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O 8 J E T 1 V O S 1 

lo6 objet.ivo6 que H duean atcanza.t ett el. p1tuente 
t.tabajo 6on to• •i9u¡ente6 1 

E6tanda1tiza1t et mUodo inmunoenzimd.Uco ELISA-9an--
9ti46ido GM 1, pa.ta ta detecci4n 1tdpida de la to~~"ª 
t«bit lT de E6che.tichia coti en mut6t.ta6 dia.t1teica• 
de niño• meno.te• de S año6. 

Compa.tat to6 .te6uttado• obtenido• con to6 atcanza-
do6 con ot.to6 mttodo4, corno a6a ti9ada en conejo y 
et en6ayo en ctluta6 de ham6te.t chino pa.ta, de e6te 
modo, e6tabtecet la6 ventaja6 del mltodo ttalizado 
en el p.\eUnte titaba/o. 



l N T R o V u e e l o N 

La4 dü1t1tea4 de oll.i.gen bacte11.i.a110, 4obu todo la4 -
deb.ida4 a E4chu.é.ch.i.a coU. e11te11otoúgl11.i.ca, 4011 mot.i.vo 
p11~nc~pal de moltb.i.l.i.dad y mo11tal.i.dad en el mundo, 4.i.endo 
una de la4 do4 cau4a4 p11.i.nc.i.pale4 de mue1tte en n.i.ño4 me
noite4 de 5 año4 de edad, aunque oca4.lonando tamb.i.ln un -
atto lnd.i.ce de mo1tb.i.t.i.dad en adulto4, En pal4e4 en vla4 
de de4a1t1totto 4e ha e4t.lmado que la4 d.i.a111tea4 4on la4 -
lte4pon4able4 de un SOi de moittal.i.dad .i.njant.i.l (5,6,22,21, 
34 J. 

En nueJtito pal4 e4ta enje11medad ocupa uno de to4 -
pit.i.nc.i.pate4 tugaite4 eomo cau4a de mo1ttat.i.dad, e4pec.iat-
mente en to4 n.i.ño4 meno1te4 de un año a qu.i.ent4 colllte4po~ 

de et 55.41 det total de mutltte4 poit d.i.aititea de ta pobt! 
c<611 9ene11al (551. 

Hace d.i.ez año4 ta .i.dtnt.i.6.i.cac.i.dn de lo4 agente4 e-
t.i.old9.i.co4 de ca4o4 de d.i.aititea 4e hacta 4dtam&nte en un 
20-251, En to4 att.i.mo4 5 año4 4e ha mejoitado poit habtlt· 
4e etaboitado nueva• Ucn.i.ca4 que. han pe11rn.U.i.do el a.i.4ta
m.i.ento e Uent.i.6.icac.i.611 de e4to4 agentu, que en atgun114 
~a4o4 e1ta11 m.i.e1tooit9anümo4 duconoc.i.do4 y en otlto4 no 'e 
te4 con4.i.de11aba como pat69eno4, En ta actuat.i.dad to4 -
agente4 et.ioldg.ico4 4on .i.dent.i.j.i.cado4 en un 50-IOllttJ. 

Lu bacte1t.ia4 m44 comunmente aütada4 en ca4o4 de -
d.i.allllea 4on: Slugelta y SalmoneUa en aduUu y cüitto4 
Jellot.i.po4 de E4che11.i.ch.i.a col./. en n~ño4 meno1te4 de 5 año4. 
Lo4 agente• bacteit.i.ano4 1tec.i.entcme11te .invotuc11ado4 como 
cauu .impoittante de d.i.allltea .i.11cluyen1 f4che11.i.ch.i.a coU e~ 



.teJtoto~./.gtn.ica, Ve.t6./.t1.ia ente_1tocoU.t.ica, ~ ~· 
Campytobacte1t' 6etu6, V.ib1t./.o pa1tahemo(yt.icu4, y mucho6 
ot.\06 mú.too.tganümo6 coli60Jtme6 { 4, 22, 27, 21 J. 

fnt.te fo6 agentu antu c./.tado6, E4che-t.i.chla coU · 

entuoto•.igtn./.ca dU.imamente 6e mue./. o na con mucha 6U· · · 
cutncia en ca6o6 dt d./.a1t1tea, pue6 6e ha v.i.6to qut P06tt • 
la c4pac./.dad0 de p.toducü to•.i.nu, una de eUa4, ta tot./.11a 
l4b./.t LT, e6 a ta que 6e encuent.ta en6ocado e6te t.tabajo, 
b44./.camellte a p!toba!t un mltodo de detecc./.6n .t4p.ido, t6pe· 
ctiico y 6tn4.i.bte de ta m./.4ma. 



G E N E R A L l P A V E S 1 

A 1 An.tece.den.tu : 

Se Ita u.tablee.ido que ta4 en.te.Jtotoúna6, 6U4 tanc~a4 
etaboitada4 poJt bac.teJt.i.a4, que pitovocan la 4ec1tec.i6n de 
agua y etec.tJtotUo6 ei1 el .lntuUno, 4on cau4a de cuadito6 
d.laitu.lco4, En.tite ta4 pJt.incipalu bacteitia6 pJtoduc.toJta6 
de eUo6 H encue11t1ta111 ~ ~· CtoUJtyd.lum 
pe.t6Jt.ingu, S.taphylococcua a~, P4etidomona6 aeJtug.illou, 
Bac.iU.l4 ~y SalmdtieUa enteit.it.id.i4 f 19,H,29,H,HJ. 

E•che.t.ich.ia col.i en.teJtotot.igln.ica e6 ta m46 comunmen.te 
a.i4tada de d.iaJtJteaa tanto en humano4 co•o en ganado poitc~ 

no flechone6l, cap.t.ino, ov~no y bov.ino, en toa que e4te 
6lndJto•e u b.ien conocUo. E11 hu•ano4 e4 •44 'Jtecuente en 
n.iffo4, a4l como tamb.iln 4e le co116.ide1ta como cau•a ~mpoJt

.tante de ta d.iaJtJtea de to4 v.lajtito6 l4,S,6,9,tt,t7,t•,t9, 
34,H,31,HJ. 

La6 pJt.imeJta6 comun.icac.ionu de E6Che:Jt.ich.ia coU a4o· 
c.iada con d.iaitJtea, 4u1tg.ie1ton de una ep.idem.ia .in,ant.ll 
ocuitlt.ida a med.iado6 de 1940, en done cültto4 6titot.ipo6 ••• 
'ueiton ep.idem.lot6g.lcamen.te .i11c11.lm.inado4 como a9entc6 et.lo· 
l6g.ico4. A tu cepa6 de E6cheJt.ichia col.l que peitteneclan . 
a uto6 u110Upo6 u iu Uam6 e11.tc1tupat69eniu, y ef me·· 
canümo polt et cual caU6•tban ~a diMllea ella duconocHfo. 
La6 ente1wto•~na6 u .. ene «•nailon co'"o ~act11Jt de vuutv11cta 
en 1956 poJt lle !I colabo1tadoH6 y "'46 ta11de pvJt 8ettetl1e1'" 
y 1ayloJt, pello 6u eu6tencia no 6e demoHllcf totatme11te · · 
f!!,34,35,38). 



No 'ue 6ino ha4ta mediado4 de· lo4 4e4enta, que ~h! 
•<cla"'a coU p1todu~to1ta de ente1totoxinu H a.i6t6 po~ p•-1.· 
m~~a vez de animafe4 doml4tico4 1tec-1.ln nacido4, que pite·· 
6tntaban d~a1t1tea 6tve1ta. EJta4 cepa4 1te4ulta1ton 6elt dt • 
lo4 m-1.6mo6 6e1tot~po4 llamado• entuopatdgtno6, y que H · 
1tec0Kocit1ton como cau6antt6 de dia~ltea4 tn e6to6 animatt6. 
Poco dt6pu€4, en e4tudio6 hecho• en Calcuta, 4e de6c1tibi! 
1ton alguna• ~epa6 de f·~ ente1totoxiglnica como agentt6 
etiot69ico6 dt una tn&t1tmtdad tn humano4 pa1ttcida al c4l! 
1ta. En la4 4ttima4 dlcada4 6e ha tn,atizado la impo1t---· 
taKc.ia dt la4 ctpa6 dt f·~ p1toducto1ta4 dt toxina4 como 
cau4aftte4 dt dia1t1tta en humano• v aKimate4, polt lo que en 
la actualidad 6e ha inclttmtKtado 4u e6tudio ltt,t4,J4,JS, ,,, . 

f.coti entt1totoxtglnica tlabo1ta do4 toxina•, una to· 
xina l4bil LT y otila toxina e4table ST. La p1toducci6n de 
amba4 e6t4 genlticamente codi,icada polt eltmento6 ext1ta·· 
c1tomo6omalt4 tltaK4mi6iblt4 llamado• pl46mido6 (4,6,9,lt,-
11, 19,t2,J4,HI. 

La toxina l4bil LT e4 una p1tote,na con pt60 molecu·· 
lalt que va1tla, 4e94n 1tepo1tte4, de to,ooo a 100,000 datton6, 
e6 inmuKol69icamentt 6imila1t a ta toxina dtl c6le1ta, no • 
t6 diatizablt v 6e ntut1taliza con 6U 6ut1to t4pec,,ico. El 
mtcani6mo polt et cual p1toduct dia1t1tta t4 activando la··· 
adenil-cicla6a de la• citutu tpUtUalu dtl intuU110 · 
delgado, con un co nucutntt .c'.nc1ttmt11to dt la co nct11t1ta • - • 
ci4n int1tacelula1t de AMP·clcUco, dando como 1te6ultado ta 
6ec1teci6n de agua v etect1tolito4 polt et inte4tino delga-· 
do. Et 1tecepto1t de ta toxina en ta muco6a intt6tinat e4 
tl gangli44ido GM 1 (galacto4it·N-acttilgalacto6aminil·N· 
acttil-neu1tamin.U·gal.llcto6.Ugtuco4.ltct1tam.idal 14, 1, 11, 19, 



21. 2 2. 2 7. 34. 35. 38) • 

La toxina e4table ST e4 un plpt.ido de bajo pe4o mol! 
culail 11,000 a 10,000 datton41, diat./.zabte, no ./.nmuno~ln~ 

ca, dcido e4tabte y ile4./.4tente a ta acci6n de la4 pilotea-
4a4, Induce ta 4ecilec./.6n de agua y electilolito4 en et i! 
te4tino delgado y en el .inte4tino gilue4o poi! medio de ta 
ut~mutacUn dt ta guanUit-cicla4a IGllPI 14,U,H,35,3'1. 

Entile lo4 mltodo4 que exi6ten paila ta detecci6n de -
ta toxina l4bil LT, e4t«n lo4 4iguiente4• 

- A4a ligada en conejo. 
- Factoil de peilmtabitidad, 
• Cltuta4 adilenale6 Y-1 de ilat6n. 

Cttula6 de ovail./.o dt ham4ttil chino 1 Ctl4.CHOJ. 
Radioinmunoen4ago dt 6a4t 66tida. 
Fijaci6n de complemento. 
ELlSA ltnzyme-tinktd inmuno4oilbent a44ayJ, 

A4a ligada tn conejo 1 

Et tn4ayo de a4a ligada en conejo 4e u6a paila la ••• 
detecci6n de la4 toxina• dt ~.coli, tanto paila toxina ld· 
bU como paila toxina utabte, ptito tntile tu d./.6./.cultadu 
que uútu1 pua uuil t4te mltodo u encutntila d hecho · 
de que da ileaccionu 6al444, ya qut el an./.'"4l pudo habeil 
tr11ido co11tacto con u.te agente o bien 4M poUadoil, poi! 
lt• que 1e ileco.,ünda et u4o dt conOolu apilopiado6.· .... 
Otilo ~nconve11ünte u et poco namMo de cepa4 que 4t pue· 
den pi!obail en un conejo y e4to 4e tiladuce en co4to eleva· 
do 118,20,24,34,41,431. 



Factoit de peitmcabilidad: 

f6 un en4ayo compaitable ett 6e114ibUidad al au Uga
da en conejo, pelta cntite lo4 aJpecto4 citltico4 de e4te e~ 
1ayo 4e encuentita la edad de lo4 conejo4, ya que lo4 de -
mayo~ edad ~eaccün1111 meno4 que lo4 co11ejo4 j6vene4, oca
Jio11ando a4l 6atla4 en la4 11eaccfo11u de pellmeabiUdad -
l 1', 17, 21,4JJ, 

Cultivo Celula111 

Lo4 en4ayo4 de euUivo celulttll 4011 mUodo4 upeclM· 
co4 y 4en4ibte4 palla ta deteccidn de ta toxina t4bit de • 
f.coli, pe110 4u 11ealizaci6n e4 labo11io4a y 11equie11e de •• 
continuo 4t1111inJ.4tllo de tejido bioldgJ.co viable (3,IS,17,-
21,24,01. 

FiJacldn de complemento : 

E4ta tlcnica 11ecúntemente duc11ita poit Evan4 y col! 
bo11ado1tt4 palla ta deteccidn de ta toxina l4bil, llequiellt 
paita 4U elaboitacldn, iteactivo4 que no t4tlfn gtni.\almente 
dl4poniblt4, como 4on un antlgtno pulli6icado, un anticut! 
po di11i9ido contlta ll y cambio continuo de elllt1toclto6 
611e4co4 de co1tde1to y co111plemento (16,42,43). 

Radioi11munoenuyo de 6au 44Uda r 

El itadioinmunoen4ayo e4 una tlcnica muy 4tn4ible y • 
pueden U.eva11u a cabo 911a11 n11meito dt muut.ta4 4i111uUlft1e,! 
mente, _pello 4u itealüae.i.1111 11eq1úe1te de equipo y peit4onat e! 
pecú1Uzado,mate11.i.at itad.ioactivo cuya vida media u co'l.ta,v 
4u ma11ejo 1tep11eun.ta un pet.l91to palta la ulud. POI! l~ ante• 
lliM 4e deduce q 11e, ademlf4 de Hit una ttcnica co4to4a, - - - - -



.t.lene vaJt.lo4 incovenü11te& paM ll~va.1la a cabo en un ea
boil<lto/t.lo de Jtut.lM 126,42,431. 

Teniendo en cuenta ta duvcn.taja4 que 4e tienen co11 
lo6 mUodo6 ante6 menc.i~nado4, 6uJtg.l6 ta nece6ldad de -· -

c!teall '""' nuev.t .ttc11.lca que 1teun.lc1ta la6 ventaja6 de lo4 
mUodo4. A4.l 6ue co1110 Av.\arua6 11969 J, EngvaU y Pe.itrnann 
f 1971- 197t1 dü.\on o.\.lgen d enuyo .c.n111unoenumc!Uco 
ELlSA 1 del ingU4 E11zyme-t.i.nked ú1muno401tben.t a46ay 1 b~ 
4c!ndoH e11 el hecho de que u11 ant.lgeno o un a11t.lcut1tpo - -
pueden 111a1tca1t4e con una e11z.l111a 601t111a11do un complejo, con-
4e!lvando l4te, .tanto la act.lvidad inmunol6g.lca como la e~ 
zim4tica. Siendo e4.ta tlcn.lca tan 4tn4ible como et 1tad.l~ 
.lnmunou1uyo, pu.en.ta ve.11.taja4 talu como 1 lleac·.t.lvo4 de 
bajo cuto, utablu, con una vida media la!lga, 110 p1te6e~ 

tan peU91to pua la utud, IJ lo4 !lUultado4 pueden ob6ell
va1tu a •.l111ple vüta o le.ldo4 con un upe.etilo 6oUmet!lo - -
(t7,Jl,J9,41,42,431. 

E4ta4 ven.taja• hacen que ELJSA •ea una Ucn.ica de 6~ 

cU 1tealüacU11 en un labo1tato1t.lo de Jtut.lna. A4.l 111.l41110, -
cabe mt.nc.lona!l que t.4.te mttodo, t.lt.nt. un !tango de apl.lca
c.l6n muy e•ttn6o, pud.lendo Jteemplaza!l a ot!la4 .tlcnica4 t~ 
le4 como• inmuno6luo!lt.4cencia, hemaglutinaci6n, 6.lfaci6n 
de co111plemento y udio.inmunoenuyo. E4 a4.l como lllt.lma- -
mente, ELlSA ha tenido 91tan auge en Endoc!linofog.la, lnmun~ 

patotog.la, Hematolog.la, PMa6Uolo9.(a y M.ic!lob.c.ologla 139, 
401. 

Et p1top6uto 6undamental de u.te tubafo o la dete~ 
c.c.6n de la to•ina lllbil LT de cuU.c.vo• de É. coU pOll me- -
d.to de un mUodo Jtc!p.ldo, upec.l6üo y de 6cfcU ual.iza--
cUn, palla podelllo a!.( int1toduc.i1t en u11 labollato!lú de ll!:! 



t.lna. Po11. lo que H Hlecc-lo11ó' la Ucn-lca de EUSA po11. -

la4 ue11.taja4 an.tu me11c.i.011ada4. 
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BI E L l S A : 

Fundamento: El m€todo u.td ba6ado' en ta <td401tci.411 de 
anticue1tpo6 lo anttgeno6) 4olubte4, a una 4upe1t6~cie 46t~ 

da iuotuble, con el Fn de capt~alt el ant.l9rno lo anU
cueltpo) co1t1te4pond.i.ente plte4entc en ta 4otuci6n pltobtema 
y detectalt e4tt complejo antlgtno-anticut1tpo po1t medio de 
un anUcue1tpo lo anUgtno 1 mucado con una enzima. F.i.na.f 
mente 4t lltveta.et 4i4ttma con La adici6n del 'u4tltato -
upecl6ico, p1toducUttdoH una coto1tacUn dtb.i.d<t a la li.i.-
dMLüü dtL 4u4tltato, qut c4 pltopOJtc.i.onat a ta cc111Udad 
de anUgeno lo ant.i.cue1tpol p1tue11te u ta 4oLuc.i.6n pltObl!:_ 
"'ª 129,30,31,32,33). 

Pa1ta ta ittaUzacUn de u.te 111Uodo H tienen que to
malt en cutnta c.i.c1tta' con4.i.dt1tac,ont4 gene1tale~. que 4e -
menc.iona1tdn a cont.inuac.i6n. 

La 4en4.ib.iUzacUn, u la un.i.6n del anUgu10 o anU
cue1tpo a La 6a4e 46t.ida, encont1tdndo4e que l4to4 pueden -
un.i114e covatentemente a c.it1tto6 mattlt.iatt4 tate4 como ce
Lutou y en 6Mma Un.lea al poUut.i.lteno o pot.i.v.in.i.to; --
u.ando de ute modo papel, u6ella4 o pLaca4 de m.ie1tolaema-
9tut.inac.i6n hecho4 de e4to4 mate11.iale4 como 6a4e 46(.ida • 
129,30,HI. 

Lu J)laca4 de m.i.c1tohuagtuUnac.i6n de potte~t.l1teno • 
6e 1tecom.iendan deb~do a que 4e pueden t1tabaja1t g1ta11 111íme-
1to de mue4tlta6 con pequeña4 cant~dade6 de 1teact~vo6 y ••• 

ademd4 4on econ6m.ica6 130,33). 



,, 

La Hn4.i.bU.i.zac.i.'611 H lleva a cabo pOit ad401tcl6n pa-
6.i.va co11 4oluc.i.one4 alcaU11114 co11ten.i.endo 1-10 ug/ml de • 
p~otebia, polt tiempo y tempe1tatu1ta4 ve11l.i.able4 Hgitn la n~ 
tu1taleza del a11t.Cge110 o ant.i.cue1tpo (30,HJ, 

Conjugado : 

Con4.i.4t~ en acoplall una enz.i.ma, plteviamente activada, 
a u11 ttn.Ugeno o ant.i.cuellpo, lo que hace que ute complejo 
denom.inado co11ju9ado po4ea tanto act.i.vidad inrnunoUgica -
como enz.i.m4t.i.ca (30,31,32,33), 

La4 enzima4 ut.ilizada4 corno ma1tcado1te4 de antlgeno4 
o ant.i.cue1tpo4, deben 1teun.i.1t lo4 1tequ.i.4.i.to4 4.i.guien.te4• 

• Act.i.vidad eapecl6ica. 
Buena eatab.i.l.idad, 
Que la act.ivUad enzim4Uc11 dUpul4 de la conjuga· 
ci6n no ae pie1tda en un pollctntajt con4.ide1tabte. 

- Que 4ea de 64cil obtenc.i.6n o de 64c.i.l p1tepa1tac.i.6n. 

Entlle la4 enzima4 que 1teunen loa c1tite1t.i.04 ante1tio·· 
ltU u encuent1ta11 1 

- Fo4 6atau atcaUna. 
- Puox.i.da411. 

Glucou ox.i.daaa. 
- '·galacto4idaaa. 

La un.i6n de la enz.i.rna con la p1totelna invotuclla et • 
u40 de un agente acoptante, el cual va 1ttacc.i.onall con toa 
g1tupo4 6unc.i.onatea p1teaentea en la enzima aal como en ta 
p1tcte.Cna a conjugalt. Loa 1tea·cavo6 ut.i.l.i.zado4 como agen· 



te4 acoptante4 4011 l 32,331: 

4.4' d,/.,luo.\o-3,3' dü1.i.t.\06e11.U4ul6ona. 
ClMu.\o de c,/.an6geno. 
Tolutn t, 4 diü oc,/.anato. 

- B<•·diazobencidina. 
· Ca.\bodU111Ua4. 

N, N' ·o· 6enUe11d.ia111.ina. 
• Pt.\iodato de 4odio. 
· Gluta.\aldehldo. 
• Pa.\abe11:oqu.i.11ona. 

'2 

Se han de4cJt.ito do4 t,/.po4 de p.\oced.i.111.i.e11to4 pa.\a el! 
bo.\a-t el conjugado• 

l.· P.\octd,/.~.i.tnto de un pa401 en e4tt ca4o 4e hacen 
~eacc.io11a.\ Junto• la p~otelna, la enzima y ti ag&nte aco
plan.te, e4ta t4 una .\eacc.i.6n di&lc,/.l de cont.\ola.\, deb,/.do 
a que et g~ado de ~eacci6n de lo4 9~upo4 6uncionale4 en -
enzima• y p.\otelna4 4on di6e~tntt4. E4to puede co11duc,/..\ 
a una pol,/.111e.\izaci6n 4electiva de e11z.i.111a4 o p.\otelna4, ·• 
po.\ lo que lo4 conjugado4 p~cpa.\ado4 po.\ e4te p.\oced.i.111.i.e~ 

to 4011 bcf4icamcnte hete.\ogtneu (Jt ,H J. 

t.- P.\oced.i.111,/.ento de do4 pa4o4: p.\,/.me~o 4e act,/.va la 
enzima con et agente acoplan.te y 1e ag.\ega dupui4 el - - -
a11Ugeno o antHunpo. Te6.\úa111e11te u.te p.\ocedimü11t11 • 
e6 111cf4 64c<l de conttolM que el de un pa4t•, obten<indo6e 
a4l coniugado4 11144 homogineo4 (Jf ,HI. 

~u4t.\ato : 
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inmunoenzim4tico, tellie"du que .\eun~~ lo4 6iguiente4 .\e-
qu.l4Uo•• 

Se~ utabLe. 
Soluble ante6 y de6pul6 de la deg.\adaci6n. 
Ot 44cU Mo. 

- Ecoft6mico. 

La mayo.\la de (04 auto.\e4 u•an 4u6t.\llt04 c.\omogtni-
co•, que •on incolo.\06 v de4pui4 dt La dt9.\adaci6n enzim! 
.ti.ca• •t t.\an•&o.\man en p.\oducto• coto.\ido•. La hid.\6ti
•i• dtl •u•t.\ata calltinda po.\ un titmpo dado, ha•ta que -
H dtUut, 9tnt.\atmute po.\ la adici611 dt un 4cUo o 4t
cat¿ lut.\tt (f9,51,55J. 

El •u•t.\cto que •t utiliza e• et p-nit.\o&enit&o•&ato 
pa.\a conjugado• de &o•&ata•a alcalina. La .\tac~6n dt La 
enzima con t•tt 6U6t.\ato altamente •otubtt, 6e detiene -
con una •otuci6n atcatina concent.\ada (NaO~ SMJ p.\oducil! 
~~do•t un colo.\ ama.\ilto en ta .\tacci6n .\t6uttantt ISJ). 

Pa•o de Lavado 1 

Como el tn•ayo inmunoenzim4tico con•i•te de una •e
.te:& de incubacione• de di&e.\ente• .\tactivo4, e• ntct6a.\io 
lava.\ ta• ptac46 de4pui• dt cada incubaci6n, con et obje
to de eLim¿na.\ to• .\eactivo4 que no .\eacciona.\on pa.\a, -
po•te.\io.\mente, pone.\ ta 6iguiente 6U4tancia a .\eacciona.\. 

EL 4i6tema de tavado dt ta• mic.\opLaca• •e lltva a -
cabo vaciando et contenido de lo4 pozo4 v lttn4ndoto• con 
•oLuci6n 6alina amo.\tiguado.\a de 6o4&ato6 que contenga un 
agente ten6oactivo como Tween to. Con e6ta •otuci6n •e -



mant¿enen 3 m¿nuto4, de4pu€4 de to4 
conten¿do y 4e vuelven a llena~ lo4 
4oluc.l6n amo~.ti.guado~a (PBS-Tween), 

'4 

cuale4, 4e vie~te el 
pozo4 co11 la müma -
f4to 4e ~ep¿te ~e4 

vece4, at cabo dt to cual, 4e 4acude ta placa y pa~a. -
et¿mina~ et ~e4to de ta 4otuci6n de lavado 4e coloca 4o· 
b~e un papel ab4o~bente. Ot4pul4 4e ad¿c¿ona et 4iguie~ 
te ~tact¿vo (J0,331. 



Uo6TRUCTIVO PARA LLENAR LA FORMA DE REGISTRO DE TESIS 

l. Cou!gne 11 lntormaclOn de muera clara, de acumlo 1 111 ln11rucclone1 que aqut 
u aellalao. E1Cril11 can dll11.,. · · 

2. No lllVllda lu zona• aombreada1. Talu 11pac101 111lQ re1ervado1 1 11 codUlc1· 
C;IOll de la 111torm111:IOn que u1red prcporcloaa. 

S. .\Ro EH QUE SE PRESENTA LA TESIS: Caallgne eolamence el allo (omita el dla y 
el 11111): ucillce para ello c.uacrer11 num6rlco1 wucameaie. 

4. AUl'OR: EICl'l.ba el 1111mbre del 1u1ar en el llluiente arden: apellido paterno, ape· 
Wdo 1111rer1111 y nombro o oombru. SI la tell1ha11do elaborada por m4a de 1re1 
penGllll, c:aall¡ne el nombre de lu IJ'H prJmeru en la hoja prillclpal de re¡ia-
cro do 111111 y aoliclce una boja aoua para re¡lacrar el nombr1 de 111 re111n111. 1 

5 • TlTULO DB LA TESIS: E1erlbaJo cal y como apar1Cf en la porcada di la cea11. 
l!a cuo·de llaberlo, anexe el aul11fllllo.eo el r11111oa deaanado 1 ral ~ecco, 

6. LUGAR DB EDlCION: Indique la ciudad doade tue pr11en1ada la real• en examen • • 
pralelloaal, No 1e con1ldera lugar de edlclOn la ciudad donde fue lniere11 la ce111. 

7. NUMERO DB PAGINAS: Anocd el Qlamo ÁOlllCIO que aparezca lmpre10 en la pa¡I • 
aacl6a del •Je~lar que preaea11, 

8. ll.~TRACIONES: Sl.IU ce11I cuenca con al¡Cul Cipo de Uu11r11:lon11 (mapu, esqu! 
ma1, dlqramu, fo111¡ratr11, eu:.) cache la palabra "SI", Taclle CD e110 contra· 
rlo la palabra "NO". 

11. IDIOMA: ladique el Idioma ea el que fue red11:1ada la tell• 1010 en el c110 de que 
1ea 611.e una lengua dl1daca al caacellano. Si 1u 111111111 e1erl11en11paho1, 111-
nore el renllOn corre1poadleate a Idioma y dejelo ea blanco. 

10. ORADO ACADEMICO: Tache la lecra que correaponda al ¡rada acadeiulco que ob· 
aeDC mediante la preaentaclOn de la re1l1: L para Uceaelacura, M para maeacrra, 
D para doccarado y E para 11pecla1JzaclOa. 

11. CAl\Rl!llA: E1erlba el nombre compleco do la earrera objeco de la 1eal1 de acuer
do a IU deDomlaaclOn oficial en 101 plan11 de e11Ud10 do la unlvoraldad en 11 que· 
la eunO, No ualleo abrevlawr11. · 

12. PACULTAD O ESCUELA: Anaco el aonibfe eompleco oficial do la faculrad a la que 
c:mnlpOllda la 1ea11. No uallce abrovta&ur11. 

13. UNJV!RSIDAD: SI 1u 11111 tue pr0111111da ID al1una faculrad o 11cuela do la • • • 
U. N.A. M., deje en blanco Hte'reall6a, En eaao contrario, coa1lpe el nom· 
bro eompleco y oflelal de la unlvenldad a la que pertenece la faculcad ea la que 
pro1emo la 11111. 

14. TEMAS DE QUE TRATA LA TESIS: Anote 101 cemu'que ml1 claramonce definan 
o1 obJllO de 11 lave1111ac1oa. ConaflftolOI de manera clara y coact11 por orden de 
lmponaDcla. 

15. OIWX) ACADEMICO DEL. ASESOR DE LA TESIS: lndCqudo ·en mo de 1aberlo• 
de la m11ma maDCra que H pide ea el Pl!"IO 10 de e1111n11rucdw. 

16, NOMBRB DJ!L ASESOR DE LA TESIS: E1erlbalo eo el 1l1ule1111 orden: aombre(1), 
l¡ltllklo pacerao y apellido macenao. 

17. RESUMEN: 11 la ceal1 que re¡i11ra eorroipOllde al nivel de doctorado, 1allcl11 •• 
boja 11e1a para rodaccar un r11umea no lllf.yor d11 una cuulilla, [)(cho re1umen • 
~re !)no1111nraue -de preferencia· en lnrJ61. · 
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P A R T E E X P E R l M E N T A l : 

AJ Matt~ial, equipo y keact.lvo4 .. 

Mdte~ial 1 Mat~ace4 E~tenMaye~ de ltS,tS0,1000 y 2000 Mt. 
Mat~act4 volumlt~ico4 de SO,IOO,tS0,1000 y 
toOO ml. 
Pipeta• g~aduada• de 1, S, 10 11 to Ml. 
P.lpeta6 Puttu~. 
P~obeta4 de 100, 500 y 1000 mt. 
Tubo4 de tn4ayo de IJ ~ 100 mm. 
Va404 de p~tc.lp.ltado4 dt' 50 y 250 Mt. 
Viate4 dt pl44tico. 
Viale4 dt uid~io. 

Equipo : Agitado~ autom«t.lco. 
Ag.ltado~ Magntt.lco. 
Balanza anallt.lca. 
Balanza g~anat~.la. 
Bailo Mttab6U.co. 
Bol4a4 pa~a d.l4li4.l4. 
Ctnt.\l6usa ~t6~.lge~ada. 
lncubadMa. 
lncubado~a con atM646e~a h4Mtda. 
E4pect~o6ot6met~o. 

lavado~ manual dt ptaca4 dt m.ic~ot<.tulacUn. 
Mic~opipeta manual de O • SO ut. 
IUc~op.lpeta manual de SO · tSO ut. 
M.lc~op.lpeta manual de f SO · 1000 ut. 
Punta4 pua m.lc~op.lpetu de O · 1000 ut. 
Seltado~e4 de pl44t.lco. 
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Ma.te,,,.lal b.lot4g.lco Sue,,,o de conejo an.t.l-LT ob.ten.ldo en 
et La bo.ta.to lt.lo. 
fo66a.ta6a alcal.lna ( Sigma ), 
An.tigammaglobut.lna6 de conejo ob.te
n.lda6 en cab,,,a ( OaRo ), 
Atbdm.lna 6l,,,.lca bov.lna lib,,,e de 
9amma9tobut.lna6 (Sigma), 
Gammaglobul.lna4 dt conejo no,,,mal 
lob.te11.ida6 tn el tabou.to,,,.lo). 
Gangt.l64.ldo GM 1 ( Supetco ), 

Reactivo41 Gluta,,,atdehldo. 
Sut6a.to de amonio. 
p-Nlt•o&en.ll6o66a.to. 

Solucione' r Sotuci4n amo,,,.t.lguado,,,a de ca,,,bonato·b.lca"-b~ 

nato pi/ 9, 6, 

Soluci6n amoltt.lguado,,,a de dletanolam.lna 
pff 9.1. 
Soluci4n amo,,,t..Lguado,,,a de glicina·HCl pi/· 

f .1. 
Sotuc.l6n dt hld,,,4,ido de 4odio J M. 
Soluc.l6n 4alina O.ISI pff 6.1. 
Soluc,l4n 4alina O.ISI pff 1.4. 
Soluci4n TEAH O.S M. 
Soluci6n de r,,,,¿, 1 hid,,_o,ime.t.lt aminometano)
HCl 0.01 M pH 1.0. 
Soluc.l6n 1 N de «cido cto,,,hld!Uco. 
Soluc.l6n 1 N de hid,,_6,ido dt 6odio, 
Soluc.l4n 6alina amo,,,t.lguada de 6o46ato6 pH·· 
1.4 o.os IC. 

Soluc.l6n 6alina amo"-liguada de 6046llto4 
Tween pH 1.4. 



Medfo4 de cutUvo IJ de conHltvacUn : 

Caldo 9t.i.ce1tol. 
Gelo6a upec.tat.. 
Med¡o de ca6aam¡noac¡do6-a9a1t. 
Medio tlquido de ca6aminodcido4. 

11 



AISLAMIENTO E IOENTIFICACION DE CEPAS DE E1ch.rithi• toli ENTEROTOXIGENICA· 
EN MUESTRAS DIARREICAS 

MuntrH de htcn A9•r Mt lncutMr • 37•t Obnrv1clón y1tl1Uiá-I Prueb .. bioqui'
ltltm~r• direc.t1>- A91r SS por 24 nrs. • ele colonialOllMdlOllSo- míe.is alftttnelt 

S.rolo9(1 
tNraE,coll 

A9'r TCJ I•: 
Aqir XLD T S ¡ 

LIA 
Citrato 
SIM 

Cepu ele &W ldentiflc•clón d•.1ncybfr• 37oc i~;:"' 
- umbr•d• tl'I - cep•1 d• E, coll por 24 hrs. Ornltln. 

mldlo de9alow --
npeci•I· 

l lnculMr • 17 ec 
por 24hrs. 

Stmbru m1trtc11con 
rnedlolf~ido d• ctu. 
..-nlnolc Idos. 

!nwbu 1 37oC por llhrl. • 
con •IJltaclon const•nte • 
1900 r,p.m. 

· Ctntlitu14re1 cultlv o • 
IOOO r.p.m. 1 4ºC par 30mln. 

1 
~ntd~t· 

LT ST • 
- Ast 1 i,.clt"' -Rlton 

conejo l•cttm• 
- Enstyo Celullr 

lctl1, CMO) 
-ELISA .GM1 
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Se p.toceuton 94 muu.t.ta6 de hecu d.i.aHe<ca6 de. ta6 
cuatu 4t obtuv.Le~on JOO cepa4 de !·!:.OH, e6ta4 muut.tu 
peltteftectan a n.Lño6 meno.tc4 de ~ año6 de edad, co.t.te4pon
d.Lentt4 eft 4U mayotta a una zona ma.tginada localizada en 
ta patte 4Ut dt ta Ciudad de Mlt.Lco. 

la cotecc.L6n de ta4 hece4 4t e«ectu6 en bol6a4 de •• 
colo4tomta o en ot.to tec.Lp.Ltnte adecuado, p.tocutando no · 
t•Ctdtt4t de un t.Lempo de J hot44 de1pul4 de la evacua--
c.Lln o dt 4 ~0.\44 dt .tt4.t.Lge.t4Ci6n pata 4u ttatam.Lento, • 
te9.L4tt4ndo4t tn taa t.Lb.teta4 co.t.te4pond<ente4. 

1nmtd.Latamente que 4e .tec.Lb.L6 ta mue4t.ta 4e hizo ta 
ob4e.tvac..L6n d.L.ttcta de teucoc.Lto4 y pa.td4ito4. Po4te.t.Lo~ 

mente ta4 mue4t.ta4 4e 4tmb.ta.ton en to4 med.Lo4 e4pect4.Lco4 
pata cop.tocutt.Lvo que 'º"' aga.t Mac.Conkey, aga!I Te.t9.Ltot· 
7, 4gat Satmonetta·Sh.Lgetta yaga~ XLP lt.Lto4a, t<4ina -
duoi4.cotato 1, 4e ~•cuba.ton du!lante t4 ho.ta4 a H'C. · · • 
Pupul4 u 4etecc.iona.ton ta6 coton.La1 6oJpecho6a6 y 1e .. 
p!locedi6 a '" identi6~caci6n con ptueba6 b<oqulm<ca4 d<ñ~ 
tenc1atu, tu que 4e utaüa~on pata ute «in 6uuon: .. 
agat t.t.tpfe azclca.t, agat l.l44.na ducaJtboHla4a, agM e<·· 
t.tato de S.tmmon4, medio MIO (movilidad, .Lndot y o!lnit<nal, 
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caldo Vogue.6 P1to6kaue.1t-Rojo de me.t.ito, catdo u1te.a-4aca1to
u; 4e -lncubaiton duitante. t4 hoita6 a 31•c y aquetta4 ce.pu 
Ue.nt.i6-lcada4 como !.·~ H u1tot.ip.i6.ica1to11 e.11 bue. a ·-
4114 antlge.no4 40111!t-lco4 y de. e.11vottu1ta; e.4ta4 ce.pa4 de. ·
f·~ 6e 1tc6e.mb1ta1ton e.n una 9e.to4a e6pe.c.ial lve.it anexo)
paita co116e.1tva.\ta6 e11 1te.61t.ige.1tac-l4n poit un pe.itlodo de. 6 "'! 
4e.4, y p<llt<t una conu.itvacUn de. 111ayo1t t.ie.mpo 6e utUü6 · 
caldo 9Lice.1tol donde ta4 ce.pa4 co116t1tva11 4u4 ca1tacte.1tl6tf 
cu duita11te. 1 - t año6 a -io•c. 

bl Obte.nc.i611 de.lu uotu.inu de. E.cot.i 1 

La obte.ncUn de. uotox.inu de. !·~ 4t hi.zo poit a. 
mttodo dtacit.ito polt Cltmtnt4 y F.inke.t4.tt.in(7), l4tt 4t b! 
44 u qut La. ce.pu dt !·~ duuitolltn en 111at.\aCt6 co!l 
ttn.itndo un me.dio Llqu.ido de. c116aa111.ino«c.ido•, que. e.4 pito· 
p.ic.to paita La t..lbtitac.l.611 dt La• ta•.ina•. Una vtz .inocul! 
do4 Lo4 m«titacu con tu ctpa• de. !,.coU co114uvad11• en • 
e.L medio de. gtlo6a t4ptc.i.at, At .i11cuba1to11 e.n un baffo me.t! 
b6t..lco a 51'C duitantt 11 ho*ª' con agitadi6M con4ta11tt a 
1,500 itpm. 

AL cabo dt ta4 11 hoita4 At pa•4 tl coftttnido de to4 
111at1tac" a tubo• y 4t ctntlt.i«us4 a l,DOD 1tp111 PD* lD m.in · 
a 4•c. Et 4ob*tnadantt ª'' obten.ido 4t 9u111td6 tn viatt• 
de pl44tico t.imp.io4 y ttiquttado4 con n4111t1to dt ctpa y 6! 
cha. St ~ecomienda 6.i t4 po4.ibte, p1toce•11*to4 tn4tquida 
pa~a ta .idtnti6icac.i4n dt ta4 to~ina4 Ldbit ~ &Atable en 
dicho Aob~tnadantt, pt~o de no 4t* d4l, dtben con•t~va.\4t 
en .te61t.i9e.1t1tcUn lta4t4 et momuto dt .idut.i6üa~ d.iclta6 • 
tuinu. 



Ub.it ( L TJ de E. cot.l: 

Lo4 mttodo4 empltado4 en e4tC t~abajo pa~a la ident~ 
6icacUn de la tuina UbU. de !·~ 6ue~o11 : ua Ugada 
en conejo, en4ayo celula~ en cllula4 de ova~io de ham4te~ 
chino y tn4ayo inmunotnzimltico EL1SA·ganglid4ido GM 1• A 
continuacidn 4t dt4c~ibi~4 cada uno de ello4. 

En4ayo de a&a ligada tn conejo 

E4tt tn4ayo 4t ~taliz6 de acue~do a la ttcnica ~epo~ 
tad4 po~ Evan4-Pie~ct (lfl. St emplca~on contfo4 adulto4 
j6vene4 dt ~aza Nueva Ztlanda de IK9a.1.5 Kg de pe40, 
Lo4 animale4 4t mantuvie~on tn ayuna4 po~ t4 ho~a4 ante4 
dt 4U u4o, Bajo ant4ttcia local, tl intt4tino dttgado 4& 

llgd tn 4tgmtnto4 (o a4a41 dt ap~oximadamtnte 4 a 5 cm -
dt ta11.90. Cada 4tgmtnto 4t inyect6 int~atuminalmentt con 
1 mt dt 4ob~tnadantt obtenido de ta4 cepa4 de !·~· Se 
incluyd en cada contJo un cont~ot po4Ltivo y un cont~ot -
negcitivo, 4itndo et cont~ot po4itivo una ctpa dt ~t&e~tn
cia, !·~ H-10401 p~oducto~a dt toxina• y como cont~ol 
negativo 4otuci6n 4alina amo~Uguada de 6o46ato4 y medi~ 
Uquido dt cauaminolcUo4 uU11.it; dupul4 dt ta ú1yec- · 
cidn dt la4 a4a4 dt intt4tlno, 4t ct~~6 et abdomtn y lo4 
animale4 4e 4ac~i6icCVlon a la4 11 ho~a4 dt la inoculaci6n 
po~ inyeccidn int~aveno4a de pentoba~bital 0.06J g/•l. El 
abdomen 4e ab11.i6 y 4e exti~pd el ~nte4tino delgado ob4e~

vtndolo. Se con4ide~a11.on po4itiva4 aqutlla4 a4a4 que mo! 
t~a~on un acamulo de liquido (agua y elect~olito41, y co
mo negat~va4 aquelta4 a4a4 que no mo•t~a~on dicho acamulo 
de ttquido. Lo4 ~e4ultado4 4t con4idt~a~on v4lido4 46ta· 
mente cuando to4 cont~ole4 po4itivo y negativo die~on ta4 
~e4pue4ta4 ap~opiada4, Fig. 1. 



A. -

F.i.9. l A6a Llgada e11 eo11ejo. 

8,-

F.lg. 11 CUuta4 de OvaJt.lo de Ham4.te1t Clt.lno, 

A, - Co11.t1tol Negativo 
B. - Co11.t1Lot Po4.l.t.lvo 
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En,ayo CetutaJt en cttula4 de ova1tio de kam4te1t cliino 
(cHutu CHOI • 

Lo• 6oó1tenadante6 de ta4 cepa4 de f.~ 4t p1toba1ton 
po4 e4te 111ttodo 4igu,endo ta ttcnica de Gue1t1tant, 81tunton 
V Schna.ltman (ffl. la6 cttuta' CHO de6a1t1tolta1ton de man! 
4a uni,04111& tn 'Jta4C06 dt cultivo ctlula4 en medio F·lf · 
IHAMI con •u~Jto 'etat bovino al 101. Se t1tip6ini:a1ton v 
4e 4e6u6ptndieJton en ! 111t de mtdio mtn.lmo e4tnc.lat Eagte 
con.4utlto Cetat bovino llt 11. St .lncubaJton poi! 30 m.ln. a 
J7'C. En cada pozo dt una placa de micJtotitulaci4n de 96 
pozo4 dt •ondo plano, 4t cotocaJton rOO ut de t4ta 6u4ptn· 
ci6n V 6t incub6 ta placa poi! ro 111.ln. a J1'C lqutdando •• 
ap1tox.úiada111ente J,000 cttuta• poi! pozol, dt4pul4 de to·· 
cuat '' ag4t9a1ton to ut de cada 6ob4tnadalltt poi! p1toba1t,· 
a•l como dt to• contJtoLt6 .lncluldo• tn et '"'ªYº de ª'ª · 
ti9ada en cont/o. St incub6 ta ptaca du1tante 11 ko1ta6 a 
J7'C con 51 de co,. Lo4 Jtt4ultado4 de e6ta p1tutba At te· 
yuon at 111./.c1to6cop,/.o .lnvutido !f u .lntt4p1teta11011 u1 bau 
a un cambio mo1t&ot69ico tn d.ic~4' ctluta6, La• cualt4 en 
pltt4encia dt toxina tlbit LT dt !·~ '"'Jten una etonga· 
cidn, debido a ta altt11aci6n dt AMP·clctico cetutaJt, En · 
ca40 ne9at.lvo, ta• cttuta• 6u61ttn un a1t11edondamiento. lo4 
Jtt4uttado6 6e co~4ide1ta11on v4tido4 44lamente cuando to4 • 
contJtote4 po4itivo V ntgat¿vo dit~on to4 cambio4 mo~6ol6· 
9¿co4 co~~e4ponditntt4. Fig.JJ. 

la ttcnica dt ELJSA utilizada en e4te tJtabajo, 4e b~ 
4a tn ta uni6n de la toxina t4bil LT dt ~ a 4u ~ecee 
toJt t6pect,ico et gangtid4ido GM 1• 
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La ~eatizacidn de eJta técnica ~equie~e ta p4epa4a-
cidn de to4 4iguiente4 4eactivo4 

1) Sue4o antitoxina l4bit LT.-

Pa~a ta obtencidn del 4Ue4o antitoxina t4bit LT de · 
f.coti, 4e ~eatizd p~ime~o un pu4i6icacidn pa~cial de ta 
toxina t4bit LT de ta cepa de f.coti H-10407 p~oducto~a · 
de toxina4. 

El método de pu~i6icacidn y ai4tamiento de la toxina 
t4bil 4e hizo con6o~me a lo de4c~ito po~ Cltmen~· y 
Finkel4tein 171, ta metodologla 6ut ta 4iguiente. 

Se cuttiv6 ta cepa dt ~ H-10401 en mtdio de ca· 
4aamino4cido4 asa~. 

St inocuta~on to4 mat~act4 contenitndo medio tlquido 
de ca4aamino4cido4, con un cultivo de f4 ho~a4 dt ta ctpa 
dt !·~ H-10401. Se incub6 a 51'C du~ante 11 ho~a4 y· 
po4te~io~mente 4e ctnt~i6u96 a 1,000 ~pm du~ante 60 min. 
a 4'C. Se dt4tch6 tl 4ob~tnadantt y et paquete cetuta~ 
4e ~t4U4ptndi6 en agua e4tt~t y 4e dejd ~epo4«~ JO min.· 
ap~oximadamtnte tn baRo dt hitto. 

La4 bacte~ia4 4t de4t~uve~on po~ 4oni6icacidn ap~ox~ 
madamente 10-IS min 130 4eg dt 4ani6icacidn con 30 4tg dt 
~epo4o J a r,soo dtcibete4. 

~t volumen obtenido 4t diluyd at dobtt con •otucidn 
amo~tiguado~a TEAN 0,S M v 4e ctnt~6u96 11 lf,000 ~pm 
duunte to mi11 a 4'C; et pucipUado ~uuUantt u ~""'" 
pend.id en 4olucUn amM«gu11dMa TEAN O. S M, 4t diaUzd • 
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cont1ta 6oi.uc.l611 etmo1t.t.lguado1ta TEAN O, 5 lf y H concent1t6 -
ei. d.laUzado co11 memb1tana de A111.lcon P/.1- 1 O, 

Ve6pul6 de la concent1taci6n •e mont6 una cotumn~ de 
aga1tou A-O. 5/.1, Je equU.lbM co11 aolucUn a1110J1t.lguado1ta -
TEAN 0.5M a 4'C, ha4ta obtene!I una lectu1ta de ce!lo a 

uo ""'· 

La toxina t4bit 4t etuy6 con una 4oluc.ldn de Vl•l-s! 
tacto4a en TEAN. Se !lecogie1ton la4 61tacc.lone4 de 5 mt en 
un colecto!! de 61taccione6 y to& pico6 6e 1tecotecta!lon. 

El mateltial etU.Cdo polt la gatacto4a 4t concent1t6 polt 
ult1ta6.llt1tac.ldn con una 111e111b1tana dt Am.lcon PM-10, al con
cent1tado obten.ido conten.lendo"ta toxina l4b.ll 4e te dett~ 
111.lna1ton p!lotelna•, tncont1t4ndo&e una concellt1tac.ldn dt 9.6 
1119/mt. E&tt concent1tado lut tl ut.lt.lzado pa1ta la obttn-
c.ldn del 4ue1to antitoxina t4bil LT. 

Se .l11ocuU 1 ml dt li1 toxina Ub.lt c!luda con una 
conctnt1tac.l6n ap1tox.lmada de 1 1119 de p1tottlna polt mt, 4t • 
1teat.lza1ton 5 .lnocutac.lont4, ta& t1te4 p1t.lmt1ta4 con .lnteltv! 
to& de 1 &emana polt ta& &.lgu.ltnte& vla& de ad111.ln.l&t1tac.l6n1 
4ubcut4nea, .lnt1tamu6cula1t y 4ubcut4nea ltt6pect.lvam&nte, • 
con adyuvante completo de F1ttund.El cua1tto y qu.lnto ltt··· 

6ue1tzo ~ue!lon polt vla .lnt1taptJ1.ltontal con inte1tvalo4 de · 
1 me&, Ve&pul& de 1 me& dtl dlt.lmo 1te6ue1tzo 4t 4an91td a 
blanco, ante• de t6to &e h.lzo una 4an91tla de p1tueba a la 
&emana de la dlt.lma ú1ocutacUn, dete1t111.lnando e.t. tl.tulo • 
de ant.lcue1tpo6 polt ta tlcn.lca de Ouchtt1tlony. El Ututo 
de ant.lcue1tpo6 6ue de 114, a&t que 4e d&c.ld.l6 dalt un dlt~ 
1110 1te6ue1tzo y e4pe!la1t t!le6 &emana& 11146, haciendo &an91tla4 
cada •emana. El tltulo obten.ido aan de&pula de e•te.titmpo 
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continu4 64endo de J:4. 

t 1 Conjugado,· 

Et conju911.do utilizado en la tlcn.lca de ELlSA·gan--
gti464do GM1, •e etabo"4 Pº" ta ttcnica de do• pa6o6 det 
9lut11."atdthldo, La enzima empleada 6ue t11. 60•6at11.6a ate~ 
tina obttni~11. dt intt4tino dt bovino ( Lab. Sigma 1, 
911.~magtobutintl.6 de contjo p"ep11."ada6 en cab"a ( Lab. V11.
ko 1 y con tt 9tut11."11.tdthldo como agente acopt11.nte1 todo• 
11.dqui"ido• come"ciatmente. 

il S&p11."11.ci6n d& lt1.6 911.111111a9tobut4na6 de conejo det • 
6ut"o dt cabu1 

La 6ep11."ac44n 6& t6tctu4 po" el mttodo de p"ecipita
ci4n con 6ut6ato d~ amonio, qut 4t "eatiz4 de la •iguiente 
mant"ª' como et 6ue"o de cab"a '"ª de 6uente come"c.i.al, • 
lue nectaa"io ttimin4"t& tt con6t"uado", Pº" to que 6e •• 
diatiz4 toda l11. noche tn aoluci4n •atina amo~iguada de -
6o•lato6 pH 1.4 •in az.lda de •od.lo, con ua.\.c'.06 cambio• de 
t11. 6otucUn, 

Se P"ecip.Lta"on ta6 9a111ma9tobulina6 del 6ue"o de ca· 
b"a con 4olucUn utu"ada de aul6ato de 11.mo11.lo, Je m.ldU 
et uolume11 del 6UUo 1J 4t 11.9Ug6 tent11.mute et mi61110 vol! 
men de ta 6oluci4n 6atu"11.da dt 6ul6ato de amonio con a9.l
t11.ci4n 4uave a 4'C, obtenitndo6e una 611.tu"aci4n 6.lnal del 
SOi. St "eal.lz4 una 6tgund11. P"tc.lp.ltac.l4n al 331 con 60· 
luci4n de 6ul6ato de amonio 4atu"ada, con el objeto de ·• 
elimina" la albQmina, P"inc.lpal contaminante de la6 gamm~ 
9lobulina6, aunque no en 6o"ma total, de la 6.lguiente ma· 
ne"ª : el P"tc.lpitado "eauttante de la •at~ac.l4n at SOi 
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4t cwt1ú6u96 a 3,000 1tpm du~ante 15 mln a una tempe.1t11tu-
1t11 de. 4'C. ·Se. de.uch6 el .1ob1te11ad11nte y e.l p11.e.c..lp.itado -
u 1te41upe.nd..:4 e.n 4otuc.l6n 4<1t.lna al 0.&5% pH 1.4, al do
ble de.t uotume.11 .l11.ic.lal. Un<t ve.: Haupe.nd.ldo 4e. ag1te.gó 
1111 uotume.11 de. 4otuc.i.611 de 6ul6ato de. aman.lo MtU1t11d11. <--

9uat al volume.n .in.ic.ial del .1uc11.o. fata acgunda p11.e.c.ip~ 

tac.l611 H l1ace. te.11tame.11tc po1t upacio de 30 m.ln a una -
te.Mpe1tatu1ta ~e 4'C. 

El puc.C:p.ltada 1tuutta11te H cent11..C:6ug6 a 3, 000 ltpm 
dUltante 15 m.C:n a una te.mpe1tatu1ta de 4'C, Se de.4e.ch6 e.t -
4ob11.enadante y e.t p1te.c.lp.ltado 4e. ltt4u4pend.C:d e.11 un votu
me.n .igual at úi.ic..lat de.l 4uelto, con 4oluc.l6n 4al.lna at --
0, ISt pH 1,4 y d.iat.iz4ndo4e el t.ie.mpo ne.ct4alt.lo palla e.t.i
M.lnalt todo et 6ut6a.ta de aman.lo comp1tob4ndo4e mediante. la 
•.igu.ie.ntt 1ttacc.l6n r 

BaSO 4 

A ta4 9amma9tabul.C:naa d.C:al.C:zada4 ac lea de.te.11.mi116 la 
cant.idad total de pltotelna4 polt et mltodo de. Biu11.e.t, 
e.11contllifndou una concentuc.c'.6n de. U mg/mt, conu1tv4ndo-
4e en 1tt61t.C:ge.11.ac.C:6n • 

.i.C:I Oete11.m.inac.i6n de ta act.C:v.idad de La 6o•6ataaa a! 
cat.lna : 

10 mg de. 6oa6ataaa atcai.c'.na come.11.c.iat ae. 1teconat.itu
ye.1ton con 2 mt de. aoluci6n aat.ina iaot6n.C:ca pff 6.1 y ae. -
cent1ti6ug<111.on a 5,000 1tpm POlt 20 mina 4'C, u t1•ma1to11 --
5 ut palla ta de.te11.m.C:naci6n de la actividad e.nz.im4tica, -· 
lo4 cuale.4 ae di4otvie11.011 en 1 ml de aotucidn aat.lna ~40 

t6nica pH 6, I obtenUndo4e una d.lluc.ldn 1 /200 y a pallt.út 



de ~4ta H hacen d.U.uc.i.onu H1t.lada4 haUa una d.U.uc.l4n -
115 7. 200. 

A 100 mt de 4otuc.l4n amo11t.lguado1ta de. Tll.i.4 ba4e 
O. 01 it pH l. O, H te ag11ega11on S mg de. 4u4tJtato p-n.i.t110--
6en.U.6046ato, tomif11doH aUcuotu de. 1 mt a ta4 que. H -

ad.lc.i.on6 200 ut de. cada u11a de. la4 dUuc.lonu de. ta enz.i
ma 111200 ...... 11s1,2001. 

Se deja.ton .l11cuba11 pal! 10 m.ln a tempe11atu11a amb.len.te 
palla que ta euz.lma h.id1tol.lza11a al 4u4.tltato, H detuvo la 
11eacc.i.6n enz.l1114t.lca con NaOH JU. Et coto11 obten.ido en et 
pltoducto 6.lnal 4e te.y6 a una long.ltud de. onda de 410 n111. 
La4 le.ctulta4 obte.n.lda4 4t e.ncutntltan 91ta6.i.cada4 tn la --
6.lg. m . 

.i..i..ll P11epa11ac.l6n det conjugado • 

El conjugado 4t p11epa116 u4ando la ttcn.lca dt do4 pa-
4o4 dtl gtuta1taldeh.tdo, 111td.lantt et pltoced.i.111.i.ento 4.i.----
gu.i.ente. U11a vez vata11ada la act.lv.ldad tnz.i.mift.lca de. la 
6o46ata4a alcal.i.na, é4ta 4e d.i.at.i.z6 con 4otuc.l6n 4al.lna 
.toda ta noche. e6e.ctuando vait-lo4 ca111b.i.04. A 1 O 1119 de ta -
enz.lma di.al.izada, 4e te. ad.lc.lon6 tl agente acoplan.te que 
en t4te ca4o 6ue. el 9luta11atdehtdo at 25t a una p11opo11-·
c.l611 del O.tt pOI! ml de enz.i.ma empleada, ya que cu 11uu-
.t110 ca4o 6ue.11on 2 mt de. tnz.i.111a ( 1 O mg l et votumt11 de -
glu.taJtaldeh.ldo que. 4C de.b.i.6 ad.i.c.i.011a1t 6ue. de. 16 ut pello -
como 4e 11e.co111.le11da u4a11 un peque.no ucuo et. votumtn 6.i-· 
nal. 6ue de. 20 ut pal! 2 mt de enz.i.ma ( 10 1119/t mtl, de uta 
111a11e11a la enz.lma 6ue act.lvada poi! un pelllodo de 2 hOl!U a 
tempe11.1ttu11a amb.i.ente, ag.i.tlfndo4e 4uaveme.nte pOI! upac.i.o4 
de. 15 m.i.n. 
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At cabo dt La6 t koita4, La e"zim4 activada polt el -
gluta~Aldthldo 6e pu4o a 1ttacciofta1t coft !44 9ammAglobul4· 
n46 de coKt/o. LA ~elaci6n qut 9ua1tdA1ton la6 pltotelna• -
de ta• 9A•ma9Lobul4fta6 coft 1te6pecto a ta enzima lue en -
Uft4 P*Opo4ci6ft de 1 1119 de P*otelna Pº* J 1119 de enzima. La 
caKtidad d& lo•lata6a alcalifta u44d4 lut dt 10 mg y ta ·
coftc&ftt4ac46ft dt P*ottlna4 dt La 9cui11149Lobulina• dt coftt· 
jo lut d& t•·•Sl•L, PO* lo qut 6t kicit40ft la6 4iguitfttt6 
ulac4o"" 1 

J,0 •8 dt tftZi•a 
10 •9 d& tftZi•A 

---- 1 •9 de p1totelna 
X 

X • J. J ., dt P*Otelna 
U 1119 dt p~ottlft4 ___ 1000 ul 
J,J •t dt p4ott.lft4 ~ X 
X • 117.1 ut de P*Ottlfta P«*A co"/ug44 con 'º "'' dt 

St ª9*t94itOft Lo• 111.I ut de 9Am111a9Lobulin«4 de con! 
/o 4 La tnzi111a activada COft el glut~aldehldo, dt/«ndo6e 
*&«ccio"ª* du1taftte t ho*«4 a te111pe1tatu1ta ambieftte con «Si 
tac46n •uavt cada 15 min, po4te1t401tmente 4e dializ6 con -
6oluci6K amo*ti9uado1ta T*46 ba•e O.OS U pH 1.0 toda la n~ 
ch& coft va*io4 cambio• v at dializAdo 4e te adicion6 un • 
votwwu igual de 6olucUn 11mo1tti9uado1ta T1t.l4 baH O. O 5 11 
pH 1.0 al 11 de aLbamina 6l*ica bovina Lib1tt de 9amma9lo
bulina6 con tl objeto de neut1taliza1t Lo4 6itio4 activo• -
qut "º hayan 1teaccionado. 

/H H, /H 
Enz-N C-(Cff2IJ-c • 'H o# ~o 

H 

'N - Pitot
H;' 
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Una de. la4 ve.11taja4 de. lo4 conjugado4 obte.n.ldo4 po~ 

ta tlcnica dc4cfl.ita e.4 4u alto po~ce.ntaje. de. homoge.ne.idad. 

iiiil Potencia de.l conjugado1 

La potencia de.l. conjugado H pAutba Hn4ibiUzando -
una placa de. mic~otitulaci6n con gammaglobutina4 no~male.4 

de. conejo, a una conctnt~aci6n de. 100 ng/mt tn 4oluci6n -
amo~tiguado~a de. ca~bonato-bica~bonato. Se. adicion6 un v~ 
lumen de. 200 ut de. ta 4olucl6n ante.~lo~ po~ pozo, 4e. 4tll6 
ta placa y 4t incub6 1' hoM4 a 31'C e.n atm646tM l11tme.da. 

Oe.4pul6 de t4tc tie.mpo, 4e tav6 ta placa t~t4 ve.ce4 -
cori PBS-Twun !f u adicion6 tl conjugado en dUucionu 4!: 
~iada4 dude l/fOD a l/tO,DOO!:n un volumtn de tOO ut pM 
pozo, 4t 4tll6 ta placa !f 4t incub6 J ho~a• a S1'C. 

Oe4pul4 de t4tt t~impo, 4t lav6 ta placa t~t4 vtce.4 
con PBS·TWte.n !1 4C adiciona~on tDO ul dt p-nlt~o6enit6o4• 
&ato po~ pozo pa~a ~tvtla~ et 4i4ttma, 4t incuba po~ --
SO mln a J7'C. Al 6inaUza~ t4te. titmpo 4t d&tient la --
~e.acci6n con SO ut de NaOH S M y 4e. let 4l e4ptct~o&ot6m! 
t~o al 410 11111. La4 te.ct~a4 obttnida4 4& g~a6ica~on, co~ 
4idtMndo como la dituci6n 6ptima dtl conjugado aquttla -
qut di6 una ltctu~a dt l.S de ab•o~bancia, po~ to que 4& 
conctuy6 que ta diluci6n 1/1000 t~a la m14 adecuada como 
4& pue.dt ob4t~va~ en ta 6ig.1V. 

il.llil Oett~minaci6n de la6 conctnt~aciont4 6ptima4 pa~a 
lle.va~ a cabo el en4a!fo inmunoe.nzim4tico EL1SA ---
9an9Uhido 011 11 

Pa~a lle.va~ a cabo ta tlcnica dt EL1SA-gangti64ido • 
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GM 1 e6te t1tabajo 6e ba6o' en. to 1tep0Jt.tado poi! la Ucn-lca 
de Sv.e1111e1t/1olm !f Holmg1tee11 (371, cuyo 6undamento e6 el 
mltodo 6andw-lclt del doble ant.icue1tpo el cual con6ta ele 
lo6 6.igu.ie11te6 pa606 1 

Ad601tcUn a la 4a6e 66U.da de la ú1munoglobuU11a con
ten.iendo el ant.i.cue1tpo e6pecl6.ico o un 1tecepto1t e6pe
c.C6.ico del anttgeno bu6cado, .incubcfncloH y pito6.igu.ie!!_ 
do u11 lavado pa1ta eUm.inalt el uce6o de matelt.i.al 110 -

adheit.ido. 

- Se ad<.c.i.ona la 6oluc.i611 pJtoblema co11te11.iendo el a11tt
ge110 a la 6aH MUda 6eM.ibU-lz<tda, 6e .incuba y 6e -

lava. 

- Se ad.ic.i.ona el an.t.icueltpo e6pect6.i.co malteado con ta -
enzima a la 6a6e 66l.ida, 6e .incuba y 6e lava. 

- Se ad.ic.iona el 6u6tJtato de la enz.ima. Et cambio de e~ 
loit e6 p1topo1tcional a la cantidad de anttgeno de la -
6oluc.i6n pitoblema. 

La 1tep1te6entac.i.6n e6quem4t.ica de la ttcn.ica lteal.izada 
tn e•te t1tabajo t6 la 6.i9u.itnte1 

u 
a,- Ad601tci6n a la 6a6e 66lida del GM 1 

en 6otuc.i6n amo1ttiguado1ta dt ca1tb~ 
nato-b.ica1tbonato. lncubando 11 hit6. 
a 37°C en atm666t1ta hameda. 

L a v a 1t 

Bloqueo de lo6 6-it.io6 act.ivo6 con 
6oluc.i6n amo1tt.iguado1ta de gt.ic.ina 
HCl pff t, 7, 111cubando· 1 hit a H'C, 
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a v a lt 

b. - Se agJtegan lo6 6ob1tenada11tc6 en lo6 
que 6e bu6can la6 to~ina6, incubando 
1 hJt a J7•c. 

L a v a .t 

e,- Se ag.tega el 6ue.to anti-LT p.toducido 
en conejo, incubando 1 h1t a J1•c, 

L a v a 1t 

d. - Se ag1te9a el conjugado gammaglobuU-
11116 de conejo malteada~ con 6oJ6ata6a 
alcaUna, incubando 1 11.t a 31•c, 

L a v a .t 

e.- Se ag.tega el p-n.i.t1to6e11U6066ato en 
una concent.tac.Un de 1 mg/ml en 60{!! 
ci6n amoJttiguado.ta de dietanolamina 
pH 9.6, incubando JO minu a 37•c. 
LU!t al e6pect1to6ot6met1to. 

Cantidad de hid.t6li•i• • Cantidad de 
antlgeno p1te6ente. 
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Et p.\.i.meit pa6o dupué6 de habe.\ dete.\m.i.11<tdo ta conce!! 
t.\ac.i.6n 6pt.i.ma del conjugado, 6ue dete.\m.i.na.\ ta con-
centucUn 6pt.i.ma del 6ue.\o ant.i.-LT, ba6<fndono4 en -
Uc11.i.ca4 ya e4tabtec.i.du donde la c11nt.i.dad 6pt.i.ma del 
gangl.i.66.i.do GM 1 ut.i.l.i.zad11 e6 de S ug, 6e p.\oce.d.i.6 a -
.\eat.i.za.\ t11 técn.i.ca 6.i.gu.i.endo lo6 pa6o6 del ELISA-ga!! 
gl.i.66.i.do GM 1 antu duc.\.i.to p.\ob4ndou di6eite.ntu di
tuc.i.onu de.t 6ue..\o ant.i.-LT y con ta d.lluc.i.611 de.t con
jugado 1 /1000, dando lo6 .\t6uttado6 mo6t.Ud04 en ta -
4.i.9 V, dete..t~.i.n<f11dou que ta d.i.tuc.i.6n 1•400 de.t 4uuo 
ant.i.-LT e..\a ta m46 adecuada, 

Et 6.i.gu.i.e.nte pa6o a 6egu.i..\ 6ut dett.\m.i.na.\ ta --
conce.ntuc.i.6n 6pt.i.ma de.t agente. 6en6.i.b.i.Uzantt, et -
gangt.i.66.i.do GM 1, •e.n4.i.b.i.t.i.zando la placa a d.i.&t.\tnlt6 
cant.i.dade.6 de. l6te. 1J mante.n.i.tndo lo6 dtm46 pa.\dmtl.\06 
con6tantt6 1 d.i.tuc.i.6n dtt 6Ut.\O ant.i.-LT 11 d.i.tuc.i.6n ·
dtl conjugado 1 6t p.\oce.d.i.6 a .\t11t.lza.\ la tlcl\.lca de. 
ELJSA-Git 1, dando lo6 u6ultado6 mo6t.\ado6 tn ta 6.i.g • 
V1. Notdndo6t ta poca cU&t.\tnc.i.11 4ut tl.i.6tt al u6a.\ 
ta6 t.\c6 d.i.6e..\tntc6 co11ce.nt.\ac.i.onca, 6t de.c.i.d.i.6 ut.i.t~ 

za.\ ta conctnt.\ac.i.6n de. 1 ug/mt de gangl.i.66.i.do GM 1• 

En cada u110 de. lo6 padn1tt.\06 de.tun1.i.nado6 6t -· 

ut.i.l.i.z6 como cont.\ol po6.i.t.i.vo, 6ob.\tnada11tt dt cutt.i.· 
vo de ta cepa de !·~ H-10401 p.\oductoita de toa.i.nH 
11 como cont.\ot negat.i.vo me.d.io Uqu.i.do dt cauan1.i.11odc~ 
do6, St h.i.c.i.e..\011 d.i.tuc.i.ont6 de l4to6, ob6c.\vd11do6e -
que tn et ca4o det 60b.\e.nadante po6.i.t.i.vo 4.i.n d.i.tu.i..\,
d.i.tu!do 1:2 y d.i.tu.tdo 1:4, t.\a donde 4t detectaba ta 
p.\e.ae.nc.i.a de to1.i.na tdb.i.t, po.\ to que 4t dtc.i.d.i.6 ut.i.
t.i.za.\ t6taa m.i.6ma4 d.i.tuc.i.011t6 e.n ta6 mut6t.\a6 a p.\OC! 
4a.\, Et bloque.o de lo• 4.lt.i.o6 act.i.vo6 6t .\tat.i.zd con 
6oluc.i.dn amo.\t.i.guado.\11 de. gl.i.c.i.na-HCt pff r.4, 



t.o 

1. 7 

1: 5 

'C 1 .u .... .. 
t: .. 
Q 1 .o 
el .. 
"' "' o. 75 IU 
Q 

0.5 

FlG.lll.- OETERM1NAC10N OE lA ACTlVlOAO ENZ1MAT1CA OE lA FOSFATASA AlCAllNA. 

.. ----·-..... ,, 
'• ' \ ', 

' \ • 
\ 

\ 
\ 

\ 
\ 
\ 

\ 
\ 

____ A...tu dt la c111tju911.cUn 

_.Oupu(6 de l« co"ju911.cUn 

\ 
'• 

l/tOO 1/400 11100 111600 l/JtOO 1/6400 l(ltlOO 1(25600 l/SltOO 

OllUClONES ... .. 



3.6 

3.' 

'·o 
t. 1 

2.4 

r. 1 

1.1 e ... .. 
1. s ... ... 

o 

~ 1. r 
Q .. 
"' 0.9 .. ... 
Q 

º·' 
º·' 

rtG. IV.· PETERMINACION OE LA OtLUCtON OPTIMA OEL CONJUGAOO. 

..... .... , ., ., 
.\, 

\ 

' \ 
\ 
' \ 

\ 

\ 
\ 

\, 
\ 

\ 

'· .... ......... --·-·-·-·-·-·--·--
1/IOO 1/400 1/100 1/1000 1/1100 

01LUC10NES OEL CONJUGAOO 

0000 

... 
"' 



FfG, V.· OETERNlNAClON OE LA OlLUClON OPTlNA OEL SUERO ANTJ·LT. 

o.u. 1 '"º 
1 .o 

e 
u ... o.s ... ... 
o 
c. 

! o.t 
l:I ... o., c. 

o.u. 1 ''°' 

Sii 11r 1/4 11• 1/16 

OlLUCJONES OE LA NUESTRA .. ... 



"' .... .. 
l.: 
~ 

~ 

"' Q 

·~ ~ ... 
"' 

FtG. VJ.- OETER"1NAClOll t'E LA COllCENTRAClOI/ OPíll!A VH Gl.NGL%0Sit>O·GU1 

1.0 

0.9 

a.s 
-····• 1.0 u,,1 de Glutgti4•«1D 1111 

~. 7 

0.6 

J • 

o. 

o. 

u 

OJ 

Sii 1:Z ,,, 1:1 1•16 

t'lt~l(lllES VE lA l!UESTU 
... ... 



R E S U L T A P O S 

Pt UK total dt 94 mut4tt46 dt hect6 diatteica6 ptoc! 
44da~, 6e ai6taton 300 cepa• dt !·~· el 23.4t cottt4·· 
po"did a!·~ tKlttotoligln4ca, dt la• cuatt4 tt 2.lft 
lut40A p4oducto444 dt amba• tolina• t4bit LT y t•tabtt ·• 
ST, tl •.Jlt 'co44t6pondi4 a ctpa6 ptoductota6 dKicameKtt 
dt tolina t4bit u tl ''·'''a ptoductota6 anicamtnte dt t! 
d"a utabt& sr. 

LU JOO CtP46 dt !·~ H utudia40ft "~ tu t4U• 
•ttodo• u.tl.tizado6 '" t6tt t4aba/o pata ta deteccidK dt • 
ta toliKa Ubit dt t·~' ua Usada '" contfo, tnuyo • 
"' cUu.tu dt 011a.\io dt ha.6tt4 clli"o 1J uuuo i"•1u1ouz~ 
•ltico ELISA·GM1• 

Lo• 4t6uttado• tncollt4ado6 pot cada uno dt to6 mlto· 
do6 &ut et 4iguittttt. Pt tu JOO cepa• dt !·~· 19 U· 
6utt440n po6itiv44 pot tt mltodo dt ª'ª ligada '" contfo 
4tptt6tntaKdo et 6,3Jt, 11 ctpa6 lutton po4itiva6 pot tt 
mltodo dt tn6ayo cttutat que 4tptt6tKta et 6t y 24 ctpa• 
lutton po6itiva6 pot et mltodo de EL1SA·GM1 que cottt4PO! 
dt al 11. Fi9 VII. 

Con to• 4t•uttado6 obtenido• 6t ptocedid a catcutat 
ta uptci6icidad y Un6ibitidad del mttodo de ELISA·GM1 -
en tetaci4n a to• m€todo4 dt a•a ligada tn conejo y r.n•a· 
yo cttutat pot tt mltodo ktamtt. 

Al EL1SA·9an9tid6ido GM1 con te6ptcto a 46a ligada tn CO· 
nejo. 
a,· Nameto dt ctpa6 po6itiva6 pot ambo4 mltodo6. 



b,- N4•t~o dt ctpcU negativa• Po~ ELISA-GU 1 y po4itiva4 -
pM au U.saeta. 

c.- N~t~o dt cepa• po4itivll4 po~ EL1SA-GM 1 y ne9ativ114 
po~ au Ugacla. 

• d.- N4mt~o dt ctpa• nt9ativa4 po~ 11mbo4 mltodo4. 

f,l,J,S.A.- 9an9ti64ido 

l 
¿ 

8 l·I 
4 

d 

E 

" 

111 

hl 

7 

(al 

" 
lcl 

1-1 

" 
lbl 

"' 
ldl 

Stn4.lbUUad • a i 100 
CíT"C 

E•ptc.lf.lcidad • d • 100 
""DTT 

Stn•.lbiUdad • 50,451 
E•ptcil.lc.ldad • t•.Otl 

EL1SA·e«ngU.66ido GM 1 con ~t•ptcto a tn6ayo cttuta~ -
a.- N4mt~o dt ctp«• po•it.lv«4 po~ a•bo6 mttodo•. 
b.· N4•Uo dt ctpll4 ntgat.lva• po~ EUSA-Gtlr IJ po6it4-

V46 po~ tn•«IJO cttuta~. 

c.- N4mt~o dt ctpa4 po4.lt.iv114 po~ EL1SA-GU 1 y ntgat.l
va• po~ tn•«IJO cttuta~. 

d.- N4•t~o dt cepa• ntgat.lva4 po~ a•b04 •ltodo4. 
E.L.1.s.A.-9angti6•.ldo 

l+I , _, 

' l+ I 9 9 Sen4.lbit.ldad • 59.151 
E4ptcilicidad •96.751 
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Con to4 dato4 antelllolle4 4t pllocedid a obtenell ta --
4tn4ibit¿dad y e4pecl6¿cidad de to4 mttodo4 de a6a t¿9ada 
en conejo y en4ayo cetutall, 

A) Au U9ada en conejo con 11upecto a euayo cetuta11. 

BI 

a.- Namuo de cepa4 po4U¿uu pall 4Mb04 Mltad04, 
b.- Namua de cep44 ne94Uuu pa!l a4a tig4d4 y pa6.i.ti-

u44 pa11 t116aya cetulA.\, 
c.- Namuo de cepa4 po4U.iuu pa!l a64 lig4d4 en coneja 

y nt94tiu44 pa!l en6Ayo cetula!l, 
d.- lldmc!lo de cepa4 ne9atiu44 poll 4Mbo4 Mltodo4. 

l+I 

1-1 

A4a Li9Ada 
I• 1 1- 1 

16 f 

IA) lb) 

J f 79 

le) Id! 

Stn•ibilidad • •4.fll 
E4ptc.l6icidAd • 99,fll 

E11441JO ctlul4!l can Jlt4p&cto a ª'ª U91d1. 

(l,• 11a111e110 ele cep44 po4it.i.ull4 pa!l «•ba• •ttado•. 
b.- lldme!lo de cepu ne9aUv44 pa!l tnUyo cttutu IJ pa-

•Uiu44 po11 au t.l9ael4, 
c.- lld111e11a de cepa4 po4it4u44 pO!l UUIJO ctl11la11 f/ llt· 

9aUuu poll ua U911ela. 
d.- 11a111ello ele ctP44 ne94tivu pa11 aMba• •ltaelo4. 
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PISCUSTQN Y AN~LISIS PE LOS RESULTAPOS 

El polleen.taje de cepa6 piloductolla4 dt tox.ln44 lltpoll· 
tado en t4te eatud.lo 23.41, e4 un poco bajo con llt6pecto 
4 to que 4tñ4l4n otllo4 autoilea: Wad4tilom 11976) en Et.lo·
p.ta a.lal4 un '''· Evan4 (1977) en Mlx.lco a.lal6 un !JI, -· 
B4ck (19101 ~n EUop.ta lltpo1tU un 61', u.teta d.l«uencü4 
4t deben piL.lnc.lpalmente al n4meilo de ctpa6 t4tudiada4, ya 
que en nuUtlLo caao 4011 pocaa, tll contpallacidn con to6 n4· 
nttll04 eatudiado4 poi\ lo4 au.tollt4 menc.lonado4. 

Otilo dato impolltante que cabe hactll notall, e4 que et 
mavoll n4mello de cepa• de ~ enteilotoxigtnica collllt6•· 
pondi6 a ta• pi\oductolla• dt toxina e4tabtt ST, htcho que 
coi11cide con un eatud.lo i\tpolltado poi\ Evaan tn 1977 t11 ta 
ciudad de Mtxico llSJ qu.ltn tncontll6 un Sl.71. E4 dt ~a· 
ctll4t nota.\ ta di&tiltncia de to ILepolltado tn otllo6 pa.C4t4, 
co1110 Etiop.l4 en 1976 y 1910, en lo4 que e.t 111«yoil ro~ctllt! 
Jt de ctpU de !·~ e.n.tuo.to~i9€nica couuporutM a tu 
p11oductoJ1a4 de to~ina Ubit LT e.n un UI v UI J\Upe.ctiv! 
111e.11.te.. 

En to• 11eautt4do• obtenidoa poi\ cada uno de. toa 111tt! 
doa, at tncue.Kt.\4~ e.at1ttc~a111e11te 11.e.t«c.lonadoa toa polleen· 
taje.a de. poa.ltividad paila et 111ttodo de a4a ligada en con! 
jo ~ e.n tn4ayo ce.tulaJI, a toa que. co1Lllt4po11de. e.t 6.!JI y 
61 llt6ptc.tiv4111e.ll.te., no ocull11itndo to 111.l•mo pctlLa et mttodo 
de ELJSA-GM1 at que COJ\Jlt4ponde. tt ••. 



Con ~e4ptcto 4 Lo4 ~e4ult4do4 obtenido• con et mltodo 
de EL1SA·GM1 y compa~4"dolo4 con to• dtl 444 ligada en -
conejo, ttntmoa un4 ainaibiL¿dad dtl J0,451 y una e4peci· 
&icidad dtL 96,0fl, lguaLmtntt, compa~ando lo4 ~e4u(ta·· 
do• obtenidoa en tl mltodo de EL1SA-GM 1 con ~e4pecto a el 
tn6ayo ctlula~, tncont~amo4 una 4tn4ibilidad de.L J9.IJI y 
una tap&cilicidad dtL 96.751, 

Aho~a bien, con tt4pecto a lo• ~eaultado4 obtenido• 
en eL tnaayo ctLuLat f compa~4ndoloa con loa deL ª'ª Li9! 
da en conejo t&n&•o6 una 6&naibiLidad dtL 14.fll y una •• 
t4Ptcilicidad deL 99.211. J9ual111tnte, compatando loa te· 
•uLtado• obtenido¡ en el aaa Ligada en conejo con ~e4pec
to a Lo• de.L enaayo cttuta~. tenemo4 una 4en4ibilidad del 
111 f una "ptcilicidad dtl 911. 

Con Lo• dato4 antt~iott• 4e puede aeñata~ que el ml· 
todo de ELISA·GM 1 con ~t4ptcto a Lo• mttodoa de compata·· 
ci4n, ~t•ult4 •e~ meno4 eapect&ico vatiando en un 2-JI, y 
poco unaibLe. 

La baja 4tn4ibilidad obtenida pata el mltodo de -·· 
EUSA·Gll 1 pudo habt~e debido a La impuuza del antlgeno 
qut 4t utit.iz4 pa~a la obtenci4n del aueto antitoxina l4· 
bit, ya que 4e utili:4 la toxina c~uda de la cepa de 
!·col.e' H·l0401, oca4~onando que lo4 anticuetpo4 p~oduc~-
doa tuv.ie~an una baja 4tn4.c'bilidad hacia La toxina, hecho 
que 4e demoatt4 en el bajo titulo obtenido en nut4tto 4U! 
to antitoxina L4bU, que quü4 no &ue Lo 06.icü11te111entt 
e6icaz pa~a detecta~ pequeña4 cantidade4 de· toxina t4bil 
en l04 4ob~enadantu de cult.c'vo4 de ~· cot~, con to que · -
no4 pueden dat ~taccione4 6al4a4 negat.c'va4. 



En cuanto a e4peci6ic¿dad, la4 Aeacc¿one4 6al4a4 po· 
4itiva• obtenida•, pAobabtemente 4e debieAon a que puedan 
e'i4tiA en alguna• cepa4, componente• bacteAiano4 o pAo·· 
ducto4 metabdUco4. que H unan inupec.l6úaottnte al 9an- · 
glMHdo Gll1 y 4ean Aeconoc.ldo4 PM el 4uuo antUo,ú1a • 
l4bit.. AhoAa bien, no 4e puede de4caAtlVl la po4ibit.idad 
de que e4a4 6al4a4 po6itiva4 que 4upue4tamente tenemo4 poA 
et. mUodo de .ELlSA·Glfl' Han Ae«lmente po4iUva4 y qut tu 
otAo4 mltodo4 no la4 e4tln detectando debido a qut ta to· 
,¿na 4e encuentAe en 6oAma inactiva. 

Al AealizaA to4 mttodo6 dt a4a ligada tn conejo y &ft· 

4ayo cetutaA, compaAando to4 At4ultado•, 4t obtuvo una al· 

ta 4en•ibilidad y e•peci&ic¿dad tn ambo• c46o4, to que ••• 
coincide poA to AepoAtado poA otAo4 autoAt6. 



e o H e L u s 1 o H E s 1 

• Ve 300 cepa4 de É•coti ai4tada4 a patti~ de 94 mue4· 
t~a4 dt hect4 dia~eica4 ptoce•ada4, et 23.41 cotte4pon·· 
di6 a É·~ tfttetotoxigtncia, de ta• cuat&4 tL f,121 4u! 
(Oft cepa4 p(Oducto~• de amba4 toXifta4 Ldbit LT V e•tabLe 
ST, et 6.311 cot(t4pondi6 a cepa4 ptoducto(a4 anicamentt 
de toxina LdbiL LT y et 14.191 a p~oductoAa4 anica11tente · 
de toxina e4tabte ST. 

• E4 impo.\.tante di6eAenciaA entte una cepa de E.coLi • 
ptoductoAa de toxina Ldbit LT y una de toxina e4tabte ST, 
pauto que tL 11tltodo duattoLtado u t116oca a La .é.denti6,! 
caci6n de La p~llltAa • 

• St dt4aAAOLL6 et mttodo de EL1SA·GM,, dt4CAito POA • 
atguno4 autoAe4 como Adpido, e4pecl6ico, 4tn4ibte y de 4! 
cit AtaLizaci6n, paAa comptl,\aALo con Lo4 mltodo4 de a4a • 
U9ada en conejo y en4ayo ce.luLaA. Ve acuudo a Lo6 da·· 
to4 obtenido• en et pte4ente tAabajo, el mltodo EL1SA·GM 1, 
uauU6 ut meno4 upecl6ico y poco 4tn4ibte con u6ptcto 
a Lo4 mttodo4 compa~ado6, cont~a4tando.con lo obtenido 
po~ di6eAente4 autoAt4 que to Atcomiendaft ampliamente. 

• La obtenci6n de un 4ueto antitoxina tdbit 4in ta put~ 
&icaci6n adecuada det antl9eno tiene como de6ventaja61 

Pltdida en la 4en4ibilidad ya que da tugat a 6aL4a4 
uaccionu. 

· PAe4entaA ~eaccione6 ine6pecl4ica4 po~ La p~t4encia 
de ot~o• p~oducto4. 
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- Con ta ttcNlca tmpttada paita et dt4a.titolto del mtto
do EL1SA·G~ 1 en t•tt titaba/o, Lo4 llt4uLtado4 obttnldo• no 
'utiton to• t4ptllado• dtbldo tal ve: a to mencionado en et 
p41t1tafo antetloll, poll lo cual t4 dt con•ldcitait4t ta madi· 
flcacldn dt alguno• de to4 Pª'º' dt La tlcnlca. 

• Otbldo aL alto Lndlct de mott~ldad tn nlR04 menoitt• 
dt t <li!U ocolonado pall L<U ccpu de !·filf e.nteitototlg! 
nlca, dtNtito dt ta• que 4t tncuentitan cepa• p1toducto1ta6 • 
dt toxina tlfblL, dtitlva ta .üripoittancla de 4tgulll lnvt4ti· 
sando pata tncantitait un mttodo qut "º' ptitmlta ittatlzall -
ta ldtntl,lcacl~n con tl m4xlmo dt conllabltldad, t4ptcl· 
flcldad f ll4pldtz. 



A N E X O : 

- Soluc.l4n amo11.t.i.guad0Jtage ca11.bo11ato-b.i.ca11bonato pH 9.6• 

Ca11.bonllto de 6od.lo............. r. 59 g 
8.i.ca11bo11ato de 6od.lo........... 2. 93 g 

Az.lda de 6od.lo •••••••••••••••.• O. 2 g 

Agua dut.Uada •••••••••••••••. • 500 ml. 

- Soluc.l4n amo11t.lguado11a de d.letanolam.lna pff 9.1 
l1.leta11olamú1<t................. 97 mt 
Az.lda de 6od.lo •• .............. 0.2 

Clo11u11.o de magnec.lo ••. 6H2o •.•• 0.1 g 

Agua de4t.llada •••••••••••••••• 100 ml 
AJu4tall. tt pff a 9,1 con HCl 1 M, a6011.a11. 
a un l.ltll.o y 9ua11.da11. a 4'C. 

Sotuc.ldn TEAN 0,S M (Tll.izma ba•t, EPTA, azida dt •od.lo 
y cla11.u11.a de 4ad.la 1 , · 
T.UZ111a bue ................... 6.0S 9 
EOTA .............. ............ O.JU 9 
Az.lda de 6od.lo •••••••••••••••• 0.195 9 
Cto11u110 dt 6odio •••••••••••••• 11,61 9 
Agua d&4t.llada, ••••••••••••••• 1000 ml 

SolucUn de T11ü ( ll.<d11al.lme.t.U ami11ametano 1-HCl 0.01 lf 

pff '·º 1 

T11.i6-Hct ...................... JI. 6 9 
Cto11u11.o dt 6od.lo •••••••••••••• 116. 1 9 
Agua dut.Uada •••. •••••••••••. 2 U•. 
Aju4tall a pH 1.0. 



,,, -•11:,.i 
· Sotucl6n 4allna amoAtlguada de 6o464to4 pH 1,4 O.SU• 

Fo46ato de 4odlo monob«4.i.co •••• ,,.,,,,,, 4,9693 g 
Fo46ato de 4od.i.o d.i.bit4.ico ..... .......... 1,9535 g 

Azld« de 4odlo .......................... O.t g 
Agua duUlada,, •• ,,, •• ,,,,.,.,, ... ,,... lt. 

· Sotucl6n de 6o46ato4 Jal.i.na amoAt.i.guada Tween pH 1.41 
CtoAuAo d~ 4od.i.o ........................ 16 g 

Fu6ato dt •odio 111onoblf•.ico,., : .. ...... , S.I g 

Fo46ato dt 4od.i.o d.i.bif4.{.co,,,,,,,,,,,,,,, 0,4 g 

CloAUAO dt pota4.é.a ............ .......... 0,4 g 

Az.C:d« dt •od.io •• , , , •• , • , • , ••• , • • • • • • • • • • O. 4 g 

Twtu 10 ................................ 1 mt 
Agua duUtada •• ••• , •• , •• , , , , , • • • • • • • • • • t lt•, 

· Sotuc.i6n a111011t,iguad0Aa dt gt.i.c.ina-HCl pH t.1. 
Sotuc.i.6n 4tocl A• d.i4olvtA IS.DI 9 dt gl.i.c.i.na en 1,000 ml 
dt agua dt•t.itada, hac.i.tndo una 4olucl6n 0,2 M. 
Solucl6n 4tocl 81 PAtpe&AaA HCl O.t M. 
MtzclaA 50 ml dt ta Jolucldn A con f J 111t de la 4otuc.i.6n 
8 v lltvaA a un volumen 6.i.nal dt too ml, paAa abttneA · 
el pH de t. 7, 

Mtd.io• dt cult.i.vo v de con4tAvac.i.6n 1 

• Caldo 9l.ictAot1 
ln6u4.i.6n ceAebAo coAaz6n,,,,,,,,,,,,, !,7 1 
Gt.i.cuot • .. , ........... , ... , , .. , • .. .. 1 S t 
Agua dut.ilada ....................... 100 ml 

• Gelo4a e4pec.i.al1 
Peptona,,,.,,,,,, .. , ................. O.tS t 



BaH agall 4anglte, •..•.•••••..• , • 2 1 

Ex.t1tacto de ca1tne.. .. .. .. • .. .. .. O. 3 1 
Aga1t, •• ,,.,, •• ,., .. , •..•.•..•. ,. 1. 5 t 
Agua dut.ltada .................. 100 ml. 

- Medio l.lquido de Ca4aamino.tcido4 

Cauamú104cido4.,, •••••••••••••• 20 

Ext1tacto de teuadUJta •••••••••••• 1,5 g 
Cto1tu1to dt 4odio.... .. .. .. .. .. .. 2, 5 g 
Fo46ato de 4odio monob44ico,,,,, 1.7 g 

Sul6ato de ma911uio ............. 0,059 

Clo1tu1to de ma119ant60 ••• ,,,,,,,,, 
Clo1tu1to 6Lil .. .ico, •• , ••• , , , ••••••• 
Agua dt4titada,,,,,,,,,,,,,,,,,, 

Medio dt Ca4amino4cido6 aga .. : 

0,059 

O.OOSg 
u. 

Cuaa111i1104cidu ............ ..... 10 s 
Ex.tucto de teuadu1ta ............ l. 5 9 

Clo1tu1to dt ma119anuo ............ • OOSg 
Sul6ato de ma911uio •••••••••••• , .OS g 
Agat ....... , , , ...... , .... , ..... , to 9 
Agu<i dutit.ada, ...... ........... 1000 ml 

so 
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