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INTRODUCCION

Entre las substancias biologicamente activas producidas por esta~
filococos patogénicos, un grupo de enterotoxinas ocupa un lugar especial.
Estas substancias j uegari un papel muy importante en la contaminacion de
alimentos causada por estafilococo,

La intoxicaci6n por alimentos estafiloc6cicos es un padecimiento-
comn en el mundo entero y se produce cuando un individuo propenso in—
giere enterotoxinas elaboradas por STAPHYLOCOCCUS aureus, El pade-
cimiento frecuentemente se presenta en epidemias, las cuales son debi—
das a la ingestion de alimentos contaminados por grandes grupos de gen-
tes. El padecimiento puede también presentarse en forma esporadica y -
ser limitado a miembros de una familia,

Generalmente ha sido considerado que el envenenamiento alimen-
ticio causado por estafilococo depende de dos factores principales: (a) al
guna fuente anormal de contaminacitn del alimento por estafilococes en-
terotoxigénicos, tales como infecciones de los manipuladores del alimen
to; ¥, (b) guardar el alimento bajo condiciones que permitan que se lle--
guen a producir cantidades peligrosas de enterotoxinas. Esto es, que el
envenenamiento alimenticio causado por estafilococo ocurre cuando el -
alimento llega a ser contaminado con una especie de STAPHYLOCOCCUS
aureus productora de enterotoxina y si tal alimento es dejado a una tem-
peratura adecuada, , en la que dicho microorganismo se multiplique rapi

damente y produzca toxina, la cual es secretada e incorporada al alimen



to; cuando éste es ingerido, el resultado es una gastroenteritis aguda, --
Los sintomas iniéiales son usualmente notados 2 6 5 horas después de la-
ingesti6n del alimento contaminado e incluye més tarde diarrea y vomito.

El alimento es usualmente contaminado por un portador enfermo -
6 asintomético. Una persona con una lesi6n estafiloc6cica en una mano --
puede infectar directamente €l alimento. El alimento puede también ser -
contaminado por las manos de una persona no infectada, si dicha persona
es portadora de una especie productora de enterotoxina sobre la piel, 6 -
puede también ser contaminado por un portador asintomdtico de estafili--
coco en el orofaringe 6 nasofaringe a través de estornudos,

Ha sido visto que el alimento puede llegar a ser contaminado bajo
condiciones aparentemente normales y sanitarias (ver tabla 1) y ésto es-
porgue un gran porcentaje de la poblacién es portadora de STAPHYLOCO-
CCUS aureus en la nariz y en la piel, y por ésto mismo parece l6gico --
pensar que virtualmente todos los alimentos pueden llegar a ser contami
nados por éste microorganismo, aun sin tomar en cuenta el estado de --
limpieza 6 ausencia de infecciones en los manipuladores del alimento,

Se ha visto que los alimentos que generalmente actdan como vehi-
culo, son alimentos protéicos cocidos que han sido almacenados durante
un perfodo de tiempo a temperatura ambiente, particularmente carnes -~
frias, pastas, 6 leche, y el tiempo minimo para que un alimento llegue -
a ser t6xico después de ser contaminado eé de 4 horas, a temperatura --
ambiente, Carnes crudas y alimentos cocidos recientemente no se ha de-
terminado que actien como vehiculo,

Seis enterotoxinas (A, B, Cj, Cq, D, y E) han sido diferenciadas



por su reaccién con antisueros especi'ficos. Se ha estimado que unz canti-

dad tan pequefia como 1 ug de toxina produce sintomas en humanos, A --

pesar de sus ‘propiedades biol6gicas comunes las enterotoxinas de STAPHY
LOCOCCUS aureus difieren en sus estructuras quimicas, y ésto sienta las
bases de su diferencia serolégica.

La detecci6n, identificaci6n, y cuantificacién, de las enterotoxinas
de STAPHYL.OCOCCUS aureus en filtrado de cultivo han sido demostradas
por varios investigadorés. Varias técnicas de difusi6n en gel de agar han
sido empleadas con buen éxito, y éstos investigadores han demostrado -~
que las substancias en los filtrados de cultivo responsables de emesis en
gatos y monos, son serol6gicamente detectables y son neutralizadas por-
antisueros especificos, Aun més, los investigadores han demostrade que-
enterotoxina pura, parcialmente pura, y cruda, cuando se adiciona a al--
gan alimento, puede de manera similar ser detectada, ya sea inmediata—
mente 6 después de incubaci6n a 37°C por 24 horas; y que una variedad --
de alimentos inoculados con estafilococos enterotoxigénicos e incubados -
bajo una variedad de condiciones, contendran niveles detectables de ente-
rotoxina, Estos descubrimientos han llevado al desarrollo de diversos -~
métodos para la deteccion de enterotoxina de estafilococo en alimentos —
involucrados en envenenamiento alimenticio,

La deteccion de enterotoxina en alimentos concierne a mucha gen-
te, y el interés aumenta constantemente, particularmente en las drecas de
sarrolladas dei mundo. En algunos paises es dificil determinar justamen-

te cuan importante es el envenenamiento alimenticio causado por entero--
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toxinas de éstafilococo, porque, aparte del hecho de que otros problerhas
pueden ser de una importancia més inmediata, es dificil determinar cuan
importante son los estafilococos en los disturbios digestivos comunes en-
éstos paises.

Aunque el tipo de alimentos consumidos en cualquier pafs dado, -
pueden afectar la incidencia de éste tipo de envenenamiento alimenticio, -
1a poblacion en muchos paises consume alimentos que soportan el desa--
rrollo de estafilococos y la produccién de enterotoxina. Por ejemplo, en~
Jap6n el arroz es el articulo alimenticio més involucrado en envenenamien
to, mientras que en los Estados Unidos el jamé6n es uno de los articulos -
més involucrados y ambos son excelentes medios de desarrollo para esta
filococos, Asf, cada pafs puede tener diferentes artfculos alimenticios in
volucrados y al mismo tiempo requerir procedimientos diferentes para la

deteccién de enterotoxina en elios.



TABLA 1

Sumario de factores responsables en 95 brotes de envenenamiento

alimenticio por Staphylococcus en los EEUU, . 1955-56,

Brotes
Factores Ntmero
Tipos de alimentos:
- Cocido con alto contenido
de proteina 94
Almacenado por un tiem
po 81
Mezclas de alimentos 63
Carne recientemente co-
cida 0
Carne cruda 0
Vegetales solos 0

Medio ambiente:
Satisfactorio 50
Falta de limpieza 13
Método de manipulacidn del alimento
después de cocido:

No refrigerado o calentado

o ambos 79
No refrigerado 74
Calentado 13

Por ciento

99

94
67

70
18

95
89
16

Namero de

Brotes
reportando éste
tipo de datos.

95

86
95

95
-95
95

71
71

83
83

83
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TABLA 2

MICROORGANISMOS EN QUESOS ADICIONADOS DE CREMA

19714

Frecuen—
cia acum,.

21
23
25
26
27
30
30

13
13
13
14
14
14

1

29
30

31
3t

32
32

1971-1972.
1972
ORGANISMOS. COLIFORMES
%acu- No-de  Frecuen- % acu-
muiado muest. cla acum. mulado
70.0 o] 24 24 55.8
76.6 1-100 2 26 60.4
83.3 101 -1, 000 7 33 76. 7
86.6 1,001 -10,000 2 35 8l.3
90.0 10,001 -10Q, 000 o} 35 8.3
100.0 100,001 -1, 00G, 000 7 az 92.6
100.0 1, 000, 001 -100,000,000 | 43 100.0
HONGOS
(col/q)

‘92.8 o 3 3 13. 6
92.8 1-100 2 ] 22.7
g2.8 101 -1, 000 ] 10 45 4

100.0 I, O0t- 10,000 5 I5 68 1

100.0 10,001-100,000 3 [§:1 81.8

10GC.0 100, 000! -1, 000,000 4 22 100.0

LEVADURAS
{col/g)
16.0 0-1,000 4 4 19.0
16.0 1,001-10,000 4 8 38.0
44.0 10,001-100,000 2 [Ke] 47. 8
100.0 100,00t-1 00,000 1 21 100.0
S. AUREUS
90.6 0 36 36 81.8
93.7 1-100 2 38 86.4
96.9 10t-1,000 | 39 88.6
96.9 i, 001=10,000 2 44 93.2
100,0 10, 001-100,000 2 43 97.7
100.0 100,001~ 1,000,000 i 44 100. 0



TABLA 3

DISTRIBUCION DE MICROORGANISMOS EN QUESOS FRESCOS ADICIONADCS
DE GRASA VEGETAL

1971-1972
1971 1972
ORGANISMOS COLIFORMES
(col/g}
[o8 Muestras 87
84,000,000 Vaior mdximo 100,000,000
0o valor minimo o
100,000 Mediana 200,000
580,000 Media aritmetica t, 500,000
HONGOS
(col /g )
22 Muestrus' 21
12,000 Valor maximo 38,000
0 valor minimo o}
10 Mediana S0
730 Media aritmetica 2,500
LEVADURAS
(col /g )
122 Muestras 21
1,100,000 Valor mdximo 1, 500,000
o] Vaior minimo 270
35,000 Mediana 270,000
74,000 Medlia aritmetica 400,000
S. AUREUS
208 Muestras 86
100,000 Valor mdximo 100, 000
o] Vaior minimo o)
10,000 Medlana 10,000
40,000 Media aritmetica 47,000
ALMONELLA
(en 20 g)
204 Muestras 86
4 %

Posltives



TABLA 4

MICROORGANISMOS EN JAMONES

i971-1972
197! 1972
MESOFILICCS AEROBIOS
No, de Frecuen % acu- (co/g) No. de  Frecuen-  %acu-
muast. Cio acum. mulado muest. cig ccum.  mulodo
i H 4.8 0-500 10 10 2.3
4 I5 9.8 501-1,000 3 I3 6.1
20 35 46.0 1, 00t~ 10,000 10 23 28.4
i3 48 63.2 1G,001-100,000 |16 29 48.1
12 60 .0 100,001~ 80000 8 47 58.0
5 65 85.6 500,001 -1,000,000 5 o 64.1
8 73 96.1 1,000,001-10,000,000 16 68 §4.0
3 76 100.0 10, 000,001-100,000,000 -~ 12 80 98.8
o] 76 100.0 +100,000,000 i 8i 100.0
ORGANISMOS COLIFORMES
) (col/g)
37 37 48.7 o] 41 4] 474
14 51 67.1 I-50 |8 59 67.8
14 65 85.6 51-500 6 65 74.7
2 67 88.0 501-1,000 - 3 68 78.!
8 75 98.6 i, 00 -10,000 9 77 88.5
] 76 100.0 10,001~ 100,000 4 81 93.|
+ 100,000 6 87 1000
HMONGOS
(col/g)
13 13 28.3 o} 43 432 344
24 37 804 =50 15 &2 73.4
2 39 84.8 51-100 ] & 81.0
5 44 957 101-1,000 8 72 3.
i 46 100.0 1, 00l-1b,000 3 75 5.0
e} 4€ 100.0 10, C0O1- 100,000 2 77 @74
o} 46 {00.0 + 100,000 2 79 1000
LEVADURAS
{coldy )
9 ] 20.0 (v} 17 t7 22.4
14 23 51.2 1-100 12 29 38.2
7 30 66.7 101-500 12 41 54.0
3 33 734 501-1,000 2 43 557
8 a1 91.0 i, 001-10,000 13 56 73.8
3 44 7.9 10,001 -100,000 12 68 89 .6
| 45 100.0 100,00t 1,000,000 7 T8 398.6
0 45 100-0 -+ 1,000,000 ! 76 100.0
S.aureus
{/79)

66 66 86.9 o] 55 55 €4.0
t 67 88.1 10 3 58 67.4
4 71 93.4 iQ0 4 T2 838
4 75 98.6 1,000 9 8! 94,1
4 76 100.0 10,000 2 B3 98.6
o 76 10C.0 100,000 3 B8& 1000



TABLA 5

DISTRIBUCION DE MICROORGANISMOS EN JAMONES

1971-1972
1971 : 1972
MESOFILICOS AEROBIOS
(col/g}
76 Muestras 8i
100, 000, 000 Valor mdximo 140,000,000
40 valor minimo 20
32,000 Mediana 400,000
4,900,000 Media aritmética 46,000,000
ORGANISMOS COLIFORMES
{col/ g)
76 Muestras 88
20,000 Valor Mdximo ~+ 1, 000, 000
0 Valor minimo o]
10 Mediana 10
6,640 Media aritmetica 36,000
HONGOS
(colzg)
47 Muestras 8t
2000 Valor mdximo + [, 000,000
(0] Volor minimo (¢}
10 Mediana 0
97 Media aritmdtica {, 400
LEVADURAS
(col/g)
47 Muestras 76
1, 000,000 valor maximo 1, 700,000
0 Valor mihimo o}
100 Mediana 380
25, 000 Media aritmética 600,000
S.aureus
(7g)
76 Muestras 86
10, 000 Valor mdximo 100, 000
0 Valor minimo o]
0 Mediana 0
190 Media aritmetica 6,000
SALMONEL LA
(en20g) )
76 Musestras 88
3 Positivas 4



STAPHYLOCOCCUS AUREUS ( /g)
PIERNA CRUDA PIERNA CRUDA SEPARADA DE PIERNA GRUDA EN v
EN LA CANAL LA CANAL REFRIGERACION ———%
* Estudio No. Fm——————— — e e
(n o 0 o |2y 1,000, 10001
(2) o] (2) o jNa)io0,000 (8 1,000 1
(2) o (2) 100,000 | }14)100,000 , &) 0!
(33 o (2 O |l e — : :(4) 1,000 }
(3 o (2 0 — (4 10,000 |
s o o000
a8-72°nrs 0- 24 hrs 2o __ L0001
®
1A 72hes
—) INYECCION SALMUERA —b INMERSION SALMUERA ————) MASAJEADO
o) o] ﬁn) 1,000 1 m o :m 1000!
(M o (@) 10,000 | () ol ) 1,000
33 o 1(3) 0 @ ol 3 10,0001
(3) o (4) 100,000} (33 o] Ha) t,ooo:
- @) 1,000! {3 of ia) 1,000
5-7 " ¢ [®m ol 00,000 ,
""""" s 77" K3) o] (534100,000 |
6 (3 o] L= -==—m-
18-86hrs 4°
5—8° | %-20hes
2--48 hrs

FIG.

1

(1)
(1)
(2)
(2)
(3)

0000

0O-48 hrs

ESTUDIOS EN LINEA DE FABRICACION DE JAMON CCCIDO

PIERNA CRUDA
DESHUESADA ————}

(1)
(1)
(2)
(2)
(3}

(3)

00000

4 — 6°

——~—-+ JAMON RECIEN COCIDO —w_-m.__.’

(n
n
(2}
(2)
(3
(3)

46 -68°

00000

TERMINADO

romT

oy

1(3) 0, EMPACADORA A U3
lay o | EMPACADORA B £o3
(5)1,000 ; correspor?denomues_
1.7 .0 tros dupliccdos .

| — a°
24—~ 72hrs

o1



TABLA 6

PRODUCCION DE ENTEROTOXINAS POR ESPECIES DE SYAPHYLOCOCCUS AUREUS

AISLADAS DE VARIAS FUENTES. % DE ESPECIES QUE PRODUCEN ENTEROTOXINA

A, B, G, D, 6E.

ESPECIES AISLLADAS DE : a b c
- Pollo crudo congelado 50 13 26
- Carne cruda y embutidos : 62 13 21
- Pastel de pollo 53 17 32
- Pastel de carne 50 18 36
- Langosta y cangrejo 80 28 35
- Salami y Paté 16 3 19
- Cremas 28 9 32
- Leche cruda 50 3 6
- Queso 63 7 11
- Lesiones entre pasgientes de hospital, 199 91 45
- Brotes de envenenamiento alimenticio. 120 113 94

a: namero de especies probadas.

b: ntmero de especies que producen enterotoxinas A y E
¢c: % de especies que producen enterotoxinas Ay E

d: ¢ de especies que producen enterotoxina A

e: 9 de especies que producen enterotoxina B

f: 9% de especies que producen enterotoxina C

g: % de especies que producen enterotoxina D

h: % de especies que producen enterotoxina E

e f
2.0 6.0
- 1.6
1.9 17
8.0 14
8.7 17
- 6.3
7.2 11
1.6 1.6
14 16
1.7 15

22
19
19
i0

3.7

B0 O O

o

11



TABLA 7

PRODUCCION DE ENTEROTOXINA POR ESPECIES DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS DE DIFERENTES
GRUPOS DE FAGOS AISL.ADOS DE ALIMENTOS COMUNES

GRUPOS DE FAGOS X ¥ Z A B C D E AB AC AD ED CD CE ACD ACE
I 65 15 23 2 3 1 - - - - 3 - =~ -
I 28 3 11 - 2 I - - - - - - - - - -
H} 145 42 29 7 2 2 21 - - 2 3 1 4 - - -
v 18 2 11 - - - 2 - - = . - = - - -
/11 81 20 25 4 2 5 3 - 11 38 - 1 - - -
11/111
7 3 - 1 - - - - - - - 1 - - -

I/1/101

/v

/v

I/11/Iv 21 5 24 - - - 4 - - = - - 1 - - -
II/1I/IV

Miscellaneous (fago 187) 4 4 - - = - - - =1 - = - 2 - -
Miscellaneous (fago 81) 3 1 - - -1 - - - - - - - - - -
no tipificado 80 6 20 r 5 5 1 i - 2 -~ - r - - -
Namero total de especies 452 111 25 14 14 18 34 2 1 6 6 1 11 - - -

X; Namero de especies probadas,
Y; Namero de egpecies gue producen enterotoxinas de la A ala E.
Z; % de especies que producen enterotoxinas de la Aala E,



TABLA 8

PRODUCCION DE ENTEROTOXINA POR ESPECIES DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS AISL.ADAS

DE VARIAS FUENTES: NUMERO DE ESPECIES QUE PRODUCEN UNA O MAS ENTEROTOXINAS.

NUMERO DE ESPECIES QUE PRODUCEN ENTEROTOXINA

Especie aislada de: X A B C D E AB AC AD BD CD
Pollo crudo congelado .13 -1 1 9 - - - - - 2
Carne cruda y embutidos 3 1 - - 11 - - - - - 1
Pastel de pollo 17 - 1 4 3 1 - 1 3 - 4
Pastel de carne _ 8 3 4 5 1 1 - - 2 - 2
Langosta y cangrejo 28 6 6 7 - -1 4 1 - 1
Salami y paté ‘ 3 2 - - - - - - - - -
Cremas 9 2 2 1 1 2 - - - - 1
Leche cruda 3 - - - 3 - - - - - -
Queso 7 - - - b5 - - 1 - 1 -
Lesiones entre pasientes de Hospital 91 12 5 9 S5 4 15 3 9 1 2
Brotes de envenenamiento alimenticio 113 53 - 4 38 2 2 3 30 - 10

X: Namero de especies que producen enterotoxinas de la A a la E.

141



GENERALIDADES
PROPIEDADES DE LAS ENTEROTOXINAS.

Las enterotoxinas purificadas son proteihas como pelusa, color --
blanco, hogroscépicas y muy solubles en agua y soluciones salinas. Se ob
tuvieron resultados negativos cuando se hicieron pruebas con las enteroto
xinas purificadas para determinar cabohidratos, lipidos, dcidos nucleicos,
apirasa, coagulasa, fibrinolisina y enzimas proteoliticas,

La potencia biol6gica delas enterotoxinas, determinada por la ad-
ministracién de las toxinas intragéstricamente 6 intravenosamente a mo--
nos rhesus jévenes (2 a 3 kg) parece ser que es igual en todas las entero—
toxinas, ésto es que 5 g, administrados intragdstricamente son requeri-
dos para causar émesis en 50% de los animales.

La Gnica enterotoxina que ha sido probada en un gran nGmero de -
monos es la enterotoxina B. Schantz (1965) us6 méds de 200 animales para~- .
inyecciones intravenosas, y aproximadamente 100 animales para adminis-
traci6n intragdstrica, El reporta que, por ruta intravenosa, se observa -
enfermedad caracterizada por vOmito y diarrea en 50% de los animales --
(d6sis efectiva, ED50) cuando se administra 0.1 .ug/Kg de peso corporal-
(95% de confianza, con limites de 0.4 a 0.9) por ruta oral, el ED50 es de-

0.9 .ug/Kg de peso corporal (95% de confianza, con limites de 0.2 a 5),

EFECTO DEL CALOR SOBRE LLAS ENTEROTOXINAS. - La activi-
dad biolégica de enterotoxina B es mantenida después de calentar una solu

cion de la toxina a 60°C y a pH 7.3, por un tiempo de 16 horas. Un decre~
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mento del 509, en la reaccién de enterotoxina A con su anticuerpo espect-
fico, es el resultado cuando se calienta una solucién de dicha enterotoxi-

na, a pH 6.85 y a 60°C por 20 minutos, El calentamiento de una solucion

de enterotoxina Cl a 60°C durante 30 minutos no da ningtin cambio en la -

reaccion de la enterotoxina con su anticuerpo especifico, aunque después-
de 60 minutos la solucion llega a ser turbia,

Soluciones de enterotoxina C2 legan a ser turbias cuando se calien
tan a 52°C . Aproximadamente el 50% de la actividad biolégica de enteroto-
‘xina B se destruye cuando la toxona se calienta a 100°C por 5 minutos, y -
ademds la toxina se desnaturaliza a ésta temperatura. La enterotoxina A-
no da una mayor reaccién con su anticuerpo especifico después de que se-
calienta a 80°C por 3 minutos 6 a 100°C por 1 minuto. La reaccién de en--
terotoxina Cq con sﬁ antienterotoxina se reduce a aproximadamente 209, —
de lo normal cuando se calienta a 100°C por 1 minuto,

Como puede verse de los anteriores resultados, la enterotoxina A-
es la mas sensible al calor, mientras que la enterotoxina B, es la menos-
sensible. La sensibilidad de la enterotoxina A a la desnaturalizacién es--
torba el esfuerzo para purificar ésta enterotoxina.

Respecto al almacenamiento de las enterotoxinas, la enterotoxina-
B purificada fue almacenada por muchos afios.en un desecador a tempera-
tura ambiente, Ocasionalmente, después de largos perfodos de almacena-
miento, pierde algo de su solubilidad y actividad biol6gica. Se ha reporta-
do que enterotoxina B liofilizada y almacenada (en desecador) a 4°C, du---

rante un afio, no muestra pérdida alguna en actividad biologica 6 cambios-
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en su solubilidad en agua, pero cuando se almacena a temperatura ambien
te, por éste mismor lapso de tiempo, se observa algln cambio en su solu--
bilidad y actividad biologica. Asf pues, se recomienda que las enterotoxi-
nas purificadas sean almacenadas en desecador a temperaturas de refrige
raci6n, L.a informacit6n especifica acerca del alamacenamiento de cada una
de las enterotoxinas en soluci6n no es accesible de cualquier modo, la en-
terotoxina A(10-20 wug/ml de salina al 0.85%) ba sido almacenada en con--
gelaci6n por varioé meses sin aparente pérdida en actividad. Este es un -
método conveniente para el almacenamiento de las enterotoxinas cuando -
s6lo pequefias cantidades son requeridas para cualquier experimento dado.

Las enterotoxinas en estado activo son resistentes a enzimas pro-
teoliticas tales como tripsina, quimotripsina, renina y papalna, La pepsi~
na destruye su actividad a un pH aproximado de 2, pero es inefectiva a va-
lores de pH mads altos,

El contenido de nitr6geno de las enterotoxinas es consistente con -
el de la mayoria de las protefnas, con la posible excepéion de la entéroto
xina A,

Algunas de las propiedades fisicas y quimicas de las enterotoxinas
son dadas en las tablas 9 y 10.

Especulacion tedrica sobre el tamafio y forma de las proteinas en-
soluci6n es provista por una funcién # dada por la ecuacién de Sheraga --
y Mandelkern, De acuerdo a la tabla presentada por ellos, un valor de - -
£ =215 x 100 deja fuera toda la posibilidad de un elipsoide achatado en

los polos. A causa de que los valores de ,B obtenidos para las enterotoxi-
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nas (A = 2,24, B=2,14, Cl =2.17, C2 = 2,23) son m4s grandes de 2,15
X 106, excepto para enterotoxina B, es razonable asumir que la forma de -
la molécula de enterotoxina es un elipsoide alérgado hacia los polos: Los
datos obtenidos sobre las relaciones axial y friccional para las enteroto-
xinas purificadas indican compactibilidad molecular.

[.os puntos isoeléctricos mé4s bajos de la enterotoxina A y C2 ---
afectan las condiciones para adsorcién de éstas enterotoxinas por CM-ce
lulosa, a’causa de que ellas son menos facilmente adsorbidas que lé By-
Cl, las cuales tienen unos puntos isoeléctricos més altos. La diferencia
en adsorcion de la Cl y C2 sobre CM-celulosa y ladisimultitud en sus mo
vilidades electroforéticas en la base para la diferenciacion de éstas dos-

enterotoxinas,
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TABLA 9
- ALGUNAS PROPIEDADES DE LAS ENTEROTOXINAS,
A B Cl C2
DOSIS EMETICA (ED50)

(Mono) ( .ug/animal) 5 5 5 5-10

CONTENIDO DE NITROGENO (%) 16.5¢ 16,1 16.2 16.0
16.2 a .

COEFICIENTE DE SEDIMENTACION 3.04 ¢ 2.89a 3,00 2,90
(82, W), S 7 3.03 a 2.78 b
COEFICIENTE DE DIFUSION 7.94c 7.72a 8.10 8,10
(D30 W), x 1077 cm? seg” 9.8 a 8.22 b
VISCOCIDAD REDUCIDA 4.07 3.92a 3.4 3.7
(ml/g) 3.81 b
PESO MOLECULAR 34,700 c  35,300a 34,100 34,000
27,800a 30,000 b
27,500 a
28,000 a
VOLUMEN PARCIAL ESPECIFICO 0.726 0.743a 0.732 0,742
0.726 b
PUNTO ISOELECTRICO 6.8 ¢ 8.6 8.6 7.0
7.26 a
ABSORCION MAXIMA (mu) 277 277 277 277
EXTINCION (E i?m) 14.3 ¢ 14.0a 12,1 12,1

14,6 a 14.4

(a) Schantz et, al,, 1965
(b) Bergdoll et al., 1965 b
(c) Chu et al., 1966,
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TABLA 10
ALGUNAS PROPIEDADES DE ENTEROTOXINA E. -

DOSIS EMETICA (ED50) (Mono) (ig/animal) 10-20
CONTENIDO DE NITROGENO (%) -
COEFICIENTE DE SEDIMENTACION

(S50 W), S 26
COEFICIENTE DE DIFUSION

(Dypr W), x 107 cm? seg! -
VISCOCIDAD REDUCIDA (ml/g) -

PESO MOLECULAR 29, 600 + 500
VOLUMEN PARCIAL ESPECIFICO _
PUNTO ISOELECTRICO 7.0+ 0.05
ABSORCION MAXIMA ( ma) 277

EXTINCION (E'/% 12,5

o
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TABLA 11

ESTRUCTURA QUIMICA DE LAS ENTEROTOXINAS

Composicién de amono4cidos,

Amino4cido, Residuos de amono4dcido 1/100 g de proteina (g)
A B Cl Cc2

Lisina 11,32 15,25 ~ 14,85 14.43 13.99
Histidina 2.86 2,45 - 2.34 2.91 2,87
Arginina 3.99 2,67 - 2.69 1.71 1,75
Acido aspértico 15,75 17.93 - 18.13 17.85 18,38
Treonina 6.28 4,69 - 4,50 5.31 5.80
Serina 3.90 4,23 - 4,05 4.58 4.81
Acido glutdmico 11.65 9.45 - 9.45 8.95 8.93
Prolina 1,82 2,10 - 2,11 2,16 2.23
Glicina 3.56 1.90 - 1.78 2,99 2,90
Alanina 2,19 1.37 - 1.32 1.85 1.61
Media -cistina 0.62 0.58 - 0.68 0.79 0.74
Valina 4,95 5.49 - 5.66 6.50 5.87
Metionina 1.11 3.70 - 3.52 3.20 3.60 .
Isoleucina 4,34 3.45 - 3.53 4,09 4,02
Leucina 8.68 6.37 - 6,86 6.54 6.13
Tirosina » 10.09 11,20 - 11.50 9.80 10.27
Fenilalanina 5.12 6,12 - 6,23 5.35 5.25
Triptofano 1,71 1,05 - 0.95 0.99 0.84
NHg amida 1,66 1.58 - 1,66 1.71 1.62

Total 99.94 100,10 - 100.15  100.00 99.99
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TABLA 12
Composicién de amino4dcidos de enterotoxina E.

Aminoédcido Proteina *Residuos Residuos
4 moles/mg calculados integrales
mas cercanos

Lisina 0.845 24.8 25
Histidina 0.222 6.5 7
Arginina 0.288 8.4 8
Acido aspértico 1.312 38.4 38
Treonina 0.626 18.4 18
Serina 0.542 15.8 16
Acido glutdmico 0.941 27.6 28
Prolina 0,199 5.8 6
Glicina 0.719 21,1 21
Alanina 0.335 9.8 10
Media cistina 0.075 2.2 2
Valina 0.440 12,9 13
Metionina 0.034 1.0 1
Isoleucina 0.380 11,1 11
Leucina 0.891 26,2 26
Tirosina 0.600 17.6 18
Fenilalanina 0.304 8.9 9
Triptofano 0.081 2.3 2
Amido nitrégeno 1.036 30.4 30

* Basado en el peso molecular de 29, 600 y corregidos a 100% de recupe-
racion.



Aminoécido

Lisina
Histidina
Arginina

Acido aspéartico
Treonina
Serina

Acido glutdmico
Prolina

Glicina

Alanina
Media~cistina
Valina
Metionina
Isoleucina
Leucina
Tirosina
Fenilalanina
Triptofano
NHjamida

Total

22

TABLA 13,

Composiciébn de Aminodcidos

A
(35, 700)

31
7

9

48
22
16
32
7

22
11

No. de residuos de amonoécidos,

B
(35, 380) (30, 000)

42 35
6 5
6 5
55 47
16 13
17 14
26 22
8 7
12 9
7 5
2 2
20 17
10 8
11 9
20 18
24 21
15 13
2 2
35 29
299 252

c1
(34, 100)

38
7
4
53
18
18
24
8
18
9
2
22
8
12
20
21
12

2
36
296

Cz
(34, 000)
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Amino4cidos N- y C- terminales de las enterotoxinas.

Enterotoxina

A

B
C(137)
C (361)
D

E

Aminqacido

N-terminal

Alanina
Acido glutdmico
Acido glutdmico

Acido glutamico

Serina

Amino4cido

C- terminal

Serina
Lisina
Glisina
Glisina

Treonina
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MICROORGANISMO PRODUCTOR DE ENTEROTOXINAS,

" STAPHYLOCOCCUS aureus ocupa una posicion Gnica entre los pa-
t6genos microbianos. Vive en fntima asociacién con el hombre, y aungue
cada especie es potencialmente capaz de causar enfermedad, la relacién
huesped-parédsito es relativamente estable, ocurriendo la infeccion sola-
mente cuando hay un deterioro del mecanismo de defensa del hombre, Se
conoce poco de los medios por los cuales el estafilococo ha alcanzado --
una colonizacibn extensiva del hombre, particularmente del conducto na-
sofaringe y la piel, del proceso evolutivo involucrado, 6 de la manera --
por la cual el hombre llega a ser contaminado sin aparente efecto de en-
fermedad. La ubicuidad del estafilococo en el medio ambiente del hom--
bre, particularmente en leche y alimentos, lo hace més sobresaliente -
aln, que las infecciones causadas por dicho microorganismo. La incapa
cidad demostrada por estafilococo para competir efectivamente en siste -
mas ecolégicos complejos es un factor importante que contribuye a éste-
equilibrio, Sin algunos de tales mecanismos que restringen biol6gicamen
te, la relacién comensal-hombre, éste organismo puede que nunca se --
hubiera desarrollado. Con la sola excepci6én de su habilidad de producir-
enterotoxina, el estafilococo enterotoxigénico no difiere grandemente de
los miembros de las otras especies, Consecuentemente, cualquier trata
do de conducta con el estafilococo enterotoxigénico debe necesariamente
ser precedido por una cuenta completa de las caracteristicas y activida-

des de los miembros numéricamente superiores no enterotoxigénicos,
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CARACTERIZACION DEL ORGANISMO,

Actualmente, solamente STAPHYLOCOCCUS aureus y STAPHYLO
COCCUS epidermis son enlistados como miembros del género STAPHY -
LOCOCCUS en el Manual de Bergey Edicién VIII. El gériéro se diferen--
cfa de los otros géneros de la familia Micrococcaceae sobre la base de-
la fermentaci6n de manitol y produccién de coagulasa. La especie tipo -
del género es STAPHYLOCOCCUS aureus Rosembach, el cual fermenta-
manitol y es coagulasa positiva, mientras que el segundo miembro del -
género es incapaz de fermentar manitol y no produce coagulasa, S, au—
reus es una especie patégena y aunque su virulencia varfa, todas las es-
pecies son potencialmente capaces de causar enfermedad, Las reaccio--
nes de cultivo y bioquimicas tales como cromogénesis, produccion de --
coagulasa, fermentaci6n de manitol, produccién de hemolisinas, estruc-
turg antigénica y licuefaccion de gelatina, han sido usadas en el pasado -
para distinguir entre especies virulentas y no virulentas. Desafortuhada-
mente, ninguna de las reacciones antes mencionadas, se correlacionan —
enteramente con la patogenicidad, aunque la produccién de coagulasa es-
casi siempre mostrada por estafilococo después de ser aislado del hom-
bre y animales 6 sus exudados supurativos, La produccién de coagulasa-
es generalmente aceptada como la mejor indicacion de patogenicidéd po-
tencial, De otro modo, la relacién, si existe, entre la habilidad para --
causar enfermedad infecciosa y enterotoxigénica no es completamente -

conocida, La produccion de enterotoxina, con raras excepciones, es res
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tringida a especies coagulasa positiva, De un total de 263 especies de co-
cos aislados de sitios clinicos y productos ldcteos, Thatcher y Simon ob-
tuvieron 7 especies coagulasa negativa que causaron emesis en gatos ---
cuando fueron inyectados intraperitonealmente con 5 mi de filerado de --
cultivo (hervido 30 minutos). De hecho, por criterio taxon6mico coman,
algunos de éstos cultivos, deberfan necesariamente ser clasificados co--

mo miembros del género Micrococcus,

MORFOLOGIA.

Los estafilococos tipicamente se presentan como racimos de uvas
aproximadamente de 0.8 a 1.0 micras de didmetro. El arreglo espacial -
de las células en racimos es m4s frecuentemente observado en medio s6-
lido que en medio liquido, y la ocurrencia en caldos de cultivo de pares, -
cadenas cortas, y racimos de pocas células es comtn. Los estafilicocos-
son no méviles y no esporulados. En cultivos muy j6venes pueden formar
cépsulas, pero éstas desaparecen en pocas horas, Las células se tifien -
facilmente con colorantes bisicos de analina, pero poco con colorantes -
&cidos. Son gram-positivos en un cultivo jéven (18 a 24 horas), pero tien
den a variar de gram tanto como el cultivo envejece. En un medio liquido
nutricionalmente adecuado, S. aureus usualmente produce abundante de--
sarrollo, en un cultivo inm6vil caracterizado por una gran turbidez, se—
dimentaci6én y en muchas especies, la formacion de un anillo de crecimien
to en la interface aire-lfquido, Existe la formaci6n de pigmento en caldo-

de cultivo agitado, p&o es menos frecuente en un cultivo estédtico. Sobre -
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medio s6lido, tales como agar soya tripticase 6 medio de STAPHYLOCO-
CCUS 110, 5. aureus produce colonias circulares, enteras, levantadas —
en relieve, convexas que son lisas y pigmentadas de forma caracteristica
en tintes que varfan del crema al anaranjado., Tanto las colonias no pig--
mentadas de STAPHYLOCOCCUS aureus, asf como aquellas que lo son --
ligeramente después de una incubaci6n secundaria por unos pocos dias a-
una temperatura ambiente 6 a 30°C, llegan a presentar una pigmentacitn

més obscura,

HABITAT,

Los estafilococos se encuentran ampliamente distribuldos en el me
dio ambiente y se encuentran en nimero variable en el aire y en el polvo, -
también en el agua, leche, alimentos, heces, y aguas negras. El principal
habitat de éstos organismos, son las membranas mucosas del conducto na
sofaringe y la piel del hombre y animales, La colonizaci6n por S. aureus
del pasaje nasal del hombre es com(n, y una gran proporcién de personas
normales portan &ste organismo en la nariz. Williams en su revision de—
los portadores sanos de S. aureus, tabul6 la proporci6n de acarreador na
sal en diferentes grupos de poblaci6n reportados por numerosos investiga
dores. Estos datos revelan que la proporcion de portadores adultos nor--
males, no relacionada con hospitales es de 30% y 50%. La incidencia de -
portador nasal se incrementa a aproximadamente de 60 a 80%, en pacien--
tes y personal de trabajo asociado con hospitales. Los estafilococos son=
aislados més frecuentemente de la nariz, pero la garganta y la piel son -

también fuentes importantes. Los portadores en la garganta en los Esta-
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dos Unidos e Inglaterra se aproxima a 4 y 79, una proporcién mucho mas
alta (40 a 70%) es reportada como trabajadores escandinavos. El porcen--
taje de portadores en la piel en adultos varfa de aproximadamente de 4 a -
44%, dependiendo de los sitios de la piel examinados; la carga sobre la na
riz es consistentemente alta (40 a 44%), mientras que en las manos la car
ga varia (14 a 46%), y solamente 4 a 169, de los individuos examinados al-
vergaron estafilococos sobre las piernas, En relaci6n con la frecuencia -

de aparicion de estafilococos, no es sorprendente que esten presentes en-
los alimentos, particularmente esos que estdn en contacto fntimo con ma-
nipuladores de alimentos durante el procesado y preparacién. Excepto pa-
ra leche y productos licteos, en los cuales los estafilococos estdn presen
tes como resultado de la ordefia, la principal fuente de estafilococos en -

alimentos es el hombre,

METABOLISMO.

El rango de temperatura para el desarrollo 6ptimo de estafilococos
es de 35 a 37°C, aunque el desarrollo ocurre en un rango mucho més am--
plio de aproximadamente 10 a 45°C, Los organismos son anaerobios facul-
tativos que crecen mejor en la presencia de oxigeno, pero no se desarro--
llan en ausencia de COZ' La inhibicién del crecimiento se lleva a cabo méds
facilmente en un medio alcalino. A pesar de la complejidad fisiologica del
estafilococo, el desarrollo ocurre en medios definidos quimicamente, pe-
ro de una manera inferior en aquellos medios que contienen extractos de-

carne 6 hidrolizados de caseina. Los requerimientos de vitaminas para -
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el desarrollo de estafilococos no han sido analizados con detalle, el 4cido
nicotinico y tiamina son requeridos. Esas vitaminas adicionales son nece
sarias para estimular el desarrollo de algunas especies 6 iniciar el desa-
rrollo de otras, en subcultivos continuos en medios quimicamente defini--
dos ha sido demostrado que: biotina, triptofano y 4cido pantoténico actGan
como factores de crecimiento. Surgalla no pudo demostrar un efecto esti—
mulante con biotina 6 triptofano sobre el desarrollo de S. aureus 196, una
especie enterotoxigénica, pero observ6 estimulacién por pantotenato de --
calcio. La riboflavina es sintetizada por éstos. Los requerimientos de --
nitrégeno son complejos y varfan entre las especies, En medios sintéticos,
los extractos de carne, son reemplazados con una combinacion de 14 ami-
nodcidos. Los aminodcidos responsables de un répido crecimiento son ar-
ginina, fenilalanina, 4cido aspértico, cistina, leucina, vahna, prolina y -
glicina. Por contraste, Surgalla demostré que un medio sintético compues
to de sales, glucosas, tiamina, &cido nicotinico, y 2 a 16 amino4cidos so-
port6 el desarrollo y la producci6n de enterotoxina por especies de S, ---
aureus, El medio m4s simple contuvo solamente arginina y cistina en adi-
cibn a las sales, glucosa y vitaminas, El desarrollo anaerébico en medio-
sintético de los tipos descritos por Fildes y colaboradores y Gladston, --
requieren la presencia de uracilo, Las dificultades técnicas asociadas --
con la obtenci6n de constituyentes libres de metales, para preparaci6n de
medios definidos en el cual los requerimientos del ion metal para desarro
Ho, pueden ser estudiados, y la comodidad con la cual éstos iones son -

substituldos 6 no por otro metabolismo microbiano ha impedido la defini-
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ci6n de requerimientos minerales esenciales, A pesar de las dificultades
técnicas involucradas, la necesidad de calcio, magnesio v potasio para el
desarrollo de S. aureus ha sido demostrado, Por otro lado, el sodio no es
requerido.

Se requiere azufre orgénico 6 sulfuro para el desarrolio y es usual
mente obtenido de cistina, Fildes, Richardson y Glandston demostraron --
que ditiiodoacetato de metionina y sodio podrfan ser usados como substi- -
tutos de fuentes de azufre, Los estudios detallados del metabolismo de -—
carbohidratos por S. Aureus han sido pocos. Se asume que la glucosa es -
metabolizada por glicolisis y oxidacién subsecuente a 4cido pirGvico, Has-
ta que los estudios de Strasters y Winkler fueron reportados, la informa--
cién concerniente a sendas alternativas de agotamiento de glucosa fue esca
say estuvb basada principalmente en las observaciones de Hancock y Das-
Chatterise de un éiclo activo de pentosa. Por medio de experimentos de --
Warburg, estudios de enzimas con extractos libres de células, y experi--
mentos con substratos radioactivos aplicados a 5 especies separadas de -
diferentes grupos de fagos, pudieron desarrollar la ruta general del meta
bolismo de los carbohidratos en S. aureus. La glucosa es transformada -
por el sistema glicolitico cuantitativamente a 4cido 14ctico L. (+) bajo con-
diciones anaerébicas. Las principales reacciones de asimilacion oxidati-

va de glucosa son la produccién de CO, y 4cido acético, y una oxidacitn -

2
de la glucosa ocurre por medio del ciclo de las pentosas, el cual es més-
activo en desarrollo celular en ausencia de glucosa, Las células en desa-

rrollo, ya sea en la presencia 6 ausencia de glucosa, no son capaces de-
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metabolizar ribosa anaer6bicamente. Los cocos en desarrollo muestran -
una glicOlisis en avance, supresi6n del ciclo de Krebs, decreci6n en la --
actividad del ciclo de las pentosas, decrecién en la oxidaci6n del 4cido pi-

rGvice e inhibicion de la sintesis de las enzimas del 4cido citrico.

EFECTOS DE AGENTES FISICOS Y QUIMICOS,

Los estafilococos parecen ser més resistentes a condiciones del --
medio ambiente dificiles que muchos de los otros tipos no esporulados de -
microorganismos. Ya que ellos resisten bien la desecacion, el secado so—
bre gl6bulos de porcelana es un método coman de preservacion de cultivos
de estafilococos. Congelaci6n, particularmente congelacioén suave, usual-
mente reduce los miembros viables, pero los cﬁcos en aglimentos pueden -
resistir el almacenamiento bajo cbngelacién por largos perfodos. Se ha --
observado que las especies de estafilococos envenenadoras de alimentos -
no se multiplican en ellos a temperaturas internas abajo de 5. 56°C. La --
temperatura més baja en la cual la produccién de enterotoxina ha sido re~
gistrada es de 18 C, Aunque ellos no son tan resistentes al calor como --
Micrococci, su tolerancia al calor himedo debe ser considerada alta para
un organismo no esporulado. Por ejemplo, se requiere 59 minutos de ex--
posicién a 60°C para reducir 1 x 107 estafilococos envenenadores de ali---
mentos por gramo de flan a niveles no detectables. Incluso aunque ellos --
persistieron a temperaturas elevadas, cesaron su multiplicacién en alimen
tos a 46.6°C.

El estafilococo se desarrolla bien en presencia de altas concentra-



32

ciones de cloruro de sodio. Este hecho ha sido ventajosamente aplicado en

el desarrollo de métodos de enriquecimiento para el cultivo de nGmeros --
pequefios de estafilococos de cultivos mezclados 6 de situaciones ecol6gi--
cas complejas tales como las que prevalecen en muchos 'alimentos. Ocurre
un abundante desarrollo en medio conteniendo 10% de cloruro de sodio, -~
Ademés de la tolerancia al cloruro de sodio, ellos parecen resistir la des-
truccion con cloruro mercirico ya que son requeridas soluciones al 1% pa-
ra matarlos en 10 minutos. Con ésta excepcitn, la mayorfa de los otros —
disinfectantes de laboratorio son efectivos, particularmente las formula--

ciones de amonio cuaternario,

METODOS PARA EL AISLAMIENTO Y ENUMERACION DE S. EN

ALIMENTOS,

En muestras de alimentos, sin tomar en cuenta los que puedan pro
venir de envenenamiento alimenticio, STAPHYLOCOCCUS coagulasa posi-
tiva representa una cantidad relativamente pequefia del total de la flora --
del alimento, a causa de ésto, los investigadores en el laboratorio han re
currido al uso de medios selectivos para obtener el desarrollo abundante-
de estafilococos durante el cultivo primario, y aunque es necesaria ésta -
préctica, ha impedido que se desarrollen métodos de detecci6n cuantitati-
va para estafilococos en alimentos ya que los medios usados, son en algtn
grado, también inhibitorios al estafilococo. En el pasado log métodos di-~
rectos de placa para estafilococo en alimentos han sido restringidos pri--
meramente al uso de agar sal de manitol y al medio liO para STAPHYLO-

COCCUS, y la selectividad se atribuye principalmente a la concentracién-
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de clorure de sodioc preseate en el medio. Estos medios requieren un jui-
cio subjetivo sobre morfologia colonial y pigmentacion. Se ha encontrado-
;jue generalmente permiten el desarrollo concomitante de muchos otros --
tipos bacteriales, y es necesario probar las numerosas colonias para pro
duccién de coagulasa como un iprocedimiento Confirmatorio.. Otras formu-
laciones fueron desarrolladas para obtener mejor diferenciacién y proveer
selectividad, En una de éstas formulaciones la cual contenfa telurito de --
potacio, el estafilococo crecié como colonias blancas. Después se desarro
116, una modificacion al medio antes mencionado para enumerar STAPHY -~
LOCOCCUS coagulasa positiva en carnes, el cual lleg6 a ser ampliamente-
usado no solamente en carnes, sino también en otros alimentos, Desafor--
tunadamente la formacitn de colonias negras sobre medio conteniendo telu-
rito, no es exclusiva de STAPHYLOCOCCUS coagﬁlasa positiva; Microco--
ccus y ciertas especies de Proteus, particularmente Proteus vulgaris, dan
colonias negras similares a las de STAPHYLOCOCCUS. Gillespies y Alder
encontraron que la mayorfa de los STAPHYLOCOCCUS coagulasa positiva-
producian opacidad cuando se desarrollaban en un medio conteniendo yema
de huevo; con el propésito de mantener la caracteristica apariencia negra-
de lag colonias de STAPHYLOCOCCUS sobre agar teluﬁfo y la gran corre-
1aci6n de la reacci6n de yema de huevo con produccién de coagulasa, LLa -~
reciente evaluacion comparativa de varios medios en cajas de STAPHYL.O-
COCCUS, condujeron a determinar los méritos relativos de cada uno, pa-
ra recuperacién cuantitativa de STAPHYLLOCOCCUS de alimentos, Esta —

evaluacion revel6 que las formulaciones yema de huevo-telurito fueron --
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superiores a aquellas en las cuales no se utiliza el telurito. Tales factores
como composicién del alimento, tipos y ntmeros de flora asociada, asf co-
mo coﬂcentraciones de estafilococos afectaron las proporciones de recupe-
raéién obtenidas con los diferentes medios, Las formulaciones de yema de
huevo-telurito produjeron resultados superiores con cierta clase especifi-
ca de alimentos, E 1 medio yema de huevo-polimixina~telurito fue menos -
afectado por los constituyentes del alimento y produjeron una buena dife--
renciaci6n y cuantificacién de estafilococo. Después de 24 horas de incuba-
cidén a 35 G, STAPHYLOCOCCUS coagulasa positiva usualmente mostraron -
una 6 mis de las siguientes reacciones sobre medio TPEY: (1) una zona de-
precipitacién alrededor de las colonias; (2) una zona clara 6 halo alrededor
de la colonia con precipitado debajo de la colonia; (3) ningtn halo alrededor
de la colonia, pero con precipitado debajo. En algunas ocasiones una incu-
bacién adicional de 12 a 24 horas puede ser necesaria para permitir que --
las colonias se desarrollen lo suficientemente grandes para que éstas reacC
ciones puedan ser distinguidas. La prueba para producci6n de coagulasa de
5 colonias con las caracteri’sticas anteriores de cajas conteniendo entre 30 -
y 300 colonias es empleado como un paso confirmativo. El nGmero de esta~
filococos usualmente presente en alimentos normales es pequefio, v el me-~
dio TPEY también como otras formulaciones de yema de huevo-telurito son
medios de superficie en caja. Por lo tanto, cuando las cantidades de alimen
to son més grandes que las contenidas en una dilucién 1-8 generalmente no
pueden ser pipeteados con exactitud y el volumen méas grande de fluido que

puede ser esparcido convenientemente sobre la superficie de un medio en-
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una caja de Petri standard es aproximadamente de 0.1 mil.

Consecuentemente, €l rango mfnimb de estafilococos que puede ser
enumerado constantemente en alimentos por tales procedimientos es apro-
ximadamente 1 x 103 alx 104' por gramo. Los alimentos involucrados en~
brotes caracterfsticos contienen més estafilococos que ésta cantidad 6 con
centracién, aunque las cuentas de estafilococos asociados con el total de -
algunos alimentos varfan muy poco para ser detectados a unos cuantos cien
tos por gramo,. Asi, para enumerar bajos niveles de contaminaci6n de es--
tafilococos de éste tipo se utiliza una técnica de NMP de determinaci6n, con
un medio de enriquecimiento. Un caldo de enriquecimiento selectivo se em-
plea con cajas sobre un medio s6lido y confirmado con la prueba de colo---
nias seleccionadas para produccién de coagulasa.

El caldo més comunmente empleado de enriquecimiento selectivo --
es medio de carne cocida conteniendo 10% de cloruro de sodio, Una asada -
de cultivo de cada tubo que es positivo para desarrollo después de 24 horas
de incubacitn es pasada sobre la superficie de uno de los medios en caja --
de yema de huevo telurito, y después de la incubaci6n las colonias de esta~
fiiococos tipicos son probadas para produccién de coagulasa. Un medio 4ci
do ascorbico-manitol ha sido propuesto para prueba de alimentos refrigera
dos por el método NMP en el cual la confirmaci6n es obtenida sobre cajas -
de medio 110 de STAPHYLOCOCCUS, agar yema de huevo que son incubados
a 43 C. Las temperaturas elevadas de incubaci6n incrémentaron la especifi
cidad del medio. Aunque desde 1968 ningln medio de estafilococo ha sido --

reportado para que permita solamente el desarrollo de STAPHYLOCOCCUS
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coagulasa positiva, Consecuentemente, si se ha de partir de un alimento,
se aisla una especie de estafilococo sospechoso, ésta especie debe ser -
probada para producci6n de coagulasa antes de dar un veredicto conser--

niente a la contaminacién del alimento,



PRINCIPALES METODOS DE PURIFICACION DE ENTEROTO-
XINAS DE S. AUREUS.

Los estudios de purificacién en los laboratorios del Food Research
Institute, se llevaron a cabo suponiendo que la enterotoxina era una protel
na. Métodos como precipitacion con (NHy)9 S04, HCLy etanol y metanol -
a temperaturas bajo cero resultaron Gtiles en su recuperacién y purifica--
cion parcial (Bergdoll et, al., 1951), Para obtener preparaciones de alta -
pureza se recomiendan otras técnicas de precipitacién. Se hizo una prue--
ba para purificar la enterotoxina cromatograficamente con silica diatomea
(Hyflo Super Cel) (Bergdoll et. al., 1952). La capacidad relativamente ba-
ja del Hyflo Super Cel para la enterotoxina, llevaron al uso de otros adsor
bentes tales como la alumina y resinas de intercambio i6nico, Amberlita-
IRC-50 (XE-64) (Bergdoll et, al,, 1959 a). En suma, las técnicas que em-
plean electroforesis eri un medio de soporte como el almidon, se encontra
ron Gtiles en la obtencion de preparaciones de enterotoxina de alta pﬁreza.
Con el advenimiento de la carboximetil celulosa y el sephadex, ahora se -
puede llevar a cabo la purificaci6n sin emplear precipitaciones engorrosas
y técnicas de electroforesis en almid6én. Aunque los métodos generales --
empleados son similares, los detalles de los procedimientos son diferen-
tes porque cada trabajolo realizaron por separado diferentes investigado-
res. Es probable, que las enterotoxinas con puntos isoeléctricos simila--
res como Ay Co, pueden purificarse por los mismos métodos, sin embar

go la purificacion de enterotoxinas con diferente punto isoeléctrico, provo
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can més dificultad al emplear métodos similares. Casman y Bennest ~ ~-
(1964) intentaron purificar enterotoxina A, por modificaciones hechas a~
los procedimientos empleados por Bergdoll et, al,, (1959a) ﬁara la puri-
ficacidn de la enterotoxina B, Comparando su preparacién y la enteroto--
xina A purificada por Chu et. al., 1966 nos indica que el contenido de en
terotoxina A de la preparacitn de Casman y Bennett tenfa solamente 25--

30% de lo que contenfa la preparacion de Chu et. al,

ENTEROTOXINA A: La purificacién de enterotoxina A, la realizo

Chu et. al., (1966) usando el siguiente procedimiento:
| 1). - Concentracion del sobrenadante del cultivo 10 a 20 veces con
Carbowax 20 M seguido por una didlisis con agua deionizada.

2), - Adsorci6n sobre carboximetil celulosa (equilibrada con fog--
fato de sodio 0.01 M a pH 5.7) y la subsecuente eluci6n con Na, HPO il
0.02 M.

3). - Adsorci6n sobre carboximetil celulosa (equilibrada con fosfa~-
to de sodio 0.001 M a pH 6) de la parte eluida y dializada del paso 2, Ajus
te a pH 6 y la eluci6n subsecuente con un gradiente de buffer de fosfato que
va de 0,01 Ma pH 6, 2 0.05 M a pH 6.6.

4), - Filtraci6n por gel de la fraccion obtenida en el paso 3 disuel-
ta en 5 ml, de fosfato de sodio 0.05 M a pH 8 con Sephadex G-100,

5). - Filtracion por gel de la enterotoxina liofilizada obtenida en el
paso 4 disuelto en 5 ml, de agua destilada, con Sephadex 73, equilibrado

y desarrollado con fosfato de sodio 0,005 M a pH 8.5
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6y, - Dislisis y liofilizaci6n,
El rendimiento de la enterotoxina A purificada es de 30-35% basa-
do en las pruebas de difusion por gel sobre el sobrenadante del cultivo ori

ginal.

ENTEROTOXINA B: La purificacién de la llamado enterotoxina B-
fué reportada en primer término por Bergdoll et, al., (1959). La purifi--
cacién se llevo a cabo por los procedimientos siguientes:

1), - Precipitaci6n a pH 3.5 con HgPOy.

2), - Adsorci6n sobre alumina con fosfato de sodio 0.03 M a pH --
6.3 y la subsecuente elucion con NayHyP0, 0.2 M

3). - Precipitaci6n con alcohol (al 40% a -7°C

4). - Adsorci6n sobre Amberlita IRC-50 (XZ-64) (equilibrado con-
fosfato de sodio 0,05 a pH 6. 8) de fosfato de sodio 0,02 M a pH 6. 8.

5), - Precipitacién con etanol al 25% a - 13°C

6). - Electroforesis en fosfato de sodio, 0.05 M a pH 6 con almi~-
dén como medio de soporte.

7). - Precipitacién con etanol al 309, a 13°C

8). - Liofilizaci6n,

Este método es largo y realmente no es adaptable para la prepara
cién de grandes cantidades de enterotoxina. Este método ha sido modifica
do y adaptado por Schantz (1965) para la purificacion de mayores cantida-
des de enterotoxina B, siendo su método el siguiente:

1). - Adsorcién sobre una resina de intercambio i6nico CG-50, -~

del sobrenadante del cultivo diluido con dos volumenes de agua y ajustan
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do a pH 6.4, y la eluci6n subsecuente con fosfato de sodic 0,5 ManH 6.8
en NaCl1 0.25 M.

2), - Adsorcién sobre CG-50 (equilibrado con fosfatc de sodio 0.05
M a pH 6. 8) de la eluci6n dializada del paso 1 y la elucitn subsecuente con
NaZHPO4 0.15 M.

3). - Adsorci6n sobre carboximetil celulosa (equilibrada con fosfato
de sodio 0,01 M a pH 6.2) de la elucién dializada en el paso 2y la elucitn-
subsecuente con buffer de fosfato con un gradiente lineal de 0.02 M a pH --
6.2 hasta 0.07 M a pH 6.8. |

4). - Dialisis para reducir las sales del buffer de 2 a 3% de la con--
centracion de protefna, centrifugar para remover algln material insoluble,
y liofilizar.

El rendimiento de la toxina (liofilizada) purificada, generalmente -~
es de 50-60% en base a pruebas de difusi6n de gel sobre el sobrenadante ~-
del cultivo original.

La purificaci6n de la enterotoxina B, también ha sido reportada por
Frea et. al., (1963). En éste método, la enterotoxina se aislé del sobrena
dante del cultivo de bacterias (concentrado por didlisis con glicol polietile-
no) por el siguiente procedimiento:

1). - Precipitacion con etanol al 40% a -15°C (la enterotoxina se di--
suelve en fosfato de sodio 0.02 M a pH 6.8)

2), - Filtraci6n por gel de la enterotoxina (purificada) precipitada en
el paso 1, en fosfato de sodio 0,02 M, a pH 6.8 con Sephadex G-100,

3). - Electroforesis con alumina de Sephadex, de la enterotoxina dia
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lizada y liofilizada del paso 2 en fosfato de sodio. 0.015 M a pH 6, Se re-
porta que la enterotoxina purificada obtenida por éste método es casi ho--
mogenea en electroforesis de disco y solamente muestra uﬁa linea de pre-
cipitacién en pruebas de difusi6n sobre gel.

La emesis en los monos resulta cuando la enterotoxina purificada-
es inyectada intravenosamente en una cantidad de 0,26 mg de nitrégeno --

por Kg de peso.

ENTEROTOXINA C: (STAHYLOCOCCUS aureus especie 137), La~
purificacién de la enterotoxina C (Staphylococcus aureus 137) ha sido de-~-
sarrollado por Borja y Bergdoli (1967) de la siguiente manera:

1). - Concentraci6n del sobrenadante del cultivo 10 a 20 veces con-
Carbowax 20 M, seguido por una didlisis con agua deionizada y liofilizada,

2), - Adsorcion sobre carboximetil celulosa (equilibrada con fosfa-
to de sodio 0.01 M a pH 5.5) de fosfato de sodio 0,01 M a pH 5.5 y la sub-
secuente eluci6n con fosfato de sodio 0,02 MapH6.1.

3). - Filtracion por gel del fosfato de sodio 0,06 M a pH 6, 6 liofili~
zado y eluido en el paso 2, en fosfato de sodio 0.02 M a pH 6,8 con Sepha-
dex G-75.

4). - Filtracién por gel de la enterotoxina liofilizada en el paso 3 en
fosfato de sodio 0.02 M a pH 6.8 con Sephadex G-50.

5). - Repeticitn del paso 4

6). - Dialisis y liofilizacion,

El rendimiento de la enterotoxina purificada es de 15-20%, en base-

a pruebas de difusi6n por gel, del sobrenadante del cultivo original,
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ENTEROTOXINA C (staphylococcus aureus especie 361): La puri-
ficaci6n de enterotoxina C2 (STAHYLOCOCCUS aureus especie 361) 1a lle-
baron a cabo Avena y Bergdoll (1967) por medio del siguiente procedimien-
to:

1). - El sobrenadante del cultivo concentrado 10 a 20 veces con Car
bowax 20 M es dializado con agua deionizada y liofilizada.

2).- Adsorcion sobre carboximetil celulosa (equilibrada con fosfa-
to de sodio 0,02 M a pH 5, 4) de fosfato de sodioc 0,02 M a pH 5.4 y la sub-
secuente elucién con fosfato de sodio 0.06 M a pH 6.6.

3). - Adsorci6n sobre carboximetil celulosa (equilibrada con fosfa-
to de sodio 0,005 M a pH 3. 8) de fosfato de sodio 0.005 M a pH 5. 8 segui-
da por una eluci6n con un gradiente de buffer de fosfato que va de 0,005 M
apH 5.8 M hasta 0,05 M a pH 5.8.

4). - Filtracién por gel de la enterotoxina dializada y liofilizada del
paso 3 disuelto en fosfato de sodio 0.02 M a pH 6.8 con Sephadex G-75.

5). - Filtraci6n por gel de la enterotoxina dializada y liofilizada -~
del paso 4 disuelto en fosfato de sodio 0.02 M a pH 6,8 con Sephadex G-50.

6). - Dialisis y liofilizaci6n.

El rendimiento de la enterotoxina 02 purificada es generalmente -
de 30 a 40%, basado en pruebas de difusion de gel sobre el sobrenadante-

del cultivo original,
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NUEVA TECNICA PARA PURIFICACION RAPIDA, SEPARACION, Y RE-
CUPERACION DE ENTEROTOXINA A DE UNA CAMARA LIQUIDA POR-

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA,

MATERIAL.

Gel de Poliacrilamida.
Columna de cromatografia.
Lampara fluorescente.

Aparato de electroforesis.

REACTIVOS
- Sacarosa al 20%
KOH O, 1IN,
Acido acético glacial.

Solucién de beta alanina.

Los discos de electroforesis en gel de poliacrilamida se han usa-
do para separar y purificar proteinas, incluyendo la enterotoxina A. La -
enterotoxina A tiene un movimiento cat6dico, mientras que el 93% de las-
protei‘naé que la acompafian se mueven hacia el dnodo. Uno de los proble-
mas encontrados en usar la técnica para aislar las fracciones proteicas,-
es que, en algunas ocasiones, el gel tiene una afinidad porla enterotoxina
A y esto dificulta la elusi6n de la proteina en el gel, La serologia se pue-
de llevar a cabo por el uso del total de la columna de gel con la técnica --

de placa de Ouschterlony.
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Se ha desarrollado una técnica simple para aislar y recuperar en-
terotoxina A de estafilococo en un solo paso durante la electroforesis con
gel de poliacrilamida sin necesidad de usar para la elusi6n una columna -
de gel. Esta técnica consgiste en atrapar la banda de enterotoxing fraccio-
nada en una cdmara liquida llena con sacarosa en medic de la columna de
gel (Fig. 2). Se usa una solucién densa de sacarosa (20%) porque no se --
mezcla pronto con la'capa polimerisada. Escencialmente, el procedimien
tto de formaci6n de la columna consiste en la polimerizacién del gel base,
se adiciona la sacarosa, delicadamente se adiciona la capa superior de --
acrilamida y se repolimeriza la columna, Este procedimiento es muy simi
lar al del experimento con disco estandard para electroforesis, sin embar
go la corriente eléctrica, se apaga cuando las fracciones proteicas llegan-
a la cdmara liquida, La proteina contenida en la capa de sacarosa, facil--
mente puede sacarse con una jeringa adecuada con tubo de polietileno, ---
Pruebas serol6gicas tales como la técnica del tubo de Oudin, o la técnica-
del microdeslizamiento pueden llevarse a cabo facilmente sobre éste ma--
terial liquido,

El siguiente procedimiento se ha usado dando una recuperaci6n de-
enterotoxina A de aproximadamente 40%. La solucién monomérica de la -~
cual se de’riva ¢l gel de poliacrilamida tiene 7.5% de acrilamida, 0.2% de-
N, N-metilenbisacrilamida, 0.06% de N, N, N°, Ntetrametilendiamina, --
0.001% de riboflavina, 0.03% de persulfato de potasio y o,3% de hidroxido
de potasio, todo ésto llevado a pH 4.4 con 4cido acético glacial., Un mili-

litro de ésta solucién monomérica se introduce en la columna (77 mm, de
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iargo v 6.8 mm de didmetro interno), sellando el final con un pedazo de -

membrana.de didlisis humedecida., Después se deposita cuidadosamente—~

i ml. de agua destilada sobre la solucién monomérica, usando una jeringa
de 1 ml. que se hace con tuboc polietileno. El agua agregada sirve para -
formar el menisco sobre la superficie del gel. La columna se coloca ver-
ticalmente, colocada a una pulgada de una ldmpara fruorescente que con--
tiene dos bulbes G, E. F6TS3, se deja por una hora, Como resultado obte--
nemos una foto polimerizaci6n del gel base. Después de la foto polimeriza
cibn, se descarta un pequefio volumen de liquido en exceso que hay enci--
ma del gel de poliacrilamida.

Para hacer la cdmara liquida con sacarosa, se agrega 0.3 ml, de -
la soluci6n de sacarosa al 20% junto con el buffer de electrodo mas bajo, --
sobre la superficie del gel de poliacrilamida. El buffer de electrodo mas -
bajo se prepara titulando 120 mi. de KOH 0. 1N con 4cido acético glacial a
pH 4.3 y aforando la solucién a 1 litro con agua destilada. La pared supe-
rior de la cdmara liquida de sacarosa, consiste de una columna de gel de-
poliacrilamida, puesta sobre la capa de sacarosa. Esto se lleva a cabo ~-
agregando lentamente 0,2 ml, de la soluci6én monomérica con una ultrami-
cropipeta, seguido por una adicién més rédpida de otros, 018 ml. de la solu
cién monomérica sobre la capa superior de la sacarosa. En ésta operaci6n
debemos tener mucho cuidado para prevenir una mezcla de la capa de saca-
rosa con la solucién monomérica. Después se agrega 0.1 ml. de agua des-
tilada sobre la superficie de la solucién monomérica por el procedimiento -
usado para el gel base de poliacrilamida. L.a columna se sujeta a una segun

da fotopolimerizaci6n, por una hora, de la misma forma. Al final de éste
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periodo, el exceso de liquido que hay sobre el gel de poliacrilamids se des
carta. Un mg. de sobrenadante fluido de bacterias conteniendo enterotoxi-
na A liofilizada se disuelve en 0.4 ml. de sacarosa al 5% hecha con buffer
de electrodo mas bajo. Unas pequefias trazas de metil tefiido de verde se-
mesclaron con la muestra. Después la »muestr‘a se agrega sobre la colum-
na de gel de poliacrilamida, en seguida la columna ée coloca dentro de un-
aparato ordinariovde disco de electroforesis (como el Canalco modelo 6),
El buffer de electrodo alto (pH 5) es una dilucién 1:10 de una solu--
cién que contiene 31,2 gr, de beta-alanina y 8 ml. de &cido glacial aforado
a un litro con agua destilada, El buffer de electfodo bajo es previamente -
caracterizado con buffer de acetato de potacio (pH 4.3). El electrodo posi--
tivo es sumergido en el buffer alto y el electrodo negativo es sumergido en
el buffer bajo. Varias columnas pueden correrse juntas en éste aparato, -
usando una corriente cbnstante de 6 mA por columna. Para la separacion-
de la enterotoxina A la migracién de la banda de metil verde se sigue vi--
sualmente hasﬁé que ha penetrado en la cdmara de sacarosa. Cuando la --
banda ha emigrado 4 mm. de la orilla baja de la cdmara de sacarosa, la -~
fuente de poder se apaga. En éste punto, la banda de enterotoxina es atra-
pada dentro de la cdmara liquida con sacarosa. La columna conteniendo los
geles y la sacarosa son removidos del aparato, Después, la superficie del
gel es perforada con un tubo de polietileno de 0,5 mm. de didmetro inter-
no, unido 2 una jeringa de 1 ml, y el liquido contenido en la cdmara es re-‘
movido de la columna. La enterotoxina Arecuperada se analiza inmediata-

mente por la prueba de difucién en gel de Oudin o se guardan en un conge-
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Fig. 2. - ESQUEMA DE LA COLUMNA DE GEL DE POLIACRILAMIDA,
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lador o en forma liofilizada, para més tarde poder ser analizadas.

Se necesitan varias pruebas para determinar la cantidad de tiempo
y movimiento de la banda necesarios para la recuperacion optima de la en
terotoxina A, Una proteina aislada por éste procedimiento es concentra--
da, pero no necesariamente es pura. La pureza depende del grado de sepa

racion de las bandas durante la electroforesis.

PURIFICACION DE ENTEROTOXINA A
MATERIAL
Centrifuga.
Liofilizador.
Equipo de dislisis.

Biogel P - 60,

REACTIVOS.
Etanol

NaCl 0.003 M.

La toxina es producida por cultivo de S. aureus especie 100, por -
48 hr en un medio conteniendo hidrolizado de proteinas y aminodcidos co-
mo L - cistina y L - triptofano, El medio contiene 150 - 160 amino nitrége
no.

Las células se separan por centrifugacién a 6000 rpm. por 30 min-

El fluido: supernadante del cultivo se concentra por liofilizacion,



49

PURIFICACION,

Paso 1, - La enterotoxina se purifica con didlisis contra agua des-
tilada por un tiempo de 36 hr. (el volumen despugs de didlisis es de 1/5 -
del volumen del cultivo original).

Paso 2. - La enterotoxina dializada se precipita con dos volimenes
de etanol (siendo la concentraci6n final de etanol 66.6%). La temperatura
del etanol para la precipitacién es de -15°C. El precipitado es centrifu--
gado a 6000 rpm, a -10°C por 30 minutos.

Paso 3. - La enterotoxina precipitada por etanol se somete a una -
purificacién posterior sobre una columna de Biogel P - 60. Como eluyen-
te se usa Na C1 0,0003 M. pH 7.0.

La pureza de la enterotoxina obtenida es de 96-979.

La recuperacion de enterotoxina es de 80%.

PURIFICACION DE ENTEROTOXINA A
MATERIAL
CM - celulosa (Selectacel, No, 77, tipo 20).
Liofilizador.
Equipo de dialisis,
Sephadex G - 100, (40-120),
Sephadex G - 75. (malla 100-270).
Carbowax 20 M, 50% acuoso,

Centrifuga.
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REACTIVOS

Hg PO 4

Na OHO.1 N

HC10.1N

Fosfato de sodio 0.05 M.
Fosfato de sodio 0,005 M.
Fosfato de sodio 0.01 M.
Na2 HPO 4 0.2 M.,

La CM - celulosa usada en el primer y segundo pasos de la purifi-
cacioén es celulosa intercambiadora de iones Selectacel, No. 77, tipo 20, -
Es lavado con Na OH 0.1 N, H20 , HC10,1N, y nuevamente con agua an-
tes de usar.

El Sephadex G-100 (40-120.4) usado en el tercer paso en la purifi-
caci6n, es suspendido en fosfato de sodio 0,05 M, pH 6,85, agitando por -
1 hr., y dejado reposar por 24 hr. El supernadante es decantado y el Spha
dex es resuspendido en la solucién buffer antes de empacarlo en una co---
lumna,

El Sephadex G-75 (medio, malla 100-270), usado en el cuarto paso
de la purificacion, es suspendido en fosfato de sodio 0.005 M, pH 6.85 y-
tratado de la misma manera que el Sephadex G-100,

La toxina es producida poxz el cultivo de S. aureus, especies 196 -
E, C-246-3 y 100, en un medio estéril (400 ml. en matraces Erlenmeyer
de 2 1) consistente de 3% de NZ - amina NAK, 3% de hidrolizado de protef

na en polvo, 0,001% de niacina y 0.00005 % de tiamina, ajustado a pH 7.6
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¢ incubado a 37 °C por 24 hr., sobre un agitador giratorio uperado a apro-
ximadamente 275 rpm.

Las células se separan en uné centrifuga que se opera a 4 000 rpm,
por 45 min a 5°C, La concentraci6n del supernadante del cultiVo bacterial-
| conteniendo la enterotoxina se lleva a cabo por didlisis por 24 a 48 hr, con
tfa un volumen igual de Carbowax 20 M, 50% acuoso, seguido por dislisis-
contra agua corriente por 48 hr, La solucion de enterotoxina cruda dializa
da se ajusta a pH 5.7 con Hgpny ¥ se centrifuga para remover cualquier -

materi al insoluble,

PURIFICACION

Paso 1. - El supernadante del cultivo bacterial concentrado (500 ml.,
ajustado a pH 5,7) conteniendo aproximadamente un gramo de proteina se-
transfiere a una columna de CM-celulosa (2.50 cm) la cual previamente -
ha sido equilibrada con fosfato de sodio 0.01 M a pH 5.7.Después de lavar
la'colurnna con el mismo buffer que se equilibra, la enterotoxina se eluye-
con Na2 H PO4. Las fracciones elufdas que presenten una mayor densidad-
Optica a 280 my se conjuntan, dializadas por 4 hrs. a 5°C y liofilizadas.

Paso 2. - La enterotoxina liofilizada del Paso 1, se disuelve en apro
ximadamente 50 ml. de aguackstilada y dializada contra agua destilada a --
5°C por ia noche, Esta soluci6n es ajustada a pH 6 y es pasada dentro de -
una columna de CM-celulosa (2.2 x 38 cm.) equilibrada con fosfato de so-
dio 0.01 M, pH 6. Después se lava la columna con el mismo buffer que se
equilibré, la enterotoxina se remueve por elucion de gradiente de la si---

guiente manera. Se pone fosfato de sodio (4000 ml. de 0.01 M), pH 6, en-
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una botella de 1 1t (con una manguera sujeta al tope de la columna} vy agi-
tando continuamente con un agitador magnético. El segundo buffer, fosfato
de sodio 0,05 M, pH 6, se introduce gota a gota en el tope de la cdmara de
mezclado, Las fracciones que presentan una mayor densidad 6ptica a 280 -
m,;/ se liofilizan y se conjuntan para ser usadas en el paso tres,

~ Paso 3. - El material dializado, liofilizado (140 mg.) del Paso 2 di-
suelto en 5 ml, de fosfato de sodio 0.05 M, pH 6,85, se pasa dentro de una
columna de Sephadex G-100 (2,2 x 73 cm,) equilibrada con fosfato de sodio
0.05 M, pH 6.85. La enterotoxina se eluye del Sephadex con el mismo bu-~
ffer a una razén de flujo de 181 ml/hr. Las fracciones que presentan ma-
yor densidad 6ptica a 280 my se conjuntan y se liofilizan sin dislisis,

Paso 4. - El material liofilizado del paso 3 se disuelve en 5 mi de -
agua destilada y se pasa dentro de una columna de Sephadex G-75 (2.2 x -
70 cm) equilibrada con fosfato de sodila 0.005 M, pH 6.85, La enterotoxi--
na se eluye del Sephadex con el mismo buffer a una razén de flujo de 15 -~
ml/hr. Las fracciones que presentan mayor densidad optica a 280 m4 se
conjuntan y se liofilizan. La toxina liofilizada se disuelve en 5-10 ml, de-
agua destilada y dializada contra 8 lt, de agua destilada (agitada magnéti-
camente) a 5°C por la noche. La recuperaci6n es de aproximadamente 35%
con una pureza de un minimo de 95%, Doble difusi6n y electroforesis en ~
gel de almidé6n indican la presencia de cantidades traza de 2 antigenos con

taminantes, menos de 5%.
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PURIFICACION DE ENTEROTOXINA A
MATERIAL
Centrifuga.
Resina CG-50
Equipo de didlisis,
CM-celulosa.
Hidroxilapatita.
Liofilizador

Sephadex G-75,

REACTIVOS

Buffer de fosfato de sodio 0,005 M, 0.008 M, 0.03 M.

Fosfato de sodio 0,5 M, 0.01L M, 0.05 M, 0.2 M.

Fosfato monos6dico, 0.01 M

Cloruro de sodio 0,08 M, 0.5 M, 0.1 M.

Na OH.

Latoxina es producida por ailtivo de St. aureus, especie 13 N-2909,

por 24 hr. en un medio conteniendo 3% de hidrolizado de proteina en polvo
3% de NZ-amina tipo NAK, 0,2% de extracto de levadura y 0.2% de gluco-

sa adicionada asepticamente y ajustado a pH 6. 8.

PURIFICACION.
Paso 1. - El cultivo fermentado al analizarse, generalmente presenta
de 15-25 4 8 de toxina/ml, cuando la fermentaci6n es completa, el cultivo-

es enfriado y centrifugado en una centrifuga Sharples de alta velocidad para
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remover las células, La soluci6én supernadante es dilulda con 4 voidmenes
de agua y ajustada a pH 5.6. La toxina es separada del cultivo dilufdo con-
resina CG-50 equilibrada en un buffer de fosfato de sodio 0,005 M a pH5.6.
La resina equilibrada es mezclada y agitada en el cultivo dilufdo por apro-
ximadamente 1 hr, a una temperatura de cuarto y posteriormente se dejé-
asentar, Esta resina (2-3 g) es suficiente para remover la toxina de 1 i, -
de cultivo original, Generalmente 60 lt, de cuitivo 6 300 1t, de cultivo di--
lufdo se procesan a un tiempo con 120 g de resina, La resina asentada, --
conteniendo la toxina e impurezas, es colocada en una columna hecha para
acomodar un volumen de resina de 3.5 x 60 cim,, después de acomodar la-
resina se lava con aproximadamente un volumen de columna de agua, y la-
toxina es fraccionalmente eluida con fosfato de sodio, 0.5 Ma pH 6.2 en -
cloruro de sodio 0.5 M a una razén de flujo de 6 ml/min, Las fracciones -
de 15 ml cada una, conteniendo 1 mg. o méis de toxina por mi, se conjunta
ron para purificacién posterior, En éste punto las fracciones conjuntas -~
dan un volumen aproximado de 0, 4% del volumen del cultivo, es decir 240
ml.

Paso 2. - El conjunto de fracciones del Paso 1 se dializan para redu
cir las sales por diilisis contra un buffer de fosfato de sodio 0,008 M a pH
6 en cloruro de sodio 0.08 M. Este proceso protege a la toxina en la pre--
sencia de alguno de los buffer e incrementa su estabilidad. La toxina es --
adsorbida sobre una columna de CM-celulosa usando 360 g (50-100 g/g de-
proteina basado en absorbancia a 277 nm) preparada humedeciéndola en --

agua destilada durante 1 hr., decantando y suspendiéndola en solucion de-
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fosfatc monos6dico 0.01 M, El pH es ajustado a 6 con Na OH, reajustado
a 6 después de 1 hr., y la celulosa colocada en una columna de tal mane-
ra que la longitud del volumen de la cama (1600 ml) es un minimo de 15 -
veces el didmetro, La columna es mantenida a 4°C y lavada con buffer --
(0.01 M, pH 6) a ésta temperatura. La soluci6n de toxina es enfriada a -
4°C, pasada a través de la columna a 2 ml/min., y la columna es lavada
con un volumen vacio (800 ml.) de fosfato de sodio 0.008 M en cloruro de
sodiov 0.08 M a pH 6. Latoxina es elulda fraccionalmente a una tempera--
tura de cuarto con un gradiente lineal de fosfato de sodio 0,01 M, pH6 a
0.05 M, pH 6.8 (1800 ml de cada buffer) a una razén de flujo de 3 ml/min.
Las fracciones (14 ml cada una) conteniendo la mayor cantidad de toxina -
(basado en absorbancia a 277 nm) son seleccionadas y conjuntadas para --
purificaci6n posterior. En éste punto, el volumen de las fracciones con--
juntadas es de 1, 640 ml,

Paso 3. - Las fracciones combinadas del Paso 2 se ajustan a pH --~
5.7 y se centrifugan para remover el material suspendido si es necesario,
La toxina es entonces adsorbida sobre una columna de hidroxilapatita. Un
gramo es usado por cada 3,5 mg. de protelna, en éste caso 280 gr. (volu-
men de ia cama 750 ml; columna 5 x 38 cm; longitud que deberfa ser un --
minimo de seis veces el didmetro). La hidroxilapatita es preparada suspen
diéndola en fosfato de sodio 0,008 M a pH 5.7 con agitacion ocasional por -
espacio de 30 min,, se decanta y se vierte en la columna y se equilibra --
con un buffer de fosfato de sodio 0.03 M a pH 5.7 por un minimo de 24 hr,

con una razén de flujo de 0.5 ml/min. La columna es entonces lavada con
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un volumen vacio (75% del volumen de la cama) de fosfato de sodic 8.2 M
(pH 5.7) . La eluci6n es llevada a cabo con un gradiente lineal del buffer-
de fosfato de sodio 0.2 Ma pH 5.7 2 0.4 Ma pH 5.7 a una razén de flujo-
de 1 ml/min, Un volumen de cuatro veces el volumen de la cama para ca-
da buffer es usado para éste gradiente, Las fracciones conteniendo la ma;=
yor parte de protelnas (fracciones de 5 ml.) se localizan por la absorban-
cia y la enterotoxina por pruebas adicionales de Oudin. Las fracciones -~
que muestran una linea simple antigeno-anticuerpo, con solo trazas de im
puresas en las pruebas de doble difusi6n (tubos de Qakley), son seleccio-
nadas para cromatografia sobre Sephadex. El volumen de las fracciones -
conjuntas es de aproximadamente 350 ml. y contienen 450 mg de protef--—
na por absorbancia y 441 mg por pruebas de Oudin. |

Paso 4. - Las fracciones seleccionadas del Paso 3 se conjuntan y se
concentran por liofilizacién a aproximadamente 1/10 de volumen, dializa-
das para remover la mayor cantidad de las sales del buffer, y liofilizadas
a sequedad. La preparacifn seca es colocada en aproximadamente 1/30 del
volumen original de agua destilada, dializada contra fosfato de sodio - --
0.05 M a pH 6.8 en cloruro de sodio 1 M, y pasada a través de una colum-
ma de Sephadex G-75 para remover una cantidad traza de material de alto-
peso molecular, La columna de Sephadex es ajustada en el mismo buffer, -
Este buffer es usado para eluir la toxina a una razén de flujo de 0.6 ml/--
min, Las fracciones conteniendo la mayor cantidad de toxina 3 ml cada --
una, se conjuntan y dializan contra un buffer de fosfato de sodio a pH 6.8~

en una concentracion para llevar las sales del buffer a 3-5% de la concen
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de las fracciones colectadas en éste caso es de 36 ml, y contuvo 177 mg -
de proteina por absorbancia y virtualmente la misma cantidad por prueba-
de Oudin, La pureza obtenida es de méis de 99%. La solucion dializada de-
toxina es centrifugada para remover cualquier material insoluble y liofili-

zada, La recuperacion total de toxina purificada es de 20%.

PURIFICACION DE ENTEROTOXINA B
MATERIAL
Seohadex G-100
Equipo de electroforesis
Equipo de didlisis
Sephadex G-25

REACTIVOS

Buffer de fosfato de sodic 0.02 M.
Na Cl10.1 M.,

Buffer de TRIS-glicina 0.1 M,

Buffer de fosfato de sodio 0.045 M.

PURIFICACION

Paso 1, - La toxina cruda dializada y concentrada se filtra en gel so
bre una columna de vidrio de 3.5 x 48 cm. de Sephadex G-100 en buffer de
fosfato de sodio 0,02 M., pH 7.2, conteniendo Na C1 0,1 M, La elusitn se

lleva a cabo a 4°C a 1,5 ml/cm2/hora. Se eluye en fracciones de 5 ml.
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Paso 2, - Electroforesis preparativa en buffer de TRIS-glicina 0.1
M. pH 8.4, conductividad 0,16 mmho se usa para purificacion adicional .-
Las fracciones de filtracion en gel con actividades altas de enterotoxina -
se conjuntan, concentran y dializan contra el buffer de TRIS-glicina antes
de la electroforesis preparativa, la cual se lleva a cabo sobre una colum~
na vertical (50 x 2.2 cm.) empacada con Sephadex G-25. La columna se --
conjunta a 4°C con un refrigerante. La electroforesis se corre hacia el --
cétodo a 500 v. Después de 24 horas la columna se eluye a 1,5-2 rnl/cmzi
/hr. y el efluente se colecta en fracciones de 2.5 ml.

Paso 3. - Sin concentracién, el pico de enterotoxina del paso 2 se -
purifica por electroforesis preparativa en buffer de fosfato de sodio 0,045
M., pH 5.95, conductividad 3.14 mmho. La electroforesis se lleva a cabo
como se describi6 en el paso. 2.

La preducci6n total es de 119 y es inmunol6gican ente puro.

PURIFICACION DE ENTEROTOXINA C
MATERIAL
Centrifuga
Equipo de didlisis,
CM - celulosa.
Liofilizador.
Sephadex G-75.

Sephadex G-50.
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REACTIVOS
NaH, PO, 0.01 M.

Fosfato de sodio 0,02 M., 0.06 M., 0,005 M., 0.05 M.

PURIFICACION

Paso 1, - Elusi6n en gradiente de concentraci6n sobre columna de
CM-celulosa. - La preparacién de enterotoxina cruda liofilizada se disuel
ve en NaHzPO 4 0.01 M. y se centrifuga en una centrifuga Servall refrige-
rada por 30-40 min. a 15 000 rpm. Este proceso se repite y los superna-
dantes conjuntados se dializan contra fosfato de sodio 0.02M (pH 5.4). --
Después de 24 hs., el pH de la solucion dializada es de 5.3 - 5.4, La so-
lucion dializada se diluye con fosfato de sodio 0.02 M. (pH 5.3). La solu-
ci6n dializada dilufda (300-350 ml) se introduce en una columna de CM-ce
lulosa (3.5 x 67 cm,) bufferada con fosfato de sodio 0.02 M. (pH 5.4) y se
lava con el mismo buffer para eluir la enterotoxina. Se vuelve a lavar la-
columna con un buffer de fosfato de sodio 0.06 M (pH 6.6 - 6.7). La ente-
rotoxina se encuentra en la segunda fraccion eluida.

Paso 2, - Elusi6n con gradiente de concentracién sobre columna de
CM-celulosa. - La fracci6n conteniendo la enterotoxina del Paso 1 se lio--
filiza, se disuelve en agua destilada fria y se dializa contra fosfato de so-
dio 0,005 M. (pH 5.8 - 5.9) hasta alcanzar el equilibrio (usualmente 20--
24 hrs.). El material dializado se aplica a una columna de CM-~celulosa -
(1.9 x 34 cm.) previamente equilibrada con fosfato de sodio 0.05 M. (pH

5.8 - 5.9) seguido por lavado con el mismo buffer. Para elufr la proteina
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adsorbida 400 ml. de fosfato de sodio 0,05 M. al mismo pH se mezclan -
continuamente para formar un gradiente lineal. La enterotoxina aparece-
en la fraccién entre 0.02 y 0.039 M., la localizacion exacta depende de -
la cantidad de proteina presente, la longitud de la columna, y el volumen
de los buffers usados para producir el gradiente,

Pago 3. - Filtraci6n en gel a través de Sephadex G-75. - Las frac-
ciones enterotéxicas que se obtubieron por elusién con gradiente linéal -

de CM-celulosa se liofilizan, se disuelven en un volumen minimo
de agua destilada y se dializan contra fosfato de sodio 0.02 M, (pH 6.8)-
hasta que el equilibrio es al canzado; La soluci6n dializada se aplica a -
una columna de Sephadex G-75 (2 x 145 cm,) la cual se equilibra previa-
mente con fosfato de sodio 0,02 M. (pH 6.8) y la elusion eg llevada a ca-:
bo con el mismo buffer (Figura 3). La enterotoxina esta presenta en la -
fraccién C. Esta fraccién se refiltra a través de una columna de Sepha--
dex G-75 bajo las mismas condiciones experimentales al paso previo.

Paso 4, - Filtraci6n en gel a través de Sephadex G-50, - La fraccién
conteniendo la enterotoxina del proceso de refiltracion es liofilizada y dia
lizada contra fosfato de sodio 0.02 M. (pH 6.8), y aplicada a una columna
de Sephadex G-50. Las mismas condiciones experimentales que las des--
critas para la filtracion en Sephadex G-75 son usadas. La fraccion de en-
terotoxina se dializa contra agua destilada por 48 hrs. se centrifuga y el-
supernadante se liofiliza. I.a recuperaci6n de enterotoxina es de un 40%:
tomando en cuenta la cantidad que habfa en el cultivo bacterial original.

La pureza de la enterotoxina es de 99%.
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PURIFICACION DE ENTERCTOXINA E
MATERIAL
Centrifuga
Polietilenglicol 20 M.
CM - celulosa.
Sephadex G - 75 superfino.
Equipo de dialisis.

Liofilizador.

REACTIVOS.

Buffer de fosfato de sodio 0,02 M,

Urea 6 M.

La enterotoxina E es producida por el cultivo de S. aureus especie

FRI-326. Este método fué desarrollado por el Dr. Bergdoll,

PURIFICACION.

Paso 1. - Concentraci6n del fluido supernadante del cultivo bacte-- .
rial, Las célula's se separan por centrifugacion, en una centrifuga Sorvall
refrigerada, operada a 10,000 rpm por 10 min, a una temperatura de ---
0-2°C., el fluldo supernadante delcultivo se concentra por didlisis duran
te 24 hrs, aproximadamente contra Polietilenglicol 20 M., seguido por --
una diflisis contra agua destilada, La me zcla se liofiliza y se guarda en-
forma seca hasta ser usada para los gsiguientes pasos de la purificacion.
El contenido de enterotoxina del supernadante del cultivo bacterial es de

3-5 microgramos por mililitro. Después de la concentracién con Polieti-
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lenglicol 20 M., la recuperaci6n de enterotoxina es de 60 a 70%,. Para mi-
nimizar la desnaturalizacion de la proteina, el fluido supernadante del cul
tivo no se remueve completamente de los tubos de dislisis por medio de la
mezcla Polietilenglicol - agua.

Paso 2, - Cromatografia intercambiadora de iones sobre CM - celu-
losa. El material t6xico seco del Paso 1, obtenido de 6 1t, de cultivo -origi
nal se redisuelve en aproximadamente 200 ml, de buffer de fosfato de so--
dio 0.02 M., pH 5.6, ¥ cehtrifugando a 15,000 rpm. a 0-2°C., por 15 min,
El precipitado se lava una vez con buffer y el liquido de lavado es adiciona-
do a la porcién principal de la soluci6n. El pH de la solucién es checado y-
reajustado a 5,6 si es necesario. Generalmente la solucién liega a ser tur-
bia después de reajustar el pH, por lo que se procede a hacer una clarifi--
caci6n. Después de la clarificaci6n, la soluci6n se divide en partes iguales
y se aplican separadamente a dos columnas de CM~celulosa (2.2 x 60 cm. ),
previamente equilibradas con buffer de fosfato de sodio 0.02 M,, pH 5.6.-
La elucitn de las proteinas adsorbidas se lleva a cabo con incremento en -
concentracion y pH del buffer de fosfato de sodio, El contenido de entero--
toxina se determina por absorbancia a 280 m7’ .En el patrén de elucion se
presentan cuatro grupos de fracciones que presentan una mayor absorban-
cia a ésta longitud de onda, el grupo de fracciones que eluyé en tercer tér-
mino y que presenta mayor absorbancia es la Gnica que produce vémito y -
diarrea en monos y es la elegida para proseguir la purificacion. Los com-
ponentes de ésta fraccion son conjuntados dializados contra agua destilada

y liofilizados.
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Paso 3, - Filtraci6n en gel a través de Sephadex G- 75 superfino. La
fraccion toxica liofilizada del Paso 2, se redisuelve en buffer de fosfato de-
sodio 0.02 M., pH 6.8 (aproximadamente 1% del volumen del gel), y se ---
centrigura para clarificar la solucién. La muestra clarificada, se vierte --
cuidadosamente sobre una columna de Sephadex G-75 superfino (2 x 146 cm.)
previamente equilibrada con el buffer usado para elucién. Como en el Paso-
2 se presentan cuatro conjuntos de fracciones que presentan una mayor ab-
sorbancia, el conjunto de fracciones que eluye en tercer lugar y que presen
ta mayor absorbancia a 280 m,t{ , €s la Gnica que provoca vOémito vy diarrea-
en monos y es la elegida para proseguir la purificacién, La fracci6n téxica
es liofilizada y guardada en seco Basl:a el siguiente paso,

Paso 4. - Refiltraci6n a través de Sphadex G-75 superfino. La mues
tra t6xica seca colectada en el Paso 3, se redisuelve en buffer de fosfato -
de sodio 0,02 M., pH 6.8, adem4s es dializada contra agua destilada para
remover sales, en seguida es liofilizada, L.a muestra seca se redisuelve~
en el mismo buffer, se centrifuga para clarificar y es refiltrada a través
de una columna de Sephadex Gj75 superfino (2 x 146 cm.) El filtrado es -
liofilizado y guardado en seco,

Paso 5, - Filtraci6n en gel a través de Sephadex G-75 superfino en
presencia de urea 6M. La muestra téxica seca del Paso 4 se disuelve en -
buffer de fosfato de sodio 0.02 M., pH 6.8, con urea 6 My se deja des--
cangar en frio por aproximadamente 45 hrs. antes de pasarla a través de-
la columna de Sephadex G-75 superfino, la cual ha sido previamente equi-

librada con el mismo buffer. Un patron de elucién presenta tres conjuntos
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de fracciones que presentan una mayor absorbancia a 280 mA, la fraccidn
que eluye en segundo término presentando mayor absorbancia es la que -—
contiene la enterotoxina, Esta fracci6n se dializa exaustivamente para re-

mover la urea y se liofiliza,



EXTRACCION DE ENTEROTOXINAS DE 5. AUREUS DEL ALIMENTO Y

DETERMINACION DE LAS MISMAS.

Hasta fecha reciente la investigaci6n y diagnosis del envenena- -

miento alimenticio causado por estafilococo dependian de 1a correlacién

del periodo de incubaci6n y de los sintomas de los pacientes, y ademés,

al encuentro de STAPHYLOCOCCUS coagulasa positiva en el alimento que
habfa sido consumido en comdn. La metodologia incluye el aislamiento de
la especie de STAPHYLOCOCCUS aureus y un estudio de sus car‘acteristj_
cas.

Los resultados positivos obtenidos con ésta aproximacién provee -
una evidencia fuertemente circunstancial, pero, de cualquier manera, &s
ta no puede ser considerada una prueba positiva. El hecho de que una es -

pecie produzca enterotoxinas bajo condiciones relativamente 6ptimas, -

ello no quiere decir que necesariamente pueda hacerlo bajo las condicio -

nes provistas por el alimento, e inversamente, un resultado negativo po

dria ser debido a la inadvertente siembra de unas pocas colonias no ente

rotoxigénicas en una caja Petri, sobre la cual, ambos tipos de colonias, -

enterotoxigénicas y no enterotoxigénicas, estuvieran presentes. Ha sido

observado que cajas Petri sembradas con especies productoras de entero
toxinas desé.rrollan muchas colonias que no producen niveles demostra- -
bles de enterotoxinas.

Con el transcurso del tiempo han sido desarrollados otros méto -

dos para la determinacion de enterotoxinas en alimentos, entre los cua- -
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les se pueden contar los métodos biol6gicos y més recientemente, los mé
todos serol6gicos.

Los métodos bioldgicos fueron descartados para ia determinaci6n -
de enterotoxinas en alimentos, a causa de que el costo de compra y mante
nimiento de los animales, asi como la variacién individual en suceptibili -
dad y la posibilidad siempre presente del desarrollo de inmunidad (los - -
apnimales, en éste caso, monos rhesus jovenes, que son los més adecua- -
dos para 1a determinaci6n de enterotoxinas en alimentos, sélo pueden ser
utilizados como médximo para dos determinaciones) los hacen practica- -
mente inaccesibles para uso de rutina.

Los métodos serolégicos desarrollados son los mds accesibles pa
ra uso rutinario, y ademéds, puesden proveer una evidencia directa de la -
presencia de enterotoxina en alimentos.

Los mérodos serolbgicos empleados deben ante todo ser lo suficien
temente sensibles para captar las pequefias cantidades de enterotoxina -
que han sido encontradas en los alimentos involucrados en envenenamien -
to alimenticio (aproximadamente 0.1.ag de enterotoxina/100 g de alimen -
to).

A continuacion se describen los métodos que han sido empleados -
para la determinaci6n de enterotoxinas en alimentos (incluyendo las técni
cas de extracci6n de la enterotoxina, que complementan dichos métodos) -
y ademds se describen otros que por su sensibilidad pueden ser emplea- -

dos para dicho propdsito.
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METODO DE EXTRACCION DE ENTEROTOXINA DE CASMAN Y

BENETT (1965).
Este método de extraccidn es (til para alimentos tales como car--

nes cocida y cruda, y flanes y cremas pasteleras.

Método de determinacién de enterotoxina usado: métodos de difu

sion en gel (microplaca y doble difusién en tubo).

METODOLOGIA.
a). - Separacibn de la enterotoxina de los constituyentes insolu- -

bles del alimento. - 20 g de alimento se homogeizan (en un homogeneiza- -

dor a alta velocidad) por 3 minutos en 100 ml de NaCl 0.2 M y, después
de ajustar la mezcla a pH 7.4-7.5, se centrifuga por 10 minutos a - - -

32, 800 x g. El sobrenadante se pasa a un recipiente. El alimento sedi- -

mentado se vuelve a suspender por homogeneizacién en 50 ml de NaCl -
0.2 MapH 7.4-7.5 y se centrifuga nuevamente a 32, 800 x g por 10 minu-
tos. Se separan las particulas flotantes de material lipoidal. L.os dos ex -
tractos se conjuntan y se procede a dialisar.

b). - Didlisis y separacién de la enterotoxina del material extraf -
do soluble. - Los extractos conjuntados se dialisan contra polietilen glicol
20, 00(PEG) al 30% (W/W) en bolsas de didlisis de celofdn. Se concentran
a aproximadamente 1/4 de su volumen original. Las bolsas de didlisis se
lavan y vacfan dos o tres veces con cantidades de 2 ml de Nacl 0.2 M. Se
conjunta todo y se ajusta a pH 7.4-7.5 con NaOH 1.0 N.

Se centrifuga a 32.000 x g por 10 minutos para remaver cualquier
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precipitado que aparezca sobre el concentrado. Este es posteriormente -
diluido con 20 volumenes de agua destilada y 20 volumenes de fosfato de -
sodio 0.0 M(pH 6.0). Se ajusta a pH 6.0 con I—’1'3PO4 0.0l My se pasa a-
través de una columna de CM-celulosa.

La columna se prepara de la manera siguiente: 1 gr. de CM-celu-
losa se suspende en aproximadamenté 100 ml de fosfato de sodio 0.0L - -
M(pH 6. 0). La suspensi6n se ajusta a pH 6.0 con NaOH 1 N.

A un tubo para cromatograffa de 2 cm de didmetro y 40 cm de lar-
go se le coloca un tapdn de lana de vidrio en la punta. Se vacia la suspen -
si6n de CM-celulosa en el tubo hasta que el absorvente alcanza una altura
de aproximadamente 2 cm. Se coloca un tapén de lana de vidrio en la par-
te superior de la CM-celulosa (sin apretarlo) para evitar disturbios de la
columna. Se lava la columna con 100 a 200 m! de fosfato de sodio: 0.01 - -
M(pH 6. 0). Después de ésto, la columna se coloca en un cuarto frio, y el
concentrado diluido se hace pasar a través de 1a columna a una razén de -
flujo de aproximadamente 1 a 2 ml/min., principalmente a causa de que -
es conveniente hacer éste paso por la noche.

Cuando lo dltimo del concentrado dilufdo entra a la cama absor- -
vente, 1a columna se lava con 100 ml de fosfato de sodio 0.0l M (pH 6. 0).

Cuando el paso a través de la columna se completa prematura- -
mente, resultando en un secado de ésta, 1a columna se hidrata pasédn dole
de 25 a 50 ml de agua destilada y lavdndola con 100 ml de fosfato de so- -
dio 0.0L M (pH 6.0).

La enterotoxina se eluye de la columna con 150 ml de NaC1 0.2 -
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M en fosfato de sodio 0.2 M (pH 7. 4).

c). - Concentracién del eluato. - La toxina eluida se concentra por
didlisis contra PEG a 5 C. Los 150 ml de'eluato de la columna de CM-ce -
lulosa se colocan en una bolsa de didlisis de celofdn de 75 a 80 cm (2.9 -
cm de ancho plano) y se sumergen durante la noche en 100 ml'de PEG. El
concentrado se colecta en una porcion final (aproximadamente 10 cm) de -
la bolsa de celofdn. La porcidn restante (65 a 70 cm) de 1a bolsa, se lava
varias veces con cantidades de 2-3 ml de soluci6n salina, las cuales se -
adicionan a la porcién de 10 cm que contiene el concentrado. La concen -
tracién se continda por inmersién de la porcion final de la bolsa en PEG -
recien preparado, hasta casi completar la deshidratacién. La bolsa se su
merge brevemente en soldcién salina para hidratar el contenido. Después
de ésto, la muestra estd lista para ser analizada.

La eficiencia de recuperaci6n, de enterotoxina del alimento, del -

método de extraccién es de:

Alimento enter. A(%) enter. B(%)
Flan de coco 69 72
Carne de res cocida 38 48
Carne de res cruda 25 40
Pavo cocido w 80 -
Camarén cocido 60 -

Para carne cruda, la elusién de 1a columna de CM-celulosa se de -

be hacer a pH 6.5.
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METODO DE EXTRACCION DE ENTEROTOXINA DE STOJANOW

1

(1965).

Método de determinacion de enterotoxina usado: metodos de difu-

sién en gel (microplaca y doble difusién en tubo).

METODOLOGIA.
Se extrae la enterotoxina del alimento con un buffer de NazHPO 4

.12H,0, a pH 4.0-7.5.

Se calienta el extracto durante 30-60 minutos a una temperatura

de 80-100°C.

Se agrega dcido (4cidos picrico y citrico) (Reactivo de Esbach -

0.5 M), para precipitacion. Después de que se a formado el precipitado,

se enfria a 4°C y se separa la grasa solidificada.

Se ajusta el pH & 5.0-7.0 con NaOH y se centrifuga a 10, 000 rpm

durante 20 minutos.

El sobrenadante se dialisa contra dextrana (peso molecular - -

5 000-20 000) para concentrar.

El concentrado se filtra a través de dextrana(peso molecular -

20 000-150 000), y se reconcentra por medio de didlisis contra dextrana
(peso molecular 5 000-20 000). -

Este Gltimo concentrado es el que se utiliza para la determinacin
de 1a enterotoxina.

El tiempo para llevar a cabo la extraccién de la enterotoxina es de

8-10 horas.
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METODO DE EXTRACCION DE ENTEROTOXINA DE HALL, ANGE

LOTTI Y LEWIS (1965).

Este método de extraccidn es (til para alimentos tales como pollo,
jamoén, flan, camarén, pescado, tocino, carne de res.

Método de determinacién de enterotoxina usado: metodos de difu- -

si6n en gel (microplaca y doble difusién en tubo).

METODOLOGIA.

Se prepara una suspensién por homogeneizacién de 30 g de alimen-
to con 60 ml de buffer de fosfato 0.02 M, pH 6.2 a 6. 4.

La suspension se vierte en tubos de centrifuga de pldstico, los cua
les se colocan en un baiio de agua a 50 C por 30 minutos y después se de -
jan a temperatura ambiente por otros 30 minutos. Este tratamiento acele-
ra la precipitacién de ciertos fosfatos insolubles que se forman en la sus -
pensidn del alimento.

Se procede a centrifugar a 15,000 x g por 30 minutos 2 5°C. El so
brenadante se vierte en un matraz a través de una capa simple de papel -
absorvente, el cual separa la grasa consolidada. El sobrenadante filtrado

se diluye 1:3 con agua destilada y se pasa a través de una columna de cro -
matograffa empacada con 4 cm de resina Amberlita CG-50 (pretratada - -
con aproximadamente 200 ml de buffer de fosfato 0.02 M hasta que el elua
to esté a un pH de 6.2 a 6. 4). Se lava la columna con 10 ml de agua desti -
lada, y la exterotoxina se remueve por elusién con 30 ml de buffer de fos-

fato 0.2 M, pH 6.4-6. 8. Este eluato se concentra 20 x por didlisis contra -
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polivinilpirrolidona al 30%. Este concentrado 20x es el que se usa como -
antigeno en las pruebas de determinacién de enterotoxing.
La recuperacién de enterotoxina del alimento es de 27% para ente-

rotoxina A y de 42 para enterotoxina B.

METODO DE EXTRACCION DE ENTEROTOXINA DE READ, - - -

BRADSHAW, PRITCHARD, Y BLACK (1965 a, b).

Estos métodos de extraccién son especificos para leche y queso.

Métodos de determinacién de enterotoxina usados: metodos de difu
sioén en gel(microplaca y doble difusi6n en tubo) y hemaglutinaci6n pasiva-

invertida.

METODOLOGIA.

I). - Método de extraccion de enterotoxina de queso.

a). - Se mezclan 100 g de queso con una cantidad igual (W/V) de -
buffer de veronal 0.04 MapH 7.2, se ajustael pHa 4.5con HCL 6N, y -
se centrifuga (todas las centrifugaciones se hacen a 23, 500 rpm por 20 mi
nutos, a 5 C).

b). - Se filtra el sobrenadante a través de papel Whatman No. 42,
usando un embudo Buchner y a vacio, se adiciona una parte de CHC13 a -
cada 4 partes de filtrado, se mezcla y se centrifuga. |

c).~ Repetir la adici6n de CI—ICl3 y el paso de centrifugacion.

d).- Se adiciona la fase acuosa del paso de extraccion con CHClg
a una bolsa de didlisis de porosidad de 48 A°(5/8 de pulgada de didmetro)

y se concentra ésta fase 20 veces en polivinilpirrolidona a 40°F (requiere
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de 16 a 24 horas).

e). - Se saca el material concentrado de 1a bolsa de didlisis (se --
adiciona buffer de veronal si el material ha sido concentrado més de 20 -
veces), se ajusta el pH a 4.5 con HCL 6 N, y se centrifuga.

f). - Se separa el sobrenadante y se ajusta a pH 7.2 con NaOH 3 -
N, se calienta a 50T por 10 minutos, y se centrifuga.

g). - Se separa el sobrenadante, y se adiciona ﬁn volumen igual de
CHClg, se centrifuga, y el sobrenadante obtenido se usa como antigeno pa
ra la determinaci6n de enterotoxina. Si el sobrenadante no es claro, se -
repite el paso de extraccién con CHCI3 previo a la adicion del sobrenadan
te al sistema de analisis.

II). - Método de extraccién de enterotoxina de leche.

a). - 100 ml de leche se acidifican a pH 4.5 con HC1 6 N y se cen -
trifuga (a 23, 500 rpm por 20 minutos v a 4°C se hacen todas las centrifu -
gaciones).

b). - El sobrenadante se filtra a través de papel Whatman No. 42,
usando un embudo Buchner y al vacio, se adiciona una parte de CHCl3 a4
partes de suero filtfado, se agita vigorosamente, se centrifuga, se sepa-

ra la fase acuosa, y se repite la extraccion con CHCL,, y la centrifugacién

3
de la fase acuosa.

c).- La fase acuosa se coloca en una bolsa de didlisis de porosi -
dad promedio de 48 A°(5/8 de in. de didmetro) y se sumerge en polivinil -

pirrolidona (1 libra de polivinilpirrolidona en 1 litro de agua destilada) a -

5°C hasta que el volumen en las bolsas de didlisis sea reducido a 95% (tiem
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Po promedio 18 hrs. ).

d). - El liquido concentrado se separa de la bolsa de didlisis, se -
ajusta a pH 4.5 con HC1 6 N, se centrifuga, y el sobrenadante se separa,
se ajusta a pH 7.2 con NaOH 0.1 N, y se calienta a 50°C por 10 minutos.

e)y. - El flujido caliente se centrifuga, y se adiciona un voldmen - -
igual de CHCI3, se agita vigorosamente, se centrifuga, y el sobrenadante
(fase acuosa) se usa como antigeno en las pruebas de determinacion de en
terotoxina.

all). - Aplicacién del método de extraccién de enterotoxina a leche
en polvo y leche condensada. - Para leche en polvo y leche condensada - -
(40%, de s6lidos), el procedimiento fue modificado en el primer paso pdr -
la diluci6n de éstos productos con buffer de veronal 0.04 Ma pH 7.2, pa-

ra dar aproximadamente 25% de s6lidos totales.

METODO DE EXTRACCION DE ENTEROTOXINA DE REISER, CO

NAWAY, Y BERGDOLL (1974).

Este método de extraccion es Gtil para alimentos tales como que -
so, salchicha fermentada, y jamén.

Metodos de determinaci6n de enterotoxina usados: metodos de di - -
fusi6n en gel (método de microplaca, y doble difusi6n en tubo), y hemaglu
tinaci6n pasiva invertida.

Preparaci6n de la resina intércambiadora de iones CG-50. La re -
sina se suspende en agua destilada (100 g/1.5 1t) y 12 suspensi6n se ajusta

a pH 12 con NaOH 5 N y se agita por 1 hr. La resina se lava varias ve- -



76

ces con agua destilada y se suspende nuevamente en agua, y la suspensifn
se ajusta a pH 2.0 con HC1 6 N y se agita por 1 hr.. La resina se lava va-
rias veces con agua destilada y se equilibra en un buffer de fosfato de so -
dio 0.005 M a pH 5.6 Si el pH queda abajo de 5.4, se ajusta con NaOH 5 N
agitando hasta que el pH permanezca constante. Normalmente, se ajusta -

a pH 5.8-5.9, ya que un reposo prolongado hace que el pH decrezca.

METODOLOGIA.

Una muestra de 100 gr de queso se corta en cubos, se coloca en un
vaso de centrifuga de acero inoxidable de 285 ml. conteniendo 140 ml de -
agua destilada, se pica 6 corta a una consistencia uniforme con un Omni -
Mixer(Sorvall). Diez ml de HC1 1.0 M se mezclan con la suspensién y se -
centrifuga a 27, 300 x g por 20 minutos a 4°C(pH 4.5-5.0). El sobrenadan -

te se ajusta a pH 7.5 y se extrae con CHCL, al 10% usando un agitador - -

3
magnético por 3 a 5 minutos. Se centrifuga como la primera vez. El es- -
trato acuoso se separa, se ajusta a pH 4.5, y se recentrifuga, el sobrena
dante se ajusta a pH 7.5. |

La enterotoxina se extrae del sobrenadante agregando a éste 20 ml
de resina intercambiadora de iones CG-50(pH 5. 4-5.9) por cada 100 ml y
ge deja todo ésto durante 1 hr é 4°C con un agitador magnético.

La resina se separa filtrando en un embudo Buchner y lavando la -
resina en el embudo con 200 ml de buffer de fosfato de sodio 0. 015 M(pH -
0. 9) conteniendo 0. 093, de NaCl.

La enterotoxina se separa de la resina de la manera siguiente: se -
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pasa la resina a un recipiente y se agregan 30 ml de fosfato de sodio dibd

sico 0.15 M conteniendo 0.97 de NaCl y se ajusta =1 pH a 6. 8. Se deja to-~

do en agitaci6n a 4°C por 45 minutos. L.a resina se separa por filtracién

a través de un embudo Buchner, y el filtrado se usa para andlisis.

El filtrado asf se puede usar para determinacién de enterotoxina

por medio del método de hemaglutinacibn pasiva invertida.

Para utilizar el método de microplaca se hace lo siguiente: el fil
trado resultante del tratamiento con la resina se mezcla con 1 g de agar -
purificado y se agita durante 1 hr a 4°C. El agar se separa por filtracion-
a través de un embudo Buchner, y el filtrado se pone en una bolsa de dif -
lisis y se concentra en Carbomax 20-M al 50% durante 1a noche a 4°C. - -
Después se remoja la bolsa en agua caliente por 10 a 20 minutos para. des
prender la toxina adherida a las paredes, y el contenido se separa lavan -
do la bolsa por tres veces con agua destilada, el volumen total no excede-
los 5 ml. El extracto se mezcla vigorosamente con 0.5 ml de CI—IC:I3 en un
tubo de centrifuga y se centrifuga a 34,800 x g, y el extracto acuoso se -
liofiliza. La muestra seca se disuelve en 0.2 ml de tripsina al 19 en agua
destilada y se deja descansar por media hora antes de ponerlo en 1as mi -
croplacas.

Para salchicha fermentada y jamén se sigue el mismo procedimien
to excepto que solo se adicionan 5 ml de HC1 1.0 M al extracto para man -
tener el pH del goteo abajo de 4.5. La digesti6n con tripsina cruda al - -
0.1% es necesaria antes del andlisis con la técnica de hemaglutinacién pa

siva invertida.

1
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METODO DE EXTRACCION DE ENTEROTOXINA DE GENIGEOR-

GIS Y XUO (1976).

Este método de extraccion es Gtil para alimentos tales como sala-
mi, queso, y leche.

Métodos de determinacién de enterotoxina usados: métodos de di -
fusion en gel(microplaca y doble difusi6n en tubo). Es posible utilizar 1a -
hemaglutinacién pasiva invertida, si se logra obtener un antigeno total- -

mente libre de hemolisinas.

METODOLOGIA.

Preparaci6n de Inmunoglobulina G pura. - Se obtiene de antisuero -
especiiico de conejo, y se prepara por calentamiento de 5 ml de antisue -
ro por 30 minutos a 56°C, se centrifuga, y el sobrenadante se filtra a - -
través de una columna de Sephadex (2.5 por 85 cm). El Sephadex se equi-
libra previamente con buffer de Tris (hidroximetil) aminoetano (Tris) ~ -
0.1 M, pH 8.1, conteniendo NaCl 0.2 M. Todas las fracciones de 5 ml del
pico de proteina a una densidad 6ptica de 280 nm con actividad anticuerpo,
determinada por el método de difusion de microplaca de gel, contra ente
roxina fueron conjuntadas. La IgG de las fracciones conjuntadas se preci
pita con (NH),SO 4 al 50% por la noche, y el precipitado se redisuelve -
en 5 ml de buffer Tris y se filtra a través de 1a columna de Sephadex. - -
Las fracciones principales del pico de anticuerpo se conjuntan y se alma-
cenan a congelacién hasta ser necesarias.

Combinaci6n del anticuerpo con la Sepharosa. - 10 ml de SepharoQ
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sa 4 B activada con CNBr se lavan con 15 voldmenes de buffer de combina
ci6n helado (buffer de carbonato 0.1 M, pH 8.5, conteniendo NaCl 0.5 M)
en un embudo Buchner. Tres ml de la solucién de anticuerpo se adicionan-
al embudo y se mezclan con la Sepharosa himeda, y la suspensi6n se trans
fiere a un matraz Erlenmeyer de 25 ml. El matraz se coloca sobre un agi
tador en bafio de agua (140 rpm) y se incuba por 2 hr a temperatura am- -
biente. Al final de la incubacién, 1a Sepharosa combinada se lava con bu -
ffer de carbonato y con buffer de glicina (HCl-glicina 0.2 M, pH 2.8, con-
teniendo NaCl 0. 5 M) alternativamente hasta que 1la DO 280 de los lavados
no sea medible. La Sepharosa lavada, finalmente se equilibra con buffer - !
salino (buffer de fosfato 0.02 M, pH 7.2, conteniendo NaCl 0.15 My mer-
tiolate 1:10, 000) y se almacena a refrigeracién hasta ser necesitada.

Previo al procedimiento de combinacién, para aumentar la eficien-
cia del método se debe dialisar el anticuerpo inicial contra el buffer de - -
combinaci6n. Asf, pueden ser combinadas cantidades tan altas como 7.5 -
mg de anticuerpo a 1 ml de Sepharosa.

Se determiné que 1 ml de Sepharosa conteniendo 500.ug de anti- -
cuerpo pueden combinar arriba de 30ug de toxina pura.

Para 1a elusi6n de la enterotoxina de 1a columna se usande 2a 4 -
ml de buffer de glicina (pH 2. 8) por cada ml de Sepharosa.

Separacién de 1a enterotoxina del alimento. - 100 g de alimento s6 -
lido se homogeizan con 400 ml de agua destilada. El pH del homogeneiZa -
do 6 la leche se lleva a 4.6 con HC1 1. O N antes de centrifugar a 20,000 -

x g por 30 minutos a 4°C. El pH del sobrenadante se ajusta a 7.2, se cen-
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trifuga si existe alguna turbidez, y se mezcla con tres ml de conjugado de
Sepharosa-anticuerpo himedo en un vaso de precipitados por 2 hr a 4°C. -
1.a suspensifn se coloca en una columna (2 cm de didmetro) con un filtro -
de vidrio incrustado, se drena y se lava con 50 ml de buffer salino. La en
terotoxina se eluye de la columna con buffer de glicina (12 ml para 75.ug -
de enterotoxina aproximadamente). Cada fraccién de 3 ml se ajusta inme-
diatamente a pH 7.2 con NaOH 1 N y se procede a la determinacién de la -
enterotoxina. ’

Se recobra el 75% de 1a toxina.

Aproximédamente el 95% de la toxina se encuentra en los primeros

9 ml de eluato.

METODOS USADOS PARA LA DETERMINACION DE ENTEROTOXL
NA EN ALIMENTOS. '

1. - DOBLE DIFUSION EN GEL EN TUBO.
El método descrito ha continuacibn es el que utilizé Read (1965 a,-

b) para la determinaci6n de enterotoxinas (A y B) en leche y queso.

METODOLOGIA.

A tubos de ensaye de vidrio Borosilicato (50 por 6 mm) completa -
mente limpios y secos, se les adiciona 0.3 ml de Ionagar al 0.3% (fundi -
do) en buffer de veronal 0.04 M (pH 7. 2) conteniendo 0. 85% de cloruro de
sodio, antisuero para enterotoxina a una dilusi6n final de 1:50, y mertio -

late (1: 10, 000). Ya que solidific se le adiciona una preparacién igual a -
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la anterior de Ionagar pero sin antisuero. Se deja solidificar y se agregan
0.3 ml del material que va a ser analizado. Los tubos se incuban a 30°C.

La sensibilidad es mayor si la capa de agar bufferado sin antisue -
1o es colocada sobre la capa de agar antisuero, aproximadamente 20 hr -
antes de que los tubos sean usados.

Para concentraciones muy bajas de enterotoxina se requieren hasta
11 dias de incubacidn.

Sensibilidad: en leche 0.015y 0.03mg/ml de enterotoxinas Ay B -

respectivamente.
En queso: 0.02 y 0.05.ug de enterotoxinas Ay B res -
pectivamente, cuando se partio de 100 g de queso.

Para el extracto de otros alimentos puede usarse el método que uti
liz6 Hall (1965) para la determinacién de enterotoxinas A y B en alimentos.

Hall (1965) utiliz6 el método de Qakley y Fulthrope (1953) que se -
diferencia del usado por Read (1965) en los reactivos empleados. Las dife
rencias son las siguientes:

Agarosa al 0.3% se disuelve en NaCl 0.145 M. Amortiguador de -
fosfatos 0.04 M a pH 7.2, conteniendo antisuero, y mertiolate (1:10, 000) -
se adiciona al agarosa. Los tubos se incuban a 25°C, durante el tiempo - -
que sea necesario.

Cuando la enterotoxina se encuentra a una concentraciénde - - -
0.1-10.0,ug/ml se obtienen buenas lecturas en aproximadamente 1 sema -
na. Después de éste periodo de tiempo se puede opacar ¢l agar y enmasca

rarse 1a reaccibn. A concentraciones més bajas se requiere un perfodo -
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¢ Antigeno

Precipitado
SR LS *:l‘. L e :
SR GINRTIRNGR '*é# especifico.,

¢~ Agar con buffer.

Fig. 4. - Anélisis en tubo de doble difusi6n en gel,

¢—~—————— Agar con antisuero.
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de tiempo mayor.
Hall (19653) reporta una sensibilidad de 0. 05ug de enterotoxina/ml
de antigeno cuando el antisuero se usa a dilusiones altas, y una incuba- -

ci6én de los tubos de 2 a 3 semanas.

VENTAJAS. - No se requiere una gran manipulacién de material, -
los tubos se preparan con rapidez, y no presenta reacciones cruzadas con

los extractos del alimento.

DESVENTAJAS. - Tiene una sensibilidad un poco baja, los resulta

dos se obtienen después de un periodo largo de tiempo.

1. - DOBLE DIFUSION EN GEL EN MICROPLACA.

El método citado a continuacién es el que describen Bennetty - -
McClure (1976), v es una modificacion hecha por Wadsworth y Crowl al -
método desarrollado por Ouchterlony.

Gel de agar de difusién. - Se adiciona 1. 2% de agar purificado al -
fluido base hirviente (0. 85% de NaCl-0. SO% de barbital de sodic, con una-
concentracion final de 1:10, 000 de mertiolate) ajustado a pH 7. 4. Se filtra
el agar caliente a través de dos capas de papel grado analitico y se alma -
cena en porciones de 15 a 25 ml en botellas de tapa de rosca hasta que sea
utilizado.

Solucion colorante. - Colorante rojo de tiazina R al 0. 1% en HOAc-

al 1%.
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METODOLOGIA.

Preparacién de las placas (portaobjetos de 7.5 x 2.5 cm). Se en-~ -
vuelve con una doble capa de cinta de aislar el portaobjeto (perfectamente
limpio y seco), dejando un espacio de 2 cm en el centro, de la manera gi-
guiente: se toma la punta de la cinta y se coloca a aproximadamente 0.5 -
cm del borde de la superficie inferior de 1a placa y enrollar hermética- -
mente alrededor de la placa 2 veces. Se limpia el drea entre las cintas con
un algodén embebido en alcohol, y se seca con un algoddn seco.

Se cubre la superficie del 4rea entre las cintas con agar grado - -
bacteriolégico al 0. 2%, de la manera siguiente: se funde el agar al 0.2% -
(preparado con anterioridad), y se mantiene a 55°C 6 més, en una botella-
de tapa de rosca. Se coloca la placa sobre un vaso de precipitados 6 so- -
bre una placa caliente ajustada a 65-85°C, y se vierte el agar 0. 2%, sobre - 7
1a placa entre las dos piezas de cinta. Se deja escurrir el exceso de agar,
se limpia la superficie inferior de la placa, y se colecta el agar en un va -
so de precipitados para volverlo a usar. Se coloca la placa sobre una su -
perficie nivelada y se deja secar en una atmosfera libre de polvo. Si las -
placas no se encuentran completamente limpias, el agar no las cubrird -

uniformemente.

Preparaci6n de las placas ensambladas. - Se prepara la plantilla
de pldstico de acuerdo a las especificaciones en la fig. 5. Se extiende una
fina pelicula de grasa de silicén sobre el lado de la plantilla que sevaa -
colocar pegado al agar (el lado con los agujeros mis pequefios). Se vierte

0.4 ml de agar de difusién 1. 2% fundido (mantenido a una temperatura de -
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55 - 60°C) entre las cintas. Inmediatamente se pone la plantilla (del lado -

cubierto de silicon) sobre el agar fundido y los bordes de las cintas, es -

decir en la parte central de la placa. Se coloca primero uno de los bor-

des de la plantilla sobre una de las cintas, y luego se coloca el borde -
opuesto sobre la otra cinta. Se saturan tiras de esponja sintética (1.5 x -
1.5 x 6.5) con agua, y se colocan dos tiras sobre 1a periferia de una caja
Petri de 20 x 150 mm. Se ponen las placas en la caja Petri preparada - -
(2-4 placas ensambladas) tan pronto. como el agar se endurezca, y se ro -
tulan las placas.

Prueba de difusidn. - Para llevar a cabo el andlisis, se vierte una-
dilusi6n adecuada de antisuero en el agujero central, la enterotoiina de -
referencia homologa en los agujeros de la periferia, y el materiai bajo -
exdmen en el agujero adyacente al que contiene la enterotoxina de referen
cia. (fig. 6). Se prepara una placa control con solamente toxina de refe- -
rencia y suero antienterotoxina para determinar la reactividad propia de -
los reactivos. Se llenan los agujeros a convexidad con los reactivos, - -
usando pipetas Pasteur 6 pipetas de 30 6 40 ul. Se llena parcialmente la -
pipeta capilar con solucién y se remueve el exceso de liquido haciendo - -
que la punta de la pipeta toque el borde del tubo con muestra. Se mete la -
pipeta poco a poco dentro del agujero hasta que toque 1a superficie del - -
agar, y se llena a convexidad. Se remueve el aire atrapado en burbujas -
de todos los agujeros por medio de un desburbujador, cuidando de que no—k
quede ninguna burbuja. Se dejan-las placas en incubaci6n durante 48-72 -

hr a temperatura ambiente, en cajas Petri cubiertas conteniendo tiras de-
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esponja hiimedas.

Después de la incubacion se separa l1a plantilla cuidadosamente - -

deslizdndola hacia un lado. Sies necesario, se limpia la placa humede-

ciéndola con agua 6 sumergiéndola en agua y limpiando la parte inferior

de la placa. Para mejorar las lineas de precipitacién, se sumerge la pla

ca en solucidn colorante durante 5-10 minutos. Para preservar la placa
como un registro permanente, se lava cualquier liquido remanente sobre ~

1a placa sumergiéndola en agua y luego se sumerge la placa en cada uno

de los siguientes bafios durante 10 minutos: solucién colorante, HOAc al 1%,
HOAc al 19, y HOA C al 19 conteniendo 1% de glicerol. Se drena el exce -
so de fluido de la placa y se seca en incubadora a 35°C. Después de un al -
macenaje prolongado, las lineas de precipitacién puede ser que no sean vi
sibles hasta que la placa sea sumergida en agua.

Para el exdmen de las placas para observar las lineas de precipita
ci6én se deben colocar éstas en un dngulo oblicuo con respecto a 1a fuente -
de luz, contra un fondo obscuro. La coalescencia de lineas de la muestra -
problema de precipitacion con lineas de referencia de precipitacién indica
reaccidn positiva.

En el lugar donde se encuentran ambos reactivos, se formaré una
1fnea de precipitacién como resultado de la interaccién entre ambos. - -
Cuando se prueba una mezcla de antigenos con sus respectivos anticuer- -
pos, se obtendrén tantas lifneas de precipitacién como sistemas antfgeno -
anticuerpo esten presentes.

En el exdmen de ciertos alimentos tales como carne de res no coci
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da, fue necesario adicionar glicina 1 M al agar, y bajar la concentracién-
de barbital de sodio a 0.02 M para reducir la turbidez que obscurece la -
linea de precipitacién. La turbidez no desaparece por completo.

La sensibilidad reportada es de 0.1 a 0.0l ug de enterotoxinas A -
6 B/ml de antigeno, y 0.005.ug de enterotoxina A/g en queso.

Reiser, Conaway y Bergdoll (1974), hacen una modificacidn al mé-
todo que consiste en incubar las microplacas por 24 horas a 37°Cy el pro
cedimiento para tefiir las microplacas es como sigue: un gramo de rosa -
RL de secado rédpido se disuelve en una solucién conteniendo 5% de 4cido -
tricloroacético, 1% de 4cido acético glacial, y 25% de etanol. L.as placas-
se remojan en agua destilada por 0.3 horas antes de colocarlas en la solu
ci6n colorante por 20 minutos. Posteriormente las placas se lavan con - -
agua, y el exceso de tintura se remueve enjuagando en agua destilada por
aproximadamente 0.5 horas. Silas placas son hechas para una referencia
futura, es decir que se tengan que almacenar, simplemente se secan con

aire.

VENTAJAS. - La preparacién de las placas es rdpida y sencilla, -
se requiere una cantidad minima de antisuero para la determinaci6n y no-
se presentan reacciones que puedan enmascarar los resultados. Respecto
a la dificultad que se presenta en la determinacién de enterotoxina en ex -
tractos de alimentos tales como carne de res cruda no puede considerar -
se como una desventaja, ya que dichos alimentos dificilmente pueden pre-

sentarse como causantes de envensnamiento alimenticio.
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Fig. 5.- Plantilla de plastico para la prueba de microplaca



FIG. 6.- Placas ensambladas para el andlisis de microplacas.

- Sist, Bivalente

1, - Combinaci6n de antisueros,
(ejem. anti A y anti B)

2.~ Problema.

3. - Enterotoxina de referencia.
(ejem. A)

4, - Problema,

3. - Enterotoxina de referencia,
(ejem,. B).

— Portaobjetos

Doble capa de
cinta de aislar,

Plantilla de
Plastico

Doble capa de
cinta de aislar

Sist. Monovalente.
1, - Antisuero (ejem. anti A)
2, - Dilucién de problema.
3. - Enterotoxina de referencia.
4, - Diluci6én de problema,
5. - Dilucion de problema..
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DESVENTAJAS. - El periodo de tiempo para obtener resultados es

relativamente largo, la sensibilidad del mévodo es un poco baja.

1II. - HEMAGLUTINACION PASIVA INVERTIDA.

El método que se describe a continuacidn es el que usaron Silver -
man, Knott y Howard (1968) para la determinacién de enterotoxinas en ali
mentos, y es el método que se utiliza para dicha determinacién después -
de la exr;accién de 1a enterotoxina por los métodos anteriormente descri-
tos.

También se incluye un método de extraccidn de enterotoxina que es
Gtil para alimentos tales como pollo cocido, flan, atin, carne de res coci

da y salami.

METODOLOGIA.

Extraccion de la enterotoxina del alimento. - E1 alimento se homo-
geneiza con una cantidad igual de agua destilada (v/V) y posteriormente se
diluye con un volumen igual de buffer de fosfato salino 0.02 M (pH 6.4) y -
se calienta a 50°C por 15 minutos. Se deja a temperatura ambiente por 45
minutos, y luego se centrifuga a 15,000 x g por 20 minutos a 4°C.

La porcién liquida clara entre el sedimento y la capa de grasa de -
arriba se saca con una jeringa que tenga una aguja de medida 18 y se filtra
a través de una capa simple de papel absorvente.

Preparaci6n de salami. - 20 g de salami se mezclan con 20 mi de -
buffer de acetato 0.15 M salino (relacidn‘ 1:1), pH 4.6, v se homogeneiza-

por 3-4 minutog. La muestra homogeneizada se calienta por 15 minutos -
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a 50°C y se centrifuga por 20 minutos a 10,000 x g a 4°C. E1l extracto re--
sultante se filtra a través de pepel absorvente y el filtrado se ajusta a pH-
6.4 con NaOH 2 N.

El extracto asi obtenido se utiliza para la determinacitn de entero
toxina.

Determinacién de enterotoxina.

Preparaci6n de eritrocitos. - Eritrocitos de oveja preservados en -
formalina (SRBC) (Difco) se lavan una vez con NaHSO3 0.038 M en salina -
al 0. 85% y luego dos veces con salina. El lavado con NaHSO3 es para neu-
tralizar el aldehido libre que hace decrecer la actividad serolégica de la -
enterotoxina B.

Se pueden usar eritrocitos tratados con aldehido pirdGvico pero es -
mejor usar los preservados en formalina ya que se pueden almacenar me-
jor a 4°C. Aquellos duran 1 mes y éstos 4 meses.

Tanizacién y sensibilizacién de los eritrocitos. - Los eritrocitos -
se lavan tres veces con solucién salina y se suspende 1 ml de gl6bulos se-
dimentados en mds 6 menos 40 ml de soluci6n salina ajustada a pH 7.2 ~ -
(100 ml de soluci6n salina, 23.9 ml de KH2P04, 0.15M, 76 ml de Nag - -
HPO, 0.15 M). Se mezclan volumenes iguales de la suspensi6n de eritroci
tos al 2. 5% y de 4cido ténico al 1:20 000 en 1a solucién salina buffer y se -
incuba a 37°C durante 10 minutos, se centrifuga, se lava con la solucién -
salina ajustada a pH 7.2 y se suspende en solucién salina al volumen ori -
ginal de los gl6bulos rojos. Estos gl6bulos deben mantenerse a 5°C y usar

se dentro de las 18 hrs. siguientes.
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Globulina antitoxina diluida con soluci6n salina pH 6.4 (100 ml de -
solucién salina, 32.2 ml de NayHPO, 0.15 M, 67.7 ml de KH,PO,, 0.15 M)
para contener 50.0ug de nitrégeno de anticuerpo por ml se usa para sensi
bilizar una suspensi6n al 2. 5% de SRBC 6 una Suspensién al 19, de SRBC - -
para uso en pruebas de microtitulacién. La dilucién de la globulina fue 1:8.

Preparaci6n de globulina antienterotoxina. - Se prepara de antisue -
ro de conejo por saturacién con (NH 4)280 4 al 50%. El precipitado se lava -
varias veces con (NH 4:)2804 saturado al 30%, se dializa contra buffer sali-
no de borato 0.15 M (pH 8. 4) hasta que quede libre de iones SO 4'2, se lio-

filiza y se almacena a 4°C.

METODOLOGIA.

Se hacen diluciones seriadas del extracto de alimento con buffer sa
lino de fosfato 0.02 M conteniendo suero normal de conejo al 19,. Se hacen
diluciones seriadas 1:2.

Para andlisis en tubo: 0.5 ml de la diluci6n del extracto de alimen -
to se adicionan a tubos de ensaye y luego se agrega 0.05 ml de SRBC trata
dos con globulina antitoxina. Se dejan a temperatura ambiente por 2 hry -
el grado de aglutinacién se determina por el patrén de células sedimenta -
das.

Para prueba de microtitulacién: en los manantiales para prueba de-
las cajas de pléstico se ponen 0.025 ml de la dilucion del extracto de ali -
mento, y se agregan 0.025 ml de SRBC al 1%. se dejan 2 hr a2 temperatura

ambiente y se ven los resultados. La concentracién de toxina en 1a mues -
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tra se calcula por la multiplicacién del reciprpco de la diluci6n méds gran-
de de muestra que reaccion6 por la cantidad mds pequefia de enterotoxina-
standard purificada que dié un resultado positivo en 1a prueba de control.

Puede ser introducido un cierto error por las series largas de di -
luciones necesarias para obtener un punto final, y los valores desmedida -
mente grandes de dilucién pueden también introducir un error considera -
ble. El método no es recomendable para concentraciones grandes de enie-
rotoxina, por ejemplo en filirados de cultivo.

La toxina standard que se usa se almacena a una concentracion de-

25a 50 ug/mly a -20°C, para evitar deterioracién de ésta. L.a sensibili

dad del método es de 0.0015ug de enter. B/ml de extracto de alimento.

(0. 0007 pg de toxina).

VENTAJAS. - La sensibilidad del método es muy adecuada para -

las bajas concentraciones de enterotoxinas encontradas en alimentos, se

obtienen resultados en unas cuantas horas.

DESVENTAJAS. - Una gran desventaja que tiene éste método es gue
presenta reaccion con las hemolisinas que contaminan & las enterotoxinas,
y que enmascaran en cierto grado 1a reaccién. El método de extraccibn -

de la enterotoxina del alimento desarrollado por Reiser (1974), especifica

mente el tratamiento con tripsina, disminuy6 en un gran porcentaje ésta

reacci6n, pero no la eliminé completamente. Este tipo de reaccibn se - -

presenta aGn en enterotoxinas purificadas, ya que no se ha logrado obte-

ner una enterotoxina 1007 pura y las hemolisinas siempre se encuentran -
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como contaminantes.

IV.- RADIOINMUNOANALISIS EN FASE SOLIDA.

Principio del radioinmunoanalisis en fase s6lida. - El primer paso-
es la combinacion del anticuerpo (en éste caso antisuero de enterotoxina),
a la superficie sélida (en éste caso se trata de un tubo de poliestiereno). -
El antfgeno marcado radioactivamente (enterotoxina) se adiciona después -
del paso anterior, y después de un tiempo de incubacién para permitir la -
combinacién con su anticuerpo, se separa por lavado. La cantidad de antl
geno combinado con el anticuerpo puede ser medida por un contador de ra
dioactividad.

Si se adiciona antigeno no marcado al tubo, antes del antigeno mar
cado, aquel ocupard algunos-de los sitios de unidn al anticuerpo, y por lo
tanto decrecerd la uni6n subsecuente de antigeno marcado. El decrecimien
to en la combinaci6n de antigeno marcado medido por cuenta radioactiva, -
es una medida de 1a cantidad de antigeno no marcado aplicado en primer -

lugar.

METODOLOGIA.
Preparacion del alimento para el radioinmunoandlisis.

Se colocan 10 g de jamén en un homogeneizador, se agregan 10 -

ml de seroalbfimina de Bovino (BSA) al 1% en anticuerpo purificado por - -

precipitacién con sulfato de sodio en buffer de fosfato salino (PBS), pH -

7.2 (NaCl 0.07 M, fosfato 0. 07 M) (con azida de sodio al 0.1% y conte-

niendo aproximadamente 10 a 20 ng de proteina por mi). Se homogeneiza -
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a alta velocidad por 3 minutos a temperatura ambiente y se centrifuga - -
por 15 minutos a 20, 000 rpm a 25C. Se colecta =l sobrenadante y el pH-
se ajusta a 7.4 7.5 con NaOH. El sobrenadante se recentrifuga a 20, 000-
rpm por 30 minutos, se separa el sobrenadante, se filtra a través de un -
papel absorvente y se almacena a congelacién hasta ser usado.

Los extractos de queso cheddar se preparan de la misma manera-
que para el jamén, excepto que se adicionan 20 ml de BSA al 1% a 10 gde
queso.

Los extractos de flan se preparan como se describid para jamoén,-
excepto que la mezcla se homogeneiza por 1.5 minutos en lugar de 3 mi -
nutos.

Para leche condensada o en polvo (se diluyen para contener 25% de
s6lidos totales con agua destilada): 10 ml de leche se ajustan a un pH de -
4.5 con HCI 4 N para precipitar las proteinas de la leche. La leche ge -
centrifuga por 30 minutos a 15, 0000 rpm a 25°C. Se separa el sobrenadan
te y el pH se ajusta a 7.4-7.5 con NaOH, se centrifuga a 15, 000 rpm por
15 minutos. Se colecta el sobrenadante y se pasa a través de un papel - -
absorvente y se almacena en congelacién hasta ser usado.

Los extractos de salami de puerco y res se preparan como se des
cribi6 para queso cheddar, excepto que el extracto se dialisa contra PBS -
a 4°C, hasta que el dialisado no fnuestra absorcion a’215 nm en un espec-
trofotémetro Spectronic 600. Substancias aromdticas tienen una alta ab- -

sortividad a ésta longitud de onda.
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RADIOINMUNOANALISIS.

Preparacion de los tubos de poliestireno. - Los tubos de poliestire-
no (Falcon), '10 por 75 mm, se sensibilizan con anticuerpo purificado por-
medio de precipitaci6n con sulfato de sodio y filtracién en gel a través de-
una columna de Sephadex G-200. Un ml de anticuerpo en buffer de fosfato-
salino (PBS), pH 7.2 (NaCl 0.07 M, fosfato 0.07 M), conteniendo aproxima
damente 10 a 20,ug de proteina por ml, se’adiciona cuidadosamente a los -
tubos de poliestireno con una pipeta volumétrica. Después de 2 hr a tempe
ratura ambiente, el anticuerpo se separa y los tubos se lavan una vez con
2 ml de BSA al 1% en PBS al cual se le ha adicionado azida de sodio como -
preservativo a una concentraci6n final de 0.1%. Los tubos se llenan enton
ces con BSA al 19 y se dejan durante la noche a temperatura ambiente. - -
Después de éste periodo de tiempo se separa el BSA, y los tubos se lavan-
una vez con PBS y se almacenan invertidos a 4°C hasta ser usados.

Yodinacibn. - Todos los reactivos quimicos para yodinacién fueron
reactivos grado cualitativo. L.as soluciones de cloramin-T, metabisulfito-
de sodio, y yoduro de potasio se preparan el mismo dia de yodinacién en -
salina 0.13 M en buffer de fosfato (PBS), pH 7.5.

Portador libre Nal251, libre de preservativos 6 agentes reductores
fue obtenido en hidréxido de sodio 0.1 M de New England Corp., Boston, -
Mass., en concentraciones en un rango de 5 a 250 mCi por ml.

Con micropipetas Eppendorf (10 y 50 ulitros), los siguientes reac-
tivos se adicionan en sucesién, con agitacién degpués de cada adici6n, a -

un tubo de vidrio de 3 mi: (1) 10ul de 1251, 2 mCi en hidroxido de sodio -
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0.1 M; (IT) 10l de 4cido fosforico 0.06 M; (I11) 50.ul de yoduro de pota- -
sio, 0.2 a 0.4 ug; (IV) 130l de PBS; (V) 50ul de SEB, 1 mg/ml en PBS; -
(VI) 50l de cloramin-T, 3 a 25ug. Después de 1 a2 9 minutos, 1a yodina -
cién se detiene con la adici6én de 50ul de metabisulfito de sodic igual al pe
s0 de cloramin-T adicionado. Yoduro de potasio (1 mg) v seroalblimina de
bovino (BSA; 10 mg), en 0.1 mi de PBS cada uno se adicionan a la mezcla -
en reaccién como portadores. L.a muestra se transfiere a una columna de

Sephadex G-25 para separacién de SEB marcada con 1251 de 1251 que no -
reacciond. La columna consiste de 5 g de Sephadex G-25 equilibrada con -
PBS v contenida en un biuret de 25 ml. La SEB yodinada se eluye con PBS -
y se almacena o congela cién en PBS conteniendo una concentracioén final -
de 19 de BSA y 0.1% de azida de sodio. La proteina combinada al 1251 fue
determinada sobre una muestra de 1a mezcla en reacci6n antes de la fil- -
tracion en gel y sobre ﬁna muestra de la fraccién de proteina de la colum-
na. Una modificacién de una prueba de precipitacién con 4cido tricloracé -
tico fue usada para ésta determinacion. El reactivo preparado de ésta ma
nera tiene una vida (il de tres meseés.

Radioinmunoanélisis. - Porciones de 1 ml de extracto de alimento -
se adicionan a los tubos sensibilizados con anticuerpo. Se agitan los tu- -
bos 10 veces y se incuban a 37°C por 18 hr. Despues de éste lapso de'tiem
‘ po, a.cada tubo se le adiciona, despues de vaciar 1QS'extractos, I mlde -
BSA al 19, y 0.00L ug de enterotoxina marcada con 1251 (en 0.1 ml de BSA
al 197). Los tubos se agitan 10 veces y se incuban a 37°C por 4 hr, se la -

van una vez con 2 ml de PBS, y se procede a registrar la cuenta radioacti
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va. La inhibici6n de enterotoxina marcada se determina por la compara- -
ci6n de la radioactividad de los tubos conteniendo extractos con aquellos -
tubos que contienen solamente BSA al 1% en la incubaci6n durante 18 hr.

Construccién de la curva standard. - La cuenta radioactiva de un -
tubo conteniendo solamente enterotoxinad marcada se toma como 100%, y -
posteriormente se adicionan diferentes cantidades de enterotoxina no mar
cada y la cuenta registrada de éste modo se toma como por ciento de asi -
milacién. La gréafica se traza colocando los valores del por ciento de asi-
milaci6n en el eje de las ordenadas y en el eje de las abcisas el logaritmo
de la concentracién de enterotoxina no marcada.

Johnson (1971) obtuvo una respuesta lineal de 67 a 50% de asimila -
cién que corresponden a 0. 0025 y 0. 005,ug de enterotoxing B por ml. Jar -
vis (1974) obtuvo una respuesta lineal de 92 a 24 de asimilacién que co- -
rresponden a 0.003 y 0.3 ug de enterotoxina B por mi respectivamente.

Jarvis (1974) traz6 su curva standard con los datos referidos en la
tabla 20. La curva standard es la representada en la fig. 8. Los datos ob
tenidos por Johnson (1973) en la determinacitén de enterotoxinas A y B en -
diversos alimentos‘ son enlistados en las tablas 14, 15, 16, 17, 18.

De los datos obtenidos, Johnson (1973) reporta la siguiente sensi -
bilidad del radioinmunoanélisis para los diversos alimentos:

Para queso: 0.0025 ug de enterotoxina A/g, y 0.00L ug de entero -
toxina B/g.

Para ensalada de jamén: 0. 001 ug de enterotoxina A/g, y 0.00Lug-

de enterotoxina B/g.
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Para flan: 0.0025ug de enterotoxina A/g, y 0.00L ug de enterotoxi
na B/g.

. Para leche condensada: 0.001_ug de enterotoxina A/mi, y 0.00Lug
de enterotoxina B/ml.

Para salami: 0.005-0. 01 ug de enterotoxina A/g.

Jarvis (1974) obtuvo los datos enlistados en la tabla 6 para queso y
leche en polvo y €l reporta una sensibilidad de 0.006 ug de enterotoxing -
B/g de queso, y una sensibilidad un tanto menor para leche en polvo. Los
métodos de extraccion de enterotoxina del alimento que us6 Jarvis fueron-
los mismos que usé Johnson.

La sensibilidad del radioinmunoandlisis puede ser aumentada por -
el uso de menos anticuerpo para la sensibilizacién de los tubos y usando -
enterotoxina marcada de actividad especifica méds alta, para que cantida -
des menores de 0.001 ug puedan ser empleadas en 1a prueba. Cantidades-
més altas de enterotoxina marcada se a visto que disminuye la sensibili -
dad del método.

Si los datos son referidos en inhibicion la asimilacién corresponde
a la diferencia del valor dado de 100% de inhibicién menos el valor dado -

de inhibicibn, y viceversa.

VENTAJAS. - La sensibilidad del método es adecuada para regis- -
trar las bajas concentraciones de enterotoxinas encontradas en los alimen
tos, no existen problemas con reacciones que puedan emmascarar los re -

sultados y éstos son obtenidos en un periodo de tiempo bastante aceptable.
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DESVENTAJAS. - Los aparatos utilizados son poco accesibles a la-
mayoria de los laboratorios, y se requiere gente especializada para mani

pular los reactivos y los aparatos.
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TABLA 14,

Inhibicién de la combinaci6n de enter-1251 a tubos cubiertos con -

su anticuerpo por extractos de enterotoxina en ensalada de jamoén,

Sistema de Inhibidor - Concentracion Inhibicion
enterotoxina, (extracto) de inhibidor

(%)
( ug adicionados/g  Duplicados Promedio
de ensalada de ja—

moén),
Enterotoxina A  Ensalada de
marcada con jamoén, 13.9,14.9 © 14.4
1251 y tubos cu-
biertos con anti- Enter, A en 0.001 25.2,21.1 23.1
A ensalada de
jamén 0,0025 34.4,34.5 34,4
0.005 44,5,44.4 44,5
0.01 56.7,54,8 55.7
Enter. Ben
ensalada de 0.01 7.9, 7.0 7.4

jamon,

Enterotoxina B Ensalada de

marcada con jamén, 21.7, 11,7  16.7
1251 y tubos

cubiertos con

anti-B, Enter, Ben 0.001 33.6,29.1 31.3
ensalada de
jamoén, 0.0025 43.3,43.1 43.2
0.005 60.5,57.2 58.8
0.01 72.1,66,5  69.2
Eter A en
ensalada de 0.01 25.1,15.8 20.4

jamén.
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TABLA 15
Inhibicion de la combinaci6n de enter-1251 a tubos cubierteos con -

su anticuerpo por extractos de enterotoxina en quso cheddar,

Sistema de Inhibidor Concentracion de Inhibici6n
enterotoxina. (extracto) inhibidor (g adicio- (%
nados/g de queso) Duplicados Promedio
Enterotoxina A Queso 13.1, 11,5 12.3
marcada con
1251 y tubos cu  Enter. A 0001 11,1, 0.9 6.0
biertos con en queso.
anti,-A. 0.0025 29,0, 32.1 30.5
0.005 31.6, 34.4 33.0
0.01 41,9, 41.8 41.9
0.02 ' 62.7, 67.9 65.3
Enter, B 0.02 11.4, 15,7 13,5
en queso.
Enterotoxina B Queso 13.1, 11,5 12.3

marcada con
1251 y tubos

cubiertos con Enter, B 0.001 30.5, 23.0 26.7
anti- B. €en queso,

0.0025 39.6, 41,5 40.5

0.005 56.3, 57.6 56.9

0.01 68,1, 70.7 69.4

0.02 7L.5, 70.6 71.1

Enter, A 0.02 14,9, 9.1 11,5

en queso,
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TABLA 16

Inhibicién de la combinaci6n de enter-1251 a tubos cubiertos con ~

su anticuerpo por extractos de enterotoxina en flan,

Sistema de Inhibidor Concentracion Inhibicién
enterotoxina, (extracto) de inhibidor (%
(ug adicionados/  Duplicados Promedio
g de flan)
Enterotoxina A Flan 10.0, 11,6 10.8

marcada con
1251 y tubos cu

biertos con Enter., A 0.001 18.8, 20.4 19.6
anti - A, en flan,
0.0025 36.8, 35.8 36.3
0.005 46,2, 44.5 45,3
0.01 55.8, 58.2 57.0
0.02 68.5, 72.1 70.3
Enter. B 10.02 11.8, 9.6 10.7
en flan,
Enterotoxina B Flan 6.8, 0.4 3.6
marcada con
1251 y tubos
cubiertos con Enter. B 0.001 36.2, 20.3 28.2
anti- B. en flan.
0.0025 49.1, 38.6 43.8
0,005 56,0, 49.1 52.5
0.01 64,9, 67,7 66,3
0.02 72.4, 73.5 72.9
Enter, A 0,02 3,8, 19.8 7.3

en flan,
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TABLA 17

Inhibicién de la combinacion de enter-1251 a tubos cubiertos con su

anticuerpo por extracCtos de enterotoxina en leche condensada.,

Sistema de
Enterotoxina,

Enterotoxina A
Marcada con
1251 y tubos
cubiertos con

Enterotoxina B
marcada con
1251 y tubos
cubiertos con
anti - B,

Inhibidor
(extracto)

lL.eche

Enter, A
en leche,

Enter. B

en leche.

Leche

Enter. B

en leche.

Concentracién
de inhibidor

(g adicionados/

ml de leche)

0.001
0.0025
0,005
0.01
0.05
0.1
0.1

0.001
0.0025
0.005
0.01
0.05

0.1

Inhibici6n
(%

Promedio,

7.9

21.4
38,1
48.5
58,9
73.6
78.6

8.0

7.9

24.5
47.7
60.5
67.5
72.8
74.9
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TABLA 18,

Inhibicién de la combinacitn de enter A-1251 a tubos cubiertos con
anti-A por extractos de enter. en salami,
Inhibidor Concentracién de Inhibicon (%)

{extracto) inhibidor (g adiciona Duplicados Promedio
dosg/g de salami)

Salami 11.8, 17.6 14,7
Enter, A 0,002 11,7, 13.1 12.6
en salami
0.0035 25.9, 15,1 21.5
0.01 47.2, 38.1 42,6
0,02 65.8, 63.8 64.8
TABLA 19

Inhibici6n de la asimilacion de enter B-1251 por enter. extraida de

queso y leche en polvo.

Alimento Enter. adicionada al Asimilacién de
alimento ( ug/g) enter B- 1251 (%)
Queso Nil 100
0.002 94
0.006 62
0.02 38
0.2 25
Leche en polvo Nil 90
0.002 80
0.006 74
0.02 51

0.2 28
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TABLA 20

Inhibicion de la asimilacion de SEB-1251 por diversas cantidades

de enter. nomarcada

Enter. no marcada (ug) cpm + Asimilacién de’:l=
SEB-1251 (%) =

Nil 16 380 100
Nii 17 008

Nil 18 163

0.001 16 640 98
0.001 16 662

0.003 15 310

0.003 15 210

0.003 16 477

0.01 13 150

0.01 13 998 79
0.01 13 574

0.03 10 060

0.03 10 569 61
0.03 10 652

Q.10 6 165

0.10 6 479 36
0.10 6 061

0.30 4 531

0.30 4 015 24
0.30 4 136

1.0 ‘ 3 647

1.0 3 549 20
* Blanco 180

* Blanco 167

* Blanco indica acoplamiento noespecifico ejem. nada de eater, normar ~
cada 6 antisuero.

% 9 de asimilacién calculado por medio de la férmula:

Promedio de cpm - blanco
cpm sin enter, nomarcada (Nil)

x 100

+cpm  Cuenta radiactiva por minuto,



METODOS DE DETERMINACION QUE POR SU SENSIBILIDAD
PUEDEN SER UTILES EN EL ANALISIS DE ALIMENTOS.

Los métodos que se dan a continuaci6n no han sido utilizados para
la determinaci6n de enterotoxinas en alimentos, tan solo lo han sido en ~~
filtradog de cultivo, pero son citados aquf a causa de que su sensibilidad-
los hace adecuados para la determinaci6n de enterotoxinas en alimentos,
1L.os métodos incluidos son aglutinacién de latex, electroinmunodifusion -

de Laurell, y un radioinmunoanélisis.

I.- AGLUTINACION DE LATEX,

El procedimiento que se cita a continuaci6n fue descrito por Salo-
mon y Tew (1968),

Preparacion del buffer de borato salino.- 3.1 g de H3B03, 20g-

de Na Cl y 6,25 ml de NaOH 1 en un litro.

METODOLOGIA,

Preparaci6n del 1atex. - Se agregan particulas de latex de poliesti-
reno (0.17 6 0.22 u) a un buffer de borato salino (BSB) de fuerza i6nica --
0.04 1 y pH 8.2, hasta dar una suspensi6n de 0,1 % de s6lidos de lstex.

Se adiciona antisuero especifico a enferotoxina a una alicuota de -
100 ml de la suspensi6n, hasta dar una concentracion final debantisuero -
de 1:1000.

Se deja en incubacion a 56 C por 1.5 hr con agitacién suave y bre-
ve cada 15 minutos y se almacena por 12 hr a 4°C, Las particulas de 14-

tex sensibilizadas de éste modo pueden ser almacenadas a 4°C por més -
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de tres meses sin alteraci6n.

Determinaci6n, - En equipo de microandlisis que consiste de placas
de fondo V, se agrega BSB conteniendo 0,07 % de seroalbtmina de bovino, -
en cantidades de 50l a cada uno de los manantiales del 2 al 12, Los pro-
blemas se colocan en los manantiales 1 en alicuotas de 100 ul. Se hacen =
diluciones seriadas simultdneamente en cada caja, pasando 50l del con-
tenido del manantial 1 al 2, se mezcla golpeando suvamente los lados de-
las cajas, se pasan 50 ul del contenido del manantial 2 al 3 (se mezcla), -
y asl sucesivamente hasta el manantial 12, Esto se hace en todas las hile~
ras de manantiales,

Finalmente se adicionan 25 ul de 14tex sensibilizado a cada uno de~
los manantiales y se mezcla golpeando suavemente los lados de las cajas,
Las cajas se sellan y se dejan toda la noche a 23°C en un 4rea libre de vi-
braciones, Después de éste lapso de tiempo se procede a ver los resulta-
dos de la prueba,

El punto final de la titulacién se considera en el Gltimo manantial -
en las series de dilucién que muestra una diferencia detectable a los ma:-
nantiales control conteniendo un blanco, es decir una aglutinaci6n parcial-
detectable,

- La cantidad de toxina en las muestras de prueba se calcula con la-
ecuacion: toxina/ml de solucién original = deteccion lfmite x 20-1, Donde
la detecci6n limite es la cantidad m4s baja de toxina que puede ser deter-
minada bajo las condiciones particulares del anilisis, y n es el nGmero -

del manantial en el cual el punto final de una muestra dada fue encontra-

“do.
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Se pueden emplear métodos graficos andlogos.
La sensibilidad reportada es de 2 x 1074 Aig de enter B/ml de mues-

tra que equivale a 1 x 1073

ag/manantial,

VENTAJAS, -~ La determinacion se puede llevar a cabo de una mane-
ra sencilla, se obtienen resultados en un periodo de tiempo aceptable y la -
sensibilidad es bastante alta,

DESVENTAJAS. - Es un poco dificil determinar el punto final,

II. - ELECTROINMUNODIFUSION DE LAURELL.

El método descrito a continuacidn es el que utilizaron Gasper, - --
Heimsch, y Anderson (1973) para la determinacion de enterotoxina,

Anticuerpo. - El anticuerpo que utilizaron fue antisuero liofilizado-
de conejo, proporcionado por M. S. Bergdoll del Food Research Institute-
and Deparment of Food Science, Universidad de Wisconsin, Fue restaura-
do a su volumen original por la adicion de 1 ml de buffer de bai‘-bital—NaOH
de fuerza i6nica 0,05 u (pH 8.6) preservado con 0.1 mg de mertiolate por-
ml. Las soluciones de trabajo sepreparan por la dilucién 1:4 con el mismo
buffer. Se almacenan a 4°C. La sensibilidad 6ptima del antisuero reconsti-
tuldo no se ve afectada hasta después de 7 a 10 dias de encontrarse almace
nado, Una dilucién de antisuero 1:36 detecta Lug de toxina por ml usando -
la técnica de microplaca.

Preparacion del gel de agarosa conteniendo anticuerpo. - El medio-
soporte s6lido consiste de agarosa al 1% en buffer de barbital 0.05,:, pH -
8.6. Se prepara calentando el buffer, agregando el agarosa y poniendo a -

ebullicion hasta total disolucién. Inmediatamente después se filtra a través
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de un filtro de vidrio granulado (granulacién gruesa), Se almacena a 4% -
en recipientes con tap6n de rosca. Para utilizarlo, el contenids de un re--
cipiente se funde en agua hirviente y se equilibra a 47°C en un bafio de agua
a temperatura constante, En éste paso se adiciona el antisuero que se pre-
pard anteri ormente a una diluci6én 1:4 (Vol/vol) hasta dar la concentracion
final deseada. El recipiente se toma entre las palmas de las manos y se -
gira hacia uno y otro lado para asegurar una distribucién uniforme del an-
tisuero de enterotoxina en el agarosa. Usando una pipeta caliente, el aga-
rosa conteniendo el anticuerpo se transfiere a un molde (#) v se deja soli~

dificar por espacio de 10 a 15 minutos a 4°c.

METODOLOGIA.

(#) Preparaci6n del molde. - Consiste de una plantilla de plastico ~-
(81 por 1001 mm) colocada entre dos placas fotograficas de vidrio (diapo-
sitiva de 81 por 100 mm), todo lo anterior se mantiene junto por medio de
grapas, A la plantilla de pldstico se le corta una seccién de 30 por 70 mm,
para que en el hueco que queda agregar el agarosa derretido. La seccitn-
se corta de tal manera que el borde de 70 mm sea paralelo al borde de 81
mm de las placas de vidrio, Previo al uso de las placas fotograficas de -~
vidrio, éstas se limpian por medio de autoclave 6 vaporizacién en una so-
lucion detergente moderada por aproximadamente 15 minutos, se lavan.--
muy bien con agua destilada, y se almacenan en una solucién Photo-Flo --
200 (Eastman Kodak, Rochester, N. Y.) hasta que sean utilizadas. Cuando
el molde es ensamblado, las placas se lavan nuevamente con agua destila~

da. Las grapas se colocan de tal manera que el marco pueda ser colocado
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recto sobre un nivel de superficie tal que uno pueda pipetear el agarosa -
desde arriba, cuidadosamente, para evitar que queden atrapadas burbujas
de aire,

Preparaci6n del gel de agarosa para electroforesis. - Despues de -
que se ha endurecido el gel, se quitan las grapas y el resto del molde se -
coloca sobre un nivel de superficie de tal manera que uno de los bordes de
la plantilla quede recargado sobre una caja. La placa de vidrio de arriba~
se empuja cuidadosamente fuera del gel y sobre la caja. Se quita también-
la plantilla de plastico, y, cualquier exceso de humedad alrededor de la -~
plancha de agarosa-anticuerpo se quita con un pafio, La secci6n central (40
por 50 mm) del gel se cubre con una placa de Lucite, dejando a cada lado -
de ella secciones de 15 por 60 mm de gel para contacto con puentes eléc---
tricos, La placa de Lucite tiene dimensiones totales de 40 por 100 por 4 --
mm, con un soporte base a cada extremo de 40 por 10 por 1 mm y a la cual
se le han practicado 4 agujeros como se muestra en la fig, 10, La altura -
del soporte base es para igualar el grosor del gel de agarosa para que la -
placa de Lucite pueda ser colocada sobre el gel sin ejercer una presién --
indebida. Es esencial excluir todas las burbujas de aire de la interfase en
tre el gel y la placa de Lucite (ésto es facilmente llevado a cabo poniendo-
unas cuantas gotas de buffer de barbital-NaOH 0.05 _u, pH 8.6, sobre la-
cara de la placa que va ha estar en contacto con el gel) y remover cualquier
exceso de liquido a lo largo de los bordes de 70 mm del gel. A través de -
los agujeros en la placa de Lucite se hacen 4 agujeros de 4 mm de didme-

tro en el gel de agarosa con un tubo de vidrio (ver la fig. 9).
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Electroforesis. - La placa de vidrio con el gel preparado se coloca
sobre una superficie refrigerante en una unidad convencional de inmunoe-
lectroforesis, La superficie refrigerante se mantiene a 24°C por medic ~-
de un bafio de agua. En ambos recipientes de electrodo se agrega buffer --
de barbital-NaOH de fuerza i6nica 0.1, pH 8.6 . Los puentes eléctricos-
se construyen con tiras (55 por 70 mmy) de papel filtro Whatman No, 3 mm.
Los pabilos se humedecen en el buffer y los bordes cortos se colocan de —
tal manera que queden tocando la placa de Lucite, para que ninguna porcién
de la superficie del gel quede expuesta al aire, 1L.os pabilos se cubren con-
tiras de pléstico como las comunmente usadas en inmunoelectroforesis. -
Finalmente, la superficie entera de los pabilos expuesta al aire, se cubre-
con una pelicula de pléstico.

Se aplica una corriente constante de 25 mA(5 mA/cm) por espacio -
de 5-10 minutos hasta que el voltage alcanza un valor constante, Este valor
se ajusta entonces a 10-11 V/cm (medio entre los pabilos) aumentando & --
disminuyendo el nivel del buffer en los recipientes de electrodo. Una vez -
ajustado, éste nivel de voltage es siempre alcanzado en carreras subse---
cuentes, Después de que se han al canzado condiciones electroforéticas -~
constantes, los manantiales de muestra se llenan con voltimenes de 10_ul-
de problema, La electroforesis dura de 1-8 hrs. La vida del buffer se alar
ga si se desvia la polaridad sobre la unidad de electroforesis después del-
término de cada experimento (1a hilera de los manantiales de muestra en -
el gel de agarosa se encuentra del lado del cétodo).

Detecci6n de los conos de precipitacién. - Después de la electrofo-
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resis, se retiran los puentes eléctricos y-1a placa de Lucite, y el gel de-
agarosa se sumerge en NaCl 0,2 Mpor 1 hr. a temperatura ambiente, y
luego se lava brevemente en agua destilada. Se quita cualquier exceso de-
agua pasando cuidadosamente un pafio absorvente tocando los lados y la su-
perficie del gel, La superficie del gel se cubre entonces con una capa de -
suero de carnero antiglobulina de conejo diluida 1:10 en buffer de barbital-
NaOH 0.05.u, pH 8.6, vy preservada con 0,1 mg de mertiolate por ml, Se-
deja reacionar 1 hr, a temperatura ambiente y después de éste tiempo se-
recupera la globulina y se almacena a 4°C para uso posterior. El remanen
te de globulina se quita bajo la globulina y se almacena a 4°c para uso pos
terior. El remanente de globulina se quita bajo la acci6n de una suave co~
. rriente de agua destilada seguida por la inmersidn de la plancha de gel en-
una soluci6n acuosa al 1% de acetato de cadmio. La cubierta del gel con --
suero de carnero antiglobulina de conejo y 1a inmersi6n en el acetato de --
cadmio es para‘ aumentar el volumen y densidad de los complejos origina-
les antigeno-anticuerpo y asi mejorar su visibilidad, Los conos de preci-—
pitacion se desarrollan 6 se vuelven visibles en 15 a 30 minutos. Si se ti--
fie con rojo de tiazina al 0.1% en 4cido acético al 1% por 15 a 30 minutos -
se mejora la visibilidad de los conos. Las lfneas de precipitacién pueden-
ser observadas mejor poniendo el gel sobre el campo obscuro de una caja
y observando por el mirador y ademés compaginando la caja con una fuen-
te circular de luz fluorescente, La longitud de los conos de precipitacion-
se mide desde 0.5 mm desde el centro del manantial de muestra 4 1a pun-

ta del cono. Respecto a los conos, extremos redondeados de éstos indica~
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exceso de antigeno, extremos puntiagudos, exceso de anticuerpo, depen--
diendo del tiempo de electrofo