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I. INTRODUCCION

Los estafilococos estdn entre las bacterias mas
importantes que pueden causar enfermedad en el hombre.
. Son habitantes normales de las vias respiratorias su-
periores, piel o intestino del hombre y pueden produ-
¢ir enfermedad bajo ciertas circunstancias (44,63).
Fueron observados en pus y cultivados por Koch y Pas-
teur en 1878 y 1880, En 1881 Ogston usdé el nombre de
estafilococos por la agrupacién de los cocos en raci-
mos de uvas observados en coloraciones. Fué Rosenbach
sin embargo, quien obtuvo en 1884 cultivos puros en
medios de cultivo sélidos. Usando el nombre genérico
de Staphylococcus, clasificé al grupo en dos especiess
S. albus (S. epidermidis) y S. aureus (1,25).

Probablemente no hay otra bacteria gue produzca
tantas toxinas extracelulares, enzimas y componentes
celulares como Staphylococcus aureus (63), ya que se
han descrito mas de 30 diferentes productos extrace-
lulares {(45).

Entre estos productos se encuentran las enteroto
xinas, de gran importancia por ser las responsables
de los brotes de intoxicacion alimentaria producidos
por los estafilococos al contaminar los alimentos (63).

La relacidn de estas enterotoxinas producidas por
el estafilococo con el cuadro de intoxicacidén fué des-
crita por Dack en 1930; gquien aisld estafilococos en
pasteles rellenos de crema. Reportes anteriores mostra
ron esta misma relacidn, al haber aislado este microor
ganismo de carne de res por Denys de Bélgica en el afio
de 1894; en carne de res seca por Cwen en Estados Uni-
dos de América en 1907 y en leche por Barber en Filipi



nas en 1914, Con todos estos informes se sugirié la
presencia de un factor tdxico en los alimentos contami
nados con Staphylococcus aureus, el cual seria el res-

ponsable de estos brotes de intoxicacién (19). Sin em-
bargo no .se le dié importancia a este hecho, hasta que
investigando la causa de la intoxicacién en 11 pacien-
tes, quienes habian comido pastel rellenoc de crema, se
aislé Staphylococcus aureus. Dack y sus colaboradores

continuaron su investigacidn administrando a volunta-
rios humanos, filtrados de los cultivos del estafilo-
coco aislado del pastel, causdndoles gastroenteritis
leve en 2 de los pacientes a los cuales se les habia
administrado de 5 a 10 ml. del filtrado. Un tercer vo-
luntario, al cual se le did 25 ml. del filtrado, mos--
tré gastroenteritis aguda, después de 3 horas de su in
gestidn (1). Afios después BHueron reportados otros bro-
tes de intoxicacidén por alimentos contaminados por es-
tafilococos (Jorddn y Jordan y Burrows).
Transcurrieron 21 afios de la demostracién de es-
tos hallazgos, hasta que en 1951, Bergdoll y colabora-
dores reportaroﬁ la purificacidén parcial de la entero-
toxina B (3) cue fué la primera en ser demostrada.

La intoxicacidn alimentaria producida por entero-
toxinas de estafilococos es de las mas frecuentes en -
Estados Unidos de América (18). la incidencia permane-
ce alta a pesar de continuos esfuerzos para mejorar el
medio ambiente sanitario en el procesado de alimentos,
su preparacidn y establecimientos de servicio asi como
instruccion a los manejadores de alimentos respecto a
las condiciones que permiten la multiplicacidn de los
estafilococos y la formacidn de sus enterotoxinas (33,

34,35,43,63).

Los alimentos contaminados por estafilccocos en-



terotdxicos producen gastroenteritis aguda, resultante
de la ingestién del alimento en el gque Staphylococcus
aureus se ha multiplicado y producido las enterotoxi-
nas (25,43). El comienzo de los sintomas es brusco y

caracteristico, presentdndose en general a las 3 horas
de haber ingerido el alimento. Los sintomas primarios

son nausea, vémito, dolor abdeminal tipo célico y dia-
rrea. Estos estdn frecuentemente acompazfiados por dolor
de cabeza y calambres musculares. En casos severos la

postracién acompafia a los vémitos y diarrea. La enfer-
medad es aguda y auto-limitada; la recuperacidén es com
pleta dentro de las 24 a 72 horas. La muerte es rara -
(1,33,3%,35,63).

En la actualidad se conocen 5 tipos seroldgicos
de enterotoxinas estafilocdcicas; se han designado co-
mo A, B, ¢, Dy E (4,5,12,14,16,39); recientemente se
ha encontrado una nueva proteina que tentativamente se
ha designado como enterotoxina F (6). De la enterotoxi
na C hay dos tipos 1la Cl y la 02 que pueden ser dife-
renciadas por su punto isoeléctrico (5). Todas son pro
teinas simpleg gue tienen un peso molecular en el ran-
go de 26 000 a 34 000 daltons. La composicidén de amino
dcidos ha sido determinada para las 5 enterotoxinas,
pero las secuencias de e€llos solo se ha establecido paz
ra la enterotoxina B (51). las enterotoxinas son rela-
tivamente resistentes al calor y pueden estar presen-
tes en alimentos en los cue el.jporganismo productor ha
sido destruidec durante el procesamiento o la coccidn.
Los alimentos mas comunmente asociados con esta forma
de intoxicacidén son: carnes rojas y sus productos, le-
che y derivados, pescado, vegetales y huevos (33,34,35,
43,63).



Hay algunos métodos disponibles para la deteccion
de enterotoxinas estafilocécicas. Entre los métodos se
roldgicos estdn las técnicas de inmunodifusidn simple
y doble en gel (4,11,12,15,24,44,49,53,58) y microtéc-
nicas en portaobjetos (15,24). Algunos métodos mas sen
sibles, como la hemaglutinacién pasiva y la hemagluti-
nacién pasiva reversa (30,38,50), no necesitan de la
eliminacién de proteinas de los alimentos, ni de la -
concentracién de las muestras, pero son dificiles de
manejar. Antigenos y anticueepos marcados con sustan--
cias fluorescentes (37,55) han sido usados ampliamente
para inmuwodiagndstico en las Ultimas dos décadas, sin
embargo tienen algunas desventajas. La inmunofluore- -
scencia habitalmente depende de valoracidén subjetiva -
en el resultado final, es dificil de cuantificar y con
frecuencia es laboriosa (9,22,55,56,57,60). Las entero
toxinas estafilocdcicas también pueden ser demostradas
por su actividad bioldgica, la cual se determina por -
la pureba de Dolman en gatitos (11,20,59) y en monos
(54).

Aunqgue la utilidad de estos ensayos ha sido des-
crita para la deteccidn de enterotoxinas en alimentos
contaminados, estas técnicas no han tenide un uso tan
extenso. Esto es en parte, debido al hecho de que es-
tos ensayos son poco sensibles, requleren técnicas de
concentracidn laboriosas y valoracidén subjetiva de la
reaccidén antigeno-anticuerpo (21,61). B}

Una técnica que ha conseguido extender su uso pa
ra el mismo propdsitc, es el radioinmunocensayo (28,29,
31,36)., las razones de su uso incluyen su sensibili-
dad; el hecho de gue sus reacciones antigeno-anticuer
po pueden ser medidas objetivamente y cuantificacidn

precisa. A pesar de due el radioinmunoensayo es muy
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valioso tiene un gran nimero de desventajas asociadas
con el uso de sustancias radioactivas que incluyens cor
ta vida media de los isétopos disponibles, complejo ¥y
costoso equipo egs requerido para leer los resultados;
por lo que estos estudios se llevan a cabo frecuentemen
te solo en laboratorios centrales; ademds, se deben to-
mar medidas de seguridad debido al riesgo potencial de
la radiacidén de los reactivos y requiere personal espe-
cialmente adiestrade (9,22,52,55,56,57,60,61). Estas 1i
mitaciones han llevado a investigar otros sistemas de
ensayos que sean igualmente sensibles y objetivos pero
que no requiera el uso de sustancias radiocactivas.

El uso de anticuerpos o antigenos ligados a enzi-
mas supera las desventajas antes mencionadas, logrando-
se asi el inmunoensayo enzimdtico llamado ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) (9,22,52,55,56). Este siste
ma es simple, 44 resultados objetivos, los reactivos no
presentan peligro para la salud y son estables (retie-
nen sus actividades después de meses de almacenaje an-
tes y después de la conjugacidn), la manipulacidn es
gencilla, la estimacidén de los resultados puede hacerse
visualmente o con un simple espectrofotémetre (17), las
pruebas son ripidas (62), especificas (10, sensibles
(23) y reproducibles (42).

' Esta téenica fué introducida por Engvall y Perlmann
(23) y depende bisicamente de dos hechos: a) el antige-
no o anticuerpo pueden ser ligados a un soporte de fase
.e8lida y retener su actividad inmunoldgica y b) el anti
geno o anticuerpo pueden estar ligados a una engzima y

el complejo retener ambas actividades; la inmunolégica
v la engzimAtica (22,55,62). Asi, una sola molécula de
enzima puede reaccionar con muchas moléculas de sustra-



to durante la hidrdlisis de la enzima ligada al antige-
no o anticuerpo sobre el sustrato, lo que amplifica las
reacciones inmunolédgicas, proporcionando un ensayo con
gran sensibilidad (61,62).

Las enzimas gue han sido utilizadas en ELISA inclu
ven la fosfatasa alcalina, la peroxidasa, la betagalac-
tosidasa y la glucosa oxidasa (2,8,48,61), siendo las -
dos primeras las mas ampliamente utilizadas. La simpli-
cidad de ELISA deriva del uso de sustratos cromogénicos,
gue en su mayoria, son incoloros inicialmente pero gene
ran un producto coloreadc después de la degradacidn en-
zimatica, Este color visible y medible es proporcional
al anticuerpo fijado y puede ser usado entonces como
punto final en el ensayo.

Por la forma en gue son mane jados los alimentos en
nuestro pais, sin ninguna o escasas reglas de higiene
al nivel de productor, mal conservados y mal manipula-
dos a nivel del consumidor, es facil de imaginar como
se contaminan con S. aureus y son producidas las éntepg
toxinas en estas condiciones tan irregulares.

Como no contamos en nuestro pals con datos de fre-
cuencia de intoxicaciones alimentarias estafilocdcicas
y mucho menos de los serotipos responsables se decidid
como objetivo fundamental, el implementar la téenica in
munoenzimatica (ELISA), cue tiene una alta sensibilidad
y especificidad diagndéstica para construir la infraes-
tructura cientifico-técnica para un estudio epidemiold-
gico horizontal de alimentos del grupo ldcteo, que son
los gue mas intoxicaciones producen en nuestro medio.

Si bien es clerto que lo expresade anteriormente



es el objetivo central de esta linea de trabajo, la hi-
pdétesis de trabajo de esta investigacidén es la de pro-
bar gue en las condiciones operativas de nuestro medio
cientifico-técnico se es capaz (0 nd) de montar una
técnica inmunoenzimdtica de alta especificidad para en
terotoxinas B y C de S. aureus a partir de los elemen-
tos mas simples; y asi mismo, determinar la sensibili-
dad de este sistema, sobre todo probar que se es capaz
de demostrar enterotoxinas en muy pequefias cantidades
(al nivel de microgramos o nanogramos). Si estos dos
objetivos se cumplen, se podrd dar por descontado que
la hipdtesis fué satisfactoriamente fundada.



ITI. MATERIAL Y METODOCS

Se trabajé con las cepas de S. aureus productoras
de las enterotoxinas B y C. Se obtuvieron primeramente
las toxinas, se purificaron parcialmente, se obtuvie-
ron los antisueron correspondientes en conejos y se
prepararon los conjugados anticuerpo-enzima. Se eligid
a la fosfatasa alcalina como enzima marcadora por su
gran actividad y estabilidad, porgue el sustrato es -
econdémico y no téxico, el cual d4 un color amarillo -
brillante durante la reaccién (2,8,56,61),

Para la preparacién de conjugados dos tipos de
reacclones de acoplamiento han sido descritas. La pri-
mera involucra reacciones de un paso y la otra reaccio
nes de dos pasos. En este estudio se utilizd el proce-
dimiento de un paso y como agente eslabonante el gluta
raldehido (2).

Se 1levé a cabo la técnica del doble "sandwich"
de anticuerpo, en la cual el anticuerpo especifico es
adsorbido sobre una fase s6lida. La muestra es afiadida
'y si el antigenco esta presente, se fija al anticuerpo
previamente adsorbido, después se afiade el anticuerpo
conjugado. Esto hace un "sandwich" de antigeno entre
dos anticuerpos: duedando en un extremo el anticuerpo
y en el otro el anticuerpo cue esta marcado con la en-
zima. Después se agrega el sustrato, el cual va a ser
degradado por la accidén de la enzima (21,56,57,60).

I. OBTENCION DE ENTEROTOXINAS B Y C DE S+ aureus.

Para la obtencidon de la enterotoxina B, se utilizd
la cepa de S, aureus 243 (14); y para la C, la cepa 361



(5); ambas fueron gentilmente proporcionadas por el Dr.
Merlin S, Bergdoll del Instituto de Investigacidén de -
Alimentos de la Universidad de Wisconsin. Estas cepas

fueron inoculadas en un medio de hidrolizado de caseina
al 4% (Mead Johnson Int.) suplementado con tiamina al

0.00005% y niacina al 0.001% (41); el py fué ajustado a
6.8 para la cepa productora de la enterotoxina B (52) ¥y
a 7.0 para la cepa productora de la enterotoxina C (27).

Para obtener las enterotoxinas mas concentradas,
se elabord la técnica de cultivo en saco de Casman ¥y
Bernmett (13), utiliznado para ello un tubo de didlisis
de celulosa (D 1615-2 Scientific Products) de 2 cm. de
didmetro por 40 cm. de largo. Se cerrd este tubo de digd
lisis por uno de sus extremos con tres nudos y por el
otro se unid firmemente un tubo de vidrio de 20 cm, de
longitud y con un didmetre interno de 8 mm. Este tubo
fué ensamblado en una botella apropiada, conteniendo
90 ml. de medio de cultivo; finalmente se fijd el tubo
de vidrio al cuello de 1la botella con algoddén. Una vez
armada la unidad se esterilizd en antoclave a 15 libras
de presién por 15 minutos y 121°C. Ya lista para utili-
zarse, se inoculdé en el interior del saco una alicuota
de 0.5 ml. de uvna suspensidn bacteriana de un cultivo
de 18 a 24 horas de incubacidén de la cepa correspondien
te; desarrollada en agar BHI (Bioxon) y resuspendida en
solucidn salina para dar una turbidez correspondiente
al tubo nlmero uno de la escala del nefeldémetro de Mc
Farland. Ver figura 1.

En posicidn horizontal y con agitacidn continua,
se incubaron las unidades a 37°C por 72 horas (26). Al
término de este tiempo, se retird el saco de celulosa
de la botella, y el contenido se depositd en tubos y se



FIGURA 1

N7 77

Unidad de cultivo por el método de Casman y Bennett,

10
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centrifugé a 12, 100 x g por 30 minutos en una centri-
fuga Servall SS-34. El sobrenadante conteniende la en-
terotoxina se retird y se mantuve a 4°C, para poste-
riormente llevar a cabo la purificacidén parcial. Este
procedimiento se siguid tanto para 1a produccidn de la
enterotoxina B como para la C.

Purificacion Parcial de la Enterotoxina B

La purificacién de la enterotoxina B se 1levd a
cabo por el método de Schantz (47).

El extracto crudo obtenido después de la centrifu
gacién y mantenido a 4°C, fue dializado por 72 horas
contra solucidn salina al 0.9% y ajustado al pH a 6.4
con fosfato de sodio 0.05 M. La enterotoxina B fué re-
movida del sobrenadante con la resina Amberlite CG-50
(Sigma), equilibrada con fosfato de sodio 0.05 M a pH
6.4 por agitacién durante 30 minutos a temperatura am-
biente., La resina conteniendo la enterotoxina e impure
zas fué empacada en una columna Qe 10 cm. de longitud
por 2 cm, de ancho y la enterotoxina fué eluida con -
200 ml, de fosfato de sodio 0.5 ¥ en cloruro de sodio
0.25 ¥ a pf 6.8. Se colectaron fracciones de 5 ml. a
una velocidad de 20 gotas por minuto.

Purificacidn Farcial de la Enterotoxina C

La purificacidn de esta enterotoxina se llevd a
cabo por el método de Borja y Bergdoll (7).

El extracto crudo fué dialigzado por 72 horas con-
tra solucidn salina 0,.9% a 4°C. Una vegz dizlizado se

ajustd el pH 2 5.5 con amortiguador de fosfato de sodio
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0.01 M, Por cuedar la solucidén turbia, ésta fué centri-
fugada a 12, 100 x g por 15 minutos y se volvid a ajus-
tar el pH a 5.5 con fosfato de sodio dibdsico 0.01 M.
La enterotoxina C fué removida del sobrenadante con la
resina Carboximetil-celulosa (C 2758, Sigma) previamen-
te equilibrada con amortiguador de fosfatos a pH 5.5,
por agitacion durante 30 minutos a temperatura ambiente.
La resina conteniendo la enterotoxina e impurezas fue
empacada en una columna de 22.5 cm. de longitud y 2.5
cm. de ancho y la enterotoxina fue eluida con 200 ml.
de amortiguador de fosfato de sodio 0.01 M, pH 5.5,

Se colectaron fracciones de 5 ml, con una velocidad de

10 gotas por minuto.

La eluecidn continud con otros tres amortiguadores de -
fosfato de sodio en los que se aumentd su concentra-
cién y pH: amortiguador de fosfato de sodio 0.02 M, pi
6.0; amortiguador de fosfato de sodio 0.06 M, pH 6.8 ¥y
por Gltimo fosfato de sodio dibasico 0.2 k. en cada uno
de ellos se utilizé 200 ml, y se colectaron fracciones
'de 5 ml. a una veloclidad de 10 gotas por minuto. Las

fracciones fueron guardadas a 4°C.

II. DENOSTRACION DE LA PRESENCIA DE LAS ETEROTOXI
MAS B Y € PCR TZCHNICAS ESPECTROFOTCNETRICAS, INLUNOLOGL
CAS Y DE ACTIVIDAD EIOLOGICA:

Técnicas Espectrofotométricas

Todas las fracciones obtenidas de la purificacidn
parcial de las enterotoxinas B y C fueron leidas en un
espectrofotdémetro Carl Zeiss FN Q II a una lorngitud de
onda de 277 nm. ¥ una apgrtura de 0.03 mm,

v
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Técnica de Inmunodifusidn en portaobjetos

Para demostrar la presencia de enterotoxina B y C,
se utilizaron los antisueros correspondientes (gentil-
mente donados por el Dr. Bergdoll).

Para la enterotoxina B, las fracciones obtenidas
en las que se elevd la densidad Sptica se procedid a ha
cerles inmunodifusidn en portaobjetos. En el pozo del
centro se colocd el antisuero estandar diluido 1:10 (tiI
tulo Oudin 6.4) y a su alrededor las fracciones a ensa-
yar. La distancia media entre el hoyo del centro (anti-
suero) y los periféricos (fracciones antigénicas) fué
de 6 mm.

Para la demostracién de la enterotoxina C se siguié
el mismo procedimiento anterior y el antisuero estandar
se diluyd 116 (titulo Oudin €.5).

Se utilizd el amido negro para colorear las bandas
de precipitacidn, las cuales fueron evaluadas visvalmen-
te.

Prueba de Dolman para demostrar la actividad biold-

gica de las Enterotoxinas B y C

Se tomdé 1 ml, de cada una de las toxinas parcial-
mente purificadas y se ajustaron a py 7.0 con acido acg
tico 10%. Se colocaron en bafio de aguva hirviendo por 30
minutos, al final de los cuales aparecid un precipitado,
el cual se retird por centrifugacidn. Se dejé enfriar a
temperatura ambiente y se inoculd a gatitos de 3 a 5 me
gses de edad por via intraperitoneal., Al gatito testigo

se le inoculd soluvcidn salira en la misma forma.
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Determinacidn de Proteinas para las FEnterotoxinas
By C

La concentracién de proteinas se determind espec-
trofotométricamente por el método de Lowry {(32).

I1II, OBTENCION DE 1L0S ANTISUEROS PARA TAS ENTERO-
TOXINAS B Y C.

Fl antiguero para la enterotoxina B fué preparado
utilizando 6 conejos y para la enterotoxina C, 4 cone-
jos de Nueva Zelandia, con un promedio de peso de 3.5
Kg. inyectando una serie de dosis de toxoides de cada
una de las toxinas.

Preparacidn de los Toxoides para las Enterotoxi-
nas B y C

A 60 pgr. de la enterotoxina correspondiente, se
‘le afiadidé 1 ml. de amortiguador de fosfato salino 0.01
I, pH 7.4 con 0.2% de formaldehido. Se incubd por 24
horas a 370C y después de dializdé el toxoide contra -
PBS 0.01 M, pf 7.4 por 24 horas. Después se afiadié 1
ml. de hidrdéxido de aluminio al 2% (52).

Escauena de Inpunizacidn para la BEnterotoxina B

El esguema de inmunigzacién cue se siguid fué el
sugerido por Salinas Carmona (46), el cual se presenta
en la itabla 1.
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TABIA 1

Esquema de Inmunizacidn para la Enterotoxina B

Secuencia
de inyec-| Dosis de vi{a de inocula- Sitio de
ciones de| toxoide cidén por inyecw inoculacion
toxoide cion
Primera 60 ug. con Intradérmica Dorso del
semana adyuante com- |en sitios cone jo
pleto de miltiples
Freund
Tercera 24 nmg. con Intradérmica Dorso del
semana adyuvante in- |en sitios cone jo
completo de multiples
Freund
Cuarta 36 microgra- | Intraperito- Peritoneo
semana mos neal
Quinta 36 microgra- | Intramuscular Muslo
semana MOE
Sexta 15 microgra- Intraperito- Peritoneo
semana mos neal
Séptina 15 miecrogra- | Intraperito- Peritoneo
semana mos neal
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Escuema de Inmunizacidn para la Interotoxina C

Se siguid un esquema muy parecido al anterior, aun
cue cambiando algunas de las concentraciones de antige-

no, como purde verge en la tabla 2.

TABLA 2
Secuencia
de inyec-— Dosis de Via de inoculad Sitio de
ciones de toxoide ¢idén por inyec— 1inoculaclon
toxoide cién
1

Primera 12 pg. con Intradérmica Dorso del
semana, adyuvante com-| en sitios conejo

pleto de multiples

Freund
Tercera 15 ug. con Intradérnica Dorso del
serana adyuvante in- }en sitios cone jo

completio de miltiples

Freund
Cuarta 15 miecrocgra- Intraperito- Peritoneo
cemana n0s nee L

{
ininia 1% zigregye- | Intrarsprito- Peritoneo
iS'nana mes neal
1 {
SR T— S S e
|
Sexta i5 mieregrgs Imvranerito- Peritoneo
lacrana o TEEl
§
]
1

i
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Para la obtencidn de los antisueros, del toxoide B,
los animales fueron sangrados de 1a vena marginal de la
oreja obteniendo 20 ml de sangre a la sexta y séptima
semana de inmunizacidn y 35 ml.de sangre en la octava

semana.

Para la obtencidn del antisuero del toxoide C, los
cone jos fueron sangrades de la vena marginal de la oreja
‘obteniendo 20 ml. de sangre, pero a la guinta y sexta se
manas de la inmunizacién y 35 ml. de sangre a la séptima
semana.

IV, ENSAYO IMNMUNOENZIMATICO (ELISA).

Obtencidn de la fraccidn gamma globulina de los

sueros de conejos

Se siguié la técnica descrita por Voller y Bart-

lett{ 58] .

B De la mezcla de suercs cobtenida de los conejos in-
munizados, se tomé 1 ml. y se mezcld con 1 ml. de amor-
tiguador de fosfatos en solucidén salina (PBS) a pH de
7.4 y se adicionaron 2 ml. de sulfato de sodio al 3£€%.
Se agité suavemente por 30 minutos a temperatura ambien
te. Se centrifugd la muestra a 3, 000 x g por 10 minu~
tos en una centrifuga Servall SS-34 y se descartd el so
brenadante. El precipitado se lavé dos veces con sulfa-
to de sodio al 18%. El1 precipitado se disgolvié en 0.8
ml. de PBS y se afiadidé una cantidad igual de sulfato de
sodio al 24%,., Se centrifugé a 3, 000 x g por 10 minutos
y se lavé el precipitado con sulfato de seodio al 12%.
El precipitado se redisolvid en 1.0 nl, de PBS y fué
transferido a bolsas de didlisis, Se dializd contra PBS
a 4oC por 48 horas.
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Se determindé la concentracién de proteinas por el
método de Biuret.

Preparacidn del Conjusado anticuerpo especifico-en

zima

El conjugade fué preparado con fosfatasa alcalina
(tipo V1I-S, 5 000 U, Sigma) de intestino de bovino. A
5 mg. de esta enzima, se agregaron 2 mg. de inmunoglobu
linas en 1,0 ml., de PBS, pH 7.4, se mezclé a temperatura
ambiente y se dializd exhaustivamente a 4°C, con varios
cambios de PBS durante 48 horas. Se agregé glutaralde-
hido al 25% (grado II, Sigma) para dar una concentracidn
final de 0.2%; se mezcld e incubd por 2 horas a tempera
tura ambiente y se dializd a 14°C con varios cambios de
PBS.

El saco de dialisis se transfirid a una solucidn
amortiguada con Tris (hidroximetil aminometano) a pH
8.0. Se continué dializando exhaustivamente a 4°C por
48 horas con algunos cambios del amortiguador. El conju
gado fué diluido a 4.0 ml. con amortiguador Tris conte
niendo 1% de albumina de suero bovino y 0.2% de azida
de sodio y se conservé en la oscuridad a 4°C.

Determinacidn de la actividad del conjugado

Se utilizaron placas para microhemaglutiracion en
U y placas de Immunol I e Immunocl II de los laborato-
rios Dynatech.

La inmunoglobulina fué diluida a 500 ng/ml. en a-
mortiguador de carbonato-bicarbonato pH 9.0. Los pozos
fueron cubiertos con 200 ul. de anticuerpo (conteniendo
cada pozo 100 ng/0.2 ml.,). Las placas fueron cubiertas
con hojas inmunoadherentes parafilm, colocadas en céma-
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ra hGmeda e incubadas toda la noche a 4#°C (55). Después
de esta incubacidén las placas fueron lavadas con FBS
Tween 20 durante 3 minutos por 3 veces.

La enterotoxina correspondiente (antigeno) fué di-
luida a 1000 ng/ml. con PBS pH 7.4 y adicionada a cada
pozo a probar, Se incubd en cdmara himeda, después de
lo cual se lavd con PRS-Tween 20, 3 veces por 3 minutos.

Se agregd 200 ml., del conjugado correspondiente di
luido en PBS-Tween y se incubd en cdmara himeda por 3
horas a 4°C, Se lavaron los pozos con FPBS-Tween 3 veces

por 3 minutos.

El susirato que se utilizé fue el p-nitrofenil fos
fato (sigma 104-105). 5 mg. se disolvieron en 5 ml, de
amortiguador dietanolamina al 10%, agregando 200 ul. a
cada pozo. E1 color desarrcllado fué observado visual-
mente y a los 30 minutos se detuvo la reaccidn agregan
do 50 mpl. de hidrdxido de sodio 3 ¥ (55). Al final de
este tiempo se hicieron las lecturas en un lector licro
ELISA (Standard Lod. 530, Dynatech) a una longitud de
onda de 405 nm y se anotaron los resultados.

En cada uno de los ensayos las muestras se trabaja
ron por duplicado y se llevaron 3 testigos: testigo del
anticuerpo, testigo del antigeno y testigo del conjuga-
do. Agua destilada fué utilizada como "blanco" para ajus

tar a cera el espectrofotdmetro.

Calibracidn de reactivos

Lz técnica fué montada en la forma anteriocrmente
descrita pero varliando los distintos reactivos y tiem-
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pos en forma independiente, una variable cada vez, tal

como Sigues

a) Se probaron concentraciones de antisueros para ente-
rotoxinas B y C de 100, 200, 300, 400, 500 y 1000
ng/ml. en forma independiente.

b) Concentracidén de antigeno: 200 ng/0.2 mi,

c) Tiempos de incubacién para los antigenos B y C de 1,
2, 3, 4, 5y 6 horas.

d) Temperaturas de incubacién: 4°, 25° y 37°C.

e) Los dos conjugados (anti-B y anti-C) fueron probados
a diluciones de 115, 1:10, 1:20, 1:40, 1:50, 1:60,
1180 y 1:100.

f) Se ensayaron tres tipos diferentes de soportes de fa
se sdlida: placas de hamaglutinacién U, Immunol I e
Immunol II (Dynatech 011-010-€301 y 011-010-6302),

V. DETECCION DE E.TEROTOXINAS B Y C EN LECHES ARTI-
FICIALLERNTE CONTANINADAS:

A tubcs conteniendo 5 ml. de leche cada uno, fueron
contaminados en la sigulente forma: para la enterotoxi-
na B,0.1€, 0.32, 0.96 y 1.6 pg/ml. y para la enterotoxi
na C, 0.12, 0,24, 0.72 y 1.2 pe/ml.

Para la extracclién de estas enterotoxinas se utili
zaron dos métodos. El primer método fué el de Silverman
(50) modificado por nosoiros; en el cual a 5.0 ml. de
leche contaminada se agregaron 5.0 ml. Ge agua destila-
da y se honogenizaron en un mezclador “Vortex". El homo
genizado se diluydé con 10.0 m1. de PES C.02 {7, pH €.4 ¥
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se calentd a 50°C por 15 minutos. Se dejdé enfriar a
temperatura ambiente por 45 minutos y se centrifugd a
15, 900 x g durante 20 minutos.

La porcidn del liquido claro entre el sedimento y
la capa superior fué removida con una pipeta Pasteur.
Al precipitado se le volvid a repetir la extraccidn
dos veces mas y los sobrenadantes se mezclaron; estos
ge Tiltraron a través de papel filtro (Whatman No, 1)
y se concentré por calentamiento a 50°C hasta 1 ml.

El segundo método de extraccidn que se utilizd
fué el de Reiser (40) modificado por Terplan (52). Una
cantidad de 5 ml. de leche contaminada se mezcld con
5.0 ml. de agua destilada y se homogenizaron en un mez
clador. E1l pH se ajustd a 4.5 con dcido clorhidrico
2 N, y se centrifugé a 12, 100 x g por 20 minutos.

El sobrenadante fué ajustado a un pH de 7.5 con
hidrdxido de sodio 2 N, después se afnadié cloroformo al
10%, se agité por 5 minutos y se centrifugé a 12, 100
k g por 20 minutos. El sobrenadante fué reajustado a
pH 4.5, se centrifugé y se neutralizé el pH a 7.0. Se
afiadid Tween 20 al extracto para dar una concentracidn
final de 0.25%.

Para arbos métodos de extraccidn previamente des-
critos, se utilizaron, las mismas concentraciones de en
terotoxina B y C.

A estos extractos se les determind la concentracidn
de enterotoxina, siguiendo la téenica lilero ELISA, pre-
viamente descrita. Al mismo tiempo, a cada uno de los
extractos obtenidos, se les sometid a la técnica de in-
munodifusidn en portaobjetos para detectar estas entero
toxinas.



RESULTADOS
I. OBTENCION DE LAS ENTEROTOXINAS B Y C DE S. aureus

Para la obtencién de la enterotoxina B llevada a ca
bo por el método de Casman y Bennett se montaron 25 bote
llas y se obtuvieron 50 ml. de extracto crudo de la ente
rotoxina.

Para la obtencidén de la enterotoxina C se montaron
30 botellas ¥y se lograron 55 ml, del extracto crudo de
la enterotoxina.

Fn la purificacién parcial de la enterotoxina B se
siguié el procedimiento descrito por Schantz, en el cual
se utilizé 200 ml. del eluyente, correspondiendo a 40
fraceiones de 5 ml, cada wna.

Para la purificacién parcial de la enterotoxina C
se siguidé el procedimiento de Borja y Bergdoll y se uti
ligd 200 ml. de cada eluyente y se recolectaron 160
fracciones de 5 ml. cada una.

II. DEMOSTRACION DE 1A PRESENCIA DE LAS ENTEROTOXI-
NAS B Y C POR TECNICAS ESPECTROFOTONETRICAS, INMUNOLOGI-
CAS Y DE ACTIVIDAD BIOLOGICA.

Las fracciones obtenidas de la purificacién parcial
de la enterotoxina B fueron leidas en el espectrofotdme~
tro a una longitud de onda de 277 mm. Ver gréfica 1.

las fracciones obtenidas de la purificacidén parcial
de la enterotoxina C no pudieron ser leidas espectrofoto
métricamente debido a la turbidez existente en la mayo-
ria de ellas.
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De aguellas fracciones de la purificacién en la en
terotoxina B donde se observaron picos en las lecturas
del espectrofotdmetro a 277 nm. se practicaron pruebas
de inmunodifusidn en gel sobre portaobjetos, utilizando
en el pozo del centro anticuerpo testigo Klle) ¥y a su
alrededor las muestras. Para aguellos pozos en que se
observaron bandas de precipitacidén (comprendiendo del
tubo #7 al tubo #21) se procedidé a diluir el antigeno
contenido en las fracciones, para determinar asi la mé-
xima dilucién del antigeno en la que ain se observaron
bandas de precipitado, la cual correspondidé a wna dilu-
¢idén de 1l:32.

Con respecto a la enterotoxina € a cada una de las
fracciones se les practicd pruebas de inmunodifusidén en
gel, 1llenando el pozo del centro con anticuerpc testigo
(1:6) y a su alrededor las muestras de las fracciones
eluidas. Para los pozos en gue se Observaron bandas de
precipitacién (con el primer eluyente tubos #5 al #21 y
con el tercer eluyente tubos #14 al #21) se diluydé la en
terotoxina presente en las fracciones y la méxima dilu-
cidn del antigeno en la que ain se observaron béndas de
precipitado fué 1116; sin embargo, en muy pocas-fraccig
nes hubo precipitado a dilucidn 1:132.

Los gatitos utilizados en la prueba de Dolman y que
se les inoculd las enterotoxinas B y C por via intraperi
toneal, presentaron salivacién y vémito dentro de los
primeros 20 minutos. Se observaron otros accesos de voémi
tos a tiempos mas prolengados, E1l gatito testigo no pre-
sentdé los sintomas mencionados.

Se hizo lza determinacién de proteina para las ente-
rotoxinas B y C por el métodoe de Lowry. Los resultados
obtenidos fueron: 24 microgramos por ml. para la entero-
toxXina B y 12 microgramos por ml. para la enterotoxina C.
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III. OBTENCION DE ILOS ANTISUEROS PARA LAS ENTEROTO-
XINAS B Y C.

De cada uno de los conejos inmunizados con el toxol
de B siguiendo los esguemas de inmunizacién y sangrado se
flalados en el capitulo de material y métodos (tabla 1) se
recolectaron 75 ml. de sangre en total.

Como se observé en los esquemas de inmunizacidn y
sangrado, se intercalaron la inmunizacidén y los sangra-
dos. Después de cada inoculacidén y sangrado con el toxol
de B se obtuvo una pequeha cantidad de sangre para hacer
pruebas de inmunodifusidn en portacbjetos y segulr la reg
puesta inmune del animal ante el toxoide. Para las prue-
bas de inmunodifusidn se vtilizd el antigeno testigo de
referencia (10 microgramos/ml.) y el preparado en este
estudio. Los resultados se muestran en la tabla 3.

Para la inmunizacidn con el toxoide C se utilizé un
esauema de inmunizacién y sangrado muy parecido al ante-
rior. También se hicleron pruebas de inmunodifusidén en -
portacbjetos (después de cada inmunizacién y sangradoe),
utilizando el antigeno testigo de referencia ( 4 microgra
mos/ml.) y el obtenido en este estudio. Se obtuvieron los
resultados que se presentan en la tabla 4.

Todos los conejos resultaron buenos respondedores a
los toxoides B y C.

Después de obtener las inmunoglobulinas de los sue-
ros inmunes, se determiné la concentracidén de proteinas.
Se utilizé la técnica de Biuret para proteinas teotales,
obteniéndose 1 gr/100 ml. para el antisuero B y 0.6 gr/
100 ml. para el antisuero C. Para tener la seguridad de
tener so0lo inmunoglobulinas se llevd a cabo un ensayo por
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electroforesis en acetato de celulosa para cada antisuero,
observandose solo un pico en cada uno, correspondiendo és
te a la fraccién gamma globulina por su desplazamiento en
el campo.

IV, INMUNOENSAYO ENZIMATICO (ELISA)

Una vez que estuvieron preparados todos los reacti-
vos para desarrollar la técnica ELISA se procedid a rea-
lizar el inmunoensayo enzimdtico con grandes cantidades
de cada uno de los reactivos y tiempos de incubacidn pro-
longados, con el objeto de ver el funcionamiento de los
reactivos preparados en este estudio. E1l resultado obte-
nido con exceso de reactivos fué muy satisfactorio, desa
rrollandose las reacciones antigeno-anticuerpo en forma
completa y la reaccidén enzimidtica en forma correcta.

Era necesario entonces hacer estudios cuantitativos
con los diferentes reactantes. Después de que se ensaya-
ron diferentes concentraciones de cada uno de ellos los
resultados obtenidog permiten llegar a las siguientes con

clusiones:

a) La concentracidén dptima de antisueros para las entero-
toxinas B y C, fué de 100ng/0.2 ml.

b} Para ambos inmunoensayos enzimaticos la temperatura de
incubacidn que did mejores resultados fué la de 4°C.

c) Los tiempos 6ptimos de incubacién para el antigeno fue
rons para la enterotoxina B de 4 horas y para la ente-
rotoxina C de 2 horas.

d) La dilucidén éptima de los conjugados (anti-anterotoxi
nas B y C) para fines cuantitativos fué 1120.
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e) El soporte de fase sdélida que didé mejores resultados
para ambos ensayos fué con las tiras Immunol II.

Una vez implementada y calibrada la técnica de ELISA
con los datos ya mencionados, se procedid a probar la sen
sibilidad del ensayo, para 1lo cual se prepard una solu-
cién de 1,000 ng/0.2 ml. tanto para la enterotoxina B co-
mo para la enterotoxina C., A partir de estas soluciones,
se siguid diluyendo a la mitad para que quedaran 500, 250,
125, 62.5, 31.2, 15.6, 7.8, 3.9, 2.0 y 1.0 ng/0.2 ml.

Se siguid la técnica ya descrita en la seccidén de Na
terial y Métodos. Se tomaron las lecturas en el espectro-
fotémetro micro-ELISA y de esta manera quedaron prepara-
das las curvag de calibracidn,

Este ensayo implementado en las condiciones experi-
mentales ya descritas fué capaz de detectar 5 ng/ml. de
enterotoxinas B y C. -

V. DETECCION DE ENTEROTOXINAS B Y C EN LECHES ARTI-
FICTALMENTE CONTAMINADAS. N

Se hizo un estudio doble ciego en donde se contamina
ron leches con ambas enterotoxinas B y C independientemen
te.

Se compararon los dos métodos de extraccidn ya des-
eritos. El método de Silverman resultd ser el método gue
extrajo mis enterotoxina y fué la técnica seguida con al-
guna modificacidén hecha por nosotros. )

Para la deteccién de la enterotoxina B de las leches

el ensayo guedé implementado de la siguiente maneras
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a) Antisuero para enterotoxina B, 100 ng/0.2 ml,

b) Extractec de la leche artificialmente contaminada con-
teniendo presumiblemente la enterotoxina B.

¢c) Tiempo de incubacidén para la primera reaccién antige-
no-anticuerpo: 4 horas a 4°C.

d) Antisuero para la enterotoxina B conjugado con la fos
fataga alcalina, diluideo 1:20,

Los resultados obtenides con varias muestras de le-
che contaminadas se expresan en la tabla 5.

Para la deteccidn de la enterotoxina C en las leches
contaminadas el ensayo queddé implementado como sigues

a) Antisuero para la enterotoxina C, 100 ng/0.2 ml.

b) Extracto de leche artificialmente contaminada conte-
niendo presumiblemente la enterotoxina C.

c) Tiempo de incubacidén para la primera reaccidén antige-
no-anticuerpos 2 horas a 4°C.

d) Antisuwero para la enterotoxina C conjugado a la fosfa
tasa alcalina, diluvido 1:20.

Los resultados cbtenidos con varias muestras de le-
che contaminadas se muestran en la tabla 6.

A logs extractos en los gue se cuantificd las entero
toxinas por ELISA, se les determiné también la presencia
de las enterotoxinas por técnica de inmunodifusidén en
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portaobjetos para comparar la sensibilidad de ambas prug
bas. En todas las muestras ensayadas los resultados fue-
ron negativos independientemente de los resultados por
las pruebas de ELISA, lo que permite concluir que el en-
sayo inmunoenzimédtico es mucho més sensible que el de in
munodifusidén, como era de esperarse.
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TABLA 3

TITULACION DE ANTICUERPOS PARA EL TOXOIDE DE LA

ENTEROTOXINA B EN SUERQOS DE CONEJOS INMUNIZADOS.

Semanas de los esgue-
mas de inmunizacidn y

Titulo de anticuerpos.
S

sangrado. (Inmunodifusio
Tercera semana 1:8
Cuarta semana 1:32
Quinta semana 1: 64
Sexta semana ls64
Séptima semana 1:64
Cctava semana 1: 64

TABLA &4
TITULACION DE ANTICUERPOS PARA EL TOXOIDE DE IA .

ENTEROTOXINA C EN SUEROS DE CONEJOS INMUNMNIZADOS.

Semanas de los escue-
mas de inmunizacidn y

Titulo de anticuerpos.
%

sangrado. (Inmunodifusié
Tercera -semana 14
Cuarta gemana 1:8
Quinta semana 1:16
Sexta semana 1:16
Séptima semana 1216
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TABIA 5
DETERMINACION DE ENTEROTOXINA B POR LA TECNICA DE ELISA

EN LECHES ARTIFICIALNMENTE CONTANINADAS. EFICIENCIA DE -

10S METODOS DE EXTRACCION.

Concentracion |[Extraccidn de  |Extraccidn de
Nimero de|de enterotoxi |antigeno. Méto- |antigeno. Néto-
muestra. |na agregada |do de Silver- do modificado
a la leche, man. por nosotros.
1 0.160 pg/ml. | 0,018 pg/ml. 0.080 mg/ml,
2 0.320 mg/ml. | 0.125 mg/ml. 0.300 mg/ml.
3 0.960 mg/ml. | 0.320 ug/ml. 0.520 ug/ml.
4 1.600 mg/ml. | 0.550 jug/ml. 0.800 ug/ml.

TABLA 6
-DETERMINACION DE ENTEROTOXINA C POR LA TECNICA DE ELISA
EN LECHES ARTIFICIALMENTE CONTAMINADAS. EFICIENCIA DE -

LOS METODOS DE EXTRACCION.

Concentracién | Extraccién de [Extraccién de |

Nimero de|de enterotoxi-| antigeno. Méto|antigeno. Méto-
muestra. |na agregada do de Silver- |do modificado
a la leche. man., por nosotros.
1 0.120 pg/ml. | 0.035 ug/ml. 0.080 ug/ml.
2 0.240 pg/ml. | 0.060 ug/mi. 0.115 ug/ml.
3 0.720 pg/ml. | 0.155 pg/ml. 0.325 pg/ml.
4 1.200-pg/ml. | 0.505 ug/ml. 0.585 ug/ml.

X




DISCUSION

Es interesante sefialar que la obtencidén de ambas en
terotoxinas fué muy efectiva por el método escogido; sin
embargo se obtuvo mayor concentracidén de la B que de la
C, a pesar de que el nimero de unidades de cultivo montz
das fué mayor para esta Gltima, lo que demuestra gque un
procedimiento dado, no es necesariamente efectivo para -
el aislamiento de toxinas de la misma bacteria con efec-
tos fisioldgicos y toxicoldgicos semejantes.

En la purificacidén de la enterotoxina C, las frac--
ciones eluidas no pudieron ser leidas espectrofotométri-
camente por haber turbidez en la mayoria de ellas. Esto
lievé a la necesidad de demostrar la enterotoxina C por
otros métodos y se eligid a la inmunodifusidén en gel so-
bre portaobjetos, demostrando asi la presencia de la en-
terotoxina en las fracciones eluidas. Este mismo método
se siguid para la enterotoxina B, para comparar los resul
tados espectrofotométricos con los de precipitacidn.

A La demostracién de la actividad téxico-bioldgica -
de estas enterotoxinas se hizo por la prueba de Dolman
en gatitos, en donde uno de ellos fué el testigo y los -
otros dos fueron inoculados con las enterotoxinas respec
tivas, observindose en ambos una respuésta de vémito - -
aproximadamente en 20 minutos. El gatito inoculado con -
la enterotoxina B, repitid los accesos de vémito hasta -
2 horas después de la inoculacidn; mientras que el ino--
culado con la enterotoxina C, presentd manifestaciones
de vémito hasta 6 horas después de la inoculacién. Ambos
gatitos fueron buenos respondedores a la accidn de las
enterotoxinas ensayadas. El gatito testigo no presentd -
ninguna manifestacidn.
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Como se describié en el capitulo de resultados, se
obtuvo una concentracidén mayor de enterotoxina B cue pa
ra la enterotoxina C. Esto confirma lo apoyado por algu
nos autores, los cuales inidican gue se produce mayor -
cantidad de la enterotoxina B, que la cue se obtiene pa
ra la C; en las mismas condiciones {(41).

Es importante que el antisuero para la preparacidn
del conjugado sea de alta potencia. De los varlos escue
mas de inmunizacién elegibles, el sugerido por Salinas
Carmona (46) ofrecidé muy aceptables resultados que per-
mitid obtener un titulo elevado de anticuerpos, aungue
seria deseable obtener titulos mas altos, sobre todo pa
ra la enterotoxina C.

Como se indicé ya, durante la inmunizacidn con --
toxoide B se tomaron muestras de sangre de cada conejo
de la tercera a la octava semanas de inmunizacidn con -
el propdsito de determinar el titulo de anticuerpos. E1
incremento en el titulo, para la eniterotoxina B llegd a
1364 a la gudnta semana y ya no aumentd mds, por lo cual
la inmunizacidn se detuvo en la séptima semana.

Para la enterotoxina C las dosis de inmunizacidn -
fveron menores gue las utilizadas para E, porcue la can
tidad de toxina cruda fué menor. Se siguid un esguema -
igual al anterior, hasta la cuaria semana, variando la
via de inoculacidén en la cuinta semana, en la que se --
usé la via intraperitoneal. La razdn de hacer este cam-
bio fué de acuerdo a los pobres resultados obtenidos en
el titulo de anticuerpos para la enterotoxina B, ya que
se vid que el titulo no aumentd cuando el toxoide se in
yvectdé por via intramuscular.

los anticuerpos obtenidos después de la inmunizacidn

fueron satisfactorios en el contenido de inmunoglobuli--
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nas, siendo mayor para la enterotoxina B cue para la C.

Como el contenido de proteinas fué muy elevado en -
los antiswueros, se cuizo comprobar si realmente el incre
mento se debia a un aumento en la fraccidén globulinica,
para lo cual se llevd a cabo una electroforesis, la que
demostré que efectivamente el incremento correspondia -
exclusivamente a la fraccién gamma globulinica.

El inmuno ensayo enzimdtico ELISA, se realizd pro-
bando varios soportes. Los ensayos se giguieron como se
describe en material y métodos, encontrandose, gue el -
soporte mis adecuado fué el Immunol II para ambas ente-
rotoxinas. Esto se concluyd porcue utilizando los tres
soportes en las mismas condiciones de tiempo, incubacidn
y temperatura; la reaccidn fué mas intensa visualmente
en Immunol IT,

El conjugado preparado tanto para B, como para C,
fué bajo en su potencia de reactividad para sus respecti
vos antigenos, sin embargo, para la determinacidn visual
fué positivo hasta wma dilucién de 1:180. Estos resulta--
dos indican la necesidad de trabajar con un anticuerpo
mds purificado, ya due el obtenido por nosotros estaba
mezclado con el resto de las inmunoglobuliras, asi como
purificar el conjugado uvna vez que el anticuerpo se ha -
combinado con la enzima. La sensibilidad de ELISA depen-
de principalmente de la preparacion de estos conjugados
enzima-antigeno o enzima-anticuerpo cue deben poseer una
alta actividad enzimatica e inmunolégica. El acoplamien-
to de una enzima con ur anticuerpo ¢ antigeno involucra
el uso de un agente eslabtonante cue reacciona con los -
grupos funcionales presentes en la enzima y en el anti-
geno o anticuerpo.
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Un procedimiento de acoplamiento gue produjese casi
el 100% de conjugado, compuesto de una molécula de enzi-
ma ligada con una molécula de antigeno o anticuerpo y -
cue preservara toda actividad inicial enzimatica e inmu-
noldgica es dificil, ya que en estas reacciones de aco--
plamiento se producen siempre una mezcla heterogénea de
conjugado enzima-antigeno o anticuerpo, enzima-enzima y
anticuerpo-anticuerpo o antigeno-antigeno (2).

De los métodos de extraccidén utilizados, por las -
técnicas de Silverman y Terplan, el que mostrd mejores
resultados en nuestra experiencia fué el de Silverman; -
va que con el de Terplan se detectaron cantidades insig-
nificantes del antigeno para ambas enterotoxinas; mien--
tras que con el de Silverman se demostrd una mejor extrac
cidén de las enterotoxinas. Este método fué modificado -
por nosotros, lograndose determinar una mayor concentra-
¢idén de las enterotoxinas en los extractos de las mues--
tras de leche énsayadas.

En la cuantificacidén de la enterotoxina B por el mé
todo de extraccidn de Silverman se pudo observar gue las
cantidades detectadas correspondieron a un 30% de la - -
cantidad original para las muestras 2, 3 y 4, no asi pa-
ra la muestra 1 en la gue demostrd aproximadamente un
10%. Con el método de Silverman modificado por nosotros,
detectamos el 50% en los tubos 1 y 4, en el tubo 3 se de
mostrd el 54% y el caso del tubo 2 Tué de 94,

Para la enterotoxina C como puede verse las concen-
traciones trabajadas fueron nenores que para la entero--
toxina B. En este caso se detectd también menor cantidad
de la enterotoxina C por el método de Silverman y mayor

para el modificado por nosotros. Por el método de Silver
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man se detectd entre el 21 y 29% de la enterotoxina para
/iaS‘muestras 1, 2y 3y fuéd del 42% para la muestra 4,
liientras que por el modificado por nosotros se obtuvo en
tre el 45 y 49% para las muestras 2, 3 y 4 y el 66% para
el caso de la muestra 1.

Todas estas variaclones que se presentaron son debi
das a errores técnicos Factibles porque las cantidades -
con que se trabajaron las enterotoxinas fueron muy pegue
fias. Aun asi, seria deseable buscar modificaciones téeni
cas que permitieran una recuperacidén cuantitativa més al
ta ¥y uniforme de las enterotoxinas.,

A los extractos de leche contaminades a los que se
determiné las enterotoxinas B y C por el inmunoensayo --
enzimatico ELISA también se les determind por la técnica
de inmunodifusidn en portaobjetos, resultando todas es--
tas pruebas negativas, por lo cual podemog concluir que
ELISA es mucho més sensible que las pruebas de inmunodi-
fusidn, pues usando esta téenica no pudimos detectar las
toxinas en tan pecuefias concentraciones, mientras que --
por ELISA si se pudieron cuantificar,

Conviene mencionar cuve siendo nuestros resul tados -
satisfactorios usando esta tecnologia, queda aiberta la
posibilidad de su utilizacidn para la blsqueda sistemati
ca de las enterotoxinas B y C de S. aureus en productos
licteos, con el propdsito de determinar la presencia de
estas toxinas en un alimento tan importante para el ser
humano como es la leche, el cual se consume desde la in
fancia hasta la vejez. Su consumo en grandes volUmenes
por la poblacidén, sus problemas de produccidn, almacena-
nriento y manejo, la hacen un fuerte e importante produc~
to alimenticio cue es candidato a contaminarse con resul
tados desastrosos para la salud publica. Esta tecnologia
permite estudios mucho mds amplios tanto en lo epidemio-
légico como un instrumento de control de calidad.



RESUMEN

Se utiligaron las cepas 243 y 361 del Staphylococcus
avreus para la obtencidn de las enterotoxinas B y C res--

pectivamente, siguiendo el método de Casman y Bennett de
cultivos en sacos de celofan.

La purificacién parcial de las enterotoxinas se 1lle-
v6 a cabo en columnas de cromatografia con Amberlite CG-
50 para la enterotoxina B y con Carbox1met11—celulosa pa-
ra la enterotoxina C,.

Pruecbas espectrofotométricas, inmunolégicas y de ac-
tividad téxico-bioldgica fueron realizadas para la demos-
tracidn de las enterotoxinas; las cuales fueron lecturas
en el espectrofotdémetro de UV a una longitud de onda de -
277 nm, inmunodifusiones en gel sobre portacbjetos y la -
prueba de Dolman en gatitos.

Se inmunizaron conejos para la obtencion de antisue-
ros para las enterotoxinas B y C, obteniéndose asi los an
ticuerpos necesarios para preparar el conjugado con fosfa
tasa alcalina y para montar la técnica del doble “sandwich"-
de anticuerpo.

Se estandarizé la téenica inmunoenzimitica cualita--
tiva y cuantitativamente. Se contaminaron artificialmente
leches y las enterotoxinas fueron determinadas del extrag
to demostridndose su presencia al nivel de nanogramos.

Esta técnica inmunoenzimédtica ELISA implementada por
nosotros con lags condiciones operativas de nuestro medio
cientifico-técnico, resultd de fécil manejo, corto tiempo
de elaboracidén, bajo costo y con una gran sensibilidad --
diagndstica.
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