a de s u e r o s o b t e n i d a de l o s c o n e j o s i n -

munizados , s e tomó 1 mi ." y s e m e z c l ó con 1 m i . de amor-

t i g u a d o r de f o s f a t o s en s o l u c i ó n s a l i n a (PBS) a pH de 

7 . 4 y se a d i c i o n a r o n 2 mi . de s u l f a t o de s o d i o a l 

Se a g i t ó suavemente p o r 30 m i n u t o s a t e m p e r a t u r a ambien 

t e . Se c e n t r i f u g ó l a m u e s t r a a 3» 000 x g p o r 10 minu-

t o s en una c e n t r í f u g a S e r v a l l SS-34 y se d e s c a r t ó e l s.o 

b r e n a d a n t e . E l p r e c i p i t a d o s e l a v ó dos v e c e s con s u l f a -

to de s o d i o a l I8f¿. E l p r e c i p i t a d o se d i s o l v i ó en 0 . 8 

mi. de PBS y se a ñ a d i ó una c a n t i d a d i g u a l de s u l f a t o de 

s o d i o a l 24^-. Se c e n t r i f u g ó a 3» 000 x g p o r 10 m i n u t o s 

y s e l a v ó e l p r e c i p i t a d o con s u l f a t o de s o d i o a l 1 2 $ . 

E l p r e c i p i t a d o se r e d i s o l v i ó en 1 . 0 mi. de PBS y f u é 

t r a n s f e r i d o a b o l s a s de d i á l i s i s . Se d i a l i z ó c o n t r a PBS 

a 4°C p o r 48 h o r a s . 



Se d e t e r m i n ó l a c o n c e n t r a c i ó n de p r o t e í n a s p o r e l 

método de B i u r e t . 

P r e p a r a c i ó n d e l Conjugado a n t i c u e r p o e s p e c i f i c o - e n 

z ima 

E l c o n j u g a d o f u é p r e p a r a d o con f o s f a t a s a a l c a l i n a 

( t i p o V I I - S , 5 000 U, Sigma) de i n t e s t i n o de "bovino. A 

5 mg. de e s t a e n z i m a , se a g r e g a r o n 2 mg. de inmunoglobu 

l i n a s en 1 . 0 mi . de PBS, pH 7 . 4 , s e m e z c l ó a t e m p e r a t u r a 

a m b i e n t e y s e d i a l i z ó e x h a u s t i v a m e n t e a 4 ° C , con v a r i o s 

cambios de PBS d u r a n t e 48 h o r a s . Se a g r e g ó g l u t a r a l d e -

hido a l 25$ ( g r a d o I I , Sigma) p a r a d a r una c o n c e n t r a c i ó n 

f i n a l de 0 . 2 $ ; se m e z c l ó e i n c u b ó p o r 2 h o r a s a t e m p e r a 

t u r a a m b i e n t e y s e d i a l i z ó a 1 4 ° C con v a r i o s c a m b i o s de 

PBS. 

E l s a c o de d i á l i s i s se t r a n s f i r i ó a una s o l u c i ó n 

a m o r t i g u a d a c o n T r i s ( h i d r o x i m e t i l aminometano) a pH 

8 . 0 . Se c o n t i n u ó d i a l i z a n d o e x h a u s t i v a m e n t e a 4°C p o r 

48 h o r a s con a l g u n o s cambios d e l a m o r t i g u a d o r . E l c o n j u 

gado f u é d i l u i d o a 4 , 0 mi. con a m o r t i g u a d o r T r i s c o n t é 

n i e n d o 1 $ de a l b ú m i n a de s u e r o b o v i n o y 0 . 2 $ de a z i d a 

de s o d i o y se c o n s e r v ó en l a o s c u r i d a d a 4 ° C . 

D e t e r m i n a c i ó n de l a a c t i v i d a d d e l c o n j u g a d o 

Se u t i l i z a r o n p l a c a s p a r a m i c r o h e m a g l u t i n a c i ó n en 

U y p l a c a s de Imir.unol I e Immunol I I de l o s l a b o r a t o -

r i o s D y n a t e c h . 

La i n m u n o g l o b u l i n a f u é d i l u i d a a 500 n g / m l . en a -

m o r t i g u a d o r de c a r b o n a t o - b i c a r b o n a t o pH 9«0. Los p o z o s 

f u e r o n c u b i e r t o s con 200 , u l . de a n t i c u e r p o ( c o n t e n i e n d o 

cada p o z o 100 n g / 0 . 2 m i . ) . L a s p l a c a s f u e r o n c u b i e r t a s 

con h o j a s i n m u n o a d h e r e n t e s p a r a f i l m , c o l o c a d a s en cáma-



r a húmeda e i n c u b a d a s t o d a l a noche a 4°C ( 5 5 ) ' Después 

de e s t a i n c u b a c i ó n l a s p l a c a s f u e r o n l a v a d a s con FBS 

Tween 20 d u r a n t e 3 minutos p o r 3 v e c e s . 

La e n t e r o t o x i n a c o r r e s p o n d i e n t e ( a n t í g e n o ) f u é d i -

l u i d a a 1000 ng/ml. con PBS pH 7*4 y a d i c i o n a d a a cada 

pozo a p r o b a r . Se i n c u b ó en cámara húmeda, después de 

l o c u a l se l a v ó con PBS-Tween 20, 3 v e c e s p o r 3 m i n u t o s . 

Se a g r e g ó 200 ^ul. d e l c o n j u g a d o c o r r e s p o n d i e n t e d i 

l u i d o en PBS-Tween y se i n c u b ó en cámara húmeda p o r 3 

h o r a s a 4 ° C . Se l a v a r o n l o s p o z o s con PBS-Tween 3 v e c e s 

p o r 3 m i n u t o s . 

E l s u s t r a t o que se u t i l i z ó f u e e l p - n i t r o f e n i l f o s 

f a t o ( s i g m a 1 0 4 - 1 0 5 ) . 5 mg. s e d i s o l v i e r o n en 5 m i . de 

a m o r t i g u a d o r d i e t a n o l a m i n a a l 10fe, a g r e g a n d o 200 ju l . a 

cada p o z o . E l c o l o r d e s a r r o l l a d o f u é o b s e r v a d o v i s u a l -

mente y a l o s 30 m i n u t o s se d e t u v o l a r e a c c i ó n agregar i 

do 50 ju 1 . de h i d r ó x i d o de s o d i o 3 M (55)» A l f i n a l de 

e s t e t i e m p o se h i c i e r o n l a s l e c t u r a s en un l e c t o r Micro 

ELISA ( S t a n d a r d r « ' o d . 53 o » D y n a t e c h ) a una l o n g i t u d de 

onda de 405 nm y s e a n o t a r o n l o s r e s u l t a d o s . 

En c a d a uno de l o s e n s a y o s l a s m u e s t r a s se t r a b a j a 

ron p o r d u p l i c a d o y se l l e v a r o n 3 t e s t i g o s » t e s t i g o d e l 

a n t i c u e r p o , t e s t i g o d e l a n t í g e n o y t e s t i g o d e l c o n j u g a -

do. Agua d e s t i l a d a f u é u t i l i z a d a como " b l a n c o " p a r a a j u s 

t a r a c e r o e l e s p e c t r o f o t ó m e t r o . 

C a l i b r a c i ó n de r e a c t i v o s 

La t é c n i c a f u é montada en l a f o r m a a n t e r i o r m e n t e 

d e s c r i t a p e r o v a r i a n d o l o s d i s t i n t o s r e a c t i v o s y t i ero-



p o s en f o r m a i n d e p e n d i e n t e , una v a r i a b l e c a d a v e z , t a l 

como s i g u e » 

a) Se p r o b a r o n c o n c e n t r a c i o n e s de a n t i s u e r o s p a r a e n t e -

r o t o x i n a s B y C de '100, 200, 300, 400, 500 y 1000 

n g / m l . en f o r m a i n d e p e n d i e n t e . 

b) C o n c e n t r a c i ó n de a n t í g e n o : 200 n g / 0 . 2 m i . 

c ) Tiempos de i n c u b a c i ó n p a r a l o s a n t í g e n o s B y C de 1 , 

2, 3 . 4 , 5 y 6 h o r a s . 

d) T e m p e r a t u r a s de i n c u b a c i ó n : 4 ° , 25° y 3 7 ° C . 

e) L o s dos c o n j u g a d o s ( a n t i ~ B y a n t i - C ) f u e r o n p r o b a d o s 

a d i l u c i o n e s de I i 5 » l i l O , 1 : 2 0 , l i 4 o , 1 : 5 0 , 1 : 6 0 , 

1 : 8 0 y 1 : 1 0 0 . 

f ) Se e n s a y a r o n t r e s t i p o s d i f e r e n t e s de s o p o r t e s de f a 

se s ó l i d a » p l a c a s de h a m a g l u t i n a c i ó n U, Immunol I e 

Immunol I I ( D y n a t e c h OII-OIO-63OI y 0 1 1 - 0 1 0 - 6 3 0 2 ) . 

V. DETECCION DE EECI'EROTOXINAS B Y C EN LECHES ARTI-

F I C I ALGENTE CO NT A i a NADAS : 

A t u b o s c o n t e n i e n d o 5 mi . de l e c h e cada uno, f u e r o n 

c o n t a m i n a d o s en l a s i g u i e n t e forma» p a r a l a e n t e r o t o x i -

na B . 0 . 1 6 , O . 3 2 , O.96 y 1 . 6 jug/ml. y p a r a l a e n t e r o t o x i 

na C, 0 . 1 2 , 0 . 2 4 , 0 . 7 2 y 1 . 2 / a g / m l . 

P a r a l a e x t r a c c i ó n de e s t a s e n t e r o t o x i n a s se u t i l i 

zaron d o s m é t o d o s . E l p r i m e r método f u é e l de S i l v e r m a n 

(50) m o d i f i c a d o p o r n o s o t r o s ; en e l c u a l a 5«0 mi . de 

l e c h e c o n t a m i n a d a se a g r e g a r o n 5*0 mi . de agua d e s t i l a -

da y s e h o m o g e n i z a r o n en un m e z c l a d o r " V o r t e x " . E l homo 

g e n i z a d o se d i l u y ó con 1 0 . 0 mi. de PBS 0.02 N, pH 6 . 4 y 



s e c a l e n t ó a 50°C p o r 15 m i n u t o s . Se d e j ó e n f r i a r a 

t e m p e r a t u r a ambiente p o r 4-5 m i n u t o s y s e c e n t r i f u g ó a 

1 5 , 900 x g d u r a n t e 20 m i n u t o s . 

La p o r c i ó n d e l l i q u i d o c l a r o e n t r e e l s e d i m e n t o y 

l a c a p a s u p e r i o r f u é r e m o v i d a con una p i p e t a P a s t e u r . 

A l p r e c i p i t a d o s e l e v o l v i ó a r e p e t i r l a e x t r a c c i ó n 

d o s v e c e s más y l o s s o b r e n a d a n t e s s e m e z c l a r o n ; e s t o s 

s e f i l t r a r o n a t r a v é s de p a p e l f i l t r o (Whatman No. l ) 

y s e c o n c e n t r ó p o r c a l e n t a m i e n t o a 50°C h a s t a 1 m i . 

E l segundo método de e x t r a c c i ó n que s e u t i l i z ó 

f u é e l de R e i s e r (40) m o d i f i c a d o p o r T e r p l a n ( 5 2 ) . Una 

c a n t i d a d de 5 mi . de l e c h e c o n t a m i n a d a s e m e z c l ó con 

5 . 0 m i . de agua d e s t i l a d a y s e h o m o g e n i z a r o n en un mez 

d a d o r . E l pH se a j u s t ó a 4 . 5 con á c i d o c l o r h í d r i c o 

2 N, y s e c e n t r i f u g ó a 1 2 , 100 x g p o r 20 m i n u t o s . 

E l s o b r e n a d a n t e f u é a j u s t a d o a un pH de 7 . 5 con 

h i d r ó x i d o de s o d i o 2 N, d e s p u é s se a ñ a d i ó c l o r o f o r m o a l 

1 0 $ , s e a g i t ó p o r 5 m i n u t o s y s e c e n t r i f u g ó a 1 2 , 100 

x g p o r 20 m i n u t o s . E l s o b r e n a d a n t e f u é r e a j u s t a d o a 

pH 4 . 5 , s e c e n t r i f u g ó y se n e u t r a l i z ó e l pH a 7.0. Se 

a ñ a d i ó Tween 20 a l e x t r a c t o p a r a d a r una c o n c e n t r a c i ó n 

f i n a l de 0 . 2 5 $ . 

P a r a ambos métodos de e x t r a c c i ó n p r e v i a m e n t e d e s -

c r i t o s , se u t i l i z a r o n , l a s mismas c o n c e n t r a c i o n e s de en 

t e r o t o x i n a B y C. 

A e s t o s e x t r a c t o s se l e s d e t e r m i n ó l a c o n c e n t r a c i ó n 

de e n t e r o t o x i n a , s i g u i e n d o l a t é c n i c a Lí icro ELISA, p r e -

v i a m e n t e d e s c r i t a . A l mismo t i e m p o , a c a d a uno de l o s 

e x t r a c t o s o b t e n i d o s , se l e s s o m e t i ó a l a t é c n i c a de i n -

m u n o d i f u s i ó n en p o r t a o b j e t o s p a r a d e t e c t a r e s t a s e n t e r o 

t o x i n a s . 



RESULTADOS 

I . OBTENCION DE LAS ENTEROTOXINAS B Y C DE S . a u r e u s 

P a r a l a o b t e n c i ó n de l a e n t e r o t o x i n a B l l e v a d a a c a 

bo p o r e l método de Casman y B e n n e t t s e montaron 25 b o t e 

l i a s y s e o b t u v i e r o n 50 m i . de e x t r a c t o c r u d o de l a e n t e 

r o t o x i n a . 

P a r a l a o b t e n c i ó n de l a e n t e r o t o x i n a C s e m o n t a r o n 

30 b o t e l l a s y s e l o g r a r o n 55 mi» ¿ e l e x t r a c t o c r u d o de 

l a e n t e r o t o x i n a . 

En l a p u r i f i c a c i ó n p a r c i a l de l a e n t e r o t o x i n a B s e 

s i g u i ó e l p r o c e d i m i e n t o d e s c r i t o p o r S c h a n t z , en e l c u a l 

s e u t i l i z ó 200 m i . d e l e l u y e n t e , c o r r e s p o n d i e n d o a 4-0 

f r a c c i o n e s de 5 m i . c a d a u n a . 

P a r a l a p u r i f i c a c i ó n p a r c i a l de l a e n t e r o t o x i n a C 

s e s i g u i ó e l p r o c e d i m i e n t o de B o r j a y B e r g d o l l y s e u t i 

l i z ó 200 ral. de c a d a e l u y e n t e y s e r e c o l e c t a r o n 160 

f r a c c i o n e s de 5 m i . c a d a u n a . 

I I . DEMOSTRACION DE LA PRESENCIA DE LAS ENTEROTOXI-

NAS B Y C POR TECNICAS ESPECTROFOTOMETRICAS, INMUNOLOGI-

CAS Y DE ACTIVIDAD BIOLOGICA. 

L a s f r a c c i o n e s o b t e n i d a s de l a p u r i f i c a c i ó n p a r c i a l 

de l a e n t e r o t o x i n a B f u e r o n l e í d a s en e l e s p e c t r o f o t ó m e -

t r o a una l o n g i t u d de onda de 277 nm. V e r g r á f i c a 1 . 

L a s f r a c c i o n e s o b t e n i d a s de l a p u r i f i c a c i ó n p a r c i a l 

de l a e n t e r o t o x i n a C no p u d i e r o n s e r l e í d a s e s p e c t r o f o t o 

m é t r i c a m e n t e d e b i d o a l a t u r b i d e z e x i s t e n t e en l a mayo-

r í a de e l l a s . 



De a q u e l l a s f r a c c i o n e s de l a p u r i f i c a c i ó n en l a en 

t é r o t o x i n a B donde s e o b s e r v a r o n p i c o s en l a s l e c t u r a s 

d e l e s p e c t r o f o t ó m e t r o a 277 nm. s e p r a c t i c a r o n p r u e b a s 

de i n m u n o d i f u s i ó n en g e l s o b r e p o r t a o b j e t o s , u t i l i z a n d o 

en e l p o z o d e l c e n t r o a n t i c u e r p o t e s t i g o . ( l i l O ) y a s u 

a l r e d e d o r l a s m u e s t r a s . P a r a a q u e l l o s p o z o s en que s e 

o b s e r v a r o n b a n d a s de p r e c i p i t a c i ó n ( c o m p r e n d i e n d o d e l 

t u b o #7 a l tubo # 2 1 ) s e p r o c e d i ó a d i l u i r e l a n t í g e n o 

c o n t e n i d o en l a s f r a c c i o n e s , p a r a d e t e r m i n a r a s í l a má-

x i m a d i l u c i ó n d e l a n t í g e n o en l a que aún s e o b s e r v a r o n 

b a n d a s de p r e c i p i t a d o , l a c u a l c o r r e s p o n d i ó a (una d i l u -

c i ó n de 1 » 3 2 . 

Con r e s p e c t o a l a e n t e r o t o x i n a C a c a d a u n a de l a s 

f r a c c i o n e s se l e s p r a c t i c ó p r u e b a s de i n m u n o d i f u s i ó n en 

g e l , l l e n a n d o e l pozo d e l c e n t r o con a n t i c u e r p o t e s t i g o 

( 1 * 6 ) y a su a l r e d e d o r l a s m u e s t r a s de l a s f r a c c i o n e s 

e l u í d a s . P a r a l o s p o z o s en que s e o b s e r v a r o n b a n d a s de 

p r e c i p i t a c i ó n ( c o n e l p r i m e r e l u y e n t e t u b o s #5 a l #21 y 

con e l t e r c e r e l u y e n t e t u b o s # 1 4 a l # 2 1 ) se d i l u y ó l a en 

t é r o t o x i n a p r e s e n t e en l a s f r a c c i o n e s y l a máxima d i l u -

c i ó n d e l a n t í g e n o en l a que aún s e o b s e r v a r o n b a n d a s de 

p r e c i p i t a d o f u l l i l é ; s i n embargo, en muy p o c a s f r a c c i o 

n e s hubo p r e c i p i t a d o a d i l u c i ó n l t 3 2 . 

L o s g a t i t o s u t i l i z a d o s en l a p r u e b a de Dolman y que 

s e l e s i n o c u l ó l a s e n t e r o t o x i n a s B y C p o r v í a i n t r a p e r ¿ 

t o n e a l , p r e s e n t a r o n s a l i v a c i ó n y v ó m i t o d e n t r o de l o s 

p r i m e r o s 20 m i n u t o s . Se o b s e r v a r o n o t r o s a c c e s o s de vómi 

t o s a t i e m p o s mas p r o l o n g a d o s . E l g a t i t o t e s t i g o no p r e -

s e n t ó l o s s í n t o m a s m e n c i o n a d o s . 

Se h i z o l a d e t e r m i n a c i ó n de p r o t e í n a p a r a l a s e n t e -

r o t o x i n a s B y C p o r e l método de L o w r y . L o s r e s u l t a d o s 

o b t e n i d o s f u e r o n t 24 m i c r o g r a m o s p o r m i . p a r a l a e n t e r o -

t o x i n a B y 1 2 m i c r o g r a m o s p o r m i . p a r a l a e n t e r o t o x i n a C. 



I I I . OBTENCION DE LOS ANTISUEROS PARA LAS ENTEROTO-

XINAS B Y C. 

De c a d a uno de l o s c o n e j o s i n m u n i z a d o s con e l t p x o i 

de B s i g u i e n d o l o s esquemas de i n m u n i z a c i ó n y s a n g r a d o s e 

ñ a l a d o s en e l c a p í t u l o de m a t e r i a l y m é t o d o s ( t a b l a l ) s e 

r e c o l e c t a r o n 7 5 m i . de s a n g r e en t o t a l . 

Como s e o b s e r v ó en l o s esquemas de i n m u n i z a c i ó n y 

s a n g r a d o , se i n t e r c a l a r o n l a i n m u n i z a c i ó n y l o s s a n g r a -

d o s . D e s p u é s de c a d a i n o c u l a c i ó n y s a n g r a d o con e l toxoi_ 

de B s e o b t u v o una p e q u e ñ a c a n t i d a d de s a n g r e p a r a h a c e r 

p r u e b a s de i n m u n o d i f u s i ó n en p o r t a o b j e t o s y s e g u i r l a r e s 

p u e s t a inmune d e l a n i m a l a n t e e l t o x o i d e . P a r a l a s p r u e -

b a s de i n m u n o d i f u s i ó n s e u t i l i z ó e l a n t í g e n o t e s t i g o de 

r e f e r e n c i a (10 m i e r o g r a m o s / m l . ) y e l p r e p a r a d o en e s t e 

e s t u d i o . L o s r e s u l t a d o s s e m u e s t r a n en l a t a b l a 3* 

P a r a l a i n m u n i z a c i ó n con e l t o x o i d e C s e u t i l i z ó un 

esquema de i n m u n i z a c i ó n y s a n g r a d o muy p a r e c i d o a l a n t e -

r i o r . También s e h i c i e r o n p r u e b a s de i n m u n o d i f u s i ó n en -

p o r t a o b j e t o s ( d e s p u é s de c a d a i n m u n i z a c i ó n y s a n g r a d o ) , 

u t i l i z a n d o e l a n t í g e n o t e s t i g o de r e f e r e n c i a ( 4 m i c r o g r a 

m o s / m l . ) y e l o b t e n i d o en e s t e e s t u d i o . Se o b t u v i e r o n l o s 

r e s u l t a d o s q u e s e p r e s e n t a n en l a t a b l a 4 . 

Todos l o s c o n e j o s r e s u l t a r o n b u e n o s r e s p o n d e d o r e s a 

l o s t o x o i d e s B y C. 

D e s p u é s de o b t e n e r l a s i n m u n o g l o b u l i n a s de l o s s u e -

r o s i n m u n e s , s e d e t e r m i n ó l a c o n c e n t r a c i ó n de p r o t e í n a s . 

Se u t i l i z ó l a t é c n i c a de B i u r e t p a r a p r o t e í n a s t o t a l e s , 

o b t e n i é n d o s e 1 g r / 1 0 0 m i . p a r a e l a n t i s u e r o B y 0 . 6 g r / 

100 m i . p a r a e l a n t i s u e r o C. P a r a t e n e r l a s e g u r i d a d de 

t e n e r s o l o i n m u n o g l o b u l i n a s s e l l e v ó a c a b o un e n s a y o p o r 



e l e c t r o f o r e s i s en a c e t a t o de c e l u l o s a p a r a c a d a a n t i s u e r o , 

o b s e r v á n d o s e s o l o un p i c o en c a d a uno, c o r r e s p o n d i e n d o é s 

t e a l a f r a c c i ó n gamma g l o b u l i n a p o r su d e s p l a z a m i e n t o en 

e l campo. 

I V . INMJNO ENSAYO ENZIMATICO (ELISA) 

Una v e z q u e e s t u v i e r o n p r e p a r a d o s t o d o s l o s r e a c t i -

v o s p a r a d e s a r r o l l a r l a t é c n i c a ELISA s e p r o c e d i ó a r e a -

l i z a r e l inmunoensayo e n z i m à t i c o con g r a n d e s c a n t i d a d e s 

de c a d a uno de l o s r e a c t i v o s y t i e m p o s de i n c u b a c i ó n p r o -

l o n g a d o s , con e l o b j e t o de v e r e l f u n c i o n a m i e n t o de l o s 

r e a c t i v o s p r e p a r a d o s en e s t e e s t u d i o . E l r e s u l t a d o obte-*. 

n i d o con e x c e s o de r e a c t i v o s f u é muy s a t i s f a c t o r i o , d e s a 

r r o l l á n d o s e l a s r e a c c i o n e s a n t í g e n o - a n t i c u e r p o en f o r m a 

c o m p l e t a y l a r e a c c i ó n e n z i m à t i c a en f o r m a c o r r e c t a . 

E r a n e c e s a r i o e n t o n c e s h a c e r e s t u d i o s c u a n t i t a t i v o s 

con l o s d i f e r e n t e s r e a c t a n t e s . D e s p u é s de que s e e n s a y a -

r o n d i f e r e n t e s c o n c e n t r a c i o n e s de c a d a uno de éLlos l o s 

r e s u l t a d o s o b t e n i d o s p e r m i t e n l l e g a r a l a s s i g u i e n t e s con 

c l u s i o n e s t 

a) L a c o n c e n t r a c i ó n ó p t i m a de a n t i s u e r o s p a r a l a s e n t e r o -

t o x i n a s B y C, f u é de 1 0 0 n g / 0 . 2 m i . 

b) P a r a ambos inmunoensayos e n z i m á t i c o s l a t e m p e r a t u r a de 

i n c u b a c i ó n que d i ó m e j o r e s r e s u l t a d o s f u é l a de 4 ° C . 

c ) Los t i e m p o s ó p t i m o s de i n c u b a c i ó n p a r a e l a n t í g e n o f u e 

ron* p a r a l a e n t e r o t o x i n a B de 4 h o r a s y p a r a l a e n t e -

r o t o x i n a C de 2 h o r a s . 

d) La d i l u c i ó n ó p t i m a de l o s c o n j u g a d o s ( a n t i - a n t e r o t o x ¿ 

ñ a s B y C) p a r a f i n e s c u a n t i t a t i v o s f u é l i 2 0 . 



e ) E l s o p o r t e de f a s e s ó l i d a que d i ó m e j o r e s r e s u l t a d o s 

p a r a ambos e n s a y o s f u é con l a s t i r a s Immunol I I . 

Una v e z i m p l e m e n t a d a y c a l i b r a d a l a t é c n i c a de ELISA 

con l o s d a t o s y a mencionados» s e p r o c e d i ó a p r o b a r l a s e n 

s i b i l i d a d d e l e n s a y o , p a r a l o c u a l s e p r e p a r ó una s o l u -

c i ó n de 1 , 0 0 0 n g / 0 . 2 m i . t a n t o p a r a l a e n t e r o t o x i n a B c o -

mo p a r a l a e n t e r o t o x i n a C. A p a r t i r de e s t a s s o l u c i o n e s , 

s e s i g u i ó d i l u y e n d o a l a m i t a d p a r a que q u e d a r a n 500, 250, 

1 2 5 , 6 2 . 5 » 3 1 - 2 . 1 5 . 6 , ? . 8 , 3 . 9 , 2 . 0 y 1 . 0 n g / 0 . 2 m i . 

S e s i g u i ó l a t é c n i c a y a d e s c r i t a en l a s e c c i ó n de Ma 

t e r i a l y M é t o d o s . Se tomaron l a s l e c t u r a s en e l e s p e c t r o -

f o t ó m e t r o m i c r o - E L I S A y de e s t a manera q u e d a r o n p r e p a r a -

das l a s c u r v a s de c a l i b r a c i ó n . 

E s t e e n s a y o implementado en l a s c o n d i c i o n e s e x p e r i -

m e n t a l e s y a d e s c r i t a s f u é c a p a z de d e t e c t a r 5 n g / m l . de 

e n t e r o t o x i n a s - B y C. _ 

V. DETECCION DE ENTER0T0XINAS B Y C EN LECHES ARTI-

FICIALMENT E CON TAMINADAS. ~ 

Se h i z o un e s t u d i o d o b l e c i e g o en donde se c o n t a m i n a 

r o n l e c h e s con ambas e n t e r o t o x i n a s B y C i n d e p e n d i e n t e m e n 

t e . 

Se compararon l o s dos métodos de e x t r a c c i ó n y a d e s -

c r i t o s . E l método de S i l v e r m a n r e s u l t ó s e r e l método que 

e x t r a j o más e n t e r o t o x i n a y f u é l a t é c n i c a s e g u i d a con a l -

guna m o d i f i c a c i ó n h e c h a p o r n o s o t r o s . 

P a r a l a d e t e c c i ó n de l a e n t e r o t o x i n a B de l a s l e c h e s 

e l e n s a y o quedó implementado de l a s i g u i e n t e manerai 



a ) A n t i s u e r o p a r a e n t e r o t o x i n a B, 100 n g / 0 . 2 m l . 

b ) E x t r a c t o de l a l e c h e a r t i f i c i a l m e n t e c o n t a m i n a d a con-

t e n i e n d o p r e s u m i b l e m e n t e l a e n t e r o t o x i n a B. 

c ) Tiempo de i n c u b a c i ó n p a r a l a p r i m e r a r e a c c i ó n a n t í g e -

n o - a n t i c u e r p o » 4 h o r a s a 

d) A n t i s u e r o p a r a l a e n t e r o t o x i n a B c o n j u g a d o con l a f o s 

f a t a s a a l c a l i n a , d i l u i d o 1 * 2 0 . 

L o s r e s u l t a d o s o b t e n i d o s con v a r i a s m u e s t r a s de l e -

che c o n t a m i n a d a s se e x p r e s a n en l a t a b l a 5» 

P a r a l a d e t e c c i ó n de l a e n t e r o t o x i n a C en l a s l e c h e s 

c o n t a m i n a d a s e l e n s a y o quedó implementado como s i g u e i 

a ) A n t i s u e r o p a r a l a e n t e r o t o x i n a C, 100 n g / 0 . 2 m i . 

b ) E x t r a c t o de l e c h e a r t i f i c i a l m e n t e c o n t a m i n a d a c o n t e -

n i e n d o p r e s u m i b l e m e n t e l a e n t e r o t o x i n a C. 

c ) Tiempo de i n c u b a c i ó n p a r a l a p r i m e r a r e a c c i ó n a n t í g e -

n o - a n t i c u e r p o t 2 h o r a s a 4 ° C . 

d) A n t i s u e r o p a r a l a e n t e r o t o x i n a C c o n j u g a d o a l a f o s f a 

t a s a a l c a l i n a , d i l u i d o 1 * 2 0 . 

L o s r e s u l t a d o s o b t e n i d o s con v a r i a s m u e s t r a s de l e -

c h e c o n t a m i n a d a s s e m u e s t r a n en l a t a b l a 6. 

A l o s e x t r a c t o s en l o s que se c u a n t i f i c ó l a s e n t e r o 

t o x i n a s p o r ELISA, s e l e s d e t e r m i n ó t a m b i é n l a p r e s e n c i a 

de l a s e n t e r o t o x i n a s p o r t é c n i c a de i r a n u n o d i f u s i ó n en 



p o r t a o b j e t o s p a r a comparar l a s e n s i b i l i d a d de ambas prue. 

b a s . En t o d a s l a s m u e s t r a s e n s a y a d a s l o s r e s u l t a d o s f u e -

r o n n e g a t i v o s i n d e p e n d i e n t e m e n t e de l o s r e s u l t a d o s p o r 

l a s p r u e b a s de ELISA, l o que p e r m i t e c o n c l u i r que e l e n -

s a y o i n m u n o e n z i m á t i c o e s mucho más s e n s i b l e que e l de i n 

m u n o d i f u s i ó n , como e r a de e s p e r a r s e . 



GRAFICA 1 

.PURIFICACION DE LA ENTEROTOXINA B POR CROMATOGRAFIA 

DE INTERCAMBIO IONICO EN COLUMNA 

Número de f r a c c i o n e s 



* TABLA 3 

TITULACION DE ANTICUERPOS PARA EL TOXOIDE DE LA 

ENTEROTOXINA E EN SUEROS DE CONEJOS INMUNIZADOSk 

S e m a n a s de l o s e s q u e -
mas de i n m u n i z a c i ó n y 
s a n g r a d o . 

T í t u l o de a n t i c u e r p o s . 
( I n m u n o d i f u s i o n ) 

T e r c e r a semana l i 8 

C u a r t a semana 1 * 3 2 

Q u i n t a semana l t 6 4 

S e x t a semana l t 64 

S é p t i m a semana 1» 64 

O c t a v a semana l i 64 

TABLA 4 

TITULACION DE ANTICUERPOS PARA EL TOXOIDE DE LA 

ENTEROTOXINA C EN SUEROS DE CONEJOS INMUNIZADOS 

Semanas de l o s e s q u e -
mas de i n m u n i z a c i ó n y 
s a n g r a d o . 

T í t u l o de a n t i c u e r p o s . 
( I n m u n o d i f u s i ó n ) 

T e r c e r a -semana 1 : 4 

C u a r t a semana I i 8 

Q u i n t a semana 1 : 1 6 

S e x t a semana l i 1 6 

S é p t i m a semana 1 : 1 6 



TABLA 5 

DETERMINACION DE ENTEROTOXINA B POR LA TECNICA DE ELISA 

EN LECHES ARTIFICIALMENTE CONTAMINADAS. EFICIENCIA DE -

LOS METODOS DE EXTRACCION. 

Número de 
m u e s t r a . 

Conc e n t r a c i ón 
de e n t e r o t o x i 
n a a g r e g a d a 
a l a l e c h e . 

E x t r a c c i ó n de 
a n t í g e n o . M é t o -
do de S i l v e r -
man. 

E x t r a c c i ó n de 
a n t í g e n o . M é t o -
do m o d i f i c a d o 
p o r ' n o s o t r o s . 

1 O . l é O p g / m l . 0 . 0 1 8 yug/ml. 0.080 yug/ml. 

2 0 . 3 2 0 >ug/ml. 0 . 1 2 5 yug/ml. 0 . 3 0 0 yug/ml. 

3 0 .960 yug/ml. 0.320 yug/ml. 0 . 5 2 0 yug/ml. 

4 1 . 600 yug/ml. 0 . 5 5 0 / i g / m l . 0.800 yug/ml. 

TABLA 6 

-DETERMINACION DE ENTEROTOXINA C POR LA TECNICA DE ELISA 

EN LECHES ARTIFICIALMENTE CONTAMINADAS. EFICIENCIA DE -

LOS METODOS DE EXTRACCION. 

Número de 
m u e s t r a . 

C o n c e n t r a c i ó n 
de e n t e r o t o x i -
n a a g r e g a d a 
a l a l e c h e . 

E x t r a c c i ó n de 
a n t í g e n o . Meto 
do de S i l v e r -
man. 

E x t r a c c i ó n de 
a n t í g e n o . M é t o -
do m o d i f i c a d o 
p o r n o s o t r o s . 

1 0 . 1 2 0 yug/ml. 0 . 0 3 5 yug/ml. 0.080 yug/ml. 

2 0 . 2 4 0 yug/ml. 0 .060 yug/ml. 0 . 1 1 5 yug/ml. 

3 0 . 7 2 0 /ug/ml. 0 . 1 5 5 /Ug/ml. O . 3 2 5 /ug/ml. 

4 1 . 200 /ag/ml. 0 . 5 0 5 /Ug/ml. O . 5 8 5 yug/ml. 



DISCUSION 

Es i n t e r e s a n t e s e ñ a l a r que l a o b t e n c i ó n de ambas en 

t e r o t o x i n a s f u é muy e f e c t i v a p o r e l método e s c o g i d o ? s i n 

embargo s e o b t u v o mayor c o n c e n t r a c i ó n de l a B que de l a 

C, a p e s a r de que e l número de u n i d a d e s de c u l t i v o monta 

das f u é mayor p a r a e s t a ú l t i m a » l o que d e m u e s t r a q u e un 

p r o c e d i m i e n t o d a d o , no e s n e c e s a r i a m e n t e e f e c t i v o p a r a -

e l a i s l a m i e n t o de t o x i n a s de l a misma b a c t e r i a con e f e c -

t o s f i s i o l ó g i c o s y t o x i c o l ó g i c o s s e m e j a n t e s . 

En l a p u r i f i c a c i ó n de l a e n t e r o t o x i n a C, l a s f r a c - -

c i o n e s e l u i d a s no p u d i e r o n s e r l e í d a s e s p e c t r o f o t o m é t r i -

camente p o r h a b e r t u r b i d e z en l a m a y o r í a de e l l a s . E s t o 

l l e v ó a l a n e c e s i d a d de d e m o s t r a r l a e n t e r o t o x i n a C p o r 

o t r o s m é t o d o s y s e e l i g i ó a l a i n m u n o d i f u s i ó n en g e l s o -

b r e p o r t a o b j e t o s , demostrando a s í l a p r e s e n c i a de l a e n -

t e r o t o x i n a en l a s f r a c c i o n e s e l u i d a s . E s t e mismo método 

se s i g u i ó p a r a l a e n t e r o t o x i n a B, p a r a c o m p a r a r l o s r e s u l 

t a d o s e s p e c t r o f o t o m é t r i c o s con l o s de p r e c i p i t a c i ó n . 

L a d e m o s t r a c i ó n de l a a c t i v i d a d t ó x i c o - b i o l ó g i c a -

de e s t a s e n t e r o t o x i n a s se h i z o p o r l a p r u e b a de Dolman 

en g a t i t o s , en donde uno de e l l o s f u é e l t e s t i g o y l o s -

o t r o s d o s f u e r o n i n o c u l a d o s con l a s e n t e r o t o x i n a s r e s p e ^ 

t i v a s , o b s e r v á n d o s e en ambos una r e s p u e s t a de v ó m i t o - -

aprox imadamente en 20 m i n u t o s . E l g a t i t o i n o c u l a d o c o n -

l a e n t e r o t o x i n a B, r e p i t i ó l o s a c c e s o s de v ó m i t o h a s t a -

2 h o r a s d e s p u é s de l a i n o c u l a c i ó n ; m i e n t r a s que e l ino—• 

c u l a d o con l a e n t e r o t o x i n a t?, p r e s e n t ó m a n i f e s t a c i o n e s 

de v ó m i t o h a s t a 6 h o r a s d e s p u é s de l a i n o c u l a c i ó n . Ambos 

g a t i t o s f u e r o n b u e n o s r e s p o n d e d o r e s a l a a c c i ó n de l a s 

e n t e r o t o x i n a s e n s a y a d a s . E l g a t i t o t e s t i g o no p r e s e n t ó -

n i n g u n a m a n i f e s t a c i ó n . 



Como se d e s c r i b i ó en e l c a p í t u l o de r e s u l t a d o s , se 

o b t u v o una c o n c e n t r a c i ó n mayor de e n t e r o t o x i n a B que p a 

r a l a e n t e r o t o x i n a C. E s t o c o n f i r m a l o apoyado p o r a l g u 

n o s a u t o r e s , l o s c u a l e s i n i d i c a n que se p r o d u c e mayor -

c a n t i d a d de l a e n t e r o t o x i n a B, que l a que s e o b t i e n e p a 

r a l a C; en l a s mismas c o n d i c i o n e s ( 4 l ) . 

Es i m p o r t a n t e que e l a n t i s u e r o p a r a l a p r e p a r a c i ó n 

d e l c o n j u g a d o s e a de a l t a p o t e n c i a . De l o s v a r i o s esque 

mas de i n m u n i z a c i ó n e l e g i b l e s , e l s u g e r i d o p o r S a l i n a s 

Carmona (46) o f r e c i ó muy a c e p t a b l e s r e s u l t a d o s que p e r -

m i t i ó o b t e n e r un t í t u l o e l e v a d o de a n t i c u e r p o s , aunque 

s e r í a d e s e a b l e o b t e n e r t í t u l o s mas a l t o s , s o b r e todo p a 

r a l a e n t e r o t o x i n a C, 

Como s e i n d i c ó y a , d u r a n t e l a i n m u n i z a c i ó n con — 

t o x o i d e B se tomaron m u e s t r a s de s a n g r e de c a d a c o n e j o 

de l a t e r c e r a a l a o c t a v a semanas de i n m u n i z a c i ó n con -

e l p r o p ó s i t o de d e t e r m i n a r e l t í t u l o de a n t i c u e r p o s . E l 

i n c r e m e n t o en e l t í t u l o , p a r a l a e n t e r o t o x i n a B l l e g ó a 

1 ? 6 4 a l a c u á n t a semana y y a no aumentó más, p o r l o c u a l 

l a i n m u n i z a c i ó n s e d e t u v o en l a s é p t i m a semana. 

P a r a l a e n t e r o t o x i n a C l a s d o s i s de i n m u n i z a c i ó n -

f u e r o n menores que l a s u t i l i z a d a s p a r a B, p o r g u e l a c a n 

t i d a d de t o x i n a c r u d a f u é menor. Se s i g u i ó un esquema -

i g u a l a l a n t e r i o r , h a s t a l a c u a r t a semana, v a r i a n d o l a 

v í a de i n o c u l a c i ó n en l a q u i n t a semana, en l a que s e — 

usó l a v í a i n t r a p e r i t o n e a l . L a r a z ó n de h a c e r e s t e cam-

b i o f u é de a c u e r d o a l o s p o b r e s r e s u l t a d o s o b t e n i d o s en 

e l t í t u l o de a n t i c u e r p o s p a r a l a e n t e r o t o x i n a B, y a que 

se v i ó que e l t í t u l o no aumentó cuando e l t o x o i d e s e i n 

y e c t ó p o r v í a i n t r a m u s c u l a r . 

Los a n t i c u e r p o s o b t e n i d o s d e s p u é s de l a i n m u n i z a c i ó n 

f u e r o n s a t i s f a c t o r i o s en e l c o n t e n i d o de i n m u n o g l o b u l i — 



ñ a s , s i e n d o mayor p a r a l a e n t e r o t o x i n a B c u e p a r a l a C. 

Como e l c o n t e n i d o de p r o t e í n a s f u é muy e l e v a d o en -

l o s a n t i s u e r o s , s e q u i z o comprobar s i r e a l m e n t e e l i n c r e 

mento s e d e b í a a un aumento en l a f r a c c i ó n g l o b u l í n i c a , 

p a r a l o c u a l s e l l e v ó a cabo m a e l e c t r o f o r e s i s , l a que 

demostró que e f e c t i v a m e n t e e l i n c r e m e n t o c o r r e s p o n d í a -

e x c l u s i v a m e n t e a l a f r a c c i ó n gamma g l o b u l í n i c a . 

E l inmuno e n s a y o e n z i m à t i c o ELISA, s e r e a l i z ó p r o -

bando v a r i o s s o p o r t e s . L o s e n s a y o s s e s i g u i e r o n como s e 

d e s c r i b e en m a t e r i a l y m é t o d o s , e n c o n t r á n d o s e , que e l -

s o p o r t e más adecuado f u é e l Immunol I I p a r a ambas e n t e -

r o t o x i n a s . E s t o s e c o n c l u y ó p o r q u e u t i l i z a n d o l o s t r e s 

s o p o r t e s en l a s mismas c o n d i c i o n e s de t i e m p o , i n c u b a c i ó n 

y t e m p e r a t u r a ? l a r e a c c i ó n f u é más i n t e n s a v i s u a l m e n t e 

en Immunol I I . 

E l c o n j u g a d o p r e p a r a d o t a n t o p a r a B, como p a r a C, 

f u é b a j o en s u p o t e n c i a de r e a c t i v i d a d p a r a s u s r e s p e c t i 

v o s a n t í g e n o s , s i n .embargo, p a r a l a d e t e r m i n a c i ó n v i s u a l 

f u é p o s i t i v o h a s t a una d i l u c i ó n de l s 8 0 . E s t o s r e s u l t a — 

d o s i n d i c a n l a n e c e s i d a d de t r a b a j a r con un a n t i c u e r p o 

más p u r i f i c a d o , y a que e l o b t e n i d o p o r n o s o t r o s e s t a b a 

m e z c l a d o con e l r e s t o de l a s i n m u n o g l o b u l i n a s , a s í como 

p u r i f i c a r e l c o n j u g a d o una v e z que e l a n t i c u e r p o se ha -

combinado con l a e n z i m a . La s e n s i b i l i d a d de ELISA depen-

de p r i n c i p a l m e n t e de l a p r e p a r a c i ó n de e s t o s c o n j u g a d o s 

e n z i m a - a n t í g e n o o e n z i m a - a n t i c u e r p o c u e deben p o s e e r una 

a l t a a c t i v i d a d e n z i m à t i c a e i n m u n o l ó g i c a . E l a c o p l a m i e n -

t o de u n a enzima con un a n t i c u e r p o o a n t í g e n o i n v o l u c r a 

e l uso de un a g e n t e e s l a b o n a n t e que r e a c c i o n a con l o s -

g r u p o s f u n c i o n a l e s p r e s e n t e s en l a enz ima y en e l a n t í -

geno o a n t i c u e r p o . 



Un p r o c e d i m i e n t o de a c o p l a m i e n t o que p r o d u j e s e c a s i 

e l 100% de c o n j u g a d o , compuesto de una m o l é c u l a de e n z i -

ma l i g a d a con una m o l é c u l a de a n t í g e n o o a n t i c u e r p o y 

que p r e s e r v a r a t o d a a c t i v i d a d i n i c i a l e n z i m á t i c a e inmu-

n o l ó g i c a e s d i f í c i l , y a que en e s t a s r e a c c i o n e s de a c o - -

p l a m i e n t o s e p r o d u c e n s iempre u n a m e z c l a h e t e r o g é n e a de 

c o n j u g a d o en z i m a - a n t í g e n o o a n t i c u e r p o , e n z i m a - e n z i m a y 

a n t i c u e r p o - a n t i c u e r p o o a n t í g e n o - a n t í g e n o ( 2 ) . 

De l o s métodos de e x t r a c c i ó n u t i l i z a d o s , p o r l a s 

t é c n i c a s de S i l v e r m a n y T e r p l a n , e l que m o s t r ó m e j o r e s 

r e s u l t a d o s en n u e s t r a e x p e r i e n c i a f u é e l de S i l v e r m a n ; -

y a q u e con e l de T e r p l a n s e d e t e c t a r o n c a n t i d a d e s i n s i g -

n i f i c a n t e s d e l a n t í g e n o p a r a ambas e n t e r o t o x i n a s ; m i e n — 

t r a s que con e l de S i l v e r m a n s e d e m o s t r ó una m e j o r e x t r a e 

c i ó n de l a s e n t e r o t o x i n a s . E s t e método f u é m o d i f i c a d o 

p o r n o s o t r o s , l o g r á n d o s e d e t e r m i n a r una mayor c o n c e n t r a -

c i ó n de l a s e n t e r o t o x i n a s en l o s e x t r a c t o s de l a s m u é s — 

" t r a s de l e c h e e n s a y a d a s . 

: En l a c u a n t i f i c a c i ó n de l a e n t e r o t o x i n a B p o r e l me 

todo de e x t r a c c i ó n de S i l v e r m a n s e pudo o b s e r v a r que l a s 

c a n t i d a d e s d e t e c t a d a s c o r r e s p o n d i e r o n a un JQfo de l a - -

c a n t i d a d o r i g i n a l p a r a l a s m u e s t r a s 2 , 3 y -̂o a s í p a -

r a l a m u e s t r a 1 en l a que d e m o s t r ó aproximadamente un 

10?o. Con e l método de S i l v e r m a n m o d i f i c a d o p o r n o s o t r o s , 

d e t e c t a m o s e l 50^ en l o s t u b o s 1 y en e l tubo 3 s e de. 

m o s t r ó e l 54^ y e l c a s o d e l tubo 2 f u é de 

P a r a l a e n t e r o t o x i n a C como puede v e r s e l a s c o n c e n -

t r a c i o n e s t r a b a j a d a s f u e r o n m e n o r e s que p a r a l a e n t e r o -

t o x i n a B. En e s t e c a s o se d e t e c t ó t a m b i é n menor c a n t i d a d 

de l a e n t e r o t o x i n a C p o r e l método de S i l v e r m a n y mayor 

p a r a e l m o d i f i c a d o p o r n o s o t r o s . P o r e l método de S i l v e r 



man s e d e t e c t ó e n t r e e l 2 1 y 29$ de l a e n t e r o t o x i n a p a r a 

l a s m u e s t r a s 1 , 2 y 3 y f u é d e l 42$ p a r a l a m u e s t r a 4 . 

K i e n t r a s que p o r e l m o d i f i c a d o p o r n o s o t r o s s e o b t u v o en 

t r e e l 45 y ^9$ p a r a l a s m u e s t r a s 2 , 3 y ^ y e l 66$ p a r a 

e l c a s o de l a m u e s t r a 1 . 

T o d a s e s t a s v a r i a c i o n e s que s e p r e s e n t a r o n son debi-

das a e r r o r e s t é c n i c o s f a c t i b l e s p o r q u e l a s c a n t i d a d e s -

con que s e t r a b a j a r o n l a s e n t e r o t o x i n a s f u e r o n muy peque 

ñ a s . Aún a s í , s e r í a d e s e a b l e b u s c a r m o d i f i c a c i o n e s t é c n i 

c a s que p e m i t i e r a n una r e c u p e r a c i ó n c u a n t i t a t i v a más a l 

t a y u n i f o r m e de l a s e n t e r o t o x i n a s . 

A l o s e x t r a c t o s de l e c h e c o n t a m i n a d o s a l o s que s e 

d e t e r m i n ó l a s e n t e r o t o x i n a s B y C p o r e l inmunoensayo — 

e n z i m à t i c o ELISA también se l e s d e t e r m i n ó p o r l a t é c n i c a 

de i n m u n o d i f u s i ó n en p o r t a o b j e t o s , r e s u l t a n d o t o d a s e s — 

t a s p r u e b a s n e g a t i v a s , p o r l o c u a l podemos c o n c l u i r que 

ELISA e s mucho más s e n s i b l e que l a s p r u e b a s de i n m u n o d i -

f u s i ó n , p u e s usando e s t a t é c n i c a no p u d i m o s d e t e c t a r l a s 

t o x i n a s en t a n p e q u e ñ a s c o n c e n t r a c i o n e s , m i e n t r a s que — 

p o r ELISA s i s e p u d i e r o n c u a n t i f i c a r . 

C o n v i e n e m e n c i o n a r c u e s i e n d o n u e s t r o s r e s u l t a d o s -

s a t i s f a c t o r i o s usando e s t a t e c n o l o g í a , q u e d a a i b e r t a l a 

p o s i b i l i d a d de su u t i l i z a c i ó n p a r a l a b ú s q u e d a s i s t e m i t i 

c a de l a s e n t e r o t o x i n a s B y C de S . a u r e u s en p r o d u c t o s 

l á c t e o s , con e l p r o p ó s i t o de d e t e r m i n a r l a p r e s e n c i a de 

e s t a s t o x i n a s en un al imento, t a n i m p o r t a n t e p a r a e l s e r 

humano como e s l a l e c h e , e l c u a l s e consume d e s d e l a i n 

f a n c i a h a s t a l a v e j e z . Su consumo en g r a n d e s v o l ú m e n e s 

p o r l a p o b l a c i ó n , sus p r o b l e m a s de p r o d u c c i ó n , a l m a c e n a -

m i e n t o y m a n e j o , l a h a c e n un f u e r t e e i m p o r t a n t e p r o d u c -

t o a l i m e n t i c i o que e s c a n d i d a t o a c o n t a m i n a r s e con r e s u l 

t a d o s d e s a s t r o s o s p a r a l a s a l u d p ú b l i c a . E s t a t e c n o l o g í a 

p e r m i t e e s t u d i o s mucho más a m p l i o s t a n t o en l o e p i d e m i o -

l ó g i c o como un i n s t r u m e n t o de c o n t r o l de c a l i d a d . 



RESUMEN 

Se u t i l i z a r o n l a s c e p a s 2^3 y 361 d e l S t a p h y l o c o c c u s 

a u r e u s p a r a l a o b t e n c i ó n de l a s e n t e r o t o x i n a s B y C r e s — 

p e c t i v a m e n t e , s i g u i e n d o e l método de Casman y B e n n e t t de 

c u l t i v o s en s a c o s de c e l o f á n . 
i 

L a p u r i f i c a c i ó n p a r c i a l de l a s e n t e r o t o x i n a s s e l l e -

vó a c a b o en co lumnas de c r o m a t o g r a f í a con A m b e r l i t e CG-

50 p a r a l a e n t e r o t o x i n a B y con C a r b o x i m e t i l - c e l u l o s a p a -

r a l a e n t e r o t o x i n a C. 

P r u e b a s e s p e c t r o f o t o m l t r i c a s , i n m u n o l ó g i c a s y de a c -

t i v i d a d t ó x i c o - b i o l ó g i c a f u e r o n r e a l i z a d a s p a r a l a demos-

t r a c i ó n de l a s e n t e r o t o x i n a s ? l a s c u a l e s f u e r o n l e c t u r a s 

en e l e s p e c t r o f o t ó m e t r o de UV a una l o n g i t u d de onda de -

277 nm, i n m u n o d i f u s i o n e s en g e l s o b r e p o r t a o b j e t o s y l a -

p r u e b a de Dolman en g a t i t o s . 

Se i n m u n i z a r o n c o n e j o s p a r a l a o b t e n c i ó n de a n t i s u e -

r o s p a r a l a s e n t e r o t o x i n a s B y C, o b t e n i é n d o s e a s í l o s an 

t i c u e r p o s n e c e s a r i o s p a r a p r e p a r a r e l c o n j u g a d o con f o s f a 

t a s a a l c a l i n a y p a r a montar l a t é c n i c a d e l d o b l e " s a n d w i c h " -

de a n t i c u e r p o . 

Se e s t a n d a r i z ó l a t é c n i c a i n m u n o e n z i m à t i c a c u a l i t a -

t i v a y c u a n t i t a t i v a m e n t e . Se c o n t a m i n a r o n a r t i f i c i a l m e n t e 

l e c h e s y l a s e n t e r o t o x i n a s f u e r o n d e t e r m i n a d a s d e l e x t r a c 

t o d e m o s t r á n d o s e s u p r e s e n c i a a l n i v e l de n a n o g r a m o s . 

E s t a t é c n i c a i n m u n o e n z i m à t i c a ELISA i m p l e m e n t a d a p o r 

n o s o t r o s con l a s c o n d i c i o n e s o p e r a t i v a s de n u e s t r o medio 

c i e n t í f i c o - t é c n i c o , r e s u l t ó de f á c i l m a n e j o , c o r t o t iempo 

de e l a b o r a c i ó n , b a j o c o s t o y con una g r a n s e n s i b i l i d a d — 

d i a g n ó s t i c a . 
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