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~ 1. OBJETIVO.

Las intoxicaciones causadas por alimentos contaminados con
cepas toxigénicas de S. aureus son muy frecuentes en nuestro me-
dio; inclusive ocurren en forma masiva, como sucedié en las guar
derias de una institucién oficial en 1977 y en el afio de 1978 va
rios miles de nifios sufrieron intoxicacidén en las escuelas prima
rias del D.F. al ingerir, los desayunos que diariamente se les
reparten. En ambos casos la intoxicacidén se atribuyé a productos
l4cticos contaminados con enterotoxinas de S. aureus.

En si la intoxicacién no llega a causar la muerte, ya gue
la cantidad de enterotoxinas presentes en los alimentos es gene-
ralmente baja, pero en nifios, que son los afectados con mayor -
frecuencia, la deshidratacién provocada por la diarrea y vémito,
sl no se controla adecuadamente, puede ser mortal. En los adul-
tos la intoxicacidén tieme repercusiones de érden econdémico debi-
das al ausentismo ya que el individuo que presenta un cuadro de
vémito y diarrea estéd incapacitado para desarrollar sus labores.

Para la deteccién de enterotoxinas en productbs alimenti--
cios se hace necesario contar con un método capaz de detectar -
hasta 0.01 pg/ml de enterotoxina, reproducible y de fdcil ejecu-
cién, con caracteristicas talés, que pudiera-aplicarse no \nica-
mente como un método de comprobacién en alimentos sospechosos,si
no como una prueba de control rutinario en el proceso y manejo =-
de productos alimenticios suceptibles de ser contaminados por eg

te microorganismo.



La Secretar?a de Salubridad y Asistencia (4) y (19) ha re-
portado trabajos én los que la investigacidén se hace por el méto
do microbiolégico, pero con mucha frecuencia se da el caso de -
que los microorganismos ya no estédn viables, pero las enterotoxi
nas todavia son activas, por lo que los métodos microbiolégicos
no son los mas adecuados. '

Se han descrito también (1) y (3) pruebas biolégicas que
utilizan monos o gatos, estos métodos reunen las condiciones de
sensibilidad, pero llevan implfcita la falta de reproducibilidad
por las variaciones en la suceptibilidad de los animales a las -
enterotoxinas, ademids de que su realizacidén por el hecho de mang
jar estos animales no reune la condicién de ser métodes simples.

Por todo lo anteriormente expuesto nos abocamos a realizar
una investigacién bibliogrédfica sobre el tema, poniendo espe--
cial énfasis en los métodos inmunolégicos, ya que por sus carac-
ter{sticas de la reaccién antigeno-anticuerpo es de esperarse -
que las técnicas inmunolégicas retinan las condiciones antes men-
cionadas, que son necesarias en las pruebas para la deteccidn de
enterotoxinas estafilocéccicas en productos alimenticios contami

nados.



2. IMPORTANCIA DEL ESTUDIO DE LAS ENTEROTOXINAS ESTAFILOCOCCICAS

La importancia del estudio de las enterotoxinas de estafi-
lococos se debe a que aproximadamente el 25 % de los casos de in
toxicaciones por alimentos contaminados con microorganismos son
causadas por Staphylococcus aureus.

En nuestro medio el problema de las intoxicaciones por ali
mentos es de gran importancia; en 1977 en las guarderias de una
institucién ocurrid la intoxicacidén masiva de rifios. En 1978 se
presentd otro caso, a nivel de escuelas primarias en el que se -
llegd a detectar la intoxicacién de por lo menos 24 000 escola--
res. Atribuyéndose en ambos casos el origen del problesa a la
presencia de enterotoxinas en un producto lécteo utilizado en la
preparacién de un alimento, lo que hace necesario contar con un
método confiable y de fdcil realigacién para la investigacién de
productos téxicos derivados de microorganismos.

La investigacién de las enterotoxinas tiene la ventaja de
que se pueden identificar afin cuando las bacterias ya no se en-
cuentren viables, después del proceso de elaboracién o conserva-
cién del alimento debido a que las enterotoxinas se encuentran -
alin activas (Thatcher y Clark, 1968).

Por el otro lado, el hallazgo de enterotoxinas en alimén—
tos procesados es un indicador de las malas condiciones sanita-
rias que prevalecen dentro de la fébrica en gque se elaboran.

Para dar una idea de la incidencia de estafilococos via--

bles se da a continuacién el resultado de un estudio de los pu-



blicados por la SSA que se refiere a la cuenta de bacterias ais-

ladas en distintos alimentos.

CUADRO 1. Calidad sanitaria de productos derivados de la leche sg
gin su contenido de S. aureus en 1971 y 1972.

ALIMENTO 1971 1972
No. de % de No. de V% de
muestras aceptados muestras aceptados
Cremas lécteas 250 100 237 95.5
Cremas vegetales 66 98.8 93 100
Leche malteada 19 100 22 100
Leche fermentada 109 100 T3 100
Mantequilla 209 100 194 96.6
Margarina 149 100 117 98.5
Quesos frescos .
(grasa l4ctea) 486 61.2 231 10.2
Quesos frescos
(grasa vegetal) 185 37,3 85 40,2

Quescs fundidos 5% 100 50 100

Boletin 1nf05matiVO de la Secretaria de Salubridad y
Agistencia 1° de marzo de 1973.




CUADRO 2. Aislamiento de S. aureus a partir de alimentos por siem
bra en medio 110 y por el método de enriquecimiento.

Muestras Muestras con Por ciento(+)
PRODUCTOS examinadas S. aureus
Carnes (embuti
dos) 189 16 8.4
Quesos 258 56 21.7
Cremas 103 3 2.9
Helados 26 2 7.6
Mantequillas y R
margarinas 203 L
Leches maltea
dne 10 0 -—-
Leches acidifi
cadas y Yougurt 9 0 —aa
Gelatinas 4 0 .
Totales 802 71 9.6

(+) E1 porciento se refiere a los productos que aparecen
en cada linea.

Basdndose en el nimero de microorganismos no existe un cri
terio definido sobre el nimero minimo de estafilococos presentes
en los alimentos que puedan considerarse como peligrosos. Ya que
algunos autores toman desde 50 000 por gramo (Thatcher y Clark)
en tanto que otros piensan que desde un punto de vista p%éctico
un alimento que contiene 500 00O por gramo debe considerarse ina

decuado para el consumo humano (Dack, 1963).




Es notable el aumento de las intoxicaciones de este origen
en los meses de junio, julio y agosto, es decir, a fines del ve-
rano y principio del otofio,cuando son mas frecuentes las lluvias
y mas alta la temperatura. Paralelamente al aumento en la produc
cién de enterotoxinas en estos meses, se observa con mayor fre-
cuencia un niéimero més alto de microorganismos en los alimentos

contaminados.



CAPITULO II. PROPIEDADES DE LAS ENTEROTOXINAS
1. Patogenicidad de las enterotoxinas estafilocdccicas.
2., Clasificacién de las enterotoxinas.

3. Propiedades de las enterotoxinas.



1. PATOGENICIDAD DX LAS ENTELCTCIIRAS.

Las enterotoxinas con responsables de las intoxicaciones
por alimentos contaminados con estafilococos, este problema de
salud piblica se presenta a nivel mundial. Dack et al en 1930 de
mostraron que el agente causal de estas intoxicaciones eran sus-
tancias de naturaleza proteica, elaboradas por ciertas cepas de

cocos Gram positivos (Staphylococcus aureus).

El cuadro clini¢o que se presenta durante las intoxicacio-
nes es el siguiente: vémito, diarrea y espasmos abdominales, 1la
aparicién de estos sintomas es de 2 a 5 horas después de haber
ingerido el alimento contaminado. Rakarowa en 1972 describif el
efecto citotéxico que las enterotoxinas ejercen sobre células
Hela y cultivos de células de intestino de embrién humano. En ba
se a estos estudios se puede conclufr que el cuadro clfnico ob--
servado durante el padecimiento se debe al efecto citotéxico que
las enterotoxinss tienen sobre el trécto'gastrointestinél. Hodo-
val en 1968 (14) reporté que cuando ée administran dosis altas =
de estas toxinas a monos, por via intravenosa, producen transtor
nos cardiovasculares que ocasionan la muerte de los animales ,
afortunddamente en la mayoria de los casos, la concentracién de
las enterotoxinas contenida en los alimentos con estafilococos
no lcanza la dosis minima mortal para el humano, por lo que ge
neralmente los pacientes se recuperan entre 2 y 5 dias después
de la intoxicacidén. Er nifios as particularmente importante con--

trolar la deshidratzcidén provocada por el vémito y la diarrea ya



que esta condicién si puede ser mortal.

En el afio de 1967 Casman (13) estudié diversas cepas de
S. aureus aisladas de varias fuentes, para determinar su entero-
toxigenicidad por métodos serolégicos, encontrando los siguien-
tes porcentajes de casos positivos: el 44 % de 438 muestras de
especimenes clinicos, el 31 % de muestras nasales de portadores
sanos, el 10 % de 236 leches crudas analizadas, el 30 % de 260
alimentos congelados y €l 96 % de 80 alimentos involucrados en
intoxicaciones. Aproximadamente el 30 % de las cepas probadas
por métodos seroldgicos dieron resultados negativos, sin embargo
produjeron emesis en gatos. Bergdoll en 1960 dedujo que el 50 %
de estas cepas eran enterotoxigénicas.

Estudios més recientes) en los que se emplearon monos, de

mostraron gue el porcentaje es mayor (Bergdoell, 1972), (13).

2. CLASIFICACION DE LAS ENTEROTOXINAS.

Existen varios tipos serolégicos. de enterotoxinas, las dos
primeras estudiadas fueron designadas por Casman, 1963 (6) como em
terotoxina "E" (enteritis)y enterotoxina "F" (food poisoning).De
bido a la existencia de cepas productoras de ambas enterotoxinas
y al descubrimiento de nuevos serotipos, en el Cengreso anual de
1a Sociedad Americana de Microbiologfia (Kansas, mayo de 1962) ,
se acordé nombrarlas con las letras mayisculas del alfabeto, por
lo que los tipos "F" y "E" se denominaron AW y "B" respectiva-

mente. Las enterotoxinas reportadas posteriormente se designaron



con las letras C, D, E, etc., una vez que se demostrd que se tra
taba de entidades serolégicamente diferentes a las ya reportadas

Actualmente se han reportado cinco nuevos tipos, que son
C4 (Bergdoll, 1965), (2); C, (Bergdoll, 1967), (3); D (Casman ,
1967), (13); E (Toshach, 1972), y F (FDA ,USA).

Hijek y Marsélek (1973) Rhicieron un estudio de 1la inciden-
cia de cepas productoras de enterotoxina A, By ¢ aisladas de
muestras obtenidas de: humano, cabra, gallina, bovino, carnero ,
-11ebre, perro, caballo, visén yfpaloma. Estos investigadores re-
portaron que la enterotoxina A se encontré con mayor frecuencia

en las muestras analizadas.

3, PROPIEDADES DE LAS ENTEROTCXINAS.

Las en%erotoxinas son protefnas que al ser desecadas cons-
tituyen un polvo higroscépico, muy soluble en agua y en solucio~
nes salinas. Precipitan con sulfato de amonio, 4cido clorhidrico
etanol y metanol. Pueden ser cristalizadas ¥y parcialmente purifi
cadas cuando se les trata con alcohol metilico a temperaturas me
nores de 0°C.

Los experimentos realizados por Bergdoll en 1967, demues--
tran que cuando la enterotoxina A es calentada a 60°C durante 20
minutos a pH 6.85 pierde el 50 % de su reactividad con el anti--
cuerpo especifico, en tanto que no se altera la reactividad cuan

do se calienta a 80°C durante 3 minutos o bien 10000 durante 1
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minuto.
Si la enterotoxina B se calienta a 60°C durante 16 horas,

a un pH de 7.3, conserva su actividad biolégica incluyendo su to
xicidad, sin embargo cuando se somete a 100°C durante 5 minutos
se conserva mids del 50 % de la actividad biolégica de la toxina.
El calentamiento a 99°C por 87 minutos produce inactivacién com-
pleta debidoza que la protefna coagula.

Cuando la enterotoxina 01 se calienta a 60°C durante 30 mi
nutos no se observa cambio en la reactividad con su anticuerpo
espec{fico, sin embargo la solucién presenta turbidez cuando el
calentamiento es prolongado.

Si se eleva la temperatura de una solucién de enterotoxina
02 hasta 100°C durante 1 minuto, pierde el 80 % de reactividad
frente a su anticuerpo.

La enterotoxina B fué estudiada por el método de doble di
fusién en gel de agar por Read en 1966, quién determino a que
temperaturas y en que tiempos 30 pg/ml se reducen a 0.7 pg/ml.
Los resultados se muestran en la Tabla 1.

De todos los datos anteriores se concluye que la enteroto-
xina A es la mds sensible al calor, en tanto que la enterotoxina
B es la més termoresistente. Esta propiedad es la responsable de
que la enterotoxina permanezca en los alimentos contaminados aun
después de que las bacterias han muerto.

| La termolabilidad de la enterotoxina A dificulta su purifi

cacién por lo que debe trabajarse a temperaturas cercanas a 0%e



1)

cuando se pretende extraerla de alimentos © sobrenadantes de cul

tivos.

TABLA 1. Tiempo y temperatura requerida para reducir 30 Pg/ml de
enterotoxina B a 0.7 pg/ml.

TEMPERATURA TIEMEOC
(°c) (minutos)
96 103
99 87.1
101.7 T70.5
104.4 57.2
110 39.1
115.6 27.6
121 16.4
126.7 12.0

El método empleado para la cuantificacién de la enterg
toxina fué el de doble difusién en gel de agar.
Read y Bradshaw, 1965 (18).

Su coeficiente de sedimentacién tiene valores entre 2.76 y
3,04 como se observa en la Tabla 2 gque resume algunas de las prg

piedades de las enterotoxinas.

Se ha determinado el coeficiente de difusidén de la entero-

toxina B por el método de doble difusién en gel de agar (Schantz
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y Lauffer) y los de las enterotoxinas A, 01 y 02 por otros méto-
dos. Los valores se muestran en la Tabla 2.

Los valores de viscosidad de las enterotoxinas se encuen-
tran entre los limites de 3.4 y 4.07 ml/g correspondiendo el va-
lor menor a2 la enterotoxina C1 y el méds alto a la enterotoxina A.

El peso molecular de 1la enterotoxina A se obtuvo de 1la
ecuacién de Svedberg que relaciona el coeficiente de sedimenta-
cién, el coeficiente de difusién y el volidmen especifico parcial.
El valor que se obtuvo por este método es de 34 500 y coincide
con el valor determinado por el método de la composicidén de ami-

% 100.

nodcidos que da el dato de 34 700

Los pesos moleculares de 1las enterotoxinas C1 y 02 son
34 100 y 34 000 respectivamente.

De acuerdo con los valores de peso molecular se concluye
que las enterotoxinas son sustancias no dializables, propiedad
que se aprovecha para su obtencién en los métodos de cultivo en
tubo y saco de didlisis. Tomando en consideracién 1la ecuacién y
la tabla de Scheraga y Mandelkern se piensa que la forma de la
molécula de las enterotoxinas es un elipsoide. Los datos sobre
los radios axial y friccional indican que se trata de moléculas
con alta densidad.

Todas las enterotoxinas tienen un méximo de absorcidén en
la regidén del ultravioleta a 277 nm, con extinciones alrededor
de 14 para las enterotoxinas A y B y de 12 para C1 Yy 02.

El punto isoceléctrico de la enterotoxina £ fué determinado
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por Hibnick y Bergdoll (3) y es de 8.6, Los puntos isoeléctricos
de las demas enterotoxinas fueron calculados por medio de elec-
troforesis en papel. Los valores de pH en los que se encuentran

dicho punto isoeléctrico son: para la enterotoxina A de 6.8, pa=-

ra C, de 8.6 y para 02 de 7.0,
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TABLA 2. Propiedades de las enterotoxinas.

PROPIEDAD ENTEROTOXINA
A B C1 02
Dosis emética al 50 %
(DEBO) en monos (pg/animal) 5 5 5 5
Contenido de nitrdégeno 16.5 16.1 16.2 16.0
Coeficiente de sedimentacién
0

(SZOV) S 3.04 2.78 3.00 2.90
Coeficiente de difusién
(D3gy) x 1077 cm? seg”! 7.94 8.22 8.10 8.10
Viscosidad (ml/g) 4,07 3.81 3,40 3.70
Peso molec¢ular (10°) 34.7 30.0 34.1 34.0
Volimen especifico
parcial 0.72 0.72 0.73 0.74
Punto isoeléctrico 6.8 8.6 8.6 7.0
Absorcibén méxima (nm) 277 277 271 277

/s 1%
Extincién (E1cm) 14757 14.4 12t 2

Bergdoll 1967, (3).
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|

La composicién de aminodcidos de las enterotoxinas 4, B,C,

¥y C, fué determinada en el Pood Research Institute (Universidad
de Wisconein) mediante hidrélisis por calentamiento con 4cido
clorhfdrico 9 mol/litro a 110°C durante 12, 24, 36 y 60 h en tu-
bos sellados al vacfo. Ia cistina se determind tratando a la en-
terotoxina con &cido perférmico, de manera que la cistina se oxi
de a 4cido cistéico, posteriormente se hidrolizd y cuantificé en
el analizador de aminodcidos. E1 tript6fano fué determinado por
el método de Beaven y Holiday. Ia enterotoxina A contiene menor
cantidad de lisina, 4cido asp&rtico y metionina, pero més argini
na, &cido glutémico, leucina, y triptéfano que las demds entero-
toxinas: No se sabe si esto tiene relacidén con la actividad y eg
tabilidad de la molécula. '

La composicién de aminodcidos de las enterotoxinas aparece
en las Pablas 5 y 4.

5.1. AMINOACIDOS TERMINALES.

En el afio de 1965, Spero et al (3), reportaron que los ami
nodcidos terminales en amino y en carboxilo de la enterotoxina B
son &cido glutdmico y lisima respectivamente. El aminodcido ter-
minal en amino fué determinado por la técnica de Sanger. Se hi--
drolizé el compuesto DNP-toxina, se extrajo con éter y el extrac
to se analizé por cromatograffa bidimensional de Levy, (1955) ¥

por el método de Blackburn (1951). E1 aminodcido terminal en car



16

boxilo fué determinado por hidrazinolisis siguiendo el método de
Niu y Fraenkel-Conrat modificado por Spero. kstos investigadores
usaron el analizador de aminodcidos después de la reaccién con
benzaldehido.

Las enterotoxinas B, C1 y 02 coinciden en que las tres tig
nen al &cido glutdmico como aminodcido terminal en amino. Las en
terotoxinas C1 y 02 difieren de %a enterotoxina B en due ambas
tienen a la glicina como aminodcido terminal en carboxilo.

Los aminodcidos termirales en carboxilo y en amino de la
enterotoxina A son serina y alanina respectivamente.

Bergdoll en 1965 determiné la secuencia de aminodcidos del
extremo terminal en amino de la enterotoxina B por el método del
fenilisotiocianato de Edman modificado por Fraenkel- Conrat -
(1955) encontrando que es &cido glutdmico-serina-dcido aspdrticg
lisina. El mismo investigador determind la secuencia de aminodci
dos del extremo terminal en carboxilo de la enterotoxina B por
el método modificado de la hidrazinolisis de Akabory (1956), tra
tando los péptidos de la enterotoxina con carboxipeptidasa y la
secuencia es lisina-glicina-tirosina-leucina.

Bergdoll (3) demostrd que el residuo de la enterotoxina B
obtenido por tres tratamientos con carboxipeptidasas que separan
de 20 a 22 aminoicidos antes de la aparicidén de la prolina  del
extremo terminal en carboxilo y recuperado por cromatografia en
celulosa, conserva la capacidad de reaccionar con el anticuerpo

para la enterotoxina B y continda siendo téxico para los monos.
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La composicidén de aminodcidos de las otras enterotoxinas
fué determinada por los mismos métodos y los resultados se en--

tran en las Tablas 3 y 4.
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TABLA 3. Composicién de aminodcidos de las enterotoxinas.

g/100g de proteina.

AMINOACIDO A B C1 02
Lisina 11252 - 14.85 14.43 13.99
Histidina 2.86 2.34 2.91 2.87
Ac, aspédrtico | 15.75 18.13 17.85 18.38
Treonina 6.28 4.50 5.31 5.80
Serina 3.90 4.05 “£.58 481
| Ac. glutamico | 11.65 9.45 - 8.95 8.93
Prolina 1.82 2.11 1.16 2.23
Glicina 556 1.78 2+99 2.90
Alanina 2.19 1.32 1.85 1.61
Valina 4.95 5.66 6.50 5.87
Metionina 1.1 3.52 3.20 3.60
Isoleucina 4,34 3.53 4.09 4,02
Leucina 8.68 6.86 6.54 6.13
Tirosina 10.09 11.50 9.80 10.27
Fenilalanina 5eile 6.23 5.35 525
Triptéfano 1.71 0.95 0.99 0.84
NH; amido 1.66 1.66 17 1.62
TOTAL 99.94 100,15 100.00 99.99

Bergdoll 1967 (3).
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TABLA 4. Composicién de aminodcidos de las enterotoxinas.
Nimero de residuos de aminoécidos.

AMINOACIDO A B Cq C2
Lisina 31 35 38 37
Histidina 7 5 7 T
Arginina 9 5) 4 4
Ae. aspirtico 48 47 53 54
Treonina 22 13 18 20
Serina 16 14 18 19
Ac. glutémieo 32 22 24 24
Frolina T T 8 8
Glicina 22 9 18 17
Alanina 11 5 9 8
Valina 18 17 22 20
Metionina 5 8 8 9
Isoleucina 13 9 12 12
Leucina 27 18 20 18
Tirosina 22 21 21 21
Fenilalanina 12 5] 12 12
Triptéfano 9 2 2 2
NH, amido 37 29 36 34
TOTAL 305 252 296 294

Bergdoll 1967 (3).
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3.2. PROPIEDADES BIOLOGICAS.

Schantz en 1965 (3) y Chu et al en 1966 reportaron que las
enterotoxinas son resistentes a la aecién de la tripsina, quimo-
tripsina, rerina y papaina en tanto que la pepsina a pH menor de
2 destruye la actividad de las toxinas estafilocéccicas. La pro-
piedad de las enterotoxinas de resistir a la accién de la tripsi
na se usa para separar a las toxinas de las alfa y beta hemolisi
nas que se encuentran en los sobrenadantes de los medios de cul-
tivo, cuando son empleadas en la inmunizacién de animales.

Se han mencionado otras propiedades biolégicas de las ente
rotoxinas, entre las ya mencionadas se encuentran: la de ser in-
munogénicas y antigénicas, cualidades que se aprovechan para ob-
tener sueros inmunes para identificarlas y cuantificarlas en ali
mentos contaminados con cepas enterotoxigénicas de S. aureus; la
existencia de seis tipos serolégicos, obliga a la elaboracidén de
los respectivos sueros monoespeci{ficos para lograr una tipifica-

cibén adecuada.

3.2.1. PATOGENIA.

Por via oral,que es la via normal de entrada al organismo,
las enterotoxinas provocan después de dos horas de la ingestidn
vémito, diarrea y espasmos abdominales, por lo gque inicialmente
se pensaba que Unicamente atacaban al tracto gastrointestinal.
Sin embargo, Hodoval en 1968 (14) reporté que 1las enterotoxinas

purificadas administradas a monos por via intravenosa, producen
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cambios cardiovasculares como; hipotensién arterial irreversible
disminucién en el rendimiento cardfaco, "shock" y finalmente la
muerte. Colateralmente observd disminuecidén en el contenido de O2
venoso ¥ de p02. En contraste con este dato, el contenido de O2
arterial permanecié constante hasta poco antes de la muerte, ra-
zén por la cual observd cianosis debido a la interferencia de in
ﬁercambio gaseoso en los pulmones. Actualmente se sabe gue les
enterotoxinas también atacan otros tejidos como el renal, hepé-
tico, pulmonar y nervioso; aunque el dafio es muy lento por lo
gue generalmente no es detectable. Existe. una fuerte evidencia
en Favor de que las enterotoxinas alteran la permeabilidad del
endotelio vascular.

51n vitro" se ha descubierto la toxicidad para las célules
Hela (Rakarowa), células de intestino y fibroblastos de embridn

humano.

3.2.2. CATABOLISMO DE ILAS ENTEROTOXINAS..

Sigurd en 1972 (16) estudié el catabolismo de las enteroto
xinas en animales inoculados por via intravenosa con dosis leta-
les y encontrd que del 0.7 .2l 5 % del total de la toxina se lo-
calizé en el tejido pulmonar, del 55 al 25 % en el tejido hepi
tico y del 42 al 75 % en células tubulares del rificn. El analizf
homogeneizados de tejido renal e identificé productos de degrada
cién de las enterotoxinas con un peso molecular desde 1 COO a

9 000. El organelo celular encargado de esta digestidén enzimati-



22

ca fué el lisosoma. Las enzimas lisosomales que llevan a cabe es
te proceso degrativo fueron del tipo de las catepsinas, clasifi-
cadas como endopeptidil-transferasas, con pH fptimo de 3.2 y con
especificidad similar, pero mis limitada que la pepsina.Este pro
ceso proteolftico se demostré por la perdida de la toxicidad y
de la reactividad de enterotoxina con su anticuerpo especifico -
después de ser tratada con lisosomas de células remales.

Se ha encontrado resistencia de las enterotoxinas a la de-
gradacién proteolftica "in vitro" ya que requieren 8 h para al-
canzar el mismo porcentaje de disminucidén de 1la reactividad de
la enterotoxina con su anticuerpo especifico, mientras' gque -
"in vivo" ocurre en- 1 h.

Los resultados anteriores hacen pensar que la degradacién
de las enterotoxinas por la catepsina de los lisosomas de célu--

las renales es un mecanismo de detoxificacién natural para las

toxinas.

3.2.3. POTENCIA,

La potencia biolégica de las enterotoxinas se determina ad
ministrando la toxina por via oral o intravenosa a monos rhesus
jovenes de tres kilogramos de peso. Los resultados de un estu-
dio realizado por Bergdoll, para determinar la potencia de un 1o
te de enterotoxina se muestran en la Tabla 5.

La potencia también puede determinarse empleando gatos jé-
venes de 250 a 800 gramos de peso (Dolman, 1940) y (Hammon, 1941

(12), inyectando en la vena safena de 0.5 a 5 ml del sobrenadan-
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$e de un cultivo de estafilococos o del alimentio sospechoso.

TABIA 5. Efecto de la enterotoxina A sobre monos rhesus.

¥IA DE ADHINISTRACION

ORAL INTRAVENQOSA
pg/animal resultado pe/kg resultado
5 4/10 0.017 2/6
10 16/30 0.08355 2/9
20 9/12 0.140 5/6

El resultado se expresa en el nimero de animales que pre
. sentaron vémito sobre el nimero de animales empleados.
Bergdoll, 1967 (3).

3.2.4, INHIBICIOK DEL EFECTO CITOTOXICO "in vitro®.

El, 1-bis (p-clorofenil)-2,2,2- tricloroetano (DDT) y su
derivado el 1,1- bis (p-clorofenil)-2,2- dicloroetano (DDD) pro-
tejen contra el efecto citotdéxico de las enterotoxinas a los cul
tivos de células de intestino de embridén humano. El efecto pro--
tector de estos dos compuestos sobre las células tratadas se ob-
serva aun después de 24 h de haberlo retirado. Esto hace suponer
que los insecticidas actuan sobre las células y no sobre la toxi
na. También se ha observado que este efecto protector inhibe el
eritema y la necrosis en la piel al inocular cobayos con entero-

toxina y DDT (Gabliks, 1972).
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3.2.5. TERAPEUTICA EN LOS CASOS DE INTOXICACION.

Hodoval (14) observé que la administracién de epinefrina
en los dltimos estadios del "shock" en monos inyectados por via
intravenosa con enterotoxinas, causa la elevacién de la presién
arterial casi inmediatamente después de haberla administrado,zsi
como la normalizacién del rendimiento cardfaco. La vida‘de los
animales puede prolongarse durante varias horas, si sé adminis--
tra epinefrina en forma constante. Sin embargo los efectos de

las grandes dosis de enterotoxina casi siempre son letales.



CAPITULO III. OBTENCION DE LAS ENTEROTOXINAS EN EL LABORATORIO.
1. Obtencidén de enterotoxinas en tubo de celofédn.

2. Produccién de enterotoxinas en saco de celofén.

3. Produccién de enterotoxinas en medio 1lfquido con agitacién.
4. Produccién de enterotoxinas en medio semisélido.

5. Produccién de las enterotoxinas en fermentador.
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1. OBTENCION bE LAS ENTEROTGXINAS.

Actualmente se conocen varios métodos para la produccidn
de enterotoxinas estafilocdccicas, dentro de estos procedimien—-
tos se encuentran la técnica en tubo de didlisis (Casman, 1963)
(7) v la de saco de didlisis (Donnelly, 1967) {10). Ambas téeni-
cas son muy semejantes las Unicas dos diferenciaa!é&nsisten en
que el didmetro del tubo de didlisis es menor que el de la bolsa
empleada en la técnica del saco de diflisis, ademés en la tdcni-
ca del tubo el medio de cultivo se coloca fuera de €1, mientras
que en la técnica del saco de didlisis el medio se deposita den-
tro. Hollander en 1965 ided un método en el gque el indculo se co
loca en una bolsaz de celofdn sobre medio sélido y Kato {15) des-
cribid el método que utiliza medio liquido con agitacién.

Jarvis en 1973 (11) obtuvo enterotoxinas en un fermentador
bajo condiciones controladas de pH y aereacién. Fara conocer la
eficiencia de-este método compard la cantidad de toxina produci-

da con la obtenida usando medio liquido con agitacidn.

1.1. OBIENCICN DE ENTEROTOXINAS EN TUBO DE CELCFAN.

Fara la identificacidén de cepas enterotoxigénicas, asf co-
mo para la produccidén de cantidades pequefas de enterotoxina de
zlto titulo se usa el tubo de didlisis en el cual el desarrollo
bacterieno y vor lo tanto la produccién de la enterotoxina se -

llevan a cabo en el interior de un tubo de celofén.
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METODOLOGIA.

Se cortan tubos para didlisis de 2 cm de didmetro por 35cm
de longitud, se lavan varias veces con agua destilada, cambiando
la en cada lavado, se prueba la integridad de 1las paredes, anu-
dando los tubos por un extremo y llendndolos, con agua, una vez
que se ha visto gue no tienen perforaciones se vacia el agua,Por
el extremo abierto se les introduce un tubo de vidrio de 20 cm
de longitud y de didmetro tal que permita el paso de una pipeta
de 1 ml, se fija el tubo de didlisis al tubo de vidrio por medio
de cuatro ligaduras, de manera que queden los tubos de didlisis
de 12 ém de largo a partir del extremo del tubo de vidrio. Para
evitar que los tubos de diflisis se rompan se deberan mantener
hilmedos durante todas las manipulaciones.

Se colocan 100 ml del medio de infusién de cerebro corazén
en un frasco de Roux de 1 litro. Se introduce en el frasco el tu
bo de celofdn y se tapa con algodén de manera que el tubo de vi
drio pase por el centro del tapdén. El dispositivo completo se es
teriliza en autoclave 121°C, 15 1b, durante 20 minutos. Posteri-
ormente se inoculs eon 0.5 ml de una suspensién bacteriana gue
debe contener 3x108 microorganismos/ml de 18 a 24 h de incuba--
cién. El inbculo se distribuye en la superficie del tubo de celp
fén que esta en contacto con el medio, mediante movimiento de ro
tacién suave. Se incuba a 37°C durante 72 h colocando los fras--
cos en posicidn horizontal. Se cosecha con una pipeta el desarrg

1lo presente en el tubo de celofdn y se eliminan las bacterias
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por centrifugacidn.

Dispositivo empleado en la técnica del tubo de celofédn, Casman

(1963).
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VENTAJAS.

La principal ventaja que presenta estéd técmica es que 1la
enterotoxina que se obtiene esta muy concentrada porque el medio
de cultivo se coloca fuera del saco de didlisis que es el que
contiene el inéculo. Este método es til para la deteccidén de ce
pas enterotoxigénicas, porgue para realizar su identificacién no
se necesitan grandes cantidades de toxina, pero esta ‘debe tener
un titulo elevado. Otra ventaja es que no es necesario purificar
la enterotoxina ya que el medio de cultivo no entra en contacto

con la toxina porque se encuentra en el tubo de celofén,

INCONVENIEKNTES.

La gran desventaja de esta técnica es que se obtiene muy
poco volimen de enterotoxina. Si lo que se desea es tener la can
tidad de toxina necesaria para inocular animales y poder obtener

una antitoxina, este método no es el de eleccién.

1.2. PRODUCCION DE ENTEROTOXINAS EN SACO DE CELOFAN,

Bsta técnica es muy similar a la anterior; las unicas dos
diferencias se mencionaron con anterioridad. El método fué dise-
fiado por Dommelly (10) para investigar la presencia de enteroto-

xinas en quesos contaminados por S, aureus.

METODOLOGIA.

El saco se prepara con un tubo de celofdn para didlisis de
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7.5 cm de didmetro y 40 a 4§,cm de largo. La pieza se hierve con
una solucidén de EDTA al 0.0f % en agua,durante 5 minutos y se la
va varias veces con agua destilada. Se anuda por un extremo y se
infla con aire. El extremo anudado se coloca en la boca de un ma
traz Erlenmeyer de 300 ml de capacidad procurando que la parte
media quede sobre el fondo del matraz, se colocan 100 ml del me-
dio de infusién de cerebro corazén dentro del saco, se anuda el
extremo abierto y se unen los dos extremos de tal manera que el
saco en forma de U y los extremos se localicen cerca del cuello
del matraz, se tapa éste y se esteriliza en autoclave a 121% >
15 1b, durante 20 minutos.

Una vez estéril se colocan 18 ml del amortiguador de fosfa
tos, de pH 6.8, en el matraz. Se prepara el inéculo tomando una
asada de un cultivo de 18 h de incubacién emn medio de infusidnde
cerebro corazén , se suspende en 2 ml del mismo amortiguador y
se adiciona al matraz con lo gue gqueda un volimen final de inécu
lo de 20 ml. Se incuba con agitacién por rotacidén a una tempera-
tura de 37°C durante 48 h. El desarrollo se extrae del matraz y
se centrifuga para obtener el sobrenante libre de bacterias.

1 medio de infusién de cerebro corazén es el més frecuen-
temente usado para el desarrollo de cepas enterotoxigénicas de
estafilococos ya que en el se ha encontrado mayor rendimiento en
comparacidn con otros medios de cultivo (7). Las diferentes mar-
cas comerciales y los distintos lotes de una misma marca varian

en cuanto al rendimiento de enterotoxina (Reiser y Weiss, 1968).
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Por lo que es importante registrar el ntmero de los lotes de me-
dio en que se produce mayor cantidad de enterotoxina con cepas
pPoco toxigénicas, para poderlos usar en el estudio de la entero-
toxigenicidad de cepas desconocidas.

En los métodos de tubo y saco de didlisis se emplea el me-
dio de infusién de cerebro corazén ya que es el que proporciona
enterotoxinas de mayor titulo, segun los estudios de Casman (1),
en los que comparé la cantidad de toxina producida empleando es-
te medio y el de Dolman y Wilson; los resultados de esta compara
cién se muestran en la Pabla 6.

El pH éptime del medio de cultivo para la obtencidn de las
enterotoxinas se encuentra entre 6.5 y 7, este dato fué obtemido
también por Casman (7), la Tabla 7 resume los resultados de los
culti;os a diferentes valores de pH.

VENTAJAS.

las ventajas que ofrece este mStodo son las mismas que
brinda la técnica anterior. Solo que con esta técnica es posible
obtener una mayor cantidad de enterotoxina., Es mis f4cil recupe-
rarla, porque se encuentra en un voldmen final pequefio y en alta

concentracién.

INCONVENIENTES.

De hecho no los hay; aunque no es la técnica ideal para ob
tener grandes cantidades de toxina, es posible emplearla en .la

produccién de enterotoxinas para la inmunizacién de animales.
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Dispositivo empleado en
la técnica del saco de dij-
lisis, Donnelly (1967).
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TABLA 6. Produccidén de enterotoxinas A Yy B en el medio de infu--

8ibén de cerebro corazén Yy en el medio semisélido de -
Dolman y Wilson (1940).

CEPA ENTERO- BHI Dw
TOXINA A B A B
243 B - 48 - 3.5
196 E A 8 - 1 -
265-1 A 12 - 1 -
S6 AB 7 128 1 48
D258 AB 3 40 - 2.5
D263 AB 2 24 - 2.5

BHI = infusién de cerebro corazén.

DW = medio de Dolman y Wilson.

Los resultados se expresan como el reciproco del tftulo
de toxina.

Casman y Bennett, 1963 (7).
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TABLA 7. Produccién de enterotoxinas A y B en medio de infusién
de cerebro corazén por el método de tubo de celofin a
diferentes valores de pH.

CEFA VALORES DE pH
6 6.5 i 7.5

A Bla B A B A B
243 - 4096 | - | 4680 - | 6235 - 5496
246-34 93 - |82 - 87 - 63 -
196 E 135 - [150 - | 259 = 143 -
265-1 207 - 195 S m 158 =
269 142 - 133 - | 155 - 101 -
s6 108 11035 | 83[110%5 92 | 6293 67 6014
D254 25 1272 | 37| 1707 54 | 2111 39 1800
D258 21 460 | 16| 920 25 | 573 40 602
D263 43 588 | 40 693 43 T02 36 743
D270 36 50 | 43 35 52 45 39 27

Los resultados se expresan como el rec{proco del tftulo

de enterotoxina.

Casman y Bennett, i963 i
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1.%. PRODUCCION DE ENTEROTOXINAS EN MEDIO LIQUIDO COK AGITACION.

Cuando se requieren grandes cantidades de enterotoxina pa-
ra emplearla como inmunégeno se recurre al método de Kato (15)
que es superior en este sentiddgiﬁ}gs técnicas descritas ante---
riormente. h

EKato desarrolld un método en el que empled medio lfquido
con agitacién y probé dos medios de cultivo para determinar en
cual se logra mayor produccién de enterotoxina. Los medios que
estudid tuvieron como base diferentes hidrolizados pancreédticos
de casefna. Uno de los hidrolizados (PHP) fué producido por Mead
Johson y el otro (N-2 Amino NAK) fué elaborado por Sheffield -
Chemical Co.

Los resnltados de los estudios de Kato en los que usé con-
centraciones diferentes de los hidrolizados, se muestran en la
Tabla 8.

Debido a la poca disponibilidad del hidrolizado PHP EKato
traté de sustituirlo con N-Z Amino NAK, gque resultd poco eficaz
por lo gue recurrid a una mezcla de PHP al 3 % y N-Z Amino RAK

al mismo porcentaje.

METODOLOGIA.

El inéculo se prepara tomando una asada de un cultivo de
S. aureus enterotoxigénico de 1€ a 24 h de incubacidén en medio
de infusién de cerebro corazdén y se suspende en un matraz Erlen-

meyer de 250 ml de capacidad que contiene 50 ml del medio PHP al
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2 % complementado con niacina y tiamina. El matraz se incuba a
37°C durante 18 h.

Un matraz Erlenmeyer de 250 ml, gque contiene 50 ml del hi-
drolizado PHP al 3 % combinado con el medio N-Z Amino NAK al 3 %
a pH 6, se siembra con 0.5 ml del inbculo. Se incaba el matraz a

37°C durante 24 h con agitacién por rotacién a 280 rpm.

TABIA 8. Efecto del medio de cultivo en la produccidén de entero-

toxina.

MEDIOP ENTEROTOXINA (pg/ml)
PHP al 2 % ‘ 200
N-Z Amino NAK al 2 % 40
N-Z Amino NAK al 4 % 110
E-Z Amino NAK al 4 % 210
+ 0.1 % de E,HPO

2 4

PHP al 1 % + N-Z Amino NAK al 1 % 190
PHP al 3 % + N-Z2 Amino NAK al 3 % 480

bSuplementado con niacina 0,001 % y tiamina al
0.00005 %.

Kato 1966, (15).

VENTAJAS.

Con este método se obtienen grandes cantidades de enterotp
xina. Esta toxina una vez que ha sido sujeta a un proceso de pu-

rificacidén, se emplea en la obtencidén del suero hiperinmune e
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que .se utiliza en la deteccién de las enterotoxinas por métodos
inmunolégicos.

Otra ventaja gue presenta esta técnica es que es mis ficil
preparar un matraz Erlenmeyer con el medio de cultive para la ob
tencidén de la toxina, que efectuar el proceso de preparaciém de

los dispositivos que se emplean en los métodoe anteriores.

INCONVENIENRTES.

El principal inconveniente es que la enterotoxina obtenida
se encuentra en un volimen final muy grande, lo gue dificulta su
separacién del medio de cultivo, pero este inconveniente se eli-

na al purificar y concentrar el producto crudo.

+

1.4. PRODUCCION DE ENTEROTOXINAS EN MEDIO SEMISOLIDO.
Casman y Bennett, 1963 (7).

_El método consiste en colocar 25 ml del medio en cajas Pe-
tri. La superficie del medio se inocula con 4 gotas de una sus--
pensidén acuosa que contenga 3 x 108 microorganismos/ml, el indcu
lo se reparte en toda la sﬁperficie de la placa y se incuba en
aerobiosis de 2 a 3 dfas a una temperatura de 35 a 37°C. Las bac
terias y el medio de cultivo se eliminan por centrifugacién a al
tas velocidades.

En general este método es muy poco empleado, por lo que
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la informacién acerca de las ventajas e inconvenientes es muy eg

casa y las cantidades de enterotoxina obtenidas se desconocen.

1.5. OBTENCION DE LAS ENTEROTOXINAS EN FERMENTADOR.

Jarvis, Lawrence y Pritchard en 1973 (11) estudiaron 1la
produccidén de las enterotoxinas A, B y C, en fermentador,bajo di
ferentes condiciones de pH, aereaéién y agitacién. La Tabla 9
muestra las cepas que estos investigadores emplearon, en 1la ﬁb-

tencién de las correspondientes toxinas.

TABLA 9. Cepas que emplearon Jarvis "et al" para 1la produccién
de las enterotoxinas A, B y C en fermentador.

CEPA ENTEROTOXINA
10 A
100 A
743 A
22 B
30 B
S-6 B
3 c
37 c
361 C

Jarvis "et al", 1973, (11).
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Estos inwvestigadores usaron dos medios para la produccidn
de las enterotoxinasg un hidroligzado de casefina (medio HC), com-
plementado con vitaminas y sales minerales, el segundo fué un me
dio que contenia aminodcidos, vitaminas y sales minerales (medio
AA) y fué desarrollado por Bergdoll y Wu en el afio de 1971.

Jarvis "et al® compararon la cantidad de enterotoxina pro-
ducida por el método del fermentador, con la obtenida con el me-
dio 1fquido con agitacién. El objetivo de esta comparacién fué
determinar las condiciones de pH, aereacién y agitacidén, éptimas
para la produccién de las enterotoxinas. Los resultados de esta
comparacién se muestran en la Tabla 10.

Un objetivo adicional de esta comparacién fué el observar
el efecto del antiespumante, empleado en la técnica del fermenta

dor, sobre la produccién de las enterotoxinas.

METODOLOGIA.

El indculo se prepara separando el desarrollo de un culti-
vo de S, aureus de 18 a 24 h de incubacién, en medio de infusién
de cerebro corazdén agar inclinado. Esta separacién se efectua de
la siguiente forma; se adicionan 6 ml de solucién salina isoténi
ca estéril, mediante una pipeta de 10 ml estéril con un bulbo de
hule adaptado, se expele y se absorbe repetidas veces, hasta que
se desprenda el desarrollc bacteriano, que se pasa a un matraz
Erlenmeyer de 1 litro de capacidad, que contiene 250 ml de infu-

sidén de cerebro corazén agar. Este matraz se incuba de 18 a 24 h
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Al finalizar el tiempo de incubacién se adicionan aproximadamen-
te 100 ml de solucién salina isoténica estéril para desprender -
el desarrollo.

Esta suspensién de bacterias se pasa a un tanque de fermen
tador de 5 litros de capacidad, el cual se ha cargado previamen-
te con 2 litros del medio en estudio. El medio de cultivo se de-
be seleccionar de acuerdo a la cepa que se va a emplear y a la

enterotoxina que se desea obtener.

El pH éptimo para la produccién de 1las enterotoxinas en
fermentador debe ser de 6.5 a 7.3, estos datos se encuentran en
las Tablas 11 y 12. Las otras condiciones para la obtencién de
las enterotoxinas en fermentador son: la aereacién se efectua -
con una mezcla de aire y nitrégeno; la velocidad de rotacién es
de 1 000 rpm; el antiespumante se adiciona a medida que se va ne
cesitando; el tiempo de incubacién es de 18 a 24 h y la tempera-
tura de 37°C.

VENTAJAS.

La Tabla 10 muestra que el método que emplea el medio 1{-
quido con agitacién permite obtener cantidades mayores de entero
toxina que con el fermentador. ILa ventaja que tiene esta Wltima
técnica sobre la primera, es que se efectua un nimero menor de

pasos para la obtencién de la enterotoxina. Porque solo se tiene
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que inocular un recipiente mientras que en el método del medio
1{quido con agitacidén se tienen gue inocular varios matraces, pza
ra obtener cantidades equivalentes de enterotoxina a las obteni-

das en el fermentador.

INCONVENIENTES.

Una de las principales desventajas del método que emplea
fermentador, es el volimen final tan grande em que se encuentra
. la enterotoxina, por lo que tiene gue ser sometida a procesos de
purificacién y concentracidn.

El antiespumante disminuye la produccién de todas las pro-
teinas extracelulares. Este grado de inhibicién depende de la cg
pa de gue se trate; las ires cepas productoras de enterotoxina A
fueron menos sensibles al efecto del antiespumante, que las - -
otras seis cepas que Jarvis "et al" emplearon. La Tabla 13 mues-
tra el efecto del antiespumante en la produccién de las enterotg
Xinas.

Es probable que la causa de tal inhibicién, se deba a que
el antiespumante disminuye la difusién del oxigeno en el medio
de cultivo y a las células bacterianas.

Uno de los inconvenientes mayores es gue es necesario con-

tar con el fermentador y todos sus aditamentos.



41

TABLA 10. Produccién de enterotoxinas y proteinas extracelulares
totales (PET), en medio lfquido con agitacién (MIA) y
en el fermentador (FEK).

METCDO CEPA Y TI- ENTEROTOXINA PET
PO DE ENTE (ng/ml) (mg/ml)
ROTOXINA
MLA 10 A 2.6 0,98
FER 10 A ND - D22
MLA 100 A 7.6 0.13
FEK 100 A 8.2 0.04
MLA 743 A 2.0 1.10
FER T43 A 1.0 0.38
MLA 22 B 104.0 0.28
FER 22 B 66.0 O
MLA 30 B 130.0 0.55
FER 30 B 53.0 0.15
MLA S-6 B 290.0 2.95
FER S-6 B 114.0 0.97
MLA 3 C 62.0 0.59
FER 580 11.0 0.27
MLA i 37 C : 86.0 0.22
FER BT C 3.0 0.71
MLA 361 C 63.0 Q515
FER 361 C 2.6 0.09

ND = no detectable,

Jarvis, Lawrence y Fritchard, 1973 + (11).
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TABLA 11. Efecto del pH sobre la produccidén de enterotoxinas i,
B, C y otras protefnas extracelulares (el medio emplea
do es un medio con aminoécidos).

CEPA FROTEINA MLA pH EN EL FERMENTADCR
EXTRACELULAR 6.0 6.5 7.5 8.0
ENT A 6.5 24.3 32 20 -
100 ,
PET 0.14 0.06 0.05 0.15 -
ENT A ND 3.1 1.9 1.4 ND
S-6 ENT B 194 96 129 131 78
' PET 0.68 | 0.46 | 0.67 | 1.12 | 0.46
ENT C 100 25 53 30 -
) PET 0.64 0.21 1.02 0.90 =
MLA = medio lfquido con agitacién.

ENT = enterotoxina expresada en pg/ml.
PET = proteina extracelular total expresada en mg/ml.
D = no detectable,.

Jarvis, Lawrence y Pritchard, 1973 (11).
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TABLA 12. Efecto del pH sobre la produccién de enterotoxinas A,
B, C y otras proteinas extracelulares (el medio emplea
do es un hidrolizado de caseina).

CEPA PROTEINA MLA pH EN EI. FERMENTADOR
EXTRACELULAR 6.0 6.5 75 8.0
ENT A 7.6 11 | 21.5 15 6.5
100
PET 0.13 0.04 0.14 0.04 0.04
ENT A ND - 2l 20 ND
S-6 ENT B 290 - 169 180 124
PET 2.95 - 0.73 | 1.67 | 1.14
ENT C 63 - Sl 4.6 Tl
361
PET 0.75 - 0.27 O/ 0.4
MIA = medio liquido con agitacién.
ENT = enterotoxina en pg/ml.
PET = proteina extracelular total en mg/ml.
D = no detectable.

Jarvis, Lawrence y Pritchard, 1973 (11).
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TABLA 13. Efecto del antiespumante en la produccién de las ente-

rotoxinas A, By C (el medio empleado es un hidroliza-
do de caseina).

CEPA ANTIESPUMANTE (mg/ml)
0.0 1.5 5.0 7
ENT A 8.3 8.3 6.3
100
PET 0.04 0.03 0.03
] ENT B 256 214 72
S=
PET 0.20 0.16 0.12
ENT C 38 28 13
361
PET 0.35 0.21 0.19

ERT = enterotoxina en pg/ml :
PET = protefina extracelular total en mg/ml

Para la obtencién de la enterotoxina se empleo la tec-
nica del medio lfquido con agitaciém.

Jarvis, Lawrence y Pritchard 1973 (11).
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CONCLUSIONES SOBRE I.A OBTEKCION EN EL LABCRATORIO DE LAS ENTERO-
TOXINAS.

Con los métodos que utilizan tubo y saco de didlisis se obp
tiene enterotoxina altamente concentrada, esto se debe a que el
volimen final es muy pequefio porgque en los dos casos la enteroto
xina producida no entra en contacto con el medio de cultivo.

La técnica de cultivo en saco ofrece ventajas sobre el mé-
todo del tubo de celofdn, porque es més fdcil preparar el dispo-
sitivo empleado en el método del saco gue el usado en el procedl.
miento del tubo. Otra ventaja es que es mds flcil sembrar el ma-
traz empleado en la técnica del saco que el tubo de difdlisis
que se usa en el segundo método. Por 1lo que respecta al voldmen
de enterotoxina obtenido, este es mayor utilizando 1la primera
técnica (Domnelly, 1967) (10) por lo que es mds ficil la recupe-
racién de la enterotoxina en comparacién con el voldmen pequéﬁo
obtenido por la técnica del tubo. De los estudios de Bergdoll so
bre los dos métodos, llegd a la conclusidén de que la técnica del
tubo de didlisis es superior porque la enterotoxina esta conteni
da en un voldmen final més pequefio. Untermenn en el afio de 1972
concluyé que el método del saco es mejor. Holbrook (13) recomien
da la técnica de Donnelly (saco de didlisis) como la mds accesi
ble para el trabajo de rutina.

Si se desea obtener cantidades muy grandes de enterotoxina
para ser usada como inmunogéno, las técnicas de eleccidén son: el

medio liquido con agitacién y el método que emplea fermentador.
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El uso de un procedimiento u otro depende del material con
que cuente el laboratorio; la desventaja que presentan estos dos
métodos es gue como la enterotoxina se libera en el medio de cul
tivo por lo que el volimen final es muy grande, y esto hace nece

sario que se proceda a la purificacién y concentracién de la to-

Xina cruda.



CAPITUIO YV. IDENTIFICACION DE LAS ENTEROTOXINAS.
1. Mé&todos bioldgicos.

2. Métodos seroldgicos.

2.1. Técnicas de precipitacién.

2.2. Técnicas de aglutinacidn.

2.3. Radioinmunoanilisis.
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IDENTIFICACION DE ILAS ENTEROTOXINAS.

1.0 MBETODOS BIOLOGICOS.
Los primeros métodos bioldgicos descritos‘para la detec-
cién de cepas enterotoxigénicas o de la toxina presente en 1los
valimentos contaminados, fueron desarrollados por Dolman en 1940
Hammon en 1941 (12) y Bergdoll wen 1959 (1), (3).
1.1.PRUEBA EN MONOS.

La prueba se efectua en monos rhesus (Macaca mulata) jéve-

nes (1) y (3), administrdndoles por via oral, intragéstrica o in
travenosa la muestra por probar, y se basa en el efecto emético

que la enterotoxina ejerce sobre estos animales de prueba.

METODOLOGIA.

Se toma un lote de seis mones de 3 Kg de peso, a 1los que
se lew administra la toxina cruda (50 ml). Cuando se emplea 1la
via oral se usa un catéter para lograr la ingestién. Si se pre--
senta emesis durante las 5 h posteriores a la administracién de
la enterotoxina en dos o mis monos del lote, la prueba se inter-
preta como positiva,

SEN
SENSIBILIDAD,

Por este método es posible detectar cantidades tan peque-
flas como 5 ug de enterotoxina ya que esta concentracién es 1la

dosis emética al 50 % (DESO) segin se concluye de la Tabla 2,
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VENTAJAS.

No es necesario procesar los alimentos sospechosos ni puri
ficar las enterotoxinas a partir de sobrenadantes de cultivo de
S. aureus para administrarlos a los monos. Esta técnica y la -
prueba en gatos sbén los dos dnicos métodos biolégicos que exis--
ten para detectar enterotoxinas asi como para determinar la po--

tencia de las enterotoxinas, cuando no se cuenta con el suero in

mune.

INCONVENIEKNTES.

Los animales adquieren répidamente resistencia después de
la primera dosis de enterotoxina, por lo que es necesario em=--
plear animales nuevos en cada prueba y esto hace que el costo de

la prueba sea muy elevado.

1.2. PRUEBA EN GATOS.

Hammon en 1941 (12) evalud la prueba en gatos descrita'por
Dolman en 1936, en un intento por detectar las enterotoxinas es-
tafilococcicas y para simplificar y estandarizar la interpreta--

cién d= Tos resultados obtenidos.

METODOLOGIA.
Se emplean lotes de cuatro gatos (Felis catus) jévenes de
800 g de peso, gue se inyectan en la vena safena con 0.5 a 5 ml

de sobrenadante de un cultivo de S. aureus enterotoxigénico, o
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de extracto de alimento sospechoso. Hammon calentaba el material
de prueba en bafio de agua durante 30 minutos para inactivar las
alfa y beta hemolisinas antes de administrar el indculo a los ga
t0s. Actualmente se sabe que con este procedimiento se corre el

riesgo de inactivar algunas enteretoxinas por el tratamiento tér
mico, por lo que se recurre a la tripsinizacién para destrufr -

i

las hemolisinas.

INTERPRETACION.

Si se produce emesis en tres o més gatos, 10 a2 180 minutos
después de la inyeccién, el resultado se interpreta como positi-
vo. La prueba no es definitiva si solo dos animales presentan v§
mito durante este tiempo y la respuesta se considera negativa -

cuando solo uno o ninguno presenta vémito.

SENSIBILIDAD.
No se ha establecido.

VENTAJAS.

Las mismas que presenta la prueba en monos pero ademas los

gatos son ficiles de conseguir.

INCONVENIENTES.

Los gatos al igual que los monos adquieren répidamente re-

aistencia a las enterotoxinas por lo que es necesario usar anima
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les nuevos para cada determinacién. La importancia de estas prue
bas es histdérica debido al hecho de haber sido las primeras usa-

das para detectar las enterotoxinas.

2.0. METODOS SEROLOGICOS.
2.1. TECNICAS DE PRECIPITACION.

Se han descrito varios métodos para la deteccidén y cuanti-
ficacién de las enterotoxinas, de éstos la técnica de micro-do-
ble difusién y la de doble difusién en tubo, son las més frecuen
temente empleadas para la investigacién de las enterotoxinas en

los alimentos y sobrenadantes de cultivos.

2.1.1. MICRO-DOBLE DIFUSION EN GEL DE AGAR.

Este método desarrollado originalmente por Ouchterlony se
emplea segin 1a.modificacién de Wadsworth (1957) y Crowle (1958)

Ia reaccidn antigeno anticuerpo se efectfa en una placa de
gel de agar, en la que se practican cortes circulares, se elimi-
na el agar de los cortes y los pozos asi obtenidos se llenan uno
con la enterotoxina y el otro adyacente con el suerc inmune. Tan
to el antfgeno como el anticuerpo difunden en el seno del gel
con una velocidad que es directamente proporcional a su concen-
tracién e inversmamente a su peso molecular (ley de Fick). En el
lugar'donde ambos reactivos, se ponen en contacto forman una
1fnea de precipitacién como resultado de la interaccidén entre am

bos. Cuando se prueba una mezcla de antigenos con sus respecti-
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vos anticuerpos se obtendrdn tantas lineas de precipitacidén como
sistemas ant{geno-anticuerpo esten presentes.

Este técnica se emplea cuando se desea conocer la composi-
cién de una mezcla de antigenos o anticuerpos y también para de-
terminar las relaciones entre dos muestras a analizar por medio

de comparacidén directa.

METODOLOGIA.

Un portaobjetos de 7.5 x 2.5 cm, perfectamente limpio y -
desengragado, se cubre con una capa fina de solucién selladora ,
hecha con agar puro al 2 % en agua destilada, esta solucién de-
be estar a una temperatura cercana al punto de ebullicién. Se de
ja solidificar la pelicula de agar a temperatura ambiente dejan-
do el portaobjetos en posicidén vertical. 4 continuacidén, se colp
ca la laminilla sobre una superficie perfectamente nivelada, 1i-=
bre de vibraciones y se le adicionan 2.5 ml de egarosa fundida
(esta es una solucidén de agarosa al 2 % preparada con amortigua-
dor de veronal-acetato de pH 8.6 y p de 0.01) de tal manera que
se forme una capa de 3 mm de grosor aproximadamente. Se deja so-
lidificar la placa colbcandola unos minutos en el refrigerador.

Con un horadador de 3 mm de didmetro se practican 5 cortes
circulares dispuestos en forma de roseta, uno central y cuatro
periféricos, se sacan los.cilindros de agar de los cortes median
te succidén o con un aplicador de madera terminado en punta.

liediante un tubo capilar se llena la horadacidén central -
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con suero inmune monovalente. Empleando diferentes tubos capila-
res, se llenan los pozos 2 y 4, con la enterotoxina de referen--
cia y los pozos 1 y 3 con el sobrenadante del cultivo de estafi
lococos o extractos de alimentos sospechosos. Se deja reaccionar
de 32 a 72 h en cédmara hiéimeda a temperatura ambiente.

La interpretacién se hace de la siguiente manera, gi 1la
muestra por probar no contiene la enterotoxina o la que contiene
es de un tipo seroldgico diferente a la toxina control, no se ob
servardn lineas de precipitacién frente a los pozos 1y 3. Si la
muestra por probar contiene enterotoxina del mismo tipo inmunolg
gico que la toxina control se observard que las 1lineas de inmuno
precipitado se continian con las de los controles, con lo cmal

se comprusba la identidad de las enterotoxinas.

SENSIBILIDAD.
Se pueden detectar entre 0.1 y 0.2 pg/ml de enterotoxina.
De aquf la necesidad de extraer y concentrar las toxinas de los

alimentos, como se describe en el siguiente capitulo.

VEKRTAJAS.

Es un método ficil de ejecutar, no requiere equipo, se ne-
cesitan voldimenes muy pequefios (0.02 ml) de reactivos, no inter-
fieren con la reaccidén de precipitacién otras protefnas que for-

man parte de los alimentos o de los sobrenadantes de cultivo.
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INCONVENIENTES.
El tiempo requerido para observar las bandas de precipita-

cién cuando la concentracién de las enterotoxinas es de 0.5 ug/ml
o menor, es de tres dfas o mds de incubacién. Por lo que solo pue

de emplearse como método de comprobacidn.
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2.1.2. DOBLE DIFUSICL EN TUBO (Caklay y Fulthorpe, 1953),

El sistema descrito por estos autores para realizar la pre
cipitacién en tubo estd formaco por tres capas, una inferior -
constituida por suero inmune incorporado al gel de agar, una ca-
pa central de gel de agar ¥y una superior de sobrenadante del cul
tivo de estafilococos o del extracto de alimento. El anticuer-
po y el antigeno difundirdn hacia 1a capa central formando una
banda de precipitacién en el 4rez donde esten en concentracidén e
quivalente. Bergdoll, Surgalla y Dack (12), fueron los primeros

en usar este método para detectar las enterotoxinas.

METODOLOGIA.

El agar se prepara con agarose al 0.5 % disuelta con cloru
ro de sodio 0.145 mol/litro.

El suero inmune se diluye con amortiguador de fosfatos,, -
0.04 mol/litro, pH 7.2 y adicionado de timerosal al 0.002 %, pa-
ra tener la dilucién apropizda cuando se mezcle con un voltmen
igual de gel de agarosa fundida.

La agarosa fundida y a una temperatura de 60°C se mezcla
con el suero inmune, se colocan 0.5 ml, tan rdpido como sea posi
ble, en tubos de 12 x 75 mm. Se debe tener especial cuidado para
evitar que queden trazas de la mezcls agar-anticuerpo en la par-
te superior del tubo. Los tubos se tapan con tapones de hule ¥y
pueden almacenarse en refrigeracidn,

Cuando se va a usar un tubo, se colocan 0.2 ml de agarosa
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al 0.25 % disuelta en amortiguador de fosfatos pH 7.2 sobre 1la
base de agar-suero inmune,

Se preparan diluciones seriadas (en incrementos de dos) de
la muestra por probar (extracto de alimento sospechoso o sobrena
dante de un cultivo de estafilococos) con amortiguador de fosfa-
tos 0.02 mol/litro y pH 7.2.

Una vez gue la capa intermedia ha solidificado,‘se colocan
0.5 ml de las @iluciones preparadas en el paso anterior, en sus
respectivos tubos.

Los tubos se incuban 14 dias a 25°C, se examinan periddica

mente para observar s8i se han formado lineas de precipitacién.

SENSIBILIDAD.

Con este método se pueden detectar concentraciones de més
de 0.6 pg/ml de enterotoxina después de 7 dfas. Se presume que
pueden determinarse 0.05 pg/ml de enterotoxina mediante un tiem-
po de reaccién prolongado.

La sensibilidad del método depende de que el espesor de la
capa central de agar sea pequefio, de que se logre la concentra-

cién 6ptima en la relacién antfgeno-anticuerpo y del tiempo.

VENTAJAS.
Los tubos con la mezcla gel de agarosa-anticuerpo son fdaci

les de preparar y se pueden mantener en refrigeracién durante se
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manas., Holbrook (13) encontré que la sensibiliGad del método no
se ve afectada por concentraciones de cloruro de sodio hasta del
8 %, ni cuando el pE de la solucidn que contiene a la enterotoxi

na estd entre 5y 8.5.

ILCONVENTERNTES.

Cuando la enterotoxina se encuentira en baja concentracidn
se requiere de 7 dias como minimo para que aparezcan las bandas
de precipitacién. nl método consume mayor cantidad de suero inmu
ne gue la técnica de oble difusidén en placa. Algunos extractos
producen nebulosidad en la capa central gue evita que las bandas
débiles se puedan observar con claridad. Mo es posible comparar

directamente las muestras de prueba con controles.

2.1.3. ELECTROIKMUNODIFUSION.

En esta técnica (Laurell, 1966) el antigeno colocado en un
pozo migra bajo la influencia de un campo eléctrico desde su pun
to de aplicacién, a través del gel de agar, que contiene el anti
cuerpo inmune monovalente. Conforme va avanzando el antigeno se
forman dos lineas de precipitacidén paralelas al principio y que
se cierran en el punto de equivalencia como consecuencia de 1la
reaccién de la enterotoxina con su anticuerpo. La longitud (1)
medida a partir del borde del pozo al punto de equivalencia es
directamente proporcional a la concentracidén del antigeno e in--

versamente a la concentracién del anticuerpo.
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Chugg en 1972 (13) describié las condiciones electroforéti
cas bajo las cuales se pueden obtener resultados cuantitativos,
para concentraciones de enterotoxina superiores a 200 pg/ml, en
el afio de 1974 Holbrook (13), modificd las condiciones para tra

bajar con concentraciones de enterotoxina entre 0.5 y 10 pg/ml.

METODOLOGIA.

Se emplean portaobjetos de 7.5 x 5 cm que se sellan con
agar al 2 % disuelto en agua, se deja gelificar la capa de agar
a temperatura ambiente, colocando el portaobjetos en posicién -
vertical.

La mezcla de agar se prepara con 2 ml de agarosa al 2 % -
(disuelta en agua) fundida y a una temperatura de 50°C, y con un
voltéimen igual de amortiguador de veronal acetato 0.025 mol/litro
adicionado con lactato de calcio 0.004 mol/litro en el gque va di
suelta la cantidad requerida de anticuerpo. La placa con la mez-
cla antfgeno-anticuerpo se deja solidificar aproximadamente 15
minutos, en el refrigerador.

Con un horadador se practican cortes circulares de 2 mm de
didmetro, separados entre si 8 mm. Mediante succién o con un -
aplicador de madera terminado en punta se sacan los cilimdros de
agar de los cortes. Tres pozos se llenan con 5 ml de enterotoxi-
na control y los restantes con material de prueba.

El contacto entre las placas y los depdsitos de amortigua-

dor del tangue de electroforesis se logra con dos tiras de papel
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Whatman No. 1.

La electroinmunodifusién se efectua durante 2 h, con una
corriente de 5.5 mA y 150 V, a una temperatura de 20°c.

Al término de la electroinmunodifusién la placa se sumerge
en una solucién de cloruro de sodio 0.2 mol/litro toda la mnoche
con lo que se eliminan las proteinas que no reaccionaron.

1a placa se seca con aire caliente o cubriéndolé con papel
absorbente en un horno a 60°C.

Para tefiir los inmunoprecipitados, la placa se sumerge, du
rante 20 minutos, en una mezcla, hecha con partes iguales de Ami
do Black 10 B al 0.5 ¥ y &cido acético al 5% (que contiene HgCl,
al 5 % y rojo de tiazina al 0.1 % disuelta en 4cido acético al
1 %). Se deja escurrir el colorante y se lava la placa con 4cido
ac&tico al 1 %, la solucidn se debe cambiar cada 10 minutos, has
ta que el gel de agar quede incoloro y solamente las bandas de
precipitacién esten tefiidas. Finalmente se sumerge el portaobje-
tos en agua destilada y se seca.

Se'mide 1a distancia entre los pozos y los puntos de equi-
valencia, las longitudes (1) medidas en mm, obtenidas de los po-
zos correspondientes a las diluciones de la enterotoxina control
se grafican contra sus respectivas concentraciones. Para conocer
1a cantidad de toxina presente en los problemas, basta interpo--

lar su longitud (1) en la curva patrén.

SENSIBILIDAD.

Las enterotoxinas A y B pueden ser cuantificadas desde con
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centraciénes de 0.5 pg/ml.

VENTAJAS.

Este método entre otras ventajas tiene la de ser cuantita-
tivo, por el hecho de gque en la misma placa se corren problemas
y diluciones de la enterotoxina control, lo que permite elaborar
una curva patrén bajo las mismas condiciones de trabajo a las
que fueron sometidos los extractos de alimentos o sobrenadantes
de cultivos sospechosos.

El método es rdpido cuando la enterotoxina se encuentra en
concentraciones superiores a 2 pg/ml, porque no es necesario te-
fiir los inmunoprecipitados, ya que estos son perfectamente cla--

ros a simple vista.

INCONVENIENTES.

Una de las desventajas del método es que requiere del apa-
rato de electoforesis. Otro de los inconvenientes es gque consume
gran cantidad de suero inmune lo que eleva aln mds su costo.

Cuando la concentracién de la enterotoxina es menor de
2 pg/ml es indispensable tefiir para observar las lfneas de preci

pitacién. Esta técnica requiere de perﬁoiéi entrenado baré su --

ejecucign.
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2.2. TECNICAS DE AGLUTINACION.

Para hacer que un antfgeno que estd en solucién, como en
el caso de las enterotoxinas, intervenga en una reaccidén de aglu
tinacién se recurre al artificio de recubrir con enterotoxina, o
con su anticuerpo a eritrocitos (de humano del grupo O, de carne
ro o de caballo), o bien particulas de 1l4tex, poliestireno, que
actuan como soporte inerte; esto permite obtener resultados de
la reaccién antigeno-anticuerpo en cuestién de minutos y simpli-

ficar el método.

2.2.1. HEMAGLUTINACION INDIRECTA O PASIVA.

Esta técnica se denomina asi porque se emplean eritroci-
tos como soporte inerte.

Existen diferentes variantes de este método: una en la que
el antfgeno se une a glébulos rojos tratados previamente con &ci
do tdnico (los eritrocitos sin tratar se lisan si el medio no es
isoténico, por lo que generalmente se tratan con formol o gluta-
raldehido), este tratamiento en el caso particular de las exoto-
xinas estafilocéccicas es necesario ya gque los hace resistentes
a la accién de las hemolisinas que pudieran encontrarse presen--
tes en la muestra por analizar; los eritrocitos recubiertos o -
sensibilizados se lavan para eliminar el exceso de enterotoxina
y se hacen reaccionar con la antitoxina.

La modalidad conocida como inhibicién de la hemaglutinacién

consiste en hacer reaccionar cantidades constantes de anticuer--



61

pos con diluciones seriadas del problema, después de efectuarse
la neutralizacién se adiciona un sistema revelador que consiste
en glébulos rojos recubiertos con enterotoxina; la concentracidn
de la toxina corresponde a la midxima dilucidén que presente inhi-
bicién de la hemaglutinacién.

La variante que se describe a continuacién se denomina he-
maglutinacién pasiva inversa; esta técnica emplea eritrocitos -
tratados con glutaraldehido sensibilizados con antienterotoxina,
a los que se les adicionan diluciones seriadas de la muestra pro
blema; el titulo se encuentra en la méxima dilucién que presente

hemaglutinacién.

2.2.1.1. HEMAGLUTINACION PASIVA INVERSA.

Este método se puede resumir en los siguientes pasos: puri
ficacién del suero inmune, sensibilizacién de 1los eritrocitos
con glutaraldehido y su recubrimiento con la gamma-globulina pu-
rificada y finalmente la reaccidén entre los eritrocitos sensibi-

lizados adicionando las diluciones del material de prueba.

METODOLOGIA.

Purificacién de la gamma-globulina. E1 suero antienteroto-
xina empleado debe tener un titulo alto de anticuerpos. E1 proce
so de separacién de las inmunoglobulinas se efectua con dietil-
aminoetil celulosa (DEAE) que es un intercambiador iénico que

tiene la propiedad de absorber a todas las proteinas plasméticas
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a excepcién de las gamma-globulinas. la separacién se efectua a
una temperatura entre 8 y 10°C. Una vez separadas las inmunoglo-

bulinas la solucidén se concentra mediante didlisis con vacid.

Preparacién de los eritrocitos de carmero (GRC). La sangre
del carnero se obtiene por puncién en la vena yugular, para evi-
tar la coagulacién, se mezcla volimen a voldmen con solucidén de
Alsever. E1 plasma se elimina y los GRC se lavan con solucidn
salina isoténica, se centrifuga durante 15 minutos a 2 500 rpm.
El proceso se repite hasta que el sobrenadante quede incoloro.Se
mide el voldmen que ocupan los eritrocitos y se adiciona la can-
tidad necesaria de solucibn salina para obtener una suspensidn
al 50 %. Se toma un volimen de la suspensidén de eritrocitos y se
mezcla con un voliémen y medio de aldehido pirdvico al 25 % ajus-
tado a pH de 7.0 eon solucién de Na2003 al 1 % y 0.7 volidmenes
de amortiguador de fosfatos 0.15 mol/litro de pH 8.0. La suspen
sién se mantiene a 4°C durante 24 h con agitacidén constante. -
franscurridas estas 24 h se procede a lavar las células para eli
minar el exceso de aldehido (este lavado se lleva a cabo en la
misma forma que el anterior). Los GRC tratados se pueden almace-
par durante seis meses en solucién salina isoténica adicionada
de azida de sodio al 0.1 % y a una temperatura de 4°c, sin que

sufran deterioro.

Sensibilizacidn de los eritrocitos. las células tratadas

gse lavan dos veces con solucién salina isoténica, se centrifugan
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a 2 500 rpm durante 15 minutos. Se mide el vollimen del paquete
celular y se adiciona solucidén salina para tener una suspensidn
de GRC tratados al 2.5 %. A esta suspensibén se le adiciona un vpo
ldimen igual de glutaraldehido 1:20 000 preparado recientemente,

la mezcla se deja reposar durante 15 minutos a temperatura am-
biente, después se centrifuga a menos de 1 000 rpm, para sedimen
tar las células, se decanta el sobrenadante y se procede a lavar
en la forma que se describié anteriormente. Las células 1libres

del sobrenadante, se suspenden voldmen a volidmen con solucién sa
lina amortiguada con fosfatos 0.15 mol/litro de pH 6.4. A esta
suspensién de eritrocitos se le adicionan, en proporcién de 1:2
el preparado de inmunoglobulinas purificado y diluido con la mig
ma solucién amortiguada con fosfatos. (La concentracidén de gluta
raldehido e inmunoglobulina, que da la sensibilizacién Sptima de
los GRC se obtiene mediante el proceso gue se explica en el si--
guiente parrafo). Para continuar el proceso de sensibilizaciém -
de los GRC, con los anticuerpos, se incuba durante 1 h a 37% ,
se centrifuga a baja velocidad y se resuspenden las células en

amortiguador de fosfatos 0.15 mol/litro pH 7.2 (adicionado de -
albdimina sérica bovina al 0.8 %). Se deja reposar durante 1 h a
temperatura ambiente, se centrifuga a baja velocidad y finalmen-

te se resuspende en la mitad del voliumen del mismo amortiguador.

Sensibilizacién éptima de los GRC. La concentracién de glu

taraldehido e inmunoglobulina necesarias para obtener la sensi--
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bilizacién éptima de los eritrocitos se consigue tratando alfcug
tas de la suspensién de GRC con diluciones progresivas de gluta-
raldehido desde 1:10 000 hasta 1:80 000 y mezclando alfcuotas de
estas con diluciones progresivas de gamma-globulina desde 1:50
hasta 1:500. Los GRC se prueban con enterotoxina diluida desde

0.1 hasta 0.00009 pg/ml. Se corren controles para cada diluyente

Prueba. Se hace mezclando diluciones seriadas en incremen-
tos de dos del material por analizar con 0.5 ml de amortiguador
de fosfatos 0.15 mol/litro de pH 7.2 (adicionado de albdimina s§
rica bovina al 0.8 %); a cada dilucién se le agrega una gota -=-
(0.025 ml) de GRC sensibilizados. Se mezcla pedfectamente. En la
prueba se deben incluir controles negativos y de eritrocitos.los

resultados se leen a las 4 h o al dfa siguiente.

SENSIBILIDAD.

Con el método de hemaglutinacién pasiva inversa se pueden

detectar hasta 0.001 yg/ml de enterotoxina.

VENTAJAS.

Una de las ventajas que presenta esta técnica es su répi-
dez. Cuando el sistema de prueba se ha establecido, se pueden odb
tener resultados en 4 h.

Otra ventaja es que los extractos de alimentos contamina-=~
dos con estafilococos enterotoxigénicos pueden ser estudiados

sin necesidad de someterlos a largos procesos de concentracidn.



65

INCONVENIENTES.

La aplicacién de este sistema de prueba para la deteccién
de la enterotoxina, en diversos tipos de alimentos, no se ha es-
tudiado a fondo.

}as células recubiertas con el anticuerpo se deterioran
después de una semana de almacenamiento a 4%.

Quiza la mayor desventaja que presenta esta téchica es la
dificultad para acoplar el suero inmune procedente de algunos -~

animales con los eritrocitos.

2.3. RADIOINMUNOANALISIS. (9) y (13).

Johnson, Bukovic, Kauffman en 1971 y Collins, Metzger y
Johnson en el afio de 1972 aplicaron esta técnica a la cuantifica
cién de enterotoxina B en alimentos contaminados con S. aureus.
Los anticuerpos contra la toxina se fijan a un soporte s6lido ,
que puede ser: tubos de poliestireno o particulas de bromoacetil
celulosa. Es factible efectuar un andlisis cuantitativo, porqgue
la enterotoxina B presente en el alimento contaminado, ejerce un
efecto inhibitorio en la unién del antigeno marcado con 1251 con
el anticuerpo fijado previamente al soporte sb6lido. Esto hace po
sible medir, con un contador de centelleo, el antiéeno que queda =
libre (Collins, 1972) o el unido (Johnson, 1971).

El método que se describe a continuacién, es el que en el
afio de 1973,Colling,Johnson y Metzger desarrollaron para la cuan

tificacién de la enterotoxina A.Los pasos mis importantes que lo
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integran son los siguientes: unidén del anticuerpo a la bromoace-
tilcelulosa, preparacién del antfgeno marcado, determinacién de

la concentracién Sptima del anticuerpo unido al soporte sélido.

METODOLOGIA.

VPregaracién del anticuerpo unido a la bromoacetilcelulosa
Ac-BAC). El suero inmune antienterotoxina A se obtiene inmuni--
sando cabras con toxina altamente purificada, mezclada con adyu-
vante completo de Freund. El esquema de inmunizacién es el si--
guiente: durante 4 meses se inmuniza a los animales con 1 mg de
la enterotoxina, por via intramuscular, a intervalos de 2 sema--
nas. La presencia de anticuerpos en alto t{tulo se determina por
el métode de doble difusidn en gel de agar de Ouchterlony.

Las inmunoglobulinas se separan del suero inmune antiente-
rotoxina A, usando una columna de dietilaminoetil-Sephadex A-50,
que se equilibra con amortiguador de fosfatos 0.1 mol/litro de
pH 6.5. Se eluyen las gamma-globulinas de la columna y su presen
cia en el eluado se demuestra mediante inmunodifusién y electro-
foresis.

Los anticuerpos purificados se acoplan a la bromoacetilce-
lulosa (Ac-BAC) de la siguiente manera (método de Robbins): 1la
bromoacetilcelulosa (BAC) se lava con amortiguador de fosfatos y
citratos 0.01 mol/litro de pH 4.6; 50 mg (peso seco) de BAC (la-
vada) se mezclan con 15 mg de gamma-globulina purificada, se adi

cionan 20 ml del mismo amortiguador con gue se lavd la BAC, y se
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agita vigorozamente durante 24 h. El complejo Ac-BAC se sedimen-
ta por centrifugacién a 1 500 g durante 20 minutos a 4°C, se re-
suspende con 20 ml de NaHCO3 0.1 mol/litro, se ajusta el pH a
8.6 con HC1l 0.1 mol/litro y se refrigera durante 24 h a 4°c. se
vuelve a sedimentar bajo las mismas condiciones y se resuspende

en 20 ml de monoetanolamina 0.01 mol/litro. Se deja réposar du-
rante 24 h a 4°C, el complejo Ac-BAC se recupera por centrifuga-
cién, se lava tres veces con 20 ml de NaCl 0.14 mol/litro y se
resuspende en una solucién de NaCl 0.14 mol/litro adicionada de

azida de sodio.

Preparacién del antigeno marcado. El antigeno puro se pue-
de marcar con 1251 mediante dos métodos: el de Greenwood y Hun-
ter, que usa la Cloramina T como auxiliar en el acoplamiento en-
tre la proteina y el yodo; en la técnica de Gruber y Wright 1la
proteina se marca por microdifusién del 125I en estado gaseoso,
sin que existan otros reactivos en el sistema. El antigeno marca
do por la primera técnica resulta ser més especifico pero de me-
nor estabilidad, que el obtenido por el segundo método. En el ca
so de la enterotoxina A marcada con el segundo procedimiento, se
puede almacenar a 4°C (eproximadamente durante 2 meses) sin que
sufra cambio en su antigenicidad. Antes de ser usada se diluye -
con amortiguador de boratos 0.2 mol/litro (adicionado de albimi-

na sérica bovina al 0.7 %), hasta 7 500 cpm/10 pl.
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Determinacidn de la concentracién Sptima del Ac-BAC para
las pruebas de inhibicién de la unién del antigeno marcado, con
su anticuerpo. El Ac-BAC se titula para establecer las condicio-
nes 6ptimas de la prueba de inhibicidén; esta titulacidén se hace
de la siguiente manera: el complejo Ac-BAC se diluye con solu--
cién de boratos adicionada de alblimina sérica bovina (boratos- -
ASB), desde 1:2 hasta 1:10 000. Se colocan, por duplicado,0.5 ml
de cada dilucién en tubos de centrifuga de policarbonato de
16x100 mm, se adicionan 10 pl del antigeno marcado (aproximada--
mente 6 000 cpm), se incuba durante 15 minutos a 25°C y después
1 h a 4°C con agitacién. Se agregan 1.5 ml de boratos-BSA a cada
tubo y se cemntrifugan a 25 000 g durante 10 minutos a 4°c. se to
ma 1 ml del sobrenadante de cada tubo, se llevan al contador de
centelleo para determinar las cuentas por minuto. Estos datos se

grafican contra las diluciones del Ac-BAC para obtener la concen

tracién que da el 50 % de unidén con el antigeno marcado.

Prueba, Se diluye 1 mg/ml de enterotoxina (sin marcar) des
de 1:2 hasta 1:1 000; se depositan 100 ul de cada dilucién en tn
bos de 16x150 mm, a los que se les agrega 0.5 ml de la dilucién
de Ac-BAC que da el 50 % de unién con el antfgeno marcado y 10ul
de la toxina marcada con 1251. Los tubos se agitan vigorozamente
durante 15 minutos a temperatura ambiente 1 h a 4°C, se les agre
gan 1.5 ml de boratos-ASB frio y cada tubo se centrifuga durante
10 minutos a 25 000 g. Para determinar la cantidad de enterotoxi

na marcada que no se unié al Ac-BAC, se determina la radioactivi
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dad en 1 ml de cada sobrenadante. Las cuentas por minuto obteni-
das se grafican contra la concentracidn (pg/ml) de toxina no mar
cada.

Para conocer la cantidad de enterotoxina A presente en un
alimento, se procede en la misma forma que para la elaboracién
de la grdfica, sélo que en lugar de efectuar diluciones de toxi-
na no marcada, se extrae la enterotoxina del alimento‘sospechoso
con solucién de boratos~ASB y se agregan 100 pl de este extracto
al Ac-BAC. Las cuentas por minuto obtenidas se interpolan en 1la
gréfica para conocer la cantidad de enterotoxina presente en el

alimento.

SENSIBILIDAD.
Con esta técnica se pueden detectar 0,01 a 0.001 pg/ml de

enterotoxina.

VENTAJAS.

Las principales ventajas del método son las siguientes: es
muy sensible, puesto que detecta hasta 0,001 pg/ml de toxina.

Cuando la ejecucidén de la prueba ya se domina y se cuenta
con cantidades suficientes de reactivos se pueden obtener resul-
tados en menos de un dfa.

El material por probar no se sujeta a procesos largos de
extraccién y concentracién, si no que se adiciona al sistema de

prueba en forma de suspensién en solucién de boratos-ASB.
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INCONVENIENTES.

La técnica requiere de equipo especializado, poco frecuen-
te en el laboratorio, y personal capacitado para el manejo de ra
dioisbétopos. Por otra parte la preparacién de los reactivos es

laboriosa y consume mucho tiempo.

CONCLUSIONES SOBRE LOS METODOS SEROLOGICOS EMFLEADOS PARA LA IN-
VESTIGACION DE LAS ENTEROTOXINAS EN ALIMENTOS CONTAMINADOS.

Para detectar las enterotoxinas con los métodos de precipi
tacién los alimentos sospechosos de contenerlas, deben someterse
a procesos de extraccién y concentracibén. El proceso de extrac--
cién descrito por Casman en el afio de 1967, tarda 4 dfas para
completarse y la deteccibn seroldgica de la enterotoxina de 1 a
7 dfas, dependiendo del método empleado.

Las dos técnicas mds répidas por no requerir el procesa-
miento de alimentos y més sensible (se pueden detectar hasta
0.001 ug/ml de enterotoxina) que se conocen en la actualidad son
el radioimnunoandlisis y la hemaglutinacién pasiva inversa. Con
estos dos métodos los resultados se obtienen en 2 dfas. Sin em-
bargo, estas dos técnicas solo se han utilizado en la deteccién
de las enterotoxinas A y B. Para estas técnicas se requiere sue-
ro inmune de alto tf{tulo, asf como de enterotoxina muy pura; am-
bos reactivos son relativamente diffciles de obtenmer.

Bennett et al en 1963 encontraron que el método de hemaglu
tinacién pasiva inversa da reacciones cruzadas con otros produc-
tos de origen bacteriano, en algunés ocasiones. La técnica de ra

dioinmunoandlisis no presenta este inconveniente.
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EXTRACCION DE LAS ENTEROTOXINAS DE LOS ALIMENTOS SOSPECHOSOS.

Casman y Bennett en 1965 (13) y Bergdoll en 1972 (13) re-
portaron que los alimentos implicados en casos de envenenamien--
tos pueden contener 0.01 pg o cantidades menores de enterotoxina
por gramo de alimento.

Con los métodos de difusién en gel usados para detectar
las enterotoxinas se tiene un mdximo de sensibilidad de 0.1 a
0.05 pg/ml, esto hace necesario extraer y concentrar la +toxina
presente en los alimentos sospechosos.

Casman y Bennett en 1965 y Casman en 1967 describieron los
métodos apropiados para la extraccidén de la enterotoxina de 1los
alimentos. E1 método de Casman puede emplearse tanto en alimen-
tos de bajo como de alto contenido protefco, para 1lograr la ex-

traccién completa se requiere de cuatro dias.

1. METODO DE EXTRACCION DE ENTEROTOXINAS (CASMAN) MODIFICADO POR
HOLBROOK (13).

El procedimiento para la extraccién de las toxinas, medifi
cado por Holbrook, en forma general, se efectda de la siguiente
manera: se homogeiniza el alimento sospechoso en solucién salina
se eliminan los lipidos con cloroformo; las toxinas se separan
de otras protefnas presentes en el alimento por medio de precipi
tacién 4cida y cromatograffa en columna y finalmente el eluado

se concentra a un volimen de 0.4 ml.
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METODOLOGIA.

Se homogeinizan 100 g del alimento con 500 ml de solucidn
de cloruro de sodio 0.2 mol/litro, se ajusta el pH a 7.5, se de-
Ja reposar durante 15 minutos a temperatura ambiente y se ajusta
el pH nuevamente si es necesario. Se centrifuga a 20 000 g duran
te 15 minutos a 5°C. Se separa el sobrenadante y se vuelve a ex-
traer el material soluble del sedimento con 125 ml de solucién
salina, se mezclan los dos sobrenadantes.

Para eliminar las grasas de los sobrenadantes, se adiciona
una cuarta parte del volimen de cloroformo y se agita vigorosa--
mente diez veces; se centrifuga durante 10 minutos a 6 000 g a

5°¢ y se separa la fase acuosa.

Mediante didlisis inversa se concentra el extracto redu--
ciendo su contenido salino con polietilen-glicol al 30 % a 4° ¢
durante toda la noche. Al finalizar el proceso, se lava la parte
externa del tubo de didlisis con agua destilada durante 10 minu-
tos, se vacia su contenido y se remueve la toxina que haya queda
do adherida a las paredes con 10 ml de solucidn salina con 1lo

que se tiene un volumen final de 40 ml.

Se ajusta el pH a 4.5 con HC1l 5 mol/litro. Se centrifuga a
2 000 g durante 15 minutos a 5°C.

Se ajusta el pH del sobrenadante a 5.7 con hidréxido de so
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dio 1 mol/litro.

Se extrae el sobrenadante con una cuarta parte del voldmen
de cloroformo y se centrifuga 10 minutos a 6 000 g a 5%¢ Yy se se
para la fase acuosa. Si aparece un precipitado, se extrae nueva-
mente con cloroformo. Si la fase acuosa es turbia se centrifuga.

Esta fase se diluye con cuarenta volimenes de amortiguador
de fosfatos 0.005 mol/litro de pH 5.7, 8i es necesario se ajusta
al mismo pH con &cido fosférico o fosfato disédico 0.005 a 0.01
mol/litro. Con esto 1la molaridad de la solucién se reduce a
0.005 a 0.01 mol/litro.

Se pasa la solucién a traves de una columna de intercambio
iénico de carboximetil celulosa (CMC) Watman CM 52, a una veloci
dad de flujo de 1.5 ml/minuto y a una temperatura de 4°c. Este
paso se puede efectuar durante toda la noche.

El eluado se concentra a un voldmen de 0.4 ml por didlisis
contra polietilen-glicol al 20 % a 4°c. se 1lava con agua para
eliminar los restos de polietilen-glicol y se sumerge en amorti-
guador de fosfatos 0.02 mol/litro pH 7.2 durante 15 minutos.

Se centrifuga para remover el material insoluble, y se ex-
trae con cloroformo hasta que no se forme precipitado.

El material obtenido ya puede ser probado por las técnicas

de difusién en gel para determinar la presencia de enterotoxinas

2. TURIFICACION DE LAS ENTEROTOXINAS EXTRAIDAS.

Se puede aumentar la concentracién de enterotoxinas, para
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cuantificacidén, ensayos farmacoldgicos y obtencién de sueros in-
munes es necesario purificar las enterotoxinas a partir de sobre
nadantes de medios de cultivo. El procedimiento de purificacién

que da resultados més satisfactorios fué descrito por Bergdoll y
Sugiyama en 1959 (1). Este método de purificacién esta constitui
do por los siguientes pasos: precipitacién dcida, adsercidn con
alimina, precipitacién con etanol, cromatografia con Amberlita

IRC-50 y electroforesis en almidén.

METODOLOGIA.

Precipitacién &cida. Las proteinas presentes en el sobrena

dante obtenido de un cultivo de S. aureus se precipitan con -
H3P04 al 85 % de pH 3.5 (la precipitacién se efectma a2 temperatu
ra ambiente). Se adicionan 5 g del adyuvante de filtracidén Hyflo
Super Cel (Johns-Manville, New York, N.Y.) por cada litro de so-
brenadante. La mezcla se agita durante 1 h, se filtra a traves
de una capa de Hyflo Super Cel (esta capa se forma depositando
el adyuvante de filtracidén sobre un filtro de membrana de 50 mm
de didmetro y 0.5 u de porosidad promedio). El precipitado se ob
tiene por tres extracciones con un volimen total de 5 ml de -

hazHPO4 0.05 mol/g de Hyflo Super Cel usado.

Adsorcidén con alumina. El precipitado obtenido en el paso

anterior se lava con fosfato de sodio 0,03 mol/litro hasta que

el pi sea de 6.3 y se pasa por una columna de alimina de 20 cm

de 2ltura (200 mallas, que tenga 7 g de adsorbente por cada30 ml
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del extracto. Posteriormente 1la columna se lava con 5 ml de una
solucién de NaZHPO4 0.03 mol/litro con pH de 6.3; la toxina se
eluye con 5 ml de I\TazHPO4 0.2 mol/litro.

Precipitacién con etanol. El eluado se ajusta a pH de &

con H3P04 al 85 % y se enfrfa hasta 0°C. Se coloca etanol (95 %)
en una mezcla de hielo seco y acetona, hasta que tenga una tem-
peratura de -5°C. El alcohol etflico frfo se adiciona al eluado
en forma lenta y con agitacidén constante, hasta que el contenido
de etanol sea de 40 %. La mezcla (alcohol-eluado) se filtra a -
traves de una capa de Hyflo Super Cel y se refrigera a -7°C toda
la noche. El precipitado formado se extrae con NaZHPO4 0.05 mol/
litro, se dializa con agua destilada y se liofiliza.

Adsorcién con Amberlita IRC-50 (XE-64). (Rohm y Hass, Fila

delfia)l Ia columna se prepara de la siguiente manera:se colocan
100 g de Amberlita ' en una probeta que contiene 800 ml de agua
destilada, se deja sedimentar 1la resina durante 30 minutos, se
decanta el sobrenadante, se agrega agua destilada y se vuelve a
decantar (esta operacién se repite dos veces mds). A la resina
lavada se le agregan 100 ml de NaOH 10 mol/litro y se agita du-
rante 3 h. Una vez que las partfculas de Amberlita se han sedi-
mentado, se repite el lavado con agua cuatro veces (se emplean
para este paso de 3 a 4 litros de agua destilada), Se adicionan
1.8 litros de HC1l 3 mol/litro, se agita durante 4 h y se lava la

resina con 2 litros de agua destilada, se refrigera a 5°C hasta



76

que se vaya a usar. lLa Amberlita necesaria para la preparacién

de la columna se suspende en Na2HP04 0.02 mol/litro y se equili-
bra a pH 6 con NaOH 10 mol/litro. La columna se forma depositan-
do la resina en un tubo de vidrio de 8 cm de largo, el didmetro

de la columna debe ser de aproximadamente 1 cm cuando se tengan

160 mg de muestra. Una vez formada la columna se lava con una sQ
lucién de NazHP04 0.02 mol/litro y pH 6. Cuando el pH de esta 88
lucién de lavado permanece constante, el equilibrio en la colum-
na se ha establecido. La enterotoxina obtenida por precipitacién
con etanol se disuelve en la minima cantidad requerida de la mig
ma solucién con que se lavé la columna y se pasa a traves de és-
ta;‘}a resina se lava con 100 ml de NaZHPO4 0.02 mol/litro de -
pH 6.0, para eliminar el material no adsorbido. El eluado se ob-
tiene en dos pasos; primero se adicionan a la columna 100 ml de
Na2HP04 0.05 mol/litro pH 6.8. El eluado se colecta en fraccio~-
nes de 3 ml. Se determina la cantidad de protefna por el método

de Folin modificado por Lowry. La mayor cantidad de enterotoxina
se encuentra en el eluado obtenido en el primer paso. Las frac--
ciones obtenidas en ambos pasos se mezclan y se ajusta el pH a
6 y la concentracién de fosfatos a 0.015 mol/litro. Se enfria la
solucidn a 0°C. Se adiciona etanol frfo hasta alcanzar una con--
centracién de 25 %. Se deja de 2 a 3 dfas a —1300! el precipita-
do formado se recoge por centrifugacién, se redisuelve con agua
y se liofiliza. El sobrenadante se lleva a una concentracidén de

etanol de 30 % y se refrigera de 2 a 3 dias a -139C para obtener
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un precipitado que se recoge por centrifugacién, y al que se 1le

da el mismo tratamiento final del paso anterior.

Electroforesis en almidén. La placa de almidén se prepara
con 80 g de almiddén lavado con 500 ml de NaZHP04 0.05 mol/litro
a pH 6, que se coloca sobre un recipiente rectangular de 2 cm
de ancho, 1 cm de profundidad y 45 cm de largo. La muestra, apro
ximadamente 50 mg del primer liofilizado obtenido en el paso an-
terior disueltos en 8 gotas de NazHPO4 0.05 mol/litro, se coloca
en el centro de la placa. La separacién se lleva a cabo durante
un dfa a 5°C, con un gradiente de potencial de 3.3 V/cm.Al final
del corrimiento la placa se corta en fracciones de 1 cm, las pro
tefnas de' cada fraccién se extraen con 5 ml de NaZHPO4 0.05 mol/
litro, pH 6, y se analizan por el método de Lowry, Las fraccio-
nes se combinan y la concentracién de fosfatos de la solucién se
ajusta%a 0.015 mol/litro diluyendo con agua y llevando la concen
tracién de alcohol etflico al 30 % con etanol frfo. Se refrigera
a -13°C durante 3 dfas, el precipitado formado se elimina por
centrifugacibén, se redisuelve en agua destilada y se liofiliza.

El mayor inconveniente de purificar las enterotoxinas es
la pérdida de potencia durante el proceso y el tiempo que se re-
quiere, por lo qué un buen método debe constar del menor nimero
de pasos posible. Es probable gue la inactivacidén se deba a 1la

eliminacién de factores estabilizadores de la toxina.
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OBTENCION DEL SUERO INMUNE ANTIENTEROTOXINA.

Los estudios realizados por investigadores como Bergdoll,
Casman, Bennett, Dack, etc., permiten contar en la actualidad -
con sueros hiperinmunes antienterotoxina. Estos sueros se pueden
obtener en dos formas: administrando enterotoxinas altamente pu-
rificadas, o bien empleando toxinas parcialmente purificadas, és
to hace necesario que el suero hiperinmune obtenido se someta a
un proceso de absorcidén, para separar los anticuerpos no eépeci-
ficos.

Bergdoll en 1970 estudié la posibilidad de emplear toxoi-
des como inmunégenos, pero el suero inmune que obtuvo fué de ba-
Jo t{tulo, razén por la cual en la actualidad, no se emplean en

la obtencién del suero inmune.

1. METODO DE HOLBROOK PARA LA OBTENCION DEL SUERO INMUNE ANTIEN-
TEROTOXINA.

El esquema desarrollado por Holbrook (13), para la hiperin
munizacién de animales del laboratorio, puede ser empleado en la
preparacién de cualquier tipo inmunoldgico de antienterotoxina.

En el procedimiento de Holbrook se emplean conejos con
un t{tulo basal de precipitinas contra estafilococo bajo; la en-
terotoxina que se utiliza en la inmunizacién de estos animales -
debe tener un 95 % de pureza, de esta toxina se preparan las si-
guientes dosis: 0.1, 0.5, 1.0, 50, 250, 1 000 y 2 000 peg, conte
nidas cada una en 1 ml de amortiguador de fosfatos pH 7.4 y se

esterilizan con un filtro Millipore. Cada una de estas dosis se
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mezcla con 1.25 ml de adyuvante completo de Freund y se inyectan

sis cada vez mayores,

2. METODOS DE CASMAN.

2.1. Obtencién del suero inmune antienterotoxina A.

Casman en el afio de 1967 (8) describid un proceéo para la
inmunizacién de animales, en esta técnica se emplea enterotoxina
A con pureza del 20 al 50 %. Las vias de administracién y 1las
cantidades de toxina empleadas son las siguientes: 0.9; 1.8;3.6;
14; 28 y 56 pg por via intravemosa, 2 000 pg por via subcuténea
y 440; 1 300 y 8 800 pg (adicionados de fosfato de aluminio) ad-
ministrados también por via subcutdnea, todas las dosis se inocn
lan a intervalos de una semana. Después de un mes los conejos se
inyectan por via intravenosa con 1 000 pg de enterotoxina y 7 -

dfas después se sangran para la obtencién del suero.

2.2, Preparacidn del suero inmune antienterotoxina B.

Para la obtencién del suero inmune antienterotoxina B, es-
te investigador (8) describié el siguiente esquema:se utiliza en
terotoxina B con el 95 % de pureza, esta toxina se administra a
los animales de laboratorio de la siguiente manera;l y 2 pg por

via subcutdnea, con un perfodo de 7 dfas, las siguientes cantida

des de enterotoxina se administran por la misma via y con el mig

mo intervalo de tiempo, pero mezcladas con fosfato de aluminio;
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5, 50, 100, 1 000 y 2 500 pg. Después de 3 semanas de reposo, se
les administran 4 000 pg (mezclados con fosfato de aluminio) por

via subcutdnea. Una semana después se procede a la sangrfa de co

secha.

En el Cipitulo IV inciso 2.3. se describe en forma breve un méto

do para la obtencidén del suero inmupe antienterotoxina A de alto

t{tulo, empleando cabras.



81

RESUMEN .

Desde 1930 Dack et al demostraron que las enterotoxinas de
estafilococos estan involucradas en el envenenamiento por alimen
tos contaminados con ciertas cepas de S, aureus. El cuadro clini
co que se presenta durante las intoxicaciones es el siguiente:vd
mito, diarrea y espasmos abdominales. En nifios este padecimiento
puede ser mortal, si la deshidratacién provocada por el vémito o

diarrea no se controla.

Hodoval en 1968, reporté que las enterotoxinas purificadas
administradas a monos por via intravenosa, producen cambios car
diovasculares, renales, hepdticos, pulmonares y nerviosos. El
efecto cardiovascular puede ser atenuado, administrando a los mo
nos epinefrina; la vida de los animales puede prolongarse du-
rante varias horas, si se administra este fédrmaco en forma cons-

tante.

Se pueden relacionar con estos estudios, los realizados -
por Sigurd en 1972 (16) en torno al catabolismo de 1las ente-
rotoxinas en animales inoculados por via intravenosa. El resul
tado encontrado por este investigador, es que el lisosoma de
las células renales (por medio de las catepsinas) es el orga
nelo encargado de 1la degradacién enzimatica de las toxinas -

estafilococcicas.
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En contraste con estos estudios realizados "in vivo', en
el afio de 1972 Gabliks encontré que el DDT y su derivado el DDD
inhiben el efecto citotdéxico que las enterotoxinas ejercen sobre
los cultivos de células de intestino de embrién humano.

En la actualidad se conocen siete tipos serolégicos, desig
nados A, B, C1, 02, D, E y F. Los serotipos cuyas propiedades -
son mejor conocidas son los cuatroéprimeros. Estas propiedades -
se encuentran resumidas en la Tabla 2 y algunas de las mds impor
tantes son las siguientes: las enterotoxinas son protefinas termo
l4biles, siendo la mds sensible la A y la més resistente la B,lo
que le confiere la capacidad de permanecer activa en los alimen-
tos contaminados que han sido procesados. Son inmunogénicas y an
tigénicas, esta propiedad se ha aprovechado para obtener sueros
hiperinmunes, para identificarlas o cuantificarlas en alimentos
contaminados y que tales cualidades se aprovechan para identifi-
carlas por técnicas inmunolégiocas; para ello se han reportado va
rios procesos para la produccidn de las toxinas en el laborato--
rio. Los procedimientos mds empleados son los siguientes: los mé
todos que emplean tubo de didlisis, la técnica del medio liquido
con agitacién y la produccién de las enterotoxinas en fermenta--
dor. El siguiente paso es inmunizar animales del laboratorio pa-
ra obtener los anticuerpos especificos, con los que es posible
identificar las toxinas presentes en los alimentos contaminados,
empleando cualquiera de estos métodos inmunoldégicos: precipita--

cién, aglutinacién, electroinmunodifusién (técnica de Lawrell) y
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radioinmunoanilisis. Para las técnicas de inmunoprecipitacién es
necesario extraer las enterotoxinas de los alimentos sospechosos
ya que algunas de estas técnicas no tienen la sensibilidad apro-
piada para detectarlas.

Existen también métodos biolégices para 1la deteccibn de
las enterotoxinas. Estas técnicas emplean animales de laborato-
rio a los que se les administra el alimento sospechoso y se ob-
serva si les produce vémito, esto indica que la toxina estd pre-
sente en el alimento, sin embargo estas pruebas tienden a desapa
recer debido a que estdn sujetas a factores de variacién en 1la

suceptibilidad de los animales.
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CONCLUSIONES.

1, En nuestro pais atin cuando no se lleva un control esta-
distico de las intoxicaciones producidas por enterotoxinas esta-
filocéccicas, su ndmero es elevado. Al cuadro clinico que se pre
senta durante el padecimiento se le concede muy poca importancia,
sin embargo en la poblacién infantil, puede provocar 1la muerte
en forma indirecta. Por estas razones es necesario contar con un
método adecuado para la identificacién de las toxinas en los ali
mentos contaminados.

2. De lo reportado en la literatura consultada se despren-
de que las técnicas mds efectivas para la deteccién de las ente-
rotoxinas estafilocéccicas son las inmunolbgicas; porque superan
a los métodos bioldgicos y bacteriologicos en muchos aspectos.
Los métodos biolégicos se ven afectados por las variaciones en la
susceptibilidad de los animales que se emplean y en cuanto a los
métodos bacteriologicos su principal desventaja es que con fre--
cuencia los microorganismos presentes en el alimento ya no estan
viables, por lo que no es posible su deteccibén; en tanto que las
enterotoxinas se encuentran todavia activas.

3, Entre las ventajas que presentan las técnicas inmunolé-
gicas se pueden mencionar: poseen alta sensibilidad; en la hema-
glutinacién pasiva inversa y el radioinmunoandlisis, se pueden -
detectar hasta 0.01 ug/ml de toxina. Otra ventaja que presenta -
estos dos métodos es su ripidez, ya que se pueden obtener resul-

tados en 2 dfias (porque no es necesario someter al alimento sos-
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pechoso a largos procesos de extraccién). E1l radioinmunoandlisis
requiere de equipo especializado, poco frecuente en los laboratpo
rios y personal capacitado para el manejo de radioisotépos, mien
tras que la hemaglutinacién pasiva inversa no presenta esta des-
ventaja, sienso accesible a cualquier laboratorio.

4, El1 dnico inconveniente que se puede argumentar en contra
de estas técnicas, es que solamente se han evaluado en la identi

ficacién de las enterotoxinas Ay B.
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