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StapkuLonóp.cnÁ aiiAtm viitt en tbtAztka. asociación ton tt kanb*jtf 

cototúzando ¿a ¿aAiyigz y pizt f lSJ , Bita Ktlaclón feaáiped paxójJJte ti 
Kttativamzntz zitabíz y áoto ¿e ve Afectada cuando hay ana attexoutió* e* 
toÁ rntcMiUmoi horneo* tó¿ ¿CAÍ dtt fio¿Aptd, ta aiat favcAzct c Stavhatocc-
c-cua auAZLLi paxa caixbaA tn^ztmedad, 

VuAtuUe. ¿a dt¿awu>tto zn medio* de. cuttivo ap*opiMoAt Sta.phuic-
£Li¿ aivim* puede product*. una vuttttad de pfiodncto* txtxacttutaie* — 

tntxi to¿ cn/ite* titán ta* znteJiotoxinai (12,23) . U ingestión dz tita*-
¿ubt tanciai poa zt kombiz At*atta zn una wvUzdzd dz ¿intomn, zntxt toi 
cu al ¿i ion comunz* zt vómito, ti t*pa*mo y ta diasüijza{6) to* Cfuz pueden 
apaA.zc.zA dz 1 Mi a 5 hona* dtipué* dz ingexiK un atimento centenjjtndo -
ta Z.UZAO toxina (13,7) 

Po\ ta nitiiAatzza ki&tó*.iza y cuttüAat de nue¿.üta ¿o¿¿edad mexi-
cana, to* atónzntoi dzl pazbto *on pfLtpaAado* iin ninguna o cen t*ca*a¿-
*.zgta* dz kigiznz, *on también mat comcivado* y *u manejo at nivet del-
eon^umidoA e* todavta rrÁ* incierto, to $ue lacitita ¿u canta«¿nación con 
d¿vzA*a* bacteria*, zntAe ttta* auneu* P pudizndo pKodixcxX (¿Lcibnznte-
znteAo toxina zn uta* condielont*. lito da ¿agax a b*ctz* efe ca*o* de ~ 
intoxicación at&nzntajUa que. en oca*¿one* adqaieAen p?iopo\c¿onti cata*--
itálica*. Aún cuando e* KaKo qal una intoxicación aJUjntntaxia «¿Xa^ctocó 
cica *za cama dz rrazxtz, Cita puede pwduciA. an atto india de. incapajtU 
dad zn ta* pzMona* afectadas y pOididai económica* coruideAabtz*. 

Un ¿oto micAogxano dz enteco toxina producida pok ato* micnooKQa 
ni*mo* ti capaz dz ptodiLCÜi itntoma* zn tt komb^z (73) . En&U to* atúnzn * 
tob en que puede dtiawiotlaAiz ¿ácitmzntz tt ZhiafaJtococo titán: ttcht y 
iu¿ dzsUvado¿, hutvo, caswt, pwdu&toi dt ta caAnt y vtgztatt* Í5) . Se-
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conocen haòta la facha cinco lepas ¿erolégico* digerente* de entero lo X¿MÁ 

que *e han designado corno A,S,CfP y E. Hay do* tipo* de. entexotoxinai - -
y C^ (73), Idi entenotoxinai *on itlativaunente xeAi&tentei al autor -

y pueden t&taK paziente* en el almento aún de¿pu¿* di que lo* n 
ncómo4 que la produjeron hayan ¿¿do deAtmUdo* por calor (13). 

En nueitro paci, ne hay dalos de ¿secuencia da intoxicacio-
ne¿ alimentarla* de ¿¿po ei-ìa{¡ilo cóclcc y nicho jneno4 de¿ rjttpon-
*abte. En otro* palia, e*tudio* al respecto *tñalan a la. enterotoxinaSK'-
como la má¿ frecuentemente afilada, de alimento* involucrado* e* b*j?te* de-

aumentarla [2,3,4,9,11,16]Pox, tal /tazón decidimo* primera - -
al* lar la entero toxtna e*ta^llocáclca ¿erotipo 'À' a partir de u*a cepa --
paflón productora de iòta enterotoxlna, luego preparar *u anti*uero en ani 
malti de laboratorio e implementar una técnica pana la detección de. {¿la -
enterotoxina en ex.tAacto* de alimento* 4o-4pei.ko.404 de contenerla.* 

La técnica a implementar debla *er i-ùnple u ademán *en*-cblet 

de tal ¿orma que no ¿aera necesario conczntAjxr ti extracto del alimento pa 
Ka poder demo*trar la prebenda. de la toxina. Pon tal motivo ¿e de* carta— 
ron técnica* corno inmuno ̂ tuore* cencio., precipitación tn gel de. Ouchtertony 
y ta técnica de di$u*i6n limpie de Oudin (18] y ¿e decidió la técneca utmu 
noenz+mática ELISA [Enzime-llnked InmunoSorbent A**ay)-por tai ventaja* y-
*emibitidad demcA&iada en otro* *l*tema* {8,10ftl\ e Bita e* una técnica. --
relati\ mentí meciente que 4e pretta. pana investiga*, tanto antigene- come « 
antiax Kpo; utiliza al iguat que et radiolnmunoeniayc un marcador 124) ex-
cepto íue éite en ELISA e* ana enzima en luga*, de radio isotopo*, 
Primea el antigeno [pegado dilectamente al *oporte 6 indirectamexte pega-
do a t>ivé* de 4a anticuerpo) *e hace *UAc.cXomiÀ con un conjugado de anti-
cuerpo enzima. Ve*pué* el * i* tema e* incubado con *u*trato paia la enzima. 
La aposición del producto coloreado detemuna la prebenda de la e*z-üna(f 1). 
ELISA ruede ¿e* tan ¿ensible cono el correipondiente R1A[&,10,2t) dependitn 
do por *upue*to de la pureza de 4u¿ reactivo*. Ademán, ELÌSA tiene cierta* 



HATEKTAl V METODOS 

*OAJÍ ta paAte txpVLÙnzyvtat il atiLtzó StapkytococjULi auAcui cepa-
FKX-10Q, pA.o dueloAa de enteAotoxina òtto tipo 'A' [obtenida pOA TOAXJLBÍA -

di W.5. BeAgdott del Food KeieaAzk Imtttute, UniveAiity ci tfcúcoiu-ói - -
Ü.S.A. I . E ¿ta. cepa ¿aé mantenida pox. paiajei memuate4 en agaA in taitón -
di ceAebAo y corazón adicionada de ciiteXna y comiAvado in uiAigeAnción 
a 4'C, 

Obtención de ta entíAa toxina. 'A1, -

Et medio de cattivo pana ta obtención di ta enteAotoxina tamii — 
tié in 4% de PKF f f A o t e i n HydAotyiate VowdeA.J, un digerido pacxtáJUta de-
costino. pn.odu.cida poA ttead-Jobuon Int&inaZionat, iaptementando con - -
0.00005 I tiamina y 0.001 % niacina. Et pH ¿inai det medio di cattivo 
de 5.5 - 5.7 (15} . 

Et mitodo de cattivo utilizado ¿u¿ et de Calman y Bennett 13) , --
mediante et caot n puede obtenzA una enteAotoxina concentrada. Pana et -
deiaAAotto de eite método ie utitizanon tubo¿ de did¿li¿i de cetutaa í -
Sclenti&ii PAodacti Wo. P/6Í5-Z) de 25 on. de Congitad y $.? cw, de d¿i— 
metAo. Un extA&no det -tubo ie iettò con nudai m¿zntAaa et otxc eztAano --
¿u€ ¿¿tmemeníe unido at boAde de un tabo de vidrio de tC cm. di talgo ¥ -
un diémetAo intenno to iufaiclenteynente ajnptio pana peAmitlA ¿a entAada de 
una pipeta de t mí. 

lite -tubo ¿u¿ intAoducido paAciaLtm&ite en una botetta apAapiada -
conteniendo 90 mt. det medio de cattivo. Finalmente ie $ijó et tabo de — 
vidAio at cxietto de ta botetta can cJLgodón y iobtm ta boca tibAe det tabo 
di vidAio ie cotocó un tapón de atgodón (Ve* ¿iguAa Uo. J) . Una vez ajana 
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FIGURA. No. 1 UNIDAD DE CULTIVO 
(Método C asman-Bennet) 



da ta anidad fué esterilizada. en autoclave a. 111'C por fS •aixuto*. 

Pe tw cultivo di ÍS a 24 hrs., de S-tapfej/¿ococctu auxeui cepa FRI-
100 en aga* xnjué-c^n de ceAeitfw y corazón |88l) , ¿e preparé ana *u* pensión 
en ¿o/uc/tfn ¿a tó ia equivalente al tubo * 1 del nefelómetra de Mae, farland. 

La¿ botella* ^preparadas, ¿e inocularon con 0*1 ni, de la *uspen--
*ión bacteriana en el interior del taco de celi±to*<u Una vez inoculada* • 
*e Incubaron con agitación *uave por 72 hr*., a 37*C en po*ición kofuzon--
tal, de tal manera que el tubo de celulo*a ¿e ponga en contacto con el me-
dio de cultivo y este pueda penetrar al Interior del tubo donde yacen tas-
bacteria* [Ver figura No, 7a]. Se inoculó ádemás una de la* unidade* con -
¿o lució n * aliña estéril y *t incubó en la* mismas condicione* para *erxir-
de te*tlgo del procedimiento y para de*cubrir cualquier contaminación. 

La* bacteria* contenida* en el *aco de diálisis ,después del perlo 
do de incubación fueron *eparado* por centrifugación a 3000 i g. por te — 
min. [u*ando una centrifuga marca nSerwUl SS-34" ) y el sobrenadante, de* 
pul* de *er esterilizado por filtrajción [Seitz), *e tiofolizÓ y *e conser-
vó en refrigeración a 4'C. 

Determinación de la actividad biológica de la entero toxina cruda.' 

El filtrado conteniendo la enterotoxina crudat *e trató pa*a eli-
minar ta* alfa y beta toxina* (7), con el método *iguiente- el extracto --
crudo *e ajustó a un pH de 7 con ácido acético 10 I . Se mantuvo en baño -
de agua hirviendo por 3O m¿n., al final de lo* cuales apareció un precipi-
tado ( componentes preccpitables por calorI. Se *eparó por centrifugación' 
y *e trabajó con el *obrenadante diluido h 10 en *otuci6n *alina estéril. 
En éste *e determinó la actividad biológica para enterotoxina* por ta - -
prueba de Votman (7). Se utilizan para esta prueba 3 gatito* de ap^ovxna--
dómente 5 mese* de edad, A 2 de tilo* *e les administra por vía IntAape/u-
toneal 3 mi. del *obrenadaAte libre de alfa y beta toxinas y al tercero 



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



se le administra 3 mi del sobrenadante, por la misma vía de. la solución -
salina que, fuera Inoculada en la bolsa de celofán t incubada en las mis-
mas condiciones que la cepa FRI-I00 que ya se señaló fui usada como un -
testigo negativo. 

Demostración *in vitro' de la entero toxina cruda. -

Se determinó la presencia de la entero-toxina mediante una prueba 
de precipitación en tubo capilar. Una muestra del filtrado conteniendo -
la enterotoxina cruda se hizo reaccionar en tubo capilar con suero anti-
enteAo toxina 'A' Sin diltUÁ y diluida t:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, -
1:12$, 1:256, 1:512, 1: 1024 [antisuero de referencia Food Research. Instl 
tute, U. of Wisconsin], y además se enfrentó Suero sin diluir.¡.contra - -
enterotoxina sin diluir y diluida 1:2, 1:4, 1:8, 1: 16, 1:32, 1 :64, 1 : 12$, 
1:256, 1:512, 1:1024. 

Purificación parcial de la enterotoxina cruda. -

La enterotoxina cruda fui pasada a través de una columna de car-
boximetilcelulosa (I?). La columna fué montada de la siguiente forma: --
Se hidrató en agua destilada por 1 hora,2 gramos de carboximetilcelulosa 
(S-újma) • Se decantó el agua y fué suspendida la carboximetilcelulosa de-
nuevo en solución de Waf/^PO^ 0.01 M. El pH se ajustó a 6.0 con SlaüH y -
fué nuevamente ajustado después de 1 hora. 

Una vez tratada asi, la cArboximetilceluloSa fué empacada en una 
columna de 0,9 cm de diámetro y 13.5 cm de largo. La columna mantenida a 
40C. fué lavada con 15 mi. dt solución amortiguadora de fosfatos 0.01 M, 
pH 6.0 también a 4*C. 



La toxina. cAuda diluida 1:5 con agua datilada y a 4*C {a¿ pagada 
a tAavi* de. la columna a ana velocidad de 2 ml/wtin, Vt&puí* de tito, ta -
columna luí lavada con 5 mt. dt ic¿ación amoAtlguadoAA de ioi{ato* O.OQtih, 
diluida en ana iolwUón dt NaCÍ a pH 6,0 y 0.001 M, Enseguida ta toxina -
luí elulda, a XempeAa^u/in ambiente con 12 de amoAXcguruíoA de ¿¿¿¿ata* 
0.05 M pH 6,&f *eco¿ea£ando raxei^uiA de. 2.5 ni. det liquido dt elución ta 
da vez. LOÍ ¿Aacclone* ¿uenon analizada* eipeclAjy ¿oto metálicamente a 177 m 
en un apaAato CÁRL ZtlSS Modelo PW£ I I . 

P/tepa/mcífln det antiiueAo paAa EnteAotoxina EitalitocÓcica tipo 'A* 

El antigeno paAa ta pnepaAación del antiiueAo utilizado comiitió 
en 100 mitigAanoi de enteAotoxina Liofatizada, tai c»ale* luexon di&uettoi 
en 10 mi. de ioluciÓn amoAtiguadoAa de {oilato (P8S 0.01 M pH 7.4 | y lie 
vadoi a ebullición poA 2$ (71. Vt*pu£* de centAl {¡ug aA, paAa elinUnan 
lai at^a y beta toxinai, ¿e te agAegó al iobAenadante loAmaldekido paAa -
daA una concentración ¿inal de 0.2 % y ie dejo poA 14 koAai a 37*C, E*ta-
iolución lu€ diatizada conf ia P8S poi 14 hoAa*. A 4* te antigeno te llana-
dio¿ "toxoide". 

El antiiuen.o paAa la enteAotoxina cAuda luí pAepaxajdo en 6 cone-
joi de Wueva Zelanda de apAoxünadajnente 2 1/2 kg, de pe¿c, útil izando ta-
tícnica deicAita poA TeAptan (19). La cantidad de toxoide. {¡canalizado, ne 
ceiaAia paAa cada conejo luí diluido a 0.2 nt. con PBS y ie te OQAZQÓ O.t 
mi. de Al al 2 %, ta mezeta ie mantuvo en AzfrUgeAación a 4#C„po* 

una ho>ia, dtipaíi de ta cual *z emutiionó con 0.6 mi. de adyuvante incom-
pleto de fAtund y tita mzzcta ie inoculó a toi conejo*. 

Cada uno de toi 6 conejo* AeclbitAon poA vía intxaiwiculan 4 in— 
teAvatoi de $ dCai la* ilguitnte* do*i* de toxoide: 5,10,25,50,100,250,500, 
1000,1000,1000 ruicAogAomoi. 



Viez días después de la administración de la última, dosis st -
sangraron tos torn jos. It ¿nero sanguineo asi obtenido fué distribuido -
en alícuotas dt 1 ml. en ampolletas. Fueron liofilizadas y mantenidos 
4*G., para ¿u conservación. 

Inmunoensayo Bnziméitico. -

-Prtparación del Conjugado 

Se trabajó con ana mezcla de Suero sanguíneos obtenidos de los 
conejos inmunizados con la enteratoxina 'A' , asi como con antisuero pro 
porcionado por el Food Research institute University o( Wisconsin. Se — 
utilizó la metodologia descrita por Voiler, y col. (20), Un mi. del anti-
suero se diluyó a 2 ml, con PBS {buffer salina fosfato 0.01 WI. ptf 7 ,4 , -
se le agregó 2.0 ml. de Wa^SC^ al 56 %. Se mezcló a temperatura ajnbiente 
por 30 minutos y se centrifugó a 5000 x g por 10 min. Se decantó et so— 
brenadante y el precipitado fué lavado do¿> veces con Na^sö^ If t . Se di-
solvió el precipitado en 0.8 ml. de PBS y se le agregó 0.8 mi. de Na^SO^ 
al 24 % . Se centrifugó a 3000 x g por 10 min. Se lavó el precipitado —• 
ahora con Wâ SÔ  al 12 %. Se rejdisolvió el precipitado en 1.0 ml. de P8S 
y se transfirió a un saco de diálisis y fué diatizado prolongadamente. — 
contra PBS a 4'C. Una vez dializadas las dos suspensiones se determinó -
su concentración de proteínas totales espectro fotometricamente a 540 nr., 
mediante el método de Biuret I Î ). 

2 mg. de las suspensiones de inmmoglobulinas contenidas en 1 "ti* 
de PBS se mezclaron con $ mg de fosfatase alcalina [tipo VÎÎ Sigma) a -Um 
peratura ambiente. Se dializó prolongadamente contra PBS a 4'C, después -
de lo cual se le agregó glatOialdehido al 25 I para dar una concentración 
iinal de 0.02 %. Se mezcló y dejó por 1 Hr. a temperatura ambiente y se-
dializó primero contra PBS a una temperatura de U*C y después contra -
amortiguador TRIS ( Hydroximetil aminometano ) 0.05 tí a «na i£npeAaia*û 
de 4cC. 



Et conjugado [anticuerpo anido a ta tnzimal ¿ai diluido a 4.0 mi,' 
ton amoJitigaado* TRIS l pff I) contzjiitndo alburrlna di iueJio de bovino al — 
1 % y azlda de iodio al O.Ot t . Se almacznó a 4 *C en ta obicuridad, 

— Hícrotícnica EUSA: 

Se realizó el mítodo de doble anticuerpo de Volter para ta detec-
ción det anttgeno ("VeA figura Mo. 2) (20) . 

Se ptiepanaJion a partir de toi antiiueroi no maqueado* {et obtenido -
en nueitro laboratorio y el de referencia de tó-cicoru-út} una iolución patrón 
de 5,000 nanogfumoifrrJL, de proteína en iolución amortiguadora de canhona— 
to* pH 9.6 de cada uno de ello*. 0.2 mt. de esta iolución a diferente* di-
tuclc-xei, ie depoiitaron en I pozo* de una placa de hemagtutinaci6n de po-
tieiííreno en U [Vynatech Co.) ¿a cual utilizada como ¿úpenmele ivbuz 
ta cuAt ie adiorbió ta inminoglobutlna antienterotoxlna inicial (ven. é-egu-
Aa Uo. 3 ) . 

Se utilizaron 2 placa* diferente*, una poxa cauda a*tf¿&u&%o. Se -c«-
cubaAon 14 horai a 37'C en cámara húmeda. El contenido de toi pozoi — 
eliminado y ie lavaron con PSS-Tafeen (btt¿¿e4. ialina* $o*{ato <LOTM-0.0S$ -
iween 20, pH=7.4) poA 3 ruin, Et lavado ie repitió 3 veceA. 

Enterotoxlna ¿erotipo 'A* cruda obtenida en nueitro laboratorio y-
entero toxina cruda de Wiicoruin fueron utilizada* como antlgexoi. Se agre-
garon 0,2 mi. det anttgeno conteniendo 100 nanogramoi de ta enteA&toxina. 
Se incubaron a 37*C poA 4 hora* y ie lavaron 3 vece* con PBS Twee*. 

Se agregó 0.2 mi del conjugad? en cada pozo y *e dejé a 37*0 en — 
cámara húmeda per 4 hora*. Se lavó de nuevo 3 vece* con PBS Tween. 

Se agregó 0.2 m¿. de iotución de i a* Víate- [p-nltro ienil {>c*{,ato -
SXgma) a una eonc.e*vt>iae¿5n de 1 Veipué* de 30 mút, *e detuvo ta — 



. 2 . - SECUENCIA DIAGRAMAT1CA DE UNA REACCION INMJNOENZIMATICA 

PARA INVESTIGAR ANTIGENO ( doble ant icuerpo ) . 

AGREGAR ANTICUERPO 

AGREGAR ANTIGENO 

AGREGAR ANTICUERPO 
CONJUGADO CON LA 
ENZIMA 

AGREGAR SUSTRATO 

pvúie* onticiittpo ^ anUscno 
' tcgtuidc OAXicuttpo (conjugado coa ¡A wumI 

iübifAAÍO 

LAVAR 

LAVAR 

LAVAR 

• ' - & 1 0 
* * 0¡ * 

OBSERVAR DESARROLLO DE COLOR 
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FIGURA No.3 PLACA POLIESTIRENO 
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reacción por adición de 0.05 mt de WaOH 3 M. 
ftay hidrólisis del sustrato, empieza a aparecer una coloración 

amarilla, ésta es proporcional a la cantidad de anticuerpo marcado presente 
y éste a ¿a vez, es proporcional a la cantidad de antlgeno que fué fijado-
por el primer anticuerpo. 

la medición se efectuó visualmente. Se llevaron testigos de antl-
geno, anticuerpo conjugado con la enzima y el sustrato para la enzima. 

La determinación de la concentración mínima de reactantes que pu-
diese ser utilizada para que la técnica anterior operaba, fué realizada --
haciendo el mismo ensayo anterior pero variando la concentración de un re-
activo y manteniendo las otras constantes en la forma siguiente: 

a} Antlgeno en exceso, pero en cantidad constante (obtenido en núes tro-
lab oratorio ó de 0/isconsin}. 

6) Conjugado en exceso, pero en cantidad constante (que puede ser de — 
los dos tipos elaborados en nuestro laboratorio, pero uno de ellos -
con anticuerpo obtenido en nuestro laboratorio y el otro preparado -
con anticuerpo obtenido de Wisconsin. 

e) Cantidades variables de anticuerpo f100,200,300,400,500,1000 ng/ml)-
de antientero toxina es ta filo eÓ cica tipo 'A' , preparado en Wisconsin 
además de las mismas concentraciones del anticuerpo preparado en - -
nuestro laboratorio. 

El siguiente paso fué realizar el ensayo enzimático pero utilizan 
do: a) Anticuerpo en cantidad un poco mayor a la mínima necesaria para asi 

asegurar que habría reacción positiva. Se decidió utilizar 100 ng/-
0.2 mi. 

6) Antlgeno en exceso, pero en cantidades constantes [obtenido en nues_ 
tro laboratorio ó de Wisconsin) 

c) Cantidades variables de conyugado que aún diera positivo el ensayo. 

— Determinación de ta presencia de Enterotoxina en Alimentos: 
Se procedió a contaminar artificialmente leche, disolviendo 12 mg. 

de enterotoxina cruda obtenida en nuestro laboratorio en 10 mi. de leche -
y en otra muestra de 10 mi. de leche se disolvieron 12 mg. de Enterotoxina 



patrón de W-iiconiin. 
Se ¿levó a cabo el método de extracción de Relie*. ( Í 4 , J 9 ) . A ¡C 

ni. de leche ie agregó IO mi. de agua deitilada y ie homogenCzÓ. Se a/ti* 
tó el pH a 4.5 con HC1 1 tí.t y ie cent>U{ugÓ a (9,500 x gJ por 20 nütu-
toi. El iobrenadante ie llevó a un pH 7.5 con NaOH Í2W), ie agregó cloro 
{onmo al 10 i y ie agitó por 5 móu, g deipuéi de centrifugar el iobrena 
dante ie reajuitó a pH 4.5 con HC1 1 M; ¿e centrifugó, neutralizó y - -
añadió Tween 20 para dar una concentración ¿inal de 0.25 I . 

Bite extracto fué utilizado como anttgeno al llevar a cabo de — 
nuevo la prueba imiuno-enzimatica (ELISA) de ta iigutente. manera: 

a) 100 ng/0,2 mi. de anticuzrpo presente en antienteAotoxina 'A* . 
b) Antigeno [mutitra de ta extracción de teche arXlfijclalmente conta-

minada] . 
a] Conjugado de antienteAotoxina con {oilataia alcalina en diluAión -

1:100 con anticuerpo preparado en nueitro laboratorio. 

Se moYit6 la técnica tal y corno ie describió anteriormente haden 
do la determinación por duplicado. Se llevaron teitiga negativo* apro-
piada. 



RESÜÍXAPOS 

Obtención de enterotoxina cruda.-

Se procesaron 3 lotes de 16 unidades de cultivo cada uno. Finalmente 
se recolectó un volumen total de 40 mi de extracto crudo. 

Determinación de la presencia de entero toxina mediante su actividad biológica. -
ia presencia d£ la entero toxina en el extracto crudo fui hecha por la 

prueba de Dolman. 
Los gatitos a los cuales se les administró el sobrenadante libre de-

alfa y beta toxinas, presentaron después de 30 a 40 minutos: náuseas, saliva 
ción y vómito y, aproximadamente 15 minutos más tarde, tuvieron un segundo -
acceso de vómito. Mientras tanto, el gatito testigo no presentó dichos slnto_ 
mas. Esto se repitió en todos los lotes de entero toxina trabajados. 

Demostración nin vitro" de la entero toxina cruda. -

Fué observada la presencia de un escaso precipitado de comptejo Ag-Ac 
en la prueba de precipitación en capilar al utilizar los reactantes sin - - -
diluir. De tres preparados uno dió reacción de precipitación positiva y dc¿-
no la dieron. Sin embargo, todo* tos lotes causaran náusea, y vómito en tos -
gatitos. 

Purificación parcial de la enterotoxina cAudfl.-

Durante la elusión de ta toxina de la columna de carboximetilceluto-
sa se recolectaron 12 muestras de 2.5 mi cada una, las cuales registraron — 
las siguientes lecturas al espectro fotómetro a una longitud de onda de 277 -
nanómetros. 



PEMSTPAP OPTICA PE MUESTRAS ELUIPAS PE LA 
COLUMNA PE CARBOXIMETTLCELULOSA COWTEMTEM 
PO EtfTEROTOXIWA ESTAFILOCOC1CA 

Uue¿tra HO. P.O. 277 wnt 

1 0.09 
2 0.036 
3 0.0* 
4 1.85 
5 0.92 
6 0.Í24 
7 0.04 
8 0.054 
9 0.01 

10 0.04 
11 0 .0 
12 0.05 

[ l/e* GAá^óca 9 1 ) 

Preparación del antióuero para znterotoxina zitajilocócica tipo 'A'.-

Pe -to4 conejo* inmunizados ¿e recolectó un volumen total de 
20 mi. de ¿>uerx> *angulneo, lo* cualei *e mezclaron para formar una bola-
mue*tra. E*te antióuero ¿e utilizó para la preparación de ta técnica ELISA. 



u 

GRAFICA # 1 

PERFIL DE ABSORCION ESPECrROKJTCMETRlCA DE ELUIDOS 
DE ENTEROTOXINA SEROTIPO A DE UNA COLUMNA DE - -
CARBQXIMETILCELULOSA. 

Hspectrofotonetro > CARL-2ISS 
FW Q I I 

> Apertura 0.03 mn. 
7 F i l t r o 0 
7 277 nm. 

i de Muestras 



Irununozmayo Enzimdtlco.-

- Preparación del Conjugado: 

A ta¿> alícuota* del mero antienterotoxina ti la ¿lío cóclea tipo 'A' 
obtenido en nuei&io laboratorio y el obtenido de (ifliconiin, que fueron --
proeeiadai para la elaboración de conjugado* -se. lei determinó iu contenido 
de proteina total y {uí el iigulente: 

a).- Suero antienterotoxina zitalilocócica tipo 'A* 
prepaAado en WiicoYiiin 0.35 gr/100 mi 

fa).- Suero antienterotoxina eitajilocóclea tipo 'A' 
preparado en nueitro laboratorio 0,20 gr/100 mi 

La actividad de loi conjugadoi elaboradoi ¿ue medida en la utiliza 
ción de eitoi conjugadoi en un emayo enztmátlco con ti propóiito de deten 
minar 4u eipecl&icidad. 

' Hidrotécnica ELISA: 

Una vez que ie realizó con éxito una prueba ELISA con cantldadei 
no calibrada* de nueitroi reactivo* {la* del&nminaclone* iiemprz fueron --
cualitativa*), el iigulente paio coniistló en realizar ta prueba de ELISA-
variando un reactivo y manteniendo lo* otro* doi comtantei, para averiguar 
a*t la cantidad mínima nectiarla de cada uno de lo* reactivo* para dar - -
una prueba poiitlva tal como ie explicó en Material y Métodoi. 

En ta Tabla. No. 1 ¿e mxeitAa el reiultado de 4 diferente* emayoi. 



Tabla 1,- Concentración de ant isuero ant ienterotoxina e s t a f i l o -
cócica t ipo A que atín presentó Tesultado pos i t ivo en-
l a real ización de l a técnica ELISA. 

Concentración 
de 

Reactivos 
Preparado en 
Wisconsin 

Preparado en nuestro 
Laboratorio 

1.1 mg/ml Ag. de 
nuestro labora tor io + 
1:100 del cmjugado 
con Ac. Wisc, 

100 ng/ml 100 ng/ml. 

1.1 mg/ml Ag. obte-
nido en nuestro lab. 

+ 
1:100 de conjugado 
con Ac. nuest ro lab. 

100 ng/ml 100 ng/ml 

100 nanog/0.2 ral Ag. 
Wis. 

+ 
dil .1:100 conjugado 
con Ac. Wis. 

100 ng/ml 100 ng/ml 

100 aanog/0.2 mi. Ag 
Wis. 

+ 
d i l .1:100 conjugado 
con Ac. nuestro lab . 

100 ng/ml. 100 ng/ml 



Los resultados de, titos ensayos demostraron que ta CLonc.entra.ct6n 
mínima de. anticuerpos que aún dió la prueba positiva fué de 100 ng/ml. 

Se observó además mayor Intensidad del color en aquellos siste-
mas en las que se utilizó conjugado con anticuerpo preparado en núes tro-
lab oratorio , en comparación con el correspondiente en que se utilizó - -
conjugado con antisuero preparado en Wisconsin. 

Los resultados obtenidos de variar, la cantidad de antisuero con-
jugado en el ensayo, se presentan en la Tabla No. 2, La dilución mínima-
de antisuero conjugado que dió ensayo positivo, fué de 1:100 para el - -
conjugado preparado con el antisuero de nuestro laboratorio y de 1:40 --
para el conjugado preparado con el antisuero de Wisconsin. 

- Determinación'de ta presencia de Enterotoxlna en leche contaminada arti-
ficialmente. 

El resultado obtenido fué. positivo en todas tas réplicas, mostran 
do que el extracto de la leche contenía enterotoxlna es ta filo cóclea sero 
tipo 'A' . Los testigos sin enterotoxlna dieron resultados negativos. 



Tabla t 2 . - Dilución máxima de conjugado que aún presentó 
Teacción pos i t iva en la r ea l i zac ión de l a - -
técnica ELISA. 

Concentración 
de 

r eac t ivos 

Con jugado con Ac 
nuestro 

laborator io 
Conjugado con 
Ac Wisconsin 

1.1 mg/ml de Ag. 
nues t ro l ab . + 
100 nanogr./O.2 mi 
del an t i sue ro Wis. 

1:100 1:40 

1.1 mg/ml. de Ag. 
nuestro l ab . + 
100 nanogr. / 0 .2 mi 
de Ac. nues t ro lab. 

1:100 1:40 

500 nanogr/ml 
de Ag. Wis. + 

100 nanogr . /0 .2 mi. 
Ac nues t ro lab, 

1:100 1:40 

500 nanogr . /mi . de 
Ag Wis. + 

100 nanogr . /0 .2 mi. 
Ac. wis . 

1:100 1:40 



PISCÜSI0W 

Se obtuvo entero toxina es ta filo có cica tipo 'A' en baja concentra-
ción , pero con actividad suficiente para producir en gatitos náusea y — 
vómitos por admini&tAación intraperitoneal, Sin embargo, no fui posible -
demostrar la. presencia de la entero toxina, mediante pruebas de precipita-
ción en capilar en todos los lotes producidos, a pesar de que todos titos 
mitraron prueba de Volman positiva. 

La realización de la prueba de Volman fui exitosa, no encontrando 
ningún problema para su realización, resultando siempre los testigos nega 
tlvos segón lo esperado. 

Se identificó espectrofotomitricamente la toxina del liquido de -
ilusión de la. columna csiomatográfica de earboximetilcelulosa. Pero desa--
fortunadamente no se continuó con la purificación completa de la entero to_ 
xina cruda por razones ticnicas. Además, como la cantidad de toxina par— 
cialmente purificada decrecía considerablemente en relación a la cruda, -
¿e decidió trabajar durante todo el ensayo con entero toxina cruda, lo - -
cuál obviamente limita mucho los resultados de nuestro trabajo• E¿ muy --
probable que se requiera realizar la producción de entero toxina en volume 
nes mayores, para lograr una mayor concentración de ista y mejorar el pro 
cecUmiento de purificación. 

Si bien es cierta la afirmación de Casman-Bennett (1) en cuanto a 
que el antisuero preparado en conejos utilizando entero toxina cruda como-
antlgeno, resulta contener cantidades considerables de anticuerpos contra 
componentes diferentes a entero toxina 'A', el suero obtenido en nuestro -
Laboratorio resultó ser suficientemente útil para ser utilizado en la tic 
nica ELISA, no asi para el mito do de precipitación en capilar, que en - -
ocasiones dió resultado negativos, probablemente porque es un mitodo mu-
cho menos sensible (í$). 

La elaboración de los dos conjugados, el preparado con antisuero-
Wisconsin y el de anticuerpo preparado en nuestro laboratorio se efectuó-
simultáneamente. En la realización de la ticnica ELISA los resultados más 



alentadores fueron obtenido*, con el conjugado preparado en anticuerpos 
obtenidos en nuestro laboratorio, mientras que el conjugado preparado -
con el antisuero de Wisconsin no funcionó con la misma eficiencia. 

El resultado del ensayo enzlmático para la determinación de la 
presencia de enterotoxina en el alimento artificialmente contaminado, -
fui intensamente positivo. Con esto probamos haber logrado extraer ta-
toxina del alimento y demostrarla aún cuando solo fué cualitativamente 
mediante la utilización del método ELISA implementade en nuestro labo-
ratorio. Por supuesto que la precisión y reproducibAXidad de la técnica 
pudieron ser. mejoradas si se hubiera utilizado: 

a).- Medición especVwfotométxica del resultado de la reacción. 
b) . - Lavado mecánico de las placas, con lo que se lograrla estandarizar 

la presión de lavado en todo¿> los orificios de las placas. 
cL- Utilización de albúmina, de huevo para saturar los espacios de la-

superficie de soporte no cubierta por el anticuerpo (comunicación 
pensonal Vr• Snydelaar.) 

S-ói embalo, los resultados obtenidos fueron altamente satls--
factorios para implemento*, una técnica para diagnóstico cualitativa — 
Kutinaria de alimentos involucrados en intoxicaciones es ta filo có cicas. 

La hipótesis propuesta originalmente fué probada; siendo posi-
ble montar una técnica inmuno-enzimótica útil para demostrar esta ente 
rotoxina en leche. 

Esta técnica, se deberá perfeccionar y afinar, elaborando reac 
tivos más purificados con el objeto de incrementar ta sensibilidad del 
ensayo, particularmente usando antisueros y conjugados de mayor afini-
dad inmunotógica. 



Se recomienda para proba* ta eficacia de esta técnica, montar 
un estudio epidemiológico con teches de uso comercial i que habitual— 
mente poseen poblaciones significativas de StaphylococcuS aureus) en -
un experimento doble ciego, y determinar si esta técnica puede detec-
tar la enterotoxina 'A' en aquellas que la contengan. 



RESUMEN 

Se obtuvo enterotoxlna e*ta filo c6 cica * ero tipo 'A' a partir de -
la: cepa FR1-100 de Staphyiccoccai aifieuó atct£zando tienimi de ca t t c -
w en ¿aco de Ca6man-8ennett. 

La p/ie*enc^a de la enteAotoxina en e t filtrado del cultivo fui -
demo*trada en forma preliminar "In vitro" mediante, pruebas de preciplta-
cidn en capitar e "In vivo" por la prueha de Dolman. 

Se efectuó una purificación paretai de la enterotoxlna cruda por 
teinica* cromatogràfica* en una columna de carboxùnetilcelulo*a. 

Se prepaAÓ antisuero para la enterotoxlna cruda en conejo* me- -
diante la tècnica de Ter pian. 

Utilizando la antitoxina obtenida, ¿e preparò un conjugado con -
fo*fotasa alcalina y *e montò una tècnica ELÌSA. 

Fui determlnada cuatltativmente la enterotoxlna estafilocScica-
* ero tipo *A' en filtrado de cultivo y en extracto de alimento* arti fi- -
cialmente contamlnado* por la ticnica de inmunoensayo enzimàtico (ELISA1 
lo Que perete usarla en forma rutinaria para determinar ¿u potenclal -
corno ensayo epidemiologico para enterotoxlna e*tafiloc6cica tipo 'A' en-
leche*. 

J6 . 
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