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ABREVIATURAS

AOAC: "Association of Official Analytical Chemist"
BHI: infusién de cerebro y corazdn

BSA: sercalbumina bdvina

DAB: dlaminobencidina

DBM: diazobenciloximetil

DPT: dlazofeniltioceter

ECN: estafilococos coagulasa negativas

ECP; estafilococos coagulasa positivos

EE: enterotoxina(s) estafilocdcica(s)

BLISA: enzimoinmunoensayo

FDNB: fluorcdinitrobenceno

NC: nitrocelulosa

OPD: ortofenildiamina

PB8: tampdn fosfato salino

pI: punto isoeléctrico

Pm: peso molecular

PYDF: difluorurc de polivinilideno

RIA: radicinmunoensayo

RPHA; hemoaglutinacidén pasiva reversible

RPFLA: aglutinacidn pasiva reversible con latex
8DB: dodecil sulfato sé&dico

8NC: suero neormal de conedo

TS8: sindrome del chogque toxico

TE8T~1: toxina del sindrome del chogqua téxico-1
ZB: Zetabind
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A.BNTEROTOXINAS EBTAFILOCOCICAS Y TOXINA DEL BINDROME DRL
CROQUE TOXICO-1

tag anterotoxinas astafilogscicas (EE) son exoproteinas
sinplos producidas por algunag cepas da estatilococss kaja
cleytas condiciones, tanto en medlos sintéticoa <ono en
alimentes. La ingestion de estod dltimos produce un cuadroe
vgwtruxnmmtxnal conocido come *intexicacien estafllecsdcica®.

Las aenterotoxinas poseen propledadas higroacdépicas,
siendy muy anlubles en agua y an poluciongs salinas. En sw
pomposiclon participan exclusivangntes aminodcidos, formamdo
ama cadena polipeptidica de peso melecular comprendido antre
26.000 y 10.000 daltons.

La produccidén de enterotoxinas no estd limitada a los
antafilocecas de un origen particular; asi, ya =eam lag cepas
as origen humane, animal o ambiental, tedag resultan

potendialnente ente rotoxigdnican,

A.1.TIFO8 Y ANTIGENICIDAD

Las distintas EE que se conocen han sido identificadas
por  reaccieones cen anticuerpos appecificos, 3in enbargo,
aakide a su preduceion en cantidades minimas y a su dificil
puzitlencion, todavia existen XE gin identificar gue pudieran
repregentar un 5% da loa brotes de intoxicacidn
eatafilovdcica (Bergdell et al., 1976}.



lLas EE conocidas son sieta:

= Aiiiiraeressnasa.(Casman, 1960).

= Bitveereseennesos (Bergdoll et al., 1959).
= €{uivieesnseanes{Bargdoll et al., 1965).
- cz...............(Berqdoll et al., 1965).
= Cyiasrearraeessea(Bergdoll et al., 1979).
~ DiverernvassnesasfCasman gt al., 1967).

= Bisasiraresanss.s(Bargdoll et al., 1971).

asi mismo, existe otra toxipa, denominada TSST-1 {vToxie
Shock Syndrome Toxin Type-1"; Bergdoll et al., 1981},
estudiada conjuntameante con las enterotoxinas por razones
estructurales y antigénicas., Sin embargo, no es considerada
una enterctoxina dade que, funcionalmente, no determina
sintomatolegia gastrointestinal,

En el caso de los distintos tipes de enterotoxina C, se
ha comprohado gue todos reaccionan con el mismo antjcuerpe
principal, ademds de reaccionar con anticuerpos secundarios
propicos, lo que denuestra la existencia de estructuras
antigénicas diferentes (lee et al., 1980; Reiser gt al.,
1984).

Algunos autores han detectado ligeras reacciones
cruzadas entre EE-A y EE~B (Robbins y Bergdell, 1984}, EE-C ¥
EE-B (Johnsen et al., 1972), EE-A y EE~E (Bergdoll et al.,
1971). Asi nismo, se han propuesto puntos antigénicos
comunes a todas las enterotoxinas. De todas ellas, la menos

antigénica es la EE-A (Jozefczyk et al., 1980; Robbins ¥y
Bargdoll, 1984).



A.3.CARACTERIGTICAR BXCQUIMICAR

Pesa mplaculap: en prieciple, el peso molecular 4ds lasn
ermerotoxinas se estimd en unoa 15,000 daltons, dewmoat rdndose
sam poaterioridad gue es ligeramente inferior. Aztualmente
ee cohosen las zecuenciaw  aninoacidicas de las antarotoxinas
B, O ¥ Cy- Asi, el paso molecular de la EE-B ea de 28.368
(iwang ¥y Bergdell, 1870), nientras que el de la EE-C, es
27.29) (Gohmidt y Spere, 1%83) ¥y el de la EE-C, e da
27.113(Reiser gk al., 1984). 8in embarys, aun no exiate un
cnaansn  5obre el peso molecular de las BB (Proar,1988¢
famiale y Tweten, 1989).

Funts lsoslestrice: existes diferencias  en cuanto a loa
waldvres da  les puntes Lsoesléctricos de las distintas

snterstoxinas. Dichos valares don tos slgulentes:

w BE=Auerenranrass?, 3 (9chantz gt ak., 1972).

e BE"Beevraneasen 8,8 (Bargdell at ak., 1986%).

- m%-cl...........m,& {Borja y Bergdoll, 1947).
- mmmca...........?,o (Avena y Bergdoll, 19467).
- BE~Cyuuvnn. vaven?,9 (Relmer y Bergdoll, 1979).

e BEoDrunsernueresd, 4 (Chang y Bergdoll, 1978).
= BE~Byoviwerer-ass?, 0 (BOrja at al., 1972}).

conpmaloion blomimica: las EE son exwproteinas airples.
3u eontenide en liaina, dclde aspartice, dcido glutdmico y

tiposina eg elavade en todas ellas, mlentras que, por el
seetrario, presentan dos moléculas de cistelna y una o dos de
vriptéfano {Huang 2% al., 1967; Huang Yy Bergdoll, 1970:
srharts at al., 19727 Borja et al., 18727 Dergdoll, 1989).
Per 8w alnilitud en la  composiclen de aminodcidos, las EE se
dividen en dos grupos: uno gue comprende ia EBE-A y la EE~E
(oon una o dos molaculas de metionina) y oktroe con la EE-B y



las EE-C (con ocho moléculas de metionina). Anmbos grupos
prasentan  ademds diferencias cuantitativas en otros
aminodcidos (lisina, Acido aspartico, acide glutdmico,
leucina y triptéfano). La EE-D no puede incluirse en ninguno
de los grupos anteriores, formando otro aparte.

conformacién de la molécula: Bergdoll gt al. {1974)
suponen que las EE  son moléculas elipsoidales, =siendo
esencial esta estructura para la actividad bioldgica. Al
carecer de grupos sulfhidrilos libres, los dos residuos de
cisteina forman un puente disulfuro. De esta manera se
origina wun laze denomninade "laze de la cistina", gue las
confiere una estructura muy  estable, formando un
enrollamiento (Warren et al., 1974}. Se ha propuesto como
centro téxico porciones da este lazo de cistina gque son
idénticas en las diferentes EE (Huang et al., 1975).

A.3}.ESTABILIDAD

Las EE son unas de las proteinas mis estables., Esta

estabilidad se recoge en varios puntos:

- Termorresistencia: las EE son mds termorresistentes
que los propics estafilococos y que las toxinas de numeroscs
micreoorganismos. Tras someter EE no purificada a ebullicidn
durante 30 minutos permanecen todavia restos de toxicidad
{Bergdoll, 1%83), Esta termorresistencia depende de la
temperatura, el tiempo de exposicidn, el tipo y
concentracicn de la EE vy el sustrato sobre el gue se produce
el tratamiento térmico. En este sentido, Denny et al.
(1971} han sefialadc que la EE-A sufre una desactivacién
superior en tampdn fosfato que en caldo de carne. Ademds la
enterotoxina purilficada ofrece una resistencia al calor



puperior que la no putrificada. La FE-B es m4s resistenta
que 1a EE-A, presantando la EE-C una senaibkilidad media.
Asi, 8@ ha cbservade que la EE-B plerda un 60-70% de su
actividad durante los primeros nlinutos de calentaniento a
45-78 ‘¢ {Relchert ¥ Fung, 1976). $Sin embarge, tras el
ecalentamienta, dicha EE puede recuperar parte ds la
aztividad perdida {Chordash y Potter, 1976p Raichert y ¥Fung,
1976), Aai mipmo, se ha ostimado gue la actividad bloldglca
de lam ER puede perdexrse antes que aw actividad
jraunalégica, por lo  qua log ensayos inmunalsgicos
spbrevalorarian el grado de inactivacion real de las mismas

(Bsrgdoll, 1909},

- pesiotencia A 1AB RIoteagan: las ER presentan clorta
reslstencia a enzimas tales <owe la tripsina, guimotripaina,
renina o papaina, lo que les permltes atravesar el tracte
digestive sin ver alectada su actividad bhiologlca,

- paaintancia al almacenamlento: se ha obzervade en
tistintas experiencias que las EE mantianen su actividad

despuds  da un almagenaniento  prelongads en diversas
somdioiones {amplic rango de temperatura, paja actividad da
agma, etc.}. AsL, Ganigeorgis {1974) comprobd que la
satividad inmunolégica da la EE-B sé wantenia durante seis

poges antrs 2-5 'C y pH 7,0.

- Efegto del pH: las EE permanecen activas a pH 3 y 10
estra 23 y 34 'C durante al menos 4 horas. £n condicicones
mA% extremas de pH (1,85 Yy 13) ne ge obaerva reaceion
wositiva econ el  antlsuero corrsspondisnte (Genligeorgis,
1974} . La EE-B perpaneca estable durante una semana a
temperatura ambiente y a pH entre 4,0 y 7.3 (Angelokti,
1569 .



4.4 .GENETICA

Las EE son bastante similares entre s1i pero la

localizacidn de sus genes productores parece ser muy diversa,
Asi:

- El gen que codifica la sintesis de la EE-A (gen ent A)
estd contenide en un bacteridfago lisogénico que posee, al
nenos, dos sitios de integracién en el cromosoma del
estafilococo. (Betley y Mekalanos, 1988}.

-~ El gen gnt B (codifica para EE-B) se asocia c¢on un
elementa, dentro del cromosoma, gue puede ser un bacteridfago
defectivo o un pldsmido integrado., (Johns y Khan, 1988).

- El gen enkt €, (codifica para EE-C,) se ha asoclade a
un pldasnide (tipo penicilasa) que contiene tambidn el gen ant
B, en al menos una cepa de §, aureus. No se sabe sl este
gen podria ser cromosomal (Altboun st al., 1985),

= B}l gen ent D (codifica para EE-D) se localiza en un
gran pldsmido (tipo penicilasa) denominado pIB 485 (Bayles e
Iandolo, 198%), ]

- El gen gnt E {codifica para EE-E} se ha propuesto gque
se encuentra asociado a un bacteridfage defective (Couch et
al,, 1983).

~ El gen ept TSST (codifica para TS8T-1) es da
localizacldn cromosdmica. HNo se sabe si estd contenido en un
elemento anilogo a un transposdn (Iandolo, 1989).

Se ha sugerido que Jlas toxinas de los estafilococos
estan relacionadas por una serie de sucesos racombinantes
promovides por infecciones econ bacteriéfagos errantes (Betley
Y Mekalanos, 1%85)., Como resultado da una escizidn imprecisa
entre el gen cromosomal de una EE (localizado cerca del punto
de insercicén del fago) y el propio profago no toxicogénice,
insertade wuy proxime a este gen ept, se origina un



pacteridfago que contiens el gen ant. Lag reacombinaciones
posteriores entre distintos tipes de fagos pueden originar

nuevos fagos guse contengan el gen gnt (Betley y Mekalanos,

1545) .

La diversidad da copas pstafllocdcicas, la produccion de
expproteoinas (come las  enterotoxinas) vy la  diversa
1ocalizacion de los  genes, implican una fluidez gendtica

dantro del género Staphylococeus que todavia no =e comprande.

Asi, hay genew cromosomales, plasmidicos y localizados en

pactariafagos impllcados aﬁ la produccién de EE (Betley y

Mekalancs, 1985).

@ supona que  las protainas axtracelulares estan
sodificadas  por genes accesorios que T ragulan
indapandlentenente dal resto dal cromoscma. Lo qua o8 nds,
leci tan dispares sugleren que podrian ser elenentos mdviles
yua doben su movimiento a bacteridfagos (como es ¢l casc del
gnt A) o a elementos tipe transposdn (snk TE8T}. En
dafinitiva, la expresion gendtica de lasm EE y su recqulacidén
eata muy paco conocida, alge que suceda, en general, con toda
in genatica de loa microorganismos Gram positivoa.

A.5. EPIDEHIOLOGIA
A.%.1.alimontos implicadoa en logs brotes

Humarosos allmentos constituyen un buan substrato para
el crecimiente da los  estafllococos. La Ieche esta
escanamente impilcada en intoxicacionss an  los paises
deaarrellados: sin embarge, hay que toner an  cuenta que las
Ef no se Inactivan durante ol procesn de pasteurizacién.
otros alinentos pueden ser vehiculo para las EE, como as al



casc del gqueso, yogur, salsas, hamburguesas, etc (Sudrez y
Gémez-Lucia, 1983; Bergdoll, 1989).,

A.5.2.Fuenta de la contaminacidén de los alimentos
Los estafilococos son ublicuos, aunque sus mayores

reservorios son el hombre y los animales, presentdndose
principalmente en la mucosa nasofaringea y en la piel de los

mismos. En algunas ocasicnes, las  intoxicaclones se
presentan por alimentos gue han sido eontaminados a partir de
portadores sanos, 8in embargo, mis frecuentemente, los

brotes resultan de la contaminacidn por manipuladores de
alimentos, con algun tipo de infeceldn estafilococica, como
la gque se puede producir por un corte en las manos.

Los aninmales pueden también desarrollar infecciones
estafilocdcicas. La mastitis es un ejemplo de una enfermedad
estafilocdoica, que se presenta en animales, particularmente
en vacas (Olson et al., 1970) y ovejas (Gutidrrez et al.,

1982) . Adem&s de infeccicnes, la rayorla de las especies
animales posean estafilocdécos en sus fosas nasales. La
ineidencia de portadores de StophYlococcus aureus  entre los

animales es variable.

La informacicn disponible acerca de la
enterotoxigenicidad de las cepas de estafilococos de origen
animal estd limitada a unas pocas especies animales, y estdn
referidas principalmente a cepas aisladas de mastitis. Los
portadores de origen animal son de menor importancia, en las
intoxicaciones por EE, que los portadores humanos, ya que, la
mayoria de los brotes resultan de la contaminacién de los
alimentos por manipuladores da los rismos., BEsto es debide a
que 1a mayoria de los brotes resultan de un crecimiente de

estafilococos en alimentos despuds de que los mismos hayan



sido tratados, La principal posibilidad para la produccidn
de EE en alimentos por estafilococos de orlgen animal es a
travas de la leche de animales mastiticos (Bergdoll, 1989).

A.6.INTOZICACION ESTAFILOCOCICA: PATOGENIA Y CUADRO CLINICO

Las EE al ser ingeridas producen vémitos y diarrea como
sintomas principales, entre una y sels horas después de
ingerir el alimento. La muerte en este tipo de intoxicacidn
no es frecuante, pera se preduce en algunas ocaslones,
principalmente en nifics y anclanos, cuando se ingleren
grandes cantidades de EE. Weed et al, (1943) notificaron la
muerte de dos nifios que murieron al dia sigulente de haber
bebido leche de una cabra con mastitis estafilocdcica.

No existe un acuerdo en la dosis toxica minima. Tanto
los datos obtenidos a partir de brotes coma por 1a
experimentacidn con veluntaries, inducen a pensar en la gran
variabilidad en la sensibilidad entre los individuos. En
individuos susceptibles menos de 1 pg de EE-A puede causar la
intoxicacién (Bergdoll, 1989).

A.6.,1,Efectos producidos por la intoxicaeidén estafilocdcioa

Vg o: as el sintoma mds frecuente en este tipo de
intoxicacion, Esta reaccidén se usa en los monog  para
determinar &i una cepa estafilocdcica es enterotoxigéniéa.
Los estimulos sensoriales para el vémito alcanzan el centro
del vémito del cerebro a través de los nervios vago y
simpatico (Sugiyama y Hayama, 1965), <Cuando la vagotomia es
acompafada con una simpatetectomia akdominal en el mono se
produce una completa resistencia a la accidn emética de las
EE (Sugiyama at al., 1960}. Los intentos para determinar el



lugar de aceién de la EE en el tracto intestinal han side

infructuosas.

plarrea: el hecho de que las EE no reaccionen en la
prueba del asa intestinal suglera que los mecanismos
implicados nada tienen gue ver con el incremento de AMP-c o
de GMP-¢ como ocurre con las toxinas de Escherichia cold. Se
dasconcce si la administracidn intravencsa de EE-B induce

diarrea por mecanismos neurogénicos y/o¢ por un efecto directo

sobre las células de la mucosa intestimal.

Enteritis: este proceso se cbserva en los casos da
intoxicacidén grave y se manifiesta como una hiperemia mucosa
zonal, edema, irritacidén muscular, erosiones, petequiaas, y
axudado purulente ({Bergdoll, 1972} . En ocasiones se
manifiesta con aparicidn ds pseudomembranas en las heces
(Miert et al., 1983), las cuales pueden ser sanguinolentas.

otros efectos:
- Dérmicos: erupcidn vesiculosa y descamacion,
- gistema nervioso central: desorientacisn y alteracidn de la
coneiencia,
- Renales: Miert gt al. {1983) han sugerido una posible
accidn nefrotéxica de la EE-B.
- Sistema circulatorio: en Macaceowus rhesus que habian
recibideo de 0,05 a 1,0 ng de EE-B/Kg se pudo detactar
taquicardia, disminucidn de la presién arterial, del ritmo,
gasto v potencia media cardiacas, y del volumen da latido
(Liu et al., 1977). También debido a la pérdida de fluidos
se preduce una hemoconcentracidn.
- Gistema inmune: Gilbert {1966} sefald que se produce una
leucopenia debida a una eliminacién o destruccidén de 1los
leucocitos mé&s que por la alteracidn en la gdnesis de los

mismos,
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« Piabre: es un sintoma raro e incluso, a veces, se produce

al afecto contrario (hipotarmla).

A.7.REPERIMENTACION ANIMAL

£n general, los animales aon mucho mis refractarios que
ol hombre a la presentacidn de un cuadre clinico después da
1a admlpiptracidn oral de EE, sl bien puade lograrse la
mayoria de loa efaectos cbgervados eon el  hombre por

adainintracidn parenteral.
La sintomatologia en los monva antropoides, en aspecial

Masacoua rhesud, reviste un caricter semejante al hombrae, y
por asta razdn, estos animales se utilizan para reallzar

pruebas biloldgicas.

Ia cabra puede ser un animal Util para el estudio de los
efectos da la EE-B (Miert ak al., 1484).

A.%.B8INDROME DEL CHOQUE TOXICO

El zindrome del chogque téxice (T38) es una enfermedad

nisténica causada por algunas biovariedades de Staphylococous
auraus, que fue forpalmenta definida por Todd ek g,l {1978) .
Los sintoaas observades an  esta enformedad incluyen vémitows,
diarrea, filebre alta, hipotension, eritreodermia, descamacidn
pariférica, edems de extremidades, insuficlenclas renal,
hepitica y resplratoria.

A pesar de gue la mayoria de los casos de TES ham nido
descritos en mujeres menstruantes que utilizaban tampones
{Davie gt al., 1980: Shands af al., 1980), también se han

1



observado casos de TSS de origen no menstrual (Jacobson gt
al., 1989}, Las manifestaciones sistémicas de la enfermedad
han side también asociadas con uno o mas productos tdéxicos da

Staphylococous aupeus (Bergdoll et al., 1981)

A.8.1,Toxina del sindrome del chogue téxico uno (TS8T-1)

Una proteina estafilocdcica conocida como toxina dal
sindrome del chogue tdxico (Bergdell y Schliavert, 1984),
originalmente denominada EE~F (Bergdoll et al., 1981) y
exotoxina € piregénica (Schlievert et al., 1981), ha sido
identificada como la principal causa de la enfermedad, si
bien es posible ¢ue otros productos de los estafilococos,
principalmente las EE, puedan causar también este sindrome
{Crass y Bergdoll, 1986b; Whiting et al., 1989; McCollister
et al., 1990).

El peso molecular de la TSS5T-1 es de 24,000 daltons Y su
punte isceléctrico es aproximadamente de 1,0 a 7,2. Se ha
determinado la composicidn de aminodcidos siende similar en

algunos aspectos a la de las EE,

-La TSST-1 es producida por mas del 95% de las cepas de
Staphylococcus aureus asociadas a TS8S menstrual Y por un
60-75% de los casos de TSS de origen no menstrual {Davis gt
al.,, 1980; Garbe et al., 1985; Friedell Y Mercer, 1986). Por
tanto, el papel de la TSST-1 es mds clarc en los cases de
origen menstrual gue en el resto., En el caso de otros
alslados glinicos humanos de Staphvlococoys aureus, sdlo dal
5 al 25% de las cepas producen TSST-1 (Chow y Bartlett,
1983)., Las cepas de sSftaphylogospuse aupeug asociadas a T3S
son mds productoras de EE gue las cepas no asocladas a 7SS
(Todd et al., 1984; Crass vy Bergdoll, 1%86b}. Crass Y
Bergdoll (1986a) sefialaron que el 60% de las capas da
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graphylososohs Aurews asocladas a TS5 producen tambldn EE-A,

E-B o EE-C. Todd ab al. (1984) encontraron produccidn dea
65t de 1am copas aisladas da TSS frente al 30% da
jas cepas no alsladaa de casos de TS$, Estos datos sugieran

efectos ninerglatas entre TS8T-1 y las EE, que jugarian algin
papel on la patogania dal TS&.

% en el

1a T98T-1 purificada a partir de cepas de origen humano
tiens un punto isoceléctrico (pl} entre 2,0y 7,2. 8in
emtargo, Ho at al. (1989b) encontraron qua el sobranadadante
dn una vepa alwlada de oveja reaccionaba con  anticusrpos
prepios 4e la TSET-1, pero ne  tenia un pI de 7,0~7,2 aino de
#,6. HEstos autoras (Ho at al-, 19092} realizaron un estudic
an capas aimladas de ovejas, cabrags y vacas, encontramio una
proteina con un pl de 8,6, alsiada de ovejas y cabram, que se
unfa a anticuerpos especificos de la TSST-1. Asi wmismo,
encontraron que una de lag  protainas alsladas de 10 cepas de
arigen bovino tenta un pX de 8,6 y el reato un pI de 7,0 a
7,2. 1a expllecacidn yua satos inveastigadoras dlexron fus la
da un antracruzamiento entre cepas de origen humano y kovine
poy una mayor relaclen entre estas dos especies. Estos
autores resafaroen el hecho de que un alto porcentaje de cepas
apeciadas  con cabras y ovejas producen TSST-1 y EE-C, en
contraposicidén c¢on el baje porcentaje do cepas alsladas da
mastitis bovina que producen TEST-1 o alguna de las EB
{perydoll y Robbins, 197); Bergdoll, 19853 Buyser gkt ak.,
15873,

Olavik gt a3). (1937) encontraren que 22 cepas, de un

total de 92 (322,9%), de Etaphvlococcus aureus aisladas de
difarentes aspecles animales produclan TSST-L. Bn  cepas
procedentes de pastitis ovina y bovipa, 7 da  las 17 (4),1%)
capas alsladas, producian esta toxina.

13



Adekeyea at al. (1989} encontraron cepas de
Staphylococcus aureus productoras de TSST-1 aisladas de
vacas, ovejas y perros, Estos autores, basados en los

resultados obtenidos, sugirieron dos hipétesis;

1) La posibilidad de que los estafilococos de origen
animal fueran una fuente de contagio de TSS8 para las
personas.

2} La probabilidad de que la TSST-1 fuese un marcador de
ia patogenicidad de leos estafilococos., Esta observacién
la hicieron basdndose en la superior produccidn de
T88T-1 por estafilecocos aislados de casos clinicos
sobre los aislados de tejidos sancs,

Jones y Wieneke (1986) comprobaren la produccicn de EE-C
Y TSST-1 por cepas de Staphvlococgus auyeus aisladas de
mastitis bovina, Estos autores sugirieron la posibilidad de
gue la TS5T-1 producida - por cepas de Staphylececcun- anreys-
contribuyera al desarrollo de enfermedades en los animales.

Morgan et al. (1986} aislaron una cepa de origen
caprino de staphylococcus aureus productora de EE-C y TSST-1
a partir de un caso de dermatitis localizada en las ubres de
cuatro cabras, Una cepa de Staphvleesseus—aureus—productora
de EE~C y TS58T-1 fue también aislada de la cavidad nasal de
una de esas cabras. Estos animales mostraban unos signos
¢linicos similares al sindrome de piel escaldada del hombre
gque estd causado por una toxina exfoliativa preducida por
algunas cepas de Stapbvlococcus auyeus. Los aislados fueron
examinados = para comprobar ‘la presencia de la toxina
exfoliativa, siendo el resultado negativo, sugiriendo la
posibllidad de que la TS57T-1 jugara un papel importante en el

cuadro clinico mostrado por estos animales.
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A.9.BHTEROTOXIGENICIDAD DE 108 ESTAPILOCOCOS AISLADOB DE

pASTITIA

1a  loeche obtenida de aninales con mastitis
eatafiloedcica gupone un peligre importante para la salud del
gongunidor. La leche da ovela 88 usa generalmentsa para
an muchos casos sln  un tratamiento térmico

tabricary quasos,
previg,  Reclentemante, =e han presentado Intoxicaciones
pstalfilocécicas después de consumir quescs de leche de oveja
on Francia (Buyser at al., 1983) y en Gran Bratafa (Wieneke y
#ilbart, 1987) encontrandoée EE-A y/o EE~ en los quanos

yespongables da los brotes.

Asi mlemo, aa han descrito c¢ascs ds gastroenteritis

producidas al cosunlr leche que contenia EE:

- Geringer {1983b) estudid 3 brotes de qastroenteritis
dabldos a EE-A presente en lecha UHT y productos lacteos
obtenidos a partir de dlcha lache an Alemania.

~ Dahl (1986) describlé un brote debldo al consumo de
leche <ruda de vaca on Dinamarca.

- Gross b al. (1988) aislaron cepas da Staphvloooccus
aupsMs  productoras de EE-B a partir de una lache do
cabra responaable de la muerte de twes nifos.

Sa han caracterizado estatilococom alsladon de leche de
pvaia  encontriandose porcentajes de cepas enterotoxigénicas
dal 61,4 al 81,8% (HAajek, 1978: Olsvik =gt al., 19281:
Zutldrrez gkt al.., 1%982), la mayoria de elleoa productores da

EE-C.

Bautista gt al. (1988) encontraron que de 124 cepasn da
astafilococos aimladas de leche cruda de ovela, 78 (62,9%%)
aran productoras de EE. Eate porcentaje era muy superloxr al
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de los estafilococos aislados de leche de vaca (Casman, 1965;
Casman et al., 1967; Harvey vy Gilmour, 1%85). Estos autores
encontraron 44 cepas productoras de EE-A, 43 de EE-D, 27 da
EE~C, y 8 de EE-B. Estos resultados estdn en desacuerdo con
los  obtenides por Hajek (1978) quien encantrd  en
estafilocdcos alslados de ovejas 46 productores de EE-C, 3 da
EE-D, ¥y 2 de EE-A, y por los ohtenidos por Gutidérrez et al.
(1982) quienes detectaron 48 estafilococos productores de
EE-C, 4 de EE-A y 1 de EE-D, de un total de 71 estafilococos
aislados de leche mastitica de oveja. Bautista et al.
(1988) explicarcn esta diferencia, en cuanto a los tipos da
EE producidas, debido al diferente origen de las cepas: Hajek
(1978} 1las aisld de ubres o fosasg nasalesg, mientras que
Gutidrrez gf al. (1982) de lache mastitica y ellos de leche
cruda,

Estudios realizados en leche cruda de vaca han
demostrade una baja incidencia (2,6 a 9,4%) de estafilococos
preductores de EE, principalmente de los tipes A, Cy D
(Casman, 1965; Casman et al., 1967; Harvey y Gilmour, 1985},
Otros autores han realilzado también estudios en leche de

vacatr

- Olson gt al. {1970) estudiaroen 157 cultives
procedentes de 72 vacas con mastitis, encontrande gque 23
de dichos cultives producian EE, principalmente EE-C y
EE-D (11 EE~C, 11 EE-D y L ambas EE), mientras quae no se
hallaron EE-A y EE-B.

- Garcia et a}. (1980} aislaron 57 estafilococos de
leche mastitica, encontrands 3 cepas productoras de
EE-C, ¥ wuna de EE-D, todas ellas perteneclientes a la

especie Staphyvlococcus aureus
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-~ Fato y FKume (1980) estudiaron estafilococos alsladoa
da leche de vaca positiva al test de California, vy
comproebaron gque 163 de 1056 astafllococos coagulasa
positives  (ECP) producian £8. Bstas lachez sa
ragogliston da 708 vacas procedentes de 368 granjas de
Japon. lon tipes de EE encontrados fueron: EE~C
(54,3%), A {31,it}, D ({27%), B {30,7%}, uolaa o an
combinacién. Estos autores no encentrarxon la EE~E.

« gtras (1980) reallzd un trabwijo asbre 144 ECP aislados
de lache nastitica da vaca, de las cuales al  %54,7% de
las cepas eran positivas en el test del gato y un 49,2%
le eran por inmunodifusidn. las BB preducidas fueron la
Ay la €, solas o en combinacién. En oningun  caso ge

detactd EE-B.

- Bolatridge y Roth (1585) aislaron, a partir de leche
pastitica de vaca, 7 cepas enterptoxigénicas, de un

total de 78, de gtaphylococcus anrend.

=~ Schocken=-Iturrlno at al. (1986} encontraron gque da 19

cepas de Staphylocacasus aursus afsladas dea  lechs
mastitica da vaca J producian EE-C.

Manws estudiocs 88 han realizade en leche cruda o
mastitica da cabra. Asi, Puyser y Dilaaser {1984) alslaron
14 cepas de Shaphylogogcus aurens de leche cruda, de  las
cuales 10 eran enterotoxigénicas:; n»ds concretamente 9
produjeron EE-C en cosmbinacidn con T85T-1, y wuna EE-D.
Garinger (1983a) realizé un estudio sobre 168 cabras
atactadas de mastitis procedentes de 44 granjas; de astos
animales ajisld 46 estafllococos, de los cuales 18  aran

Staphylococcus AukeuMg y de éstos  #olo 1 eran
enterotoxiganicos (cada uno de ellos preductores de wna IR
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A fasamrar &, Ly B,

mawvey ¢ Silmewr {1%88) realizarss un  trabajo en laeche
B WEER e wast it lon, V4 estudiaren 30 cepan da
gepplosrmen ke de laa euaies adlo 7 praducian EE, nas
cmprretapeats BE-0.  Peta produccitn exclualva de EBE-C ast4
da amunsdy  oem los  yesultades obtesides  por Bayser gt al,
(1571, fin esbamge, eake auter ROtified qua el porcentaje
e cepas swterstomigénimes era  dal  T3% Irente al  asy
arconkiadn  por #ayvey ¥ Glimeur. 1a diferencia puede ser
Semdda A pem s oepas alamladag por  Buyser gt al.  (1987)
mrppadtan 4 eastitis, olestras gue las de  Harvey y Gilmour
i1%aar 1o eran &9 animales samas. Estes reswltadoas coinciden
= ia wegereesia de Lombale ak al. {1980} en el sentido da
o wmrreiavitn  enirye patogenicidad vy producaldén de EE para

Ataghitonssred Mgy alelados de levba de vaca,

&40 . CRBMETERYSTISAS RELASIONARZAE COM LA ENTEROTOXIGENICIDAD
BEE, L PeRmeErleass

L teypesucleasa el wwa  enslmd da tipe globular,
awns dREeNe an wna saders pollpeptica simple que se utlliza
pars  dntsstay  la pesible  entarotoxigeniecidad de  los

gl g .

LA predudssien %o ogta enzlima por um wurars importante de
wipad  exberotexigénicsns  de  Stapbylocecous aureng ha  sido
saftalsda orms uw sriteris  importarte eén la identiflcacidn de
iwe wepas produsterss de BE (Lachica pt al.. 196%: Lachica et
A 1%11a ¥ B4 Badrey ef al., 2973).
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As{ mismo, se ha propuesto la prueba de la termonucleasa
on ol andlisis de alimentos para verificar el cracimiento de
staphylogoccus aureus y posible produccién dea EE (Chesbro y
Auborn, 1967; Lachiea et al., 1972; Tatini gt al., 1975
Batish at al., 1978).

uno de los problemas de esta técnica es la probable
presencia de microorganismos productores de termonucleasa,
ademas da Staphvlococcus auxeug, en los alimentos {(Batish et
al., 1982). Por tanto, la validez da esta prueba pueda ser
discutida. Estos microorgénismos qua pueden dar lugar a
falascs positiveos pertenecen al grupo de los enterococcos ¥y a

especies del género Baclillus.

Esta prueba presenta algunos inconvenlientes que han saido
sefalados por varios autores gque citamos a continuacidn,

Hiskanen {1977b) realizando un eatudioc sobre la
temparatura dptima de produccidén da la termonucleasa y de la
produccion de EE, observd que esta temperatura s mas raja
para la produccidn de termonucleasa, Este autor comprobd que
alimentos contaminades c¢on una cepa entercotoxigénica de
staphyloguccus aureus podian contaner cantidades detsctables
de EE antes de que la termonucleasa llegara a niveles

detactables,

Niskanen y Koiranen (1977} encontraron que clertas cepas

entarotoxigénicas de _§taphylococgys ayreus son débilmente
productoras de termonucleasa.

Park gt al. (1978} observaren que la prueba de la
termonucleasa no es adecuada para alimentos que contengan
huevo, dado que aesta enzima no es entonces detectada.
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Devriese y Kerckhove (1979} pusieron de rellieve cque
ciertes cepas de 8. aureus, 5, ipterpediuns, vy 8. hvicus
aran fuertemente positivas en la prueba de la termonucleasa.
De igual manera cohservaron que cepas de Staphylococcug auresus
aisladas de gallinas eran solo débilmente positivas mientras
que cepas de Staphvlococcus intermedius dieron resultados

variables segin el origen de )las cepas.

Emswiller-Rose gt al. (l980) observaron gque puede no
existir una correlacicn directa entre el nuimero de colonias

de gtaphylococous aureus y la cantidad de termonucleasa
detectada.

Bouwer-Hertzberger et al. {1981) analizaron varios
alimentos implicades en intoxicaciones por EE que dleron

negativo en la prueba de la termonucleasa.

otero at al. (1990) estudiaron la correlacicn entre las
sintesis de EE y de termonucleasa comprobando que la
concentracidn de BE se incrementa a través del ciclo de
crecimiento, mientras que la concentracidn de termonucleasa
permanece constante durante las dltimas horas del mismo

ciclo.

Tatini et a). (1975) explicaron las posibles causas de
que la termonucleasa pudiera ser detectada en ausencla de
cantidades detectables de EE debido a:

- Crecimiento de 8. aureus no enterctoxigénicos.

-~ Crecimliento limitado de S, aureus enterotoxigénicos,

~ Destruccidén por caler de las EE, y no, de la
termonucleasa, ’

- Crecimiento de otros microorganismes, distintos del 5,

aureus, productores de tarmonucleasa.
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A.10.2,Coagulasa

Esta prueba estd basada en la caracteristica de las
cepas de Staphylococcus aursus de producir esta enzima.

Lachica et al. (1969) realizaron un estudio en el que
correlacionaron coagulasa, termonucleasa, y produccidn de EE.
Estos investigadores comprobaron que, da las cepas coagulasa
positivas, un 25% producian termonucleasa y que da las cepas
productoras da EE un 93& producian coagulasa ¥y un 95%

termonuclaeasa.

Victor gt al. (1968} realizaron un estudioc similar y
encontraren rasultados apdlogos a los de Lachica gt al.
{1962), Sin embargo, apuntaron el hecha de que, en alqunas
ocasiones, Staphyloecocous  aukeus puede perder la
caracteristica da preoduccicn de la coagulasa, y mantenser la
toxigenicidad y patogenicidad. Estos nismos autores
encontraren que 10 de 41 cepas de Staphviococcus aureus
coagulasa positivas producian termonucleasa y gque de asas 10
cepas 9 sintetizaban EE. Este hecho lco explicaron sehalando
gue esas cepas probablemente representaban nmutantes que
hakian perdido la capacidad de producir coagulasa,

Esta tdcnica presenta los siguientes inconvenientes:
- No todas las cepas de Staphylococcus aureus son
enterotoxigénicas.
~ Existen otras especies del génerc Staphviococgys
fque son coagulasa positivas (S, jintermedius vy §.

byigus} .

~ ciertas cepas de estafilococos coagulasa

negativos pueden ser enterotoxigénicas.
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A.11.ENTEROTOXIGENICIDAD DE LAS EBPECIERE  COAGULASA
NEGATIVAS DEL GENERC STAPHYLOCOQCUS

Estd genaralmente aceptado gue la produceldn de EE es
propia de los estafllococos coagulasa positivos (ECP), Esta
relacldn estd tan asumida que generalmente se desestima el
hecho de gue la correlacidn entre la produccidn de ceagulasa
¥ la produccidn de EE no es total, puesto que existen ECP no
productores de EE, y lo que es mds importante, se ignora la
posible produccién de EE por parte de los estafilococos
coagulasa negatives {ECN), Esto es un heche a tener en
cuenta dado gue se han aislado ECN enterotoxigénicos.

Asi, numerosos autores han estudiade la posible
capacidad enterotoxigénica de las especlies de ECN:

-~ Omorl y Kate (1959) sefialaron la aparicidn de un brote de
intoxicacion alilmentaria causado por ECN entre los
estudiantes de un instituto japonds.

- Bergdoll et al. (1967) publicaren la deteccidn de EE
producidas por cepas coagulasa negativas implicadas en un
caso de enteritis humana.

- Vigtor et al. (1969) sefialaron que diez ECN vy
termonucleasa positives produjeron EE. Los mismos autores
comentaron que  estas cepas probablemente representaban

mutantes de Sfaphvleococcus aupeus coh una baja capacidad de
producir coagulasa.

-~ Breckinridge y Bergdoll {1971} indicaron casos de

intoxicaclones alimentarias con sintomas de gastroenteritis,
que habian side producidos por ECN enterotoxigénicos.
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- Lotter y Genlgeorgis (1975) estudiaron 1la «composicidn da
bases de ADH, asl comoc determinadas propledades bioguimicas
de algunos ECN. Para estoa investigadorxes, la preduccidn de

termonucleasa es propla de la especie Staphvlococcus aureus,
y todas las aspecias estudiadas, aunque eran coagulasa
negativas, poselan esta propledad, Por tanto, apoyaron la
idea de que las cepas enterotoxigénicas estudiadas eran

variantes nutadas de §Staphvlococcus aureus.

~ Panialsson y Hellbary {1977} encontraren que el 7% de las
cepas de ECN producian EE.

- Devriese af al. (1978) describieron la especie da origen

animal gtaphwvlococcus hyicus. Esta especie =me¢ caracteriza

porque la mayoria de las cepas son coagulasa negativas,
siendo todas ellas termonucleasa positiva

- Olavik et al. (1982) detectaron la produccidn da EE-A, B,
¥y C por parte de cepas coagulasa negativas pertenecientes a

ia familia Miciggoccaceas. De 117 cepas estudiadas, 12

produjeron EE; ldentificaron estas cepas como pertenacientes
a las especies 3, epldermidis, S. haemolvticus, §. capitis

Y Mlcrococcus Luteus. La metodologia empleada por estos
autores para la deteccidn de EE fue la técnica ELISA

"sandwich" siendo los extractos examinados para la posible

presencia de proteina A.

— Hoover gt al. (1983) y Adeslyun gt al. (1984) encontraron
=epas de Jiaphvlococcus hvicus, ceagulasa  negativas y

termonucleasa positivas, que fueron positivas en pruebas en

monos.

- Bautista af al. (1988) estudiaron la produccidn de EE en
cepas de estafilococos aisladas de leche de oveja, usando la
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técnica ELISA, encontrando cepas de ECN enterotoxigénicos,
Estas cepas pertenecian a las especies S, cohnll, 8.
gpidermidis, S. haemolvticus y 8. xvlesus.

~ En un trabajo realizade por nuestro grupo de investigacidn
(valle et al., 1990) se estudié la capacidad enterotoxigénica
de loa estafilococos aislados de diferentes ragiones
anatdnicas de cabras sanas, En este estudio se encontrd que
el 22% de las cepas de ECN producian algun tipo de
enterotoxina, principalmente la del tipo €. Cinco especies de
ECN (8. ghromogenes, 8. warneri, 8. sciuri, 8.
saprophvticus y 8, lentus), no descritas anteriormente como
productoras da EE, fueron identificadas como
enterctoxigénicas.

A,10.1.Produccién de TE8T-1 por estafilococes coagulasa
nagatives

Como consecuencia de la descripeidén dada por Bergdoll gt
al. (1981) de una nueva EE denominada EE-F y posteriormente
llamada TSST~1 por haber sido asocliada con el sindrome del
choqua téxico, aparecieron algunos trabajos en los que se
relaclonaba la produccién de esta toxina con cepas de ECH.
¥a en el trabajo original de Bergdell et al. (198l) se
mencionaba la produccién de esta toxina pcr. dos cepas de

Staphylococcus epidermidis.

Crass y Bergdoll (1986a) alslaron ECN en 7 de 19
pacientes con sindrome del chogque téxico; tras cepas
producian TS58T-1 y EE-A, y las otras 4 producian
exolusivamente TSST-1, Citaron ademis, que de 27 cepas de

Staphvlococous epldermidis recibidas en el laboratorio del
profesor Bergdoll y procedentes del "Centers for Dilsease

Control" de los Estados Unldos, 5 (18,5%) producian EE, mds
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concretamente, una cepa produje TSST-1, y las otraa 4 EE-C.

Kahler ef al. (1986} mencionarcn el aislamiento de dos
cepas de ECN, aislados de pacientes con sindroma del chogque
téxico, productoras da TSST-1, Aliu y Bergdoll (1988)

aislaron, de un ocaso de TS88, una cepa de Staphvlegoccus
hyicus que produjo EE-A y TS85T-1,

Paraonnat at al. (1987) y Krelswirth et al. (1987)
pusieron en duda la produccién de TSST-1 por las cepas da ECH
mancionadas por Crass y Bérqdoll {l1986a) y Kahler gt al.
(1586). Parsonnet at al. (1987) examinaron 187 cepas de ECN
alslados por elles, mlentras gue Kreiswirth gt a). (1987)
analizaron 99 cepas con iguales caracteristicas. Ambos
grupos e autores sumaroh a sus estudios las cepas aisladas
por Crass y Bergdell (:986a) y Kahler g% al. (1986} como
productoras de TSST-1. Sus gonclusiones fuaron qua ninguna
de las cepas probadas eran productoras de TS5T-1., Parsonnet
at al. (1987) criticaron fundamentalmente la tdcnica de
dateccidn del enzima coagulasa y la metodologia de deteccidén
de la toxina por parte de Crass y Bergdoll (1986a), alegando
gqua estog autores utllizaron un nmétodo de inmunodifusidn con
suero hiperinmune polivalenta de conejo que, segun Parsonnat
et al. (1987), podria originar reacciones inespecificas con
las EE. Kreiswirth et al. (1987) basaron sy afirmacidén de
la no produccién de TSST-1 por las cepas da Crass y Bergdoll
{l986a) y las de Kahler gt al. (1986) en el hecho de que no
localizaron, en ninguna cepa, el gen productor de la tdxlha
al utilizar una sonda de ADN especifica.
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A.12,DETECCION

Seguin Bergdoll af al. (1976) la sensibilidad da 1a
técnica no debe ser inferior a la que se obtiene por el
métode usado por las agenclas reguladoras. El método que
actualmente utiliza el organisme estadounidense "Food and
Drug Administration" (inmunodifusién doble en porta) detecta
un ninime de 0,1 a 0,2 g de EE afiadidos a 100 g de alimento.

Para la deteccién de las EE se pueden utilizar dos tipos
de métodos:

- Bioldgicos
= Inmunolégicos

A.12,1,Hétodos bioldgicos
A.12,1.a.Prueba del gato ("Kitten testh)

Dolman ¥y Wilson (1940) sugirieron utilizar gatos para
comprobar la capacidad enterotoxigénica de filtrades de
cultivos de Staphvlogacous  awraue— La  técnica se realiza
administrando un filtrado dque previamente - debe haber sido
tratade veinte o treinta minutos en agua hirviendo para
destrulr las hemolisinas estafilecdcicas. Se deben utilizar
gatos de seis semanas a tres meses da edad y de un peso de
330 a 700 g. En cada prueba se utilizan al menos dos
animales, realizdndose una incculacidén intra-abdominal; la
reaccidn positiva se manifiesta en forma de laxitud,
debilidad, fuertes movimientos peristdlticos, diarrea, vomito
Y: en raras ocasiones, muerte. Estos autores destacaron el
problema de resistencias cuando se realizan inoculacicnes
repatidas,
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Dack (194%) sefiald algunos inconvenientes de esta

técnica:
=~ Exige muchos conhtroles negativos,
- Hay que procedsr 2 upa inactivacidn de sustancias que

provocan emesis de forma inespecifica.

A.12.1.b.Pruebas bioldglcas en monos

Evana at al. {1950) destacaron la posibilidad de
detactar la capacidad de un cultive de preducir EE mediante
l1a administracién de un Qobrenadante de dicho cultivo a
Hagacous rhesus. Cada animal racibia 50 ml de sobrenadante
mediante un tubo intragdstrico. En caso de qua la prueba
fuera positiva, se producian arcadas y vémitos. El numeroc de
animales usados para testar cada cultivo varia de dos a seis.

Por su parta, Surgalla et al. (1953) y Suglyama et al.
(1962) propusieron la administracidn de extractos da cuyltives
de Staphvlocogcus aureug a monos de  la especia Macacca
aulatis.

Las pruebas bhiocldgicas praesentan los inconvenientes de
la haja sensibilidad y de la resistencia individual a clertes
aspectos de la intoxicaci¢én. Ademds, debido a la creacisn de
resistenclas, se hace necasario utilizar animales no tratados
anteriormente, con los gastos e inconvenientes que ello

raprasenta.
A.12.2.Métodox inmunoldgicos

Son meéktodos basados en el uso de anticuerpas
especificos, Estos métodes plantean dos inconvenientes:
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= Comprobar la presencia 4o cada una de Laa gy,
« Ewistencia da EE£ sin {dentificar,

Bartra de los pétodos Inmunoldglicos Yt iligades an la
detecaidn de IE deatacan o2 sigquientes:

= Téenicas de inmuncdifusien en gel.
- Hemoaglutinseisdn y tdonicas afinag,
= Inmapefleorescencia.

~ Badinirmuncensaya.

= Epgimelnmunosnsays.

A2 2.a Teenicas de Inpuncdlfusidén en gel
v oDmmsosdifasion sansiila en tuba

Bamandose en el métoda degarito por Cwldboon, Bamrgdsll en
Ah-  {R92P) publicaron una téocnicAa en la  eunl a9 reygistraba
k3 velooidad de nigracitn de la banda da previpieads foraada

BOT 1 reaceion antlgeno-antisuarge,

Zamdind ¥ Bizhapdson {1971) describiersn ema mbgroteantioa
da difusizn eemcilla, de acweydo con L exal, se podia
datestar 1 ¢ 40 BB gracisg al deasarrolls do s banda de
pretcipliads en gl agar introdusido en un capilag .,

Twta  tdonica  fue ligeranante mudificada T Fuing ¥
wWagnsr {1371 wtilizamda  pipetas capllaras= para au
reailzaaien, aungua la senainilidad ebtenida pavz elios fue de
Loail g da EE/mi.
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+ Tnmunodifusldn sencilla en placa

Esta tdcnica fue adaptada para la deteccldn de EE por
Heyer y Palmierl (1980). Se basa en la adicién da
anticuarpos especificos al agar, diaspensandolos en una placa.
A continuacion se practican pocillos en los que se depositan
108 extractos., Transcurrido clerte tiempo de incubacidn, se
pueden  apreclar anillos de precipitacidn copcédntricos
alrededor del pocillo, el diamétro de los cuales depende de
la concentracién de las EE. Esta técnlca presenta el
inconvenliente de la gran cantidad de anticuerpos gua se

rogquieren para su realizacidn,

* Inmunodifusien doble en tubo

Eate matodo fue desarrollade por primera vez por Oakley
y adaptado a la deteccidn de EE  por Hall gt al. (1965). En
esta pruaba el antigeno se difunde verticalmente hacia abajo,
en direcaidn a un estrato de agar tamponado, a la vez que los
anticuerpos digusltos en dicho agar difunden verticalmente

nacia arriba formandose una linea de precipitado.

* Ionuncdifusidn dobla an Rlasa

Egta técnica fue Jdesarrollada por Robbins gt al. {1974)
Yy recilba el nombre de dobla difusién enm gel con una
sensibilidad optima (Yoptimum sensitivity plate®).

Zagun Bergdoll (1989) este método a8 el de eleccidn para
al testaje de las cepas. 5u sensiblilidad es dea 0,5 pg/ml,
que puede incrementarse hasta 0,1 )&g/ml mediante
concentracidn del fluido sobrenadante. Esta sensibilidad se
considera adacuada para testar la enterotoxigenicidad de las
cepas de estafilococos cuando sa combina con los ndtodos de
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membrana sobra agar, o cultivo en saco, para la produccidn de
EE (Dennelly ef al., 1967; Robbins et al., 1874} .

* Inmupodifusidn doble en porta

Casman ¥y  Bennet {1985) propusieron un nétodo
minfaturizade con una sensibilidad potencial de 0,1 }xg/ml,
aunque, en la practica, resulta dificil alcanzar este limite.
A fin de detectar entre 0,1~0,2 Jg en 100 ml de alimento hay
que seguir un procese larga y laboricso, consistente en la
purificacidn y- concentracion de la muestra para reducir su
volumen a 0,1-0,2 ml, lo gue requiere varios dias.

Muchos investigadores han  intentade modificar esta
método a fin de acortar el tiempo necesaric para obtener
resultados y hacerlo igualmente sensible a todos los tipos de
alimentos. En este sentido, Reiser gt al., (1974) variaron
el método de forma que se pudiera realizar la lectura a
partir del tercer dia.

Esta técnica es la mds sensible de las de gel difusidn.
Sin embargo, es mucho mds dificil de realizar Yy requiere
considerable experiencia antes de consegulr 1la sensibilidad
dptima. Segin Bergdoll (1989) es el método de eleccidn para
detectar EE en alimentos, combinindole con procesos de
extraccidn-concentracidn. Sin embargo, su use ha decrecido
cen el desarrelle de técnicas como el radicinmunoensayc y el

enzimnoinmuncensayo.

A pesar de ello, este método es el recomendads en al
"0fficial Methods of Analysis" (1990} de 1la "Association of
official aAnalytical Chemist" {hOAC) . Al comentar la téecnica
cita algunos problemas que se pueden producir:

30



- Cuando la concentracidn de EE en el raterial de prueba
ab eaxcesiva, la formacidn de la linea de referancia sors
inrhibida debido a la répida migracién de la toxina a
través del gel, Esta inhibicidn da la formacidn da la
linea de referencla se produce cuande se utilizan

concantraciones da 5 a 10 9 de EE por ml.

- En  algunas ocaslones, se producen lineas patronss
atipicaa, que son dificilea de interprotar por analistaz
sin la suflciente experiencia. Una de Jlan reacciones
atipicas mas comunan‘ a3 la formacldn de lineas no
relacionadas con las EE causadas por otros antigenns

prezentas en el material a analilzar,

+ Inconvenlentes da las Lécnicas de gl dlfusion

bonnelly st al. (1967) discutieron los problanas que
encontraron al utilizar los distintos tipos de gel difusidn.
Estos investigadores observaron zonas atipicaz en las pruebas
tanto dea gel difusion simple como doble. Tambidn observaran
anilloa inespecificos, principalmente en los test da difusidn
simple. l.as zonas atipicas no fueron reacclones seroldgicas,
debldo a «ue ellas fueron obgervadas en controles hegativos
de clertos cultives. Los anillos atipicos observados en las
pruechas de difusldn simple probablemente representan una
reaccién antigeno-anticuerpo gue no inoplica a las EB, Las
reacciones aparentemente positivas, que se presentan en los
test de gel difusién simple y doble en tubo de clertos
cultivea, puedan ser debldas a ciertos antigenos que astan
estrechamaente relacionades con las EE y con 1os que presentan

resaccionas cruzadas.
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A.12.2.b.Hemoaglutinacicn y tdenicas afines

La hemoaglutinacidn pasiva Lnversa fue desarrollada por
Silverman gt al, (1968). Este método se basa en la
adsorcidn de los anticuerpas especificos a eritrocitos da
oeveja tratados con dcide tdnlco, seguido de la aglutinacidn
mediada por EE de las células asi senslbilizadas. Segun los
autores, el limite de deteccidn del método es de 1,5 ng da EE
/ml, El tiempo requeride para cbtener esta sensibilidad es
de uno o dos dias (Reiser et al., 1974).

Mds recientemente, Yamada et al. {1972) pusieron a
punto una técnica mejorada de hemoaglutinacidén pasiva inversa
utilizando eritrocitos de oveja formalinizados y
sensibllizados con inmuneglobulinas frente a EE. La mejora
de la técnica viens dada Por una mayor especificidad, no
observindose ninguna reaccién falsa pesitiva con ingredientes
alimentarios, ni reacciones cruzadas entre los distintos
tipos de EE.

Los inconvenientes de esta técnica fueron puestos de
manifiesto por Bergdoll et al. (1976), ¥ se refieren al
hecho de que los anticuerpos de algunos preparados séricos ho
se adsorbian o conjugaban adecuadamente a 1los eritrocitos;
asi mismo, se produce una aglutinacién no especifica de
dichas células tratadas con los extractos alimentarios,
principalments los dae origen cdrnico,

Otra versién de esta mnisma técnica es aquella gqua
utiliza particulas de latex en lugar de eritrocites (Salomon
¥y Tew, 196B). Este método presenta el inconveniente de que,
en ocasiones, los anticuerpos especificos ftrente a las
distintas EE estdn contaminados con otres que promueven la
aglutinacidén espontinea de lag particulas da ldtex.
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shingakl af al. {1981) desarrollaron un sistena da
agqlutinacficén pasiva reversible con particulas de latex,
comerclalizado por Oxoid (BasingstoXe Hampshirs, UK) vy
denoninado SET-RPLA. Esta prusha es menos sensible qua el
enzlpoinnunoensayo y requlera 20-24 horas de incubacién. En
esta sentido, Bankes y Rose {1989) sugirleron la
centrifugacidn de las placas de microtitulacidn para reducir
2l tlenpo de incubaclén a 4 horas: da esta forma el analisis
sa pueds realizar dentro de una jornada de trabajo.

Fulikawa e Igarashl (1988) propusieron la utillzacldén de
particulam deo litex do alta densidad para rebajar el tiempo
de incubacidn de los test SET-RPLA desde 16 a 3 heras. La
aensibilidad de esta técnica es do 0,5 ng/ml. Estos autores
daatacaron el problema de reacciones lnespecificas <on las
particulas de latex sensibilizadaa. El fluildo debs wser lo
wag claro posible eliminando de la mueatra cualquier posible
matarial cque produzea Intexrferencia, talez como el almidén y
los lipidowm. Las muestras sa deben centrifugar para eliminar
material «grosero; sin embargo, existen problemas con las
nuestras e queso, Ya qua el sobrenadante aigue turbio vy
produca reacciones inespecificas en el test SET-RPLA.

LA técnica de la inhibicidn de 1la hemcaglutinacidén fua
dasarrollacia por Johnson et al. (1967) quienes conjugaron
EE-B a eritrocitos de oveja mediante bencidina
bi-diazotizada, sefalando que la sgensibilidad del método era
igual o @uperlor al del microporta (0,1 yq/ml). aungue
requiere clerta practica para su interpretacidn, Eatos
investigadores utilizaron eritrocitos de oveja formalinizados
para realizar la hemoaglutinacidén, encontrando problemas
asoclados con la presencia de potentes hemoaglutininas para
les eritrocitee da oveja en varjos extractes de
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estafilococos.

Morsa vy Mah (1967) describleron la misma tdcnica qua
Johnson et al. (1967) con la diferencia gque elles utilizaron
Acido tanico para conjugar la EE~-B a los eritrocitos, Esta
camblo determind qua 1a sensibilidad fuera inferior a la
censagulida por Johnson gt al. (1967).

A.12.2.c.Inmunofluorescencia

Friedpan y Wwhite (1965) utilizaron 1la tdenica de
inmunofluorescencia directa para detectar la presencia de
EE-B en la superficie de la cepa 386 de Staphvlococcusg auyreus.

Por su parta, Pliszka y Windyga {1972} probaron que este
método era también adecuads para detectar EE~B en leche,
tante humana como de vaca, asfi como en el queso.

A.12,2.d.Radiolnmuncensayo (RIA)

En esta téenica, un antigeno de una nuestra problema
compite por los anticonerpos especificos, con una cantidad
daeterminada del mismo antigeno marcade con un lsétope
radiactivo (Bergdell y Relser, 1980). De esta forma puede
establecerse, no sdle la existencia de una reaccidn de
identidad, sino tambidn determinarse la cantidad del antigeno
prahblema presente én la muestra.

Robern gt al. {1975) publicaron una modificacidn de
esta técnica, denominada "doble anticuerpe' (Lindroth ¥y
Niskanen, 1977; Robern gt al., 1978). En esta varlante se
adicionan los anticuerpos especificos de la EE a detectar a
una mezcla de muestra problema y EE marcada, para afadir a

continuacidn inmunoglobulinas anti especle adsorbidas a una
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fasa sdllida, o precipitadas con polistilenglicol (Robarn y
Gleagon, 1978).

Niyemvit gt al. (1978} propusieron un méitodo de RIA de
afinldad por el cual copulaban da forma covalente los
anticuerpos espacificos a Sepharosa 48, mediante
bromecianuro, introducidndo dicha pezecla en una columna a
travds de la cual se hacia pasar pasteriormente la solucidn
con EE problema y EE marcada mozcladas, Dezpuds de
determinar la radlactividad dal eluyents se podia calcular la
cantidad de EE problema captada por los anticuerpos. La
ventaja de @sta motodo era uma mayor valecldad deo anAlisia,
pudidndose completar en 2 & ) horas.

El igdotopu da eleceidn ha side el 142% un  un slevade
minero de ocagziones. 8in ambargo, eate slements presenta una
gerie da inconvenfentas puestes Jde manitiesto por Kauffaan y
Johnzon (1973) . Estos autores comprobaron la existancla de
un descanso wen la unién de EE marcada con 1Y% a4 lag
anticuerpos eapecificos debldo a:

-~ La gran disociacidn del 1228 on @1 almacenaniento.

~ La formacidn da agregados de lam EE daspuds del
marcaje con 138 ; ©on 1o gque se reduce la actividad
antigénica; loz agregadoes no fueron encontrados ean EE
sin marcar, demostrando gue ou  presensia en EE
radiomarcadas ae deba al procesc de marcado

radiactivo,

Niskanen y Lindroth (1976) defienden sl uso det 1171 en vez
del 11?3 gublde a qua el primero me descompone mis lentamente

que ol sequndo.
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fas principales limitaciones de esta tédenica gon:

= Hecesidad de hacer uso da EE purificadas, a) BOnNos con
un 20% de pureza,.

=~ Manejo de isdtopoa radiactivos,

- La vida media del antigeno marcado con ilsds o8 muy

corta.
A.12.%. 0. Enzinoinmuncensayo (ELISA)

Lea principlos de esta prueba sop similares a los del
RIA, austituyends el isdtopo radiactivo POr un enzima, giendo
las mis utilizadaa la fosfatasa alcalina ¥ la paroxidasa.

Les primevros en emplear esta mdtado para La dateccien de
las eaterotexinas estafllocdcicas Fueron Saundaers y Clinard
(1%77) y Saunders y Bartlett (1977}. En 1977 Bimon y Terplan
deserikblercn un sistena cempatitivo para Ia deteccicn de
EE~B, cuya sensibilidad oscllaba entre 0,3 ¥y 3.9 ng/ml. En
el ELIZA competitive (Kauffaan, 1989} la EE marcada con gl
enzima gomplte oon la  toxina problema puw  uma  gantidad
linmivada da anticuerpos especificos. La gensibilidad da enta
téonica e3 de 2 ng/ml.

Monds del ELISA compatitive, 8¢ wuwtiliza para la
detewcion do 22 la modalidad doble "samdwich™ (Proed gt al.,
1922) - En este tipo de FLISA, ol antigeno gueds en medio de
des sapas de anticuerpos, una la  del taplzado, y otra la del
SN WIADD .

Tedos astos sistemas exigen al mencs un oopponente nuy
purificada y dado qua o3 nids facil obtenar anticuerpos que
antlgencs purificados, suelen ser les primerss los de
elepoion,
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Las variantes de la fase s0lida, pueden roallzarse
tapizando, bien los pocillos con fondo planc deo law Placas de
nlerstitulacién, bisn las paredes internas de los tubos de
peliestirenc, o bien las bolas de poliestirane. Ia ventaija
del primero es la capacidad de automatizacisn, en el supuasto
de tener que realizar muchas pruscbas a la veas, siempra qua se
digponga de un lector de placans.

Saunders Yy Bartlett {1977} y oOlsvik at al. {1982}
defendieron el umo de una tdenica con anticuerpes obtenidos
en dos especles animales, utilizamdo primervo anticuarpos anti
EE y posterlormenta un suero ant! inzunoglobulinas de la
primera easpecie marcado ¢on peroxidasa. Posea la vantaja de
ger Ilnnecesario el uso de antjcuerpos wmarcados espacificos
frente a cada una de las EE, siendo su sensibilidad da 1
ng/ml.

Fey gk al. (1904) compararon distintes tipom de ELISA y
concluyeron qua el ELISA tipo doble “sandwich"” es al de
eleccion para la deteccidn de las EE. El ELIBA compatitivo
presanta las ventajas da la alta especificidad y la ausencia
de falaca positivos debidos a la proteina A, pero presanta
las desventajas de la necesidad de disponer e EE purificadas
(laborjomas de producir), y que las concentracionas dal
antigeno y el tapizado con anticuerpos son criticas. Por su
parte, el ELISA “sandwich" presenta varlas veatajas:

- Alta senslbilidad.

- Nacesidad de poco antigena,

La titulacion del antigena no as critica.
Adecuado para el uso de anticuerpos monoclonales.

&
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Tabla I.1. Sensibilidad de las téenicas de deteccidn de BB ¥ TSS5T-1.

‘ TECNICA LIMITE DETECCION a%o AUTORES i
i ID sencilla en tubo 1,0 jg/mi 1959 Bergdoll et _al. 1
i ID sencilla en tubo | 1,0 pg/mi 1971 Gandhi y Richardson i
I o sencilla en tubo | 1-2 ug/ml 1971 Fung y Wagner i
f ID sencilla en placa | 0,3 pg/ml 1980 Meyer y Palmieri i
ID doble en tubo | 0,1-10 ug/ml | 1965 Hall st al. i
ID doble en placa ! 0,5 pg/ml | 1974 | Robbins et al. |
ID doble en porta I 0,1 pg/ml ] 1965 f Casman y Bennet A
i ua pasiva inversa ] 1,5 ng/ml | 1968 | Silverman et al. i
I m pasiva inversa | 10 ng/ml I 1972 | Yamada et al.
! RPLA | 1 ng,/ml i 1968 f Salomon y Tew
I rera | 2  ng/ml | 1983 | shingaki et al. i
I RPLA | 0,5 ng/ml | 1988 | Pujikewa e Igarashi |




-1

Tabla I.i. Continuacion.

i TECNTCA |  rimrre pErecczow | a0 | ADTORES i
| Inhibicion de la Ha ] 8,1 pg/ml | 1967 1 ~Johnson et al. ﬁ
| Inhibicién de 1a A | 1,6 pg/ml t 1967 | dorse y Man i
I 1F directa i 0,1 pg/mi i 1965 | rriedman vy wnite i
b ria i 9,1 ng/ml | 1575 | nRobern et al. §
i mIa i 1,2-6,3 ng/ml | 1978 | Niyomvit et al. i
I =ria I 1,0 ng/ml | 1986 | Bergdoll y Reiser i

ELISA i 0,4~3,2 ng/ml | 1077 | saunders y Clinard i

ELISA ! 1,0 ng/ml | 1977 | saunders y partlett i

FLISA i 0,1~1,8 ng/ml I 1577 | simon y Terplan i
| =risa | 2,0 ng/ml | 1980 | Kauffman i
I Erisa i 1,0 ng/ml | 1982 | olravix et al. i
| _Errsa | 1,0 ng/al l__2982 | rreed et al. i
| eLsa | 3,0 ng/aml | 1086 | mann gr a1 |

Abrevisturas utilizadas: ID: Inmunodlfusidn. Ha: Heaaglutinacidn.
RPLA: Aglutinacién pasiva reversible con particulas de latex.
RIA: Radiecinmuncensayc. BLYSA: Enzimoinmuncensayec.



Sin embargo, sequn Fay gt al. (1984) este tipo de ELISA
presenta también algqunas desventaljas:

~ Tendencia a uniones no especificas, dehido a 1la
tormacién de agregados.

- Interferenclas con la proteina A,

Hahn et al. (1986) adaptaron un sistema avidina-biotina
a la técnica de ELISA qus presentaba como ventajas la
ausencla de falsos positivos por parte de la proteina A y la
elavada gensibilidad (3 ng/ml}.

A12,2,7,Proteina A

cuando s hace use de las técnicas inmunoldgicas siempre
hay que tener presente la posible presencia de protefna A gque
puede alterar el resultado produciende un false positivo,
debido a su capacidad de unirse de forma inespecifica a la
porcién Fc de clertas inmunoglobulinas. Esto ya fue puesto
de wmanifiesto por MNotermans y Koper (1979), aungue otres
investigadores (Freed gt al., 1982; Olsvik et al., 1982)
opinan que no se ha demostrado que la proteina A se encyentre
presente en los alimentos en cantidad suficiente como para
producir falsos positivos,

Se han propueste variocs métodos para evitar este
problema;

- Koper gt al. {1980) gugirieron el uso de los
fragmentos F{ab'} de las lnmunoglobulinas debido a gque

no s& unen a la proteina A.

- Freed et al. (1982) opinaron que la utilizacidn de
los fragmentos F{ab’) es laboriocsa y suele reduoir la

40



sensibilidad, por lo que estos autores propusieron
obtener los anticuerpos espscificos en ovaja, ya qua lag
inpunoglobullinas del tipo G de esta especls muestran una
baja afinidad por la proteina A.

- Fey @t al. (1984) propusieron la adsorcién da 1la
posible proteina A presente en ol medio, mediante la
adicidén de suero normal de conejo a los extractos.

B.TYRANBFERENCIA ELECTROFORETICA DE PROTEINAS

B.1.DEFINICION DE TERMINOS E HIXBTORIA

Southern  (1875) transfirié¢ ADN desda geles de
olectraforesis a filtros de nitrocelulosa, pudiendo ser
entonces hibridados a ARN y ADN radlactivos y ser datectados
por radieografia o fluorogratia. Esta técnica recibid el
nenbre de "Southarn-blot". Una adaptacion de esta técnica es
la unioén covalente de ARN a filtros que recibe el nombre de
“Northern-blot* (Alwine at al., 1977). Peateriormentae,
Towhin gt al. {1979) describleron la tranaferencia de
protetfnas ribosdmicas desde geles de pollacrilamida-urea a
tiras da njitrocalulosa. Burnette (1981) denominé la
transferencia alactroforética de proteinas a matrices
inmovilizantes como "Western-blot",

La palabra "blotting" ¢ "blot" se puede traducir como el
procesc de transferencia de macreomoléculas (protainas Y
dcidos nucleicos) desde geles de electroforesis a matrices
inmovilizantes. Este término puede ser usade en conjuncidn

con la macromolécula relevante; por ajemplo: "hlotting" de
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A, "plotring® de ARN, “"blotting® de proteinas. Garshoni y
palade {1381} s=efslaron que de deblera evitar el usar
raterancias gaograficas come  "Northern® (Alwine ef a).,
19771, "Weskern® (Burnette, 1981}, vy "Eastarn® (Reinhart y
Malamad, 1982), para evitar posiblas controversias politicas
9 la comatruccidn de nuevos términoa, #n este trabalo sa va
a utilizar ol término transferencia electrofordtica como
sindnine de "blot® o *bletting” con el objetivo de emplear,
en la medida de ko posibla, términos sapsfioles,

4 transfarencia electrofordtica de protelnas desde
geiles da alectroforesis  a una  fase  pélida para
ppmannrteansitn  permite la combinaciédn  optina  de la  alta
vanalunidén da la alectroforeais <on 1a genmibilidad vy
simpiividad da lea ensayoes en fase agdlida. Los prirercs
rrayaios da transferencia electroferdtica de proteinas fueron
realizadna por Resart gt al. {1979}, gquienes transfirieron
pratainas  desde gales deo paliacrilamida y agaroga a papel
diazshemsilexinetil-celulosa, y por Towbin gt al. (1279) que
intradwierer la  alectrotranafarencia al somater el gonjunto
gal-2esREAnd a2 un Canpo  eléctrico, 1o gue produce  la
pigrasida rAplda ¢ wfizients de las proteimnas desda los gales
2 las 2enkeanas.

Pestariorsenta, Rittner gt al. {19460y realizaron un
eavydily zomparative de  electrotramsferencia de  Acidos
zeeiedeoa ¥ proteinas  a partir de geles de poliscrilanida y

#prsuss 4 memdranis de nitrecelulesa y de diazobenciloxime-
i1 ~zakuloaa.,
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B.2.ETAPAS

Los pasos necesarios para raealizar esta técnica son los
siquientes:

~ Electroforesis.

- Elucidén de las proteinas da los geles de

electroforesis,

Adsorcidén de las protefnas a matrices Inmovilizantas.
=~ Blogqueo de las patrices inmovilizantes.

Inmunodateccidn en las matrices inmovilizantes.
B.2.l.Rleatroforesis

La mayoria da los polimeros bloléglcos estan cargados
eléctricamente y, por ello, se moverdn al ser sometlidos a un
campo eldctrico. E1 transporte de macromoléculas a través de

un solvents por un campo eléckrico recibe el nombra de

elactroforesis, La movilidad da una wmacromoldécula en un
campo  eldctrico pueda constituir un criterio de
caracterizacion, La electroforesis permite asi determinar

masas molares de proteinas, diferenciarlas en virtud de su
carga neta o su estructura, detectar cambicos en aminoacidos
por los camblos de carga que ocaslonan y separar especies
roleculares cuantitativamente ({Mellado, 1985).

El uzo da geles tales comg el alwmidon, agarcsa,
poliacrilamida y pollacrilamida-agarosa come medio da soporte
da la electroforesis aumenta la resolucidn, particularmente
para 4dcidos nuclejices y proteinas. Las razones del aumento
en la resolucidn no estdn del todo claras, pero parece
deberse a una combinacidn de reducclon de la difusicdn debida
a la propia malla creada por el gel, y a la acclén separadora
de la cromatografia en el gel, 1o qua se ha dado en llamar
tanizade melecular (Mellado, 1985}.
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El soporte mds efective utilizade para la electroforesis
de proteinas os ek gel de poliacrilamida que ha sustituide al
antiguo gal de almidon, deblde a que 1a cantidad da tamizado
moleculay puede ser controlada por la concentraclén dal gel,
¥ 4 fua la adsorcién de proteinma al ¢el es practicamente
inexigtente. EX gel de poliacrilanida gg prepara por
antranale "erosslinking® da 1a acrilamida con
W'H’ -patllen-bis~-acrilamida, blen en columnam de vidrio
fgeles on wolumna), o bien entre dos placas de vidrio (geles
on placa). 103 geles en placa han reemplarade practicamente
a les geles en columna, ya que 89lo ae pueda correr una
musatra por cada gal en columna, mientras que wun gel sn placa
adnite varias muestras a la vez., La electroforesis en geles
da  poliacrilaanida es, probablemanta, el alatena de
slestroferesis mdg dtil y adaptable existente para el
aralisis y geparacion de macronoldculas {(Mellads, 198%).

loa geles de pollacrilamida pusden ser homogéneos o
tenar wa gradiente, y pueden sar natives o desnaturalizantes
ipara este fin se emplea principalments el dodecil sulfato
sedien) .

log gales da poliacrilanmida con dedecil asulfateo sddico
{508) se utilizan para deterainaciones de pes9 molecualar
(P23 y pars andlisis de polipéptidos (Jovin, 1973; Wyckoff gt
F-) 1872}, Bstes gelez pueden toner gradiente de
pekisorilanida. Las ventajas de los geles eon gradlente son
148 siguientess

1) Pueden sopararase nezclas copplejas com  un Pm muy
diferents en un unico gel.

2} Se puede realizar una estimacidn del Pm de los
componsntes de una mezcla compleja (Hames, 1981).
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3} Superior rescluclon (definicidn de las bandas).

sin embargo, los geles homogéneos pueden ofrecer mejor
separacion (distancia entre bandas} cuande se trabaja con
proteinas de uh Fm similar. Por ello, se suele analizar
primero la muestra mediante una electroforesis con gradiente
da pollacrilamida; sl la resolucidn da los componentes es
suficlente, no se requeriran posteriores andlisis. 8in
enbargo, sl los componentes da interés tlenen uncs Pm muy

préxinos es recomendable usar un gel hemegéneo.

Losg geles nativos {nc incluyen agentes
desnaturalizantes) no alteran la conformacién ni la actividad
bioldgica de las proteinas (Davis, 1964). Por ello, se
emplean para el estudio de la composicidn y estructura de las
proteinas nativas, sobre todo cuando su actividad debe ser
preservada para posteriores andlisis o para deteccidn.

Para la tincién de las proteinas se pueden uwtilizar
diversos colorantes gque se uhen a las proteinas presentes en
ol gel de slectroforesis. Dentro dJe estos destacan el neqro
amido, el verde brillante y el azul de Ccomassie (Wilson,
1979) . La tincién de plata presenta mayer sensibilidad que
estos colorantes; asi, la capacidad de deteccidn del azul de
Coomassie es da 20-30 ng de proteina/banda (Wllson, 1979) ¥y
l1a da la tincidn de plata es de 0,3-0,5 ng de proteina/banda
{HeukXeshoven y Dernik, 19285).

B.2.2.Bluoidn
Existen 3 tipos de métodos:
-~ Por difusicn.
- Por conveccldn.

- REléctrica.
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B.2.3.a.0ifusién

vtillzada por Bowen at al. {1280) y por lee et al.
{1982). Es o) tipo mas sencillo y se reallza colocando el
gal entre dom tiras de papel de filtro gque, a mu vez, estdn
cylocadas entre doz esponjas: este conjunto es pogterlvrmente
sumerygide durante 35 a 48 horas en un gran volumen de tampdn.
1a trapofersncla por difusidn puede ser Wtil sl la cantidad
da la proteina adsorbida en o) filtro ea suficiente, ¥y los
iargss tiespes de lncubacién no son un inconveniaente,

Pra da las ventajas do  1a trapsforencia por difusidn es
gque pweds vealizarse ain un  equipamlento espacial. Como
Iroppvenientes tieone una escasa capacidad d¢ transferencla de
proteimag, comparade con loa otros tipos, y la pérdida de
resplucifn durante los largoas tiempos de difuaidn regqueridos
para su  realizacidn. Peislegel (1984) calculd en un 10-35%
12 zantidad de proteinas sdserbidas a la matris por este
pravediniento, lo qua dificulta la eoluaidn de las proteinas
da alio pess molesular.

B.2. 3., Donvesaien

Bz la farsa gue  uwtilizd Bouthern (1973%) sn el
provedinlente original de tranaferescia de ADN. en fluldo
sirve coma fusrda gue aluye Jas proteimas desds el gel hacia
af Filtre. Hsta tecnica of mds eficiente y mas breve gque la
trazuferonzia  por  difusidn. %0 puede realizar una
medl fieacidn guie permite uma transferencia bidireccienal: por
ojemplo: transfersscia con dos filtros, uno a  cada lado del
gol {Smith y fummers, 1980: Relnbart y Malamsd, 1982).
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El tiempo de elucién puede ser raeducide wutllizando

presidn negativa (vacie). Peferoen et al. (1982) utilizaron
pomba de vacio para realizar la transferencia. Estos

upa
autores aefialaron asi mismo la precaucién que se debe tener
para controlar el tampdn da transferencia, Ya que da otra
torma, el gel puede secarse Y pegarsa a la membrana,

B.2.2.c.Electroelucisén

Esta procedimlento es el mas ampliamente utilizado

(Towbin at al., 19791 Bittner st al., 1980; Stellwag y
pahlberg, 1980), aespacialmante cuando 1] reallzan
trasferenclas de protainas de alto peso molecular o cuando se
quiere transferir protainas presentes en muy bajaa
cantidades. Esto se debe al hecho de que las proteinas, a
difersncia del ADN, sa adsorben a la nitrocelulosa, incluso
con tampones de baja fuerza idnica, El uso da estos tampones

permite utllizar altos voltajes (Sutton at al., 1982}.

§in embargo, la elucidén total de las proteinas desde al
gal no significa que todas ellas sSe unan a la membrana. En
nmuchos cascs la proteina atraviesa la membrana y se pierde en
sl tampon de transferencia. Las proteipas son eluidas a
diferenta escala, lo cual pueds causar problemas, ya que
pequefias proteinas pueden perderse a travds de log pores de

1a membrana si intentamos sluir proteinas de nlevado peso

Bolagilar.

La electroelucion de macromoléculaa para transfarencia

fue originariamente usada por Arnheim ¥ Southern en 19%77.

Para realizar esta tdcnica es colocada la membrana scbre el

gel pin formar burbujas de aire. Las burbujas de aire crean

puntas da alta raesistancla, con lo gue se producen

transferencias de baja eficlencia y distorsicn de pandas.
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Por ello, es importante que el gel y el £iltro estén
firmensnta sujetos (Burnette, 1981 Gershoni y Palade, 19827},
El gel y el filtre, colocades en una cubeta gque contiene un
tampdn da transferencla, se situan entre los dos electrodos.

El tampdn de transferencia puede contener metancl. El
uso de metanol, originalmente introduclde por Towbin, tiene
ventajas y desventajas, Asi, tiende a incrementar la
capacidad de unidén de la nitrocelulosa para las proteinas y
tanbién estabiliza la geometria del gel durante 1a
transferancia (Burnette, 1981; Gershoni y Palade, 1982y
Nielsen gt al., 1982). Sin embargo, el metanocl reduce la
eficiencia de elucién de proteinas desde geles de
poliacrilamida~dodecil sulfato sddico  (5DS) (Gershoni ¥
Palade, 1982 Hielsen et al., 1982) y =u presencia debe
prolongaxse durante largos periodos de tiempe, mis de 12
horas, con el £in de obtener transferencias aflcientes de
prxcteinas ds alte pess melecular (Burnette, 1981). En
ausencia de metanol los geles de poliacrilamida tlenden a
hincharse en tampones de baja fuerza idnica y, sl esto
ocurre, lasz bandas pueden llegar a distorsiocnarse., Humedecer
el gel de media a una hora en el tampdn de transferencia
antes de gyealizar la mnisma puede evitar este problema
{Burnette, 1981; Gershoni y Palade, 1982),

Las condiclones 4¢ transferencia son dependientes del
tipe de gel, de la matriz inmovilizante, del aparate de
transferencia, y de las proteinas a transferir.

La elucidén depende del  peso molecular de los
polipéptidos: das horas soh sufilcientes para eluir los
polipéptidos da haje feso molecular, mientras que seis horas,
incluso mda, son necesarias para eluir polipéptidos de alto

pese molecular. Se han propuesto varias sugerencias para
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intentar paliar este problema:

~ Uso da geles de unién reverslbles (Tas gt al,, 1984)
saguidos de una despolimerizacidn del gel antes de la
transferencia (Raymond y Weintraub, 1958; Bolan et al.,
1982),

- Plgestion 1limitada dae proteinas de elevado peso
molecular mediante proteasas para convertirlas aen
péptidos nés pequefios ¥, por tanto, mnds fdcilmenta
eluilbles {Gibaon, 1981).

- Adicidn de deterqante:a cono ol 8D8  (Erickson gt al.,
1982) . Esta adicidn no tlens efectos negativos en la
adsorcidn de proteinas a la nitrocelulosa Y: por ello,
ha =zido utilizade por otros investigadores (Vaasaen pt
al., 1981; Nielzen at al., 1982).

B.2.3.Adsoroidn de proteinss a matrices inmovilizantes

Se han utillzado diversos tipos de mambranas para

retoner lam proteinas:

~ Nitrocelulosa {NC).

- Plazomembranas.

= Nylon.

Difluoruro de polivinilideno {(PvDF).

B.2.3.a.Nitrocelulosa

La NC es la matriz mds ampliamente utiljizada, siendo
originarfamante utilizada come filtros de superficie para
microfiltracidn, En estos - filtros las macromoléculas se
adgorben por interacciones quimicas mas que por fuerzas
mecdanicas. No se comprenden claramente las interaccionas da
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las proteinas con la NC {Wallis e a)., 1979); a un pH de 8,
que es el pH al cual se realiza generalmente la elucidn, la
NC esta cargada negativamente y las proteinas se adsorben a
ella. Efectos hidrofébicos, probablements, juegan un papel
en esta interaceidn.

Algunas proteinas, especialmente las de bajo pese
molecular, se unen con una baja afinidad a la NC y pueden
perderse durante la transferencia o el procesade (Kakita at
al., 1982y, Burnette (19281) utilizé matrices menos porosas
{0,2 en lugar de 0,45 um) para reducir esta pérdida.

Lh presencia de acetato de celulosa en los fitros de NC
parece reducir su capacidad para unir proteinas. Esto puede
explicar los walores, relativamente bajes, obtenidos por

Towbin gt al. (1979) ocuande utilizaren NC da Millipore
(Badford, Mass.).

B.2,3.b.Diazomembranas

En las membranas de este tipo las proteinas cargadas
negativamente, reaccionan electrostaticamente con los grupos
diazonium del papel cargados positivamente, Esta interaccidn
es seguida por upa unién covalente irreversible via
azoderivados (Alwine gf al., 1979) .

Dentro de estas membranas destaca la diazobenciloximetil
{DBM) -celulosa. La glicina, usada cominments en los tampones
de transferencia, puede interferir con el proceso de
adsorcidén a papeles de DBM-celulosa (Kakita ot al., 1982).

. Otro diazo papel es el diazofeniltioeter (DPT) .que ha
demostrado ser tan eficiente coma el DBM pero més estable

{Relser y Wardale, 1981)., - El papel o acetato de celulosa
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activado con CNBr se ha utillzado cen las mismas ventajas que
el DBM (Clarke at a)., 1979).

B.2.3.c.Nylon

laa membranas de nylon, originalmente utilizadas para
filtracién liquida y da gases, tienen algunas ventajas sobre
la NC como por ejemplo la durabilidad.

Zetabind (ZB) (AMF/CUNO Meriden, Conn.) aea una matriz da
nylon modiflcada medianta 1a introduceidn de grupos  amina
terciarlos. ZB tiene una capscidad de wunién para 1las
proteinas superior & la NC (Gershoni y Palada, 1932) vy da
mejores rasultados gque la HC an la slectroelucidn de las
protaeinas desde geles SD8 {Gershonl y Palade, 1%B2). Eato es
probablemente debido a la difevencia da potenclal eoxtra
creado por la carga poaitiva de ZIB.

Un incenvenjente da la alta capacidad de unlén de 28 eas
la posibilidad de plevadas unionss d@e proteinas no
especificas durante lags incubaciones. f8to puede ser
parclalmente evitado mediante un procese adecuads de blogueo
(Gerhoni y Palade, 1982). Una carateristica comin de las
pembranas de nylon es que se unen fuertemente a los
colorantes anldnices, como el azul brillante de Coomazsie o
el negro amldo. Esta caracteristica interfiere con 1la
tincién de los filtros; esto supone una desventaja con
regpecto a la NC dado que éata puede tefirse fadcilmente con
negre amido (Towbin et al., 1979} o con azual brillante de
Coomassie (Burnette, 1981). Gershonli y Palade ({1%82) para
evitar las uniones no especificas propusieron realizar un
bloqueo con seroalbumina bovina al 10% en PBS durante toda la
noche a una temperatura de 40-50 *C; esto supona reallizar un

kloqueo dea mayor duracidn al gue se debe emplear en el caso
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de utilizar N¢ (una hora de blogueo es suficiente).
B.2.3.d.bifluorurc de polivinilideno {PVDF)

Los filtros descritos con anterioridad presentan una
serie de inconvenientes. Asl, la NC as relativamente fragil
¥ el nylon presenta elevados ruidos de fondo. Es por elle,
por lo gque se han investigado nuevos materiales para
utilizarse como matrices inmovilizantes; fruto de estos
trabajos son las membranas de PVDF desarrolladas por
Millipore bajo el nombra comercial de "Immobilon-P",

Estas nembranas presentan una serie de ventajas ocomo
son

- Amplia compatibilidad quimica {tolera altas
concentraciones de metanol y es compatible con cualquier
tipo de colorante o reactive de inmunodeteccisdn).

~ Gran registencia mecdnica.

- Bajo nivel de adsorcidn inespecifica (bajo ruido de
fondo) .

La capacidad de adsorber proteinas es similar al de las

membranas de NC, pero inferior a la de las membranas de
nylen. :

B.2,4.Bloquac de las matrices innoviiizantes

La necesidad de realizar un blogueo de matrices se debe
as

- Reduccidn de las uniones no especificas,

-~ Permitir 1la renaturalizacisén dea los determinantes
antigénicos,
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los agentes de blogueo nds utilizades gon:

~ Gelatina (Sarivis, 1984).

~ Seroplbimina bovina (Fowbin gt al., 1979; Wadege y
Svenneby, 1966).

« Leche en polvo (Haurl y Bucher, 1986).

- Suerca animales (Hawkea af al., 1%82).

=~ Hemoglobina (Wintar, 1982).

~ Cvealbumina (Hanff st al., 1582).

~ Etanolamina (Kay at al., 1983).

- Tween-20 (Battelger sef al., 1982; Wedege vy Svennehy,
1986) .

Ho existe un acuerdo general sobre cual s @l agente
bloquaante iddnec. Asi, Battelger at al. (21982) utilizaron
@l PBS-Twean como agenta bloqueante destacando algunas
vantajas de este compuasto como aon la no intarferancia en la
utilizaclion do colorantes de proteinas y el ozcaso rulds da
forndo (menor gqua al obtenido al utilizar sercalbimina kovina

o sueros animalesn).

Blas y Cherwinaki (1983} deatacaron Jla majora en los
resultades al utilizar Tween 20 como bloqueante cuands sa
emplean anticuexrpos monoclonales. Sin embargo, Wedege y
Svenneby ({1986) compararon la sercailbimina bovina con el
Tween 20 y concluyeron qua era mejor la sersalbumina bovina,
Ya que con el Tween 20 se producia, en algunas ocasiones, una

tinclén no especifica.

Gershoni y Palada (1982) sugiriaron que las bandas
falsas pusitivas en transferencia pueden ser resultado de una
interaccidn hidrofébica entre antigenos y anticuerpos mediada
por detergentes. Hauri y Bucher (1986) indicaron que algunas
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dificultadas encontradas en los procescs da transferencla se
deben a condiciones de blequee inadecuadag. Asl, gstos
autores compararon cuatro agentes bloqueanteg {suero fatal
bevino, gelatina de mamifero, gelatina de peacads, y lecha en
poive) y destacaron los Dpalos resultados obtenides con sueroc

fetal bovino debldo a los altos ruldos de fondn.

Spinola y <Cannen (1985) al comparar 3 agentes
klogqueantes (sercalbimina bovina, leche desanatada en palve
Twoen 208) chsarvaron diferencias, tanteo cualitativag cono
cuantitativas, en les resultados obtenideow. Agl, con la
sercalbomina bovina detectaron numeresas bandag paro algunas
da allas eran dificlles de distinguir dol ruids de fonda; con
el Twosn 20 obgervaron una banda que no aparecia con la
seroalbumina bovina, y observaren diversas bandas con mis
claridad. Con la lechs desnatada en polva ne redujeron los
ruides da  fondo, pero no visuvalizaron algunas bandas
ochesrvadas con loa otros agentes blogqueantes. En asta prueha
comparativa  loea  nejores ragultados con  antlcuerpos
peliclonales se abtuvieron con Tween 20, Pere con anticuerpos
mehoclonalas 1o fudron con sercalbumina bovina. Estos
autores concluyeron que se deben comparar diwversas sustanclias
blogqueantes, dado que no existe un agente bleoguaante que Bea
id4neo para todos loz antigenos.

Una de las ventajas de utilizar los agentes blogqueantss
ea la resaturalizacien de loz detsrminantes antigénicos.
Este tlene mucha  inportancia si utilizames anticusrpos
moncelonales an la inmunodetaccién, Ya que muchos deo estos
anticuerpes fallan al reaccionar con antiygenos proteicos
tranaferidos desde geles 3D3 debide a las malas eondiciones
ranatyralizantes,
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B.2.5.Inmunodeteccidn en las watrices inmovilizantas

El sistena antigenc~anticuerpo esz el sistema mis
comdnnante empleado, En &1, un antlcusrpo frente a la
proteina de interés se usa como detector aspecifico. Se
pueda utilizar un aistema directo, o bien, un slstena
indirecto. En el sistema directo el anticuerpo especifico
e5td radiomarcade, o copulado a4 una enzima © a una sustancia
tluorescente. El zistema Indiracto es mis sensible e implica
el uso de un segundo anticuerpo, o biaen de proteina A; an
aste métode, el anticuarpo ‘mpecirico {(a veces un anticuarpa
monoclonal) estd sin marcar, y es el sequndo anticuerpo el

que ests marcado.

In genexral, todas las reacciones se llevan a cabo
diluyendo los anticuerpos en  un tampdn conteniendo agentes
blogqueantes. Despuds de cada incubacidén la membrana sze debe
lavar, una o varias veces, con un tampdén que no contenga
protainas. Los tlempos de incubaclén y dlluciones da
anticuerpos varian en un amplio rango, dependiendo da loa
anticuerpos y de la cantidad de antigeno, Para anticusrpos
de alta avidez, gse pueden usar altas dilucicnes y largos
periodos de¢ incubacidn para ahorrar suero, como es al caso de
loa sueros antl-hormona. Para antlcuerpos de baja avidez en
mejor utilizar una alta concentracidn de anticuerpos durante
un tiempo brave (tanto paxa al primer antlcuerpo como para el

sggundo) .

En e} caso de dateccidn con proteina A, el suero
completo no puede ser usado en la solucién de blogueo. Hay
que tener presente que la unidn de la proteinma A varia entra
especles o igotipos: asi, los anticuerpos de conejo son los

que mejor se unen a la proteina A,
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Se suela emplear el métode indirecto utilizando enzimaa,
generalments peroxidasa, para marcar el segundo anticuerpo.
En el caso da utilizar peroxidasa los substratos nas
utilizados son 1la diamincbencidina (DAB} y el cloronaftel,
Blas ¥y Cherwinski (1983) compararcn estos dos substratos y
obtuvieron mejores resultados con DAB. Las técnicas de
transfersncia utilizando peroxidasa fueren desarrelladas,
primero con anticuerpos policlonales (Towbin et al., 1979}, ¥
después con anticuerpos monoclonales (Hawkes gt al., 1982;
Blag y cCherwinski, 1583).

Towbin gk al. {1979) compararon anticuerpes conjugades
blen con peroxidasa o bien con fluoresceina, Yy obtuviaron
mejores resultados con la peroxidasa, ya que los antiocuerpos
marcados con esta enzima podian ser utilizades a diluciones
muche mis  altas, ademdis de permitir la detecoidn de
cantidades muy pequefias de antigeno (hasta 100 pg).

La tincién de las proteinas adsorbidas a la matriz
inmovilizante puede ayudar a la interpretacicn de resultados
negatives en la transferancia. Los colorantes utillzadoes
para tefilr proteinas son el negro amide, el verds brillante,
el azul de Coomsssie, y la tinta indla, Yuen et al., (1982)
desarrollaron la tincién de plata cque tanbién se ha empleado
para tedir las proteinas . fijadas a las membranas, Estos
colorantes pueden perjudicar la capacidad antigénica de las
proteinas transferidas y disminuir la visfbilidad del celor
que se produce en los sistemas de deteccidn ligados a
enzimas, Los métodvs da inmunodeteceidén son mas sensibles
que los sistemas de tincidn de proteinas, con las excepcicnes
de la tinta india (Hancok y fTsang, 1983) y la tincidn de
plata dado gque amhos tianen un rango de deteccién de ng. Esto
puede producir, en algunas acasiones, al visuallzar bandas al
realizar la inmunodeteccidn que no se verian al tedir las
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proteinas adoorbidas a la membrana.

B.J,.VENTAIAS E INCONVENIENTES

B.3.1.Vantajas

La transferencla desde geles de electroforesis a filtrog
prasenta las siguientas ventajas sobre los anilisis

roallzados directamente sobre los gelas:

« Loa flltros himedos eon  apilables y faciles da
manajar.

- Las proteinas inmovilizadas son accesibles a varios
llgandos.

= El gaste de reactivos es pequefio.

= 8o puaden conseqgulr miltiples réplicas de un gal, cada
una de las cuwales  pusdes someterse a un  ensayo
individual.

- Las proteinas transferidas pueden conservarse en los
flltros de 6 meses & 1 afc antes de reallzar las
incubaclones (Reiser y Wardale, 1981; Garshoni y Palade,
1962; Lea ef al., 1982.)

- La misma proteina transferida puade ser usada para
varios andlisis aucesivos,

- Lap sustanclas que tienen reacciones cruzadas y las
austanciéa interfirientes son separadas en el paso de la
electroforesis,

- Sa pueda utilizar una cuantificacidn densitométrica de
la tincidn de Inmunoperoxidasa con la ayuda de wun
densitdmetro (Towbin et al., 1982; Rordorf et al.,
1983).

- Exlste la posibilidad de analizar antigenos poco
solubles y, dependiendo del tipa de electroforesis,
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Pueden ser detectados eplitopos inaccesibles en 1la
proteina nativa,

- Debido a su alta sensibilidad, permite la deteccidn de
antigenos presentes en bajas concentraciones (1 pg-1
ng}, como es el caso de leos antigenos virales
localizados en células o en fluidos naturales {McMichae)
at al., 1981; Bolen et al.,1982; O‘Donnel et al., 1982),.

B.3.2.Inconvenlentes

Los pricipales problemas que se presentan al utilizar
estas técnicas son los sigulentes:

= Se pueden produclir distorsicnes del gel y de 1a
membrana durante electrotransferencias prolongadas,

particularmente a voltajes elevados.

= Utilizando geles 5DS pueden existir alteraciones en la
antigenicidad de 1los epitopos (Reynolds y Tanford,
1970a). Esto no representa un problema si se utilizan
sueros puliblonales; sin embarge, 81 lo es sl se
utilizan anticuerpes monoclonales, dado que estos
anticuerpos estdn dirigidos contra epitopos simples
dentro de wuna molécula y por tanto, existe la
posibilidad de que la reaccidn sea abolida por el efecto

desnaturalizante del detergenta {(5tone y Nowinski,
1980),

= Un exceso de proteinas puede pasar a través de la
membrana durante la electroelucidn perdiéndose en el
tampdn da transferencia (Howe y Hershey, 1981; Gershoni
Y Palade, 1382); este fendmeno se acentua cuando la

transferencia es realizada en ausencia de metanol.
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B. 4. APLICACIONEB

* Andliaiy de asocisciones protaina-ligande

8o  pueden estudlar interacciones proteinas-ADN vy
proteinan-ARN (Bowen ek a)., 19807 Hoch, 1982). Desarrollar
el gel baje condiciones desnaturalizantes suaves parece
mejorar la  eficiencis con que una  sefal es genarada
(pelepelalre y Chua, 1979)., 8in embargo, la afinidad de un
ligando a una proteina inmovilizada puede ser menor que a la
proteina nativa. Ea por eilo por lo que se deben eatudiar
condlclones para una renaturalizacién nda eficienta de las
proteinas, como pueden ser mejorar la eliminacién de los
reactivos desnaturalizantes o (facilitar 1a regenexacicn de
los puentes disul furo ipn aity.

* Demoatracidn da interaceclones probeina-célula

Hayman gt al. (1982) utilizaron transferencias para
demostrar interacciones entre polipdptides y células enteras.

* Idencificacion de subunidades enzimiticas

Mullerman et al. (1982) destacarcn la utilldad de esta
tdcnica para el aislamiento de aenzimas sin necesidad de
dlsponar de la enzima o da loa anticuerpos especificoa fraente
a ¢lla con un elavado nivel da purificacidn,

* Ruritjcacidn de anticusrpos mongespecificos poxr afinidad

Olmsted (1981} utilizé transferencias para obtenar Y
puriticar anticuerpos monocespeciflcos, Los polipéptidos
resueltos en geles SDS-polliacrilamida se transfieren a
papales DPT y los filtros se incuban con auero que contiene
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anticuerpos policlonales. Posterlormente, se cortan las
bandas que contienen los complejos antigenos-anticuerpo y los
anticuerpos moncespecificos se eluyen de las bandas cortadas
incubdndolos en un tampdn de bajo pH.

* umento de la sansibilidad en las auberpadiesratins

La transferencia de proteinas marcadas radiactivamente
desde los geles a 1los filtros aumenta la capacidad da
deteccidn (Symington et al., 1981; Erickson et al., 1982).

* Iestale de clopes

Se pueden selaccionar les clones apropiados, incluso sin
disponer de antigeno purificade (Towbin et al., 1979).

* Autoingupidad
Se puede conseguir una caracterizacidn de antigenos y el

testaje de sueros en enfarmedades autoinmunes mediante esta
técnica (Towbin et al., 1979) .

* aAlergia
Permite detectar anticuerpos del tipo inmunoglobulinas E

gue estan presentes en el suero a concentraciones mids bajas
que otras inmunoglobulinas (Sutton et al., 1982).

* Estados trapeformades—
Stxnad et al. (1981) caracterizaron el antigenc nuclear
del wirus de Epstein-Barr que estd presente en células

transformadas por este virus. Las técnicas de transferencia

pueden utilizarse también para caracterizar antigenos
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agociados a tumores (Rosen gt al., 1983).

+ Identificaclon de hormonas en teiidos

¥akxlita gt al. {1982} detectaron ng da insulina =in
necesldad de extraer la hormena de los tejldos.

* Estudlo de la respuesta lnmuna a Anfegtaciones por vermes

Esta respuesta es dificil de astudiar debldo a 1la
complajidad vy aiticultad de ocbtener preparacliones de
antigenos solubllizados. Estos problenas pueden resolvarsa
mediante las tdenlcas de transferencla (Tsang ef al., 1952).

+ Téenica de detsccldn an enfermedades fnfecclomas

Eatos métodos pueden utllizarse en andlisis sevoléglcos
de Intecciones virales debldo a qua estos organismos son
ditfelles da cultivar y mon antigénicanente complejoa, ademas
de escamamente solubles (Karchen gt al.,1981; Norrild gt al. .
1981+ Braun et al., 1981). También se pueden identiricar
antigenos virales de plantas en aislados de campo [Q'Donnel
2k al., 1982; Rybickl y Von Wechmar, 1982).

Escribano et al. {1990} destacaron el uso de astas
técnicas para confirmar los resultados positivos en el
diagndstico da la pesta porcina africana. Para tastar los
suercs de cerdos para esta enfermedad se utiliza el ELISA
(Pastor @t al., 198%) y para confirmar log resultadcos se
utillzaba la inmunofluorescencia indirecta (Bool et al..
19§9). Sin embarge, esta ultima técnica presenta con
frecuencia falsos negativos debido a su baja sensibilidad.
Por ello, se ha adaptado la transferencia elactroforética
dado qua ofrece una mayor sensibilidad y objetividad en la
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interpretacidn (Pastor et al.,1989%b), Estos autores probaron
207 sueros positivos en ELISA y sélo uno de elles no
reacciond por transferencla (este suero fue confirmado como
positive mediante radioinmunoprecipitacién). Probaron
también 208 sueros dudosos por la tdocnica de ELISA y todos
aguéllos qua fueron positives por otras técnicas lo fueron
también por transferencia sin encontrar, en ningun caso,
falsos positives. BSueros positivos por el método ELISA y
negativos por la inmunofluorescencia fueron también negatives
por transferencia electroforética.

Los falsos positives por ELISA se deben, en gensral, a
la fijacidn inespecifica de anticuerpos al soporte de
poliestireno de 1las placas de microtitulacidn (Escribano et
al., 1989). También se pueden producir falsos positivos en
esta tdenica por la serocalbumina bovina: los antigencs
utilizados en los métodes de dateccidn se consiguen
cultivando el virus en cdlulas y para este propdsitc se
utiliza suero bovino (gue contiene sercalbumina). También
las vacunas virales pueden contener seroalbtdmina bovina y
producirse anticuerpos frente a ella, y son estos anticuerpos
los gque pueden dar lugar a falsos positivos en las técnicas
de deteccién utflizadas en el dlagndstico de la peste porcina
africana., Estos Falsos positivos se pueden evitar utilizande
el método de transferencia electroforética.
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Capitulo II: OBTETIVCS




Huestro primer objetive en esta tesls ha sido &l de
desarrollar una nueva tdcnica de deteccidén de EE y TS5T-1.
Aungue actualmenta Ba utitiizan diversas tdcnicas
{inmuncdifusiden, RIA y ELISA principalmente} con buenos
repultados, todas ellas presentan diversos inconvenientes.
Ag{, la inmunodiftusidn es una tdcnlca sencilla paro de escasa
gensibilidad y gque requiera un alevado nuimerc da horas para
complatar ol andlisis (Casman y Bennet, 1965). E1 RIA es una
técnica muy sensible y relativanmente radpida (Bergdoll: vy
Raigsr, 1980), perc presontﬁ un grave problema: la necesidad
da trabajar con paterial radiactive; sste inconvenienta ha
motlvado que esta técnica haya sido sustituida por otra tan
ganmible como w«lla perc carente de riesgos: el ELISA.
Pracisamente, €1 método ELISA es el que presenta un mayoer
rumarn de ventajas: sensibilidad, rapidez, y posibilidad de
procesar un elevado numerc de mnuestras (Fay st al,, 1984).
8in embargo, presenta el Inconvenlente, como todas las
te¢cnicas de deteccidn da EE y 7T85T-1, de presantar falsos
pesitivos, debides principalmente a la proteina A, pero
tanhidén a otros alementos Interfirientes.

Para evitar algunos de estom problemas hamos puessto a
punte wuna técnica da transfarencia welectroforética que
utilliza un slstema de electroforesis semiautomitico con geles
comerciales ultrafinos, Para comprobar la validez de aste
método procedimos primero a estudiar cual era la cantidad de
EE Y  TSsT-1 nis pequeia gque  podiamos detectar,
Posteriormente investigamos la posibilidad de reacciones
cruzadas de las EE entre si y con la TSST-i, los posibles
falsos positives deblides a la proteina A ¥y la capacidad de
dateccidn de EE y TS5S5T-1 en extractos de cepas patrones y en
alimantos artificlalmente contaminados,
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En la segunda parte de l1a tesis estudiamog la capacldad
48 producclen de EE Y TS88T~1 por parte de eatafjilecocos,
sants coagulasa positives como negatives, aislados de lechs
A9 animales mastitices (ovejas, cabras y vacas).  Frimero
prodedinos a la  identificaclén  de los estarilococos ¥
gostariornents a la deteccidn da lag EE y T83T-1 producidas
pur 1o Bismgs, Para reallzar gsta detsccldn utilizamos dosg
recnicas, wnra de ellas la técnica ELISA doble *"samdwich®
(Froed g% al.. 19682}, que a2 probableasnta la majer wvarfante
Aa  ia péonica BLISA (Fey gt al., 1904), y ol método de
vraraferencia electyofarética desarrollade por nosotrom. De
euta  Samars, Copparamos el posiblementa mejor mékodo da
satesaisa As BB oy TSST-1 con la  téenica de transfevencla
plastraferdtica.

Biigimes realizay el astudic con estatilococos aislados
#» maatitia debids al hache que estos suponen ol principal
rlesas da  intoxicacion por ER & partir de estatilococos de
srbgas animal, la causa de agte paligre es el cavdcter
apgmmeraskntersa 4 lap EE: ios tratamientos térmigoa a los
gea habliuaisests se somste la leche no eliminan totalmante a

Lait pismas, som al cemsiguiente peligre para el consunidor.

B pole estudiamos la producsidn de EE por parte Ao las
wwpRd Guagulana  pesitivas, aine gue tampidn  investigames la
peaiple  prodwmuslin de las mismas  par parte  de  los
eatafilveenee eoegelasa  negatives, dade gue todavia se duda
A w papasidad enteratoxigénica.

Bepim %8 woma el papsl  de iz TEZT-I en el simdrome
2l odweoa tarlee e el hopbee, s4  han  hecho muy poOCes
entpdiof &F esta texira en animalea, A pesar de ello,
eebplon satoraR (Jones v Wienele, 19847 Mergan ef al., 1986)
goR Bugheven ¢ne  es%a Loxina jugaria un  papel importante en
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la patogenia da lag enfermedades producidas por
astafllococos. Por esta razdn, decidimos inveatigar 1la
produccion de TSST-L por parte de las capas aisladas de

pastitia.
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Capituleo ITI: MATERIAL Y METODOSB




A.CEPAS DE ESTAFPILOCOCOB

A.)1.CEPAS CONTROLESE

$e utllizaren las cepas tipo que Be detallan an la tabla
IIT.%., en la que se espacifican las EE y/o TagT-1 preducidas
por cada una de ellas. Estas cepas fueroen cedifas por el
nFomd Research Inatitute® (Wis. Mad.).

A.2.CRPAR DE EGTAFILOCOCOS AISLADAS DE HASTYTIA
Aa-2.1l.Materlal bieldgico

ge estudiaron 38 brotes de pastitis pressentados en
ewajas, ¢abrag y vacas localizades en las provincias de
jegovia, Zamora, Toledo, Avila y Madrid., e estes brotes 20
ga preaentaron en evejas, % en vacas y 9 en cabras. Las
ruestras do  los animales afectades se conamervarcn a 4°C en
wontenedores eatdriles hasta la llegada al lakoratorio.

A.2.2.81embrs da las muestras y alslaniente

Lasg nuestras vemitidag a nuastreo lakoraterio se
SEEGTAYON AN agar sangraj

- Mjar sangre de farnero: se utliizo otz pedlo base
“Biead Agar Base™ (Difcoj. El nmedim se prepard pegdn
las normas del fabricante; después de eafriar el medio
en bafio Maria hasta 45-30 *C se adadid asdpticamente un
§~1% de sangre sstdril de carnero desfibrinada (Oxoid).
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fabla IIT.1. Toxinas producidas por cada una de las cepas
patrones utilizadas.

CLPAS PATRONES DE 8§, aureus TOXINA PRODUCIDA
FRI-100 EEA
FRI-161 EEA
$6 EEA + EEB
FRI-330 EEB
FRI~-379 EEB
FRI-1173 EER
FRI-137 EEC,
FRI~361 EEC, + EED
FRI~472 EED
FRI-326 EEE
FRI-1183 EEC, + TEST~1
FRI~21) EEA + EEC, + EEE + TS38T-1

FRI: Food Research Institute (Wis. Mad, USA)
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A.2.2.a.Metodologia Qa atsleaniento

Ix sienbra de las muestras de leche an agar sangre se
realizd apadliendo 100 ):1 de leche com una pipeta auytomitica
(utilizands puntas de pipeta esatériles para cady manstra} y
extendiends eata cantldad por la superficie de lam placas con
ia ayuda de un asa da Drigalski. Posteriormante egtas placas
aa lnoubaron a 37 'C durante 24-72 horas. A) cabe de edta
clonpd oe realizd una seleceidn de las colemian cuya
morfolngla celular corresporwiia con las Qde ecosos Gran
gosttivos, catalasa positivos.

la tincldon de Gram se llevd a cabo preparando los
reactivos aequn  la desoripeién dada por Harvigan y Moclance
11%7%]. la actividad catalassn se compredd tewands una
colonla oon un asa de platino y emulsiondmsdola en upap gotas
de peréxido de hidregeno al 10%: la asparieidén de burbujeo,
per la liberacien de oxigeno, se censldard soms reaccion
poaitiva.

Lag volenias seleccionadaz 26 resembraros on APAY BAngra
para  whtenar oultives pures. Al eako e  24+48 horas de
srezinlents se velvid a  cosprobar gue lam caravteristicas de
len mloreorganismes eran las esperadas, provedidndsza  al
alyavenamisonto de las nismas en un medlo de congalacién hasta
#w eatudlo posterior.

A.4.l.Conservacidn an congelacida

ios nlersorganismes alslados se almagenmaren en un medlo
da congalagisn.
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Medic de almacenamfento en congelacidn:

-~ Triptona (DLfE0)...cnevsirrmannaronanansainaa 0 g
~ teche descremada en polve (Nestld}............20 ¢
o Glicerol (PAREBAC) cescvvsssvravsavasnswessasesBd @l
- Agua destlladd..isiacsriirarranterraiasarensd20 ml

Se satarilizd en a) avtoclave a 110 *C durante 10 minutes.
Poatariormente se distribuyd asépticamente en tubos estdriles
de poliestireno de I ml da capacldad. Los tubot se
inocularon dos veces coh anéﬂ de platine bilen zargadas con el

microorganisme a conservar y se congalaron a -20 °C.

A.2.4.Xdentifloacidn

Estos microorganismos se diferencian mediante la prueba
da lka coagulasa, para diferenciar las biovariedades coagulasa

poszitivas de las negativas.

A.2.4.a.Coagulasa

Para la realizacion de esta prusba se utilizé
plasma«EDTA de conejo lliofllizado (Difeo), el cual se
reconstituyé siguiendo las especificaciones del fabricante,
repartiéndose despuds en cantldades de 0,5 ml en tubos
estériles de 10 x 0,7 cm., Loa tubes con el plasma rehidratado
ge inocularon con una o doa gotas de un cultivo de loas
distintos microorganismos en BHI de 18 horas, se agitaron
guavemente y sa Incubaron a 37'C. La lectura de la prueba se
hizo a intervalos de tiempode 1, 2, 3, 4 ¥y 24 horas, de
manera que los microorganismos gue no coagulaban el plasma a
lag 24 horas, 8e consideraron c¢oagulasa negativos. [ade):ile]
control negativo se utilizd un tubo de plasmpa gue se inoculs
con BHY estéril (Pevriese y Hajek, 19890). Cada
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microoxganismo se testd al menos dos veces,

A.2,4.b.Identificacidn de las especies coagulasa positivas

Btaphvjococcus aupeus (Kloos vy Schleifer, 1986),
gtaphylococcus jintermedius (MAjek, 1976) y Staphvlococcus
hyicus (Devriese et al., 1978; Hajek et al., 1986) son las
tres especies qua en Medicina Veterinaria muestran reacclones
positivas en la prueba de la coagulasa en tubo. Estas tres
espacies pueden identificarse utilizando el esquema propuesto
por Devriese y Hajek {1980) (tabla 1III.Z2.} para la
identificacidn de los estafilococos patégenos aislados de
animales., A estas tres especies hay que afiadir la
racientemente descrita gtaphvlococcus delphini (Varaldo gk
al., 1988).

Este  esquema, ademds de la coagulasa, incluye cuatro
pruebas principales, que permiten diferenciar estas especies

coagulasa positivas entre si; estas pruebas sont

- Pigmentacisn de las colonias: se utilizé el medio de
agar "DNAsa" (Difco} y se siguieron las recomendaciones
de Devriese y Hajek (1980}, Los microorganismos se
sembraron por estria en la superficie del medio -y se
incubaron a 37 ‘C durante 24-48 horas. Se consideraron
como plgmentadas las colonias que mostraban algun tipo

de colaracién,

- Actividad nemolitica: esta actividad se estudid en el
medio "Blood Agar Base" (Difco) suplementado con un
5-7% de sangre desfibrinada de carnero (Oxoid). Los
microorganismos se sembraron por estria y se incubaroch
a 37 °*C durante 24 horas, al cabo de las cuales sa

realizé una primera lectura. Despuds se almacenaron a
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Tabla XII.2. Esgquema para la identificacidn de las especies
coagulasa positivas del génerc
{Devriese y Hajek, 1980; modificado).

E CARACTERISTICAS PRINCIPALES CARACTERISTICAS ADICIONALES E
Pigmentos | Hemdlisis | AbNasa | Clumping F. | Acetcina | Hialuronidasa | Manitol

5. _aureus I + + +! + Ioa + + 1
] E. lntearpediug i - + D D i - - - §
§5. nvicus i - - - b - . -
Is. delohini | - * - - P - 1

Pigmentos y HemSlisis: todos los tipos e intensidades,
hDHnmga: fuerte efecto. Clumping ¥.: Clumping Factor.
Manitol: anaercbicagente.
[#): mas del 90 % de lasz cepas son positivas.
f~): no se han encontrado cepas positivag entre las probadas,
[D): resultados diferentes.
{#]: no determinado.
[1): cepas de 3. aureuz aisladas de aves pueden ser ADNasa y
aceteoina negativas o débilpente positivas,



4 'C durante 12-18 horas y se efectud una segunda
lectura ocon el fin de constatar la posible presencia de
hemdlisis, tambildn llamada efecto esfingomielinasa,

- Fuerte efecto ADNasa: la prueba sa realizd en el
medio de agar "DNAsa" (Difco) para cuya preparacidn se
sigulieron las recomendaciocnes del fabricante. Los
nicroorganismos se sembraron en estrias radiales y se
incubaron a 37 'C durante 24 horas. La lectura se
efectud inundando, durante unos minutos, las placas con
HCl 0,1 N. La produccién del enzima se pusc de
manifiesto por la aparicién de un halo transparente
alrededor de la estria de crecimiento, guedande el
resto de la placa opaca por la precipitacidn del ADN no
despol inmerizado.

- Eactor de agregaglén ("clumping factor"): para su
reallzacién se depositd una gota de una solucidn salina
fisiolégica estéril en un portacbjetos, suspendiende
sobre ella varias colonias del microorganismo a
estudiar. A esta suspensidn se le afadid una gota de
plasna~EDTA (Difce) reconstituido, mezcldndola
perfectamente con la suspensién de células, utilizanpdo
para ello un asa de platino; la apariclén de grumos en

toda la suspensidn se considerd como reacecidn positiva,
A.2.4,c.Jdentificacion de las especies coagulasa negativas

Para la identificacién de estas especies recurrimos al
"api-staph System" (Biomerieux). Este métods se basa en la
realizacidn de una bateria de 19 pruebas biquimicas y wun
control npegatlve, gue se encuentran de forma deshidratada
dispuestas en una serie de pequefas caldillas, La

inoculacién de los test se realizé afadiendo a cada celdilla
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una pogquefia cantidad (150-200 fl) de wuna suspenaldén de la
cepa problema. Ia bateria de pruebas se incubd a 27 °C
durante 24 horas. Las pruebas de que consta cada tira son
las siguientes: produccidén de 4dcldo a partir de glucosa,
fructosa, mancga, maltosa, lactosa, trehaleosa, manitol,
*flitol y neliblosa, rafinosa, xiloza, sacarosa,
alfa-metil-D-glucosa y H-acatll glucesa, reducclion de
nitratos a nitrites, fosfatasa alcalina, Voges-Proskauar,

arginipa deshidrolasga y ureasa,

La inoculacidén se praéticd giguiendo lag ilnstrucciones
dal fabricante Y la interpretacidn se reallzé utilizando el
programa de ordenador “"APITABY. El slatema de identificacién
del *"Api-Staph System” estd basado an la clasificacidn da

Kloos y Schlelfer (1975).

A.J.INDUCCION A LA PRODUCCION DE EE Y TH8T-1

A.2.1.Matarial

Se siguid la tdenica dea  celofdn sobre agar (Hallander, 19638)

para la cual se empled:

~ Tubo da didlisis (Spectrapor} de 73 mm de didmetro
inflado y 115 mm de dlametro plano, cuya pared era de

un grosor de 0,074 mnm,

= Infusion de cerebro y corazdn (BHI) (Pronadlsa): para
8u preparacion se suspendieron 17 g del producte
deshidratado en un 1litro de agua destilada, za
homegenelzd, y se distribuyd en tubos. DPosterlormente
los tubos me esterilizaron a 121 'C durante 15 minutos,
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~ Agar de infusidn de cerebro y corazén: se utilizé BHI
(Pronadisa} al cual se afadi¢ agar bacterioldgico
(Oxold). Para prepararlo se afadieron 37 g de BHI y 15
g de agar a un litro da agua destilada. Posteriormente
se calentd en bafo de agua en ebullicién hasta la total
disolucién de los componentes y sa esterilizd en
auvtoclave a 121 *C durante 15 minutos. Despuéds de que
se enfriara el medio de cultivo hasta 45-50 ‘'C se
distribuyd en placas de petri de plastico estériles,

A.3.2.Métedo

En la produccion de EE se siguid el método da celofdn
sobre agar descrito por Hallander (1965) y modificado por
Jarvis y Lawrence (1970). Para su realizacidn se cortd papel
de celofdn de un tubo de didlisis en circulos de tamafic algo
superior al de una placa de petri da 9 om de didmetro.
Alternando un eircule de celofidn con otro de igual tamafio de
papel de filtro humedecido para facilitar su separacidm, se
recubrieron con  papel de aluminio, esterilizindosa
posteriormente en el autoclave a 121 ‘C durante 15 minutos,
Una vez estériles se depositaron asépticamente los circulos
de celofan sobre la superficie de las placas de agar BHI con
la ayuda de unas pinzas ejerclendo presién con las mismas
para que la adhesién al medio fuera correcta.,

La siembra de las placas se realizé depositando sobre la
membrana 200 Fl de un cultivo en BRI de 48-72 horas de la
cepa Yy sa extendid con la ayuda de un asa de Drigalski.
Posteriormente se incubaron las placas a 37 'C durante 48
horas en posicién no invertida, al cabo de las cuales se
retiraron las células y los productos que se hallaban sobre
la membrana mediante la adicidn de .2,5 ml de una solucidn de
Na,HPQ, 0,01 M, arrastrindoss wmediante un asa de Drigalski.
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La suspansién arrastrada se sedimentd en una centrituga de
2.000 rpm durante 10 ninutos, analizidndose el
sobrenadante (extracto) para detectar la presencia da EE,
Las membranzs de celofdn fueron recicladas lavandose primerc
luego con agua destilada, ¥y por dltimo,

paga A

con agua corrlente,
con agua daesionizada.

B.HUZSTRAS DE ALIMENRTOS

B.1.ALIMENTOS UTILIZADOS

84 emplearon los sigulentes 5 tipos da alimenton, todos
allos comerciales: leche, yogur, gqueso, mayonesa y

salchichas.

8.2, INOCULACION DE LOS ALYHENTOS CON EE

e wutilizaron EE purificadas cedidas por el ‘"Food
Research Institute” (Wisc. Mad.). S5e distribuyeron 100 g de
cada uno de los alimentos en dos contenedores (50 g por
contenedor), afadiéndose 90 Fl de una concentracisén da 100
Pg/al de cada una de las EE a cada wmuestra, dando una

concentracion final de 9 H9 de EE por puestra.
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B,3.EXTRACCION DE EE A PARTIR DE LOS ALIMENTOS

B,3,1.Material

Los reactivos que se emplearon para esta objetivo fueron:
HCL 6N.

NaOH 5N.

Cloroforme.

Carbowax 20.000 (Fluka).

1

Dentro de los aparatos utilizados destacan los agltadores

magnéticos ¥ la centrifuga (Sorval, RC-5B).

B.3.2.Método

Para la extraccidn de las EE de los alimentos se siguid
el meétode descrito por Reilser et al. (1974). Este método
consta de los sigulientes pasos:

1) Anadir, en algunos casos, agua destilada; asi se
ajfiadieron 50 m! a las muestras de gqueso y salchichas,
25 ml a las de yogur y maychesa, y no se ahadid agua a
las muestras de leche,

2) cuando la muestra era semisdlida se agité
vigorosamente a 'fin de conseguir una mezcla homogénea
dea ambas fases, pero cuandoe era sélida {queso ¥
salchichas) hubo que proceder a triturar, con la ayuda
de un homeogeneizador de brazo vertical,

3} A continuacién se realizé una precipitacidn dcida,

ajuspando el pH a 4,5 con HCl 6N en aguellos casos en
qua dste era superior a dicho valor.
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4) 8a virtidé el contenido en tubos de centrifuga de
acerc inoxidable de 280 ml de capacidad, procediéndosa
a centrifugar las muestras a 23.430 ¥ g durante 25

minutos a 4 'C,

5) Se desprecid el precipitado, ajustindose el
scobrenadanta a pH 7,5 con NaOH 5M.

6) Después da medir al veolumen con una probeta se
afadié cloroformo para obtaener una concentracién del
15% wv/v, a fin de .conseguir la extraceién da los
lipidos; se dejd esta mezcla en un agitador magnético a
100 rpm durante 3 a 5 minutos.

7) Postariormente a la realizacién de otra
centrifugacion da iguales caracteristicas que la
anterior, el scbrenadanta fua flltrado lentaméante a
través de una tela de batista, a fin de ratirar sl

cloroformo.

8) Sa «concentrd la muestra mediante didlisis frente a
Carbowax 20,000 (Fluka) hasta que el volumen era

aproximadamente de 10 nl,

Da cada una de las dos muestras, una de ellas se sometld
a un proceso de extraccion completo y en la otra el proceso
sa realizd sdlo hasta la neutralizacidn con NaOKH 5N (proceso

de axtraccidn parcial).
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C.DETECCION DE EE Y TSST-1

C.1,TECNICA ELISA
C.l.1,Hatarial

El material empleado para la realizacidn de esta tdonica
fue el siguienta;

~ Placas de mnicrotitulacidn de poliestirens de 356
pocilles de fondo plane (Greiner Mierotiter).

-Pipeta multicanal (8 canales} graduable de 50 a 250 P
{Titertek).

- Pipatas digitales graduables de distintos volumenes
(1~50 1, 50-250 A, 200-1.000 Pl (Gilson),

- Lector de ELISA (Dynatech, modelo MR 580).

C.1.2.Reactivos y tampones

* Tampén carbonato sédico 0,01 M, pH 9,6.

Solucidn A.u......1}) NaHCO, (Panreac).......0,84 g
2) Agua destilada,....1.000 ml

So0lucidn B...svaail) Na,CO, (Panreac)..,....1,06 ¢
2} Agua destilada..,..1,000 ml

Se afadié la solucién B sobre la - A, con agitaecidn
constante, hasta alcanzar el valor de pH de 9,46,
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~ Splucién tampdén fosfato salino (PBS) 0,01 M, pH 7,2,
1) anupoq.znzu (Panreac).......1,78 g
2) HaCl (PANK@AC) . vsvsvernssssa.9,0 Qg

3) Agua destilada...........1.000 ml

Despuds de disolver los componantes sa ajustd el pH a
7,2 con HC1 6N, Se puede conservar en refrigeracidn.

* Soluclén PBS~Tween.

Sa prepard afadiende 1 ml de Tween-20 (Panrsac) por
cada litro de PBS 0,01 M.

* Solucidén de substrato.

a) Solucidn tampdn citrato:

Solucidn A (dcido citrico 0,11 M}:

1} Acide citrico (Panreac)......2,14 g

2) Agua destilada........evc0.100 ml
Solucidn B (fosfato dlssdico 0,02 M)

1 HaZHPO4. 2H20 (Panresc),....3,56 g

2) Agua destilada...covevrssaa100 mi
Para su preparaclon se afadidé la aoclucldn B mobre la
A hasta gue se consiguié un pH de 5,0, Se conservd
a temperatura dea refrigeracidn.
b} Solucidén de uso (substrato)
1) ortofenildiamina (OPD) (Sigma)...60 mng

2) Solucion tampon clbrato.........100 ml
3) "202 (30%) {Panreac) s crssnnsarea 40 Pl
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Esta goluclén se prepard inmediatamente antesz de au
uso y no se puede conservar.

* las  toxinas, tanto crudas como purificadas, y aus
correspendientes antisuercs fueron cedlidos por ¢l "Food
Research Institute® (Wis, Madison).

* fuaro normal de conejo (SNC): @e urilizaronm dos
conejos de raza Nueva Zelanda sin inocular, a los qua
ze extrajo mangre mediante una bomba de vacio. Para
roalizar la sangria ge depild el recorrida de la vena
parginal de la oreja, se limpld con alcoho)l y se
precedld & dar un corte transversal wmediante una hoja
de pisturl a dicha vena; posteriormente ge introdujo un
recipiente conectado a una borba de vasio que s
atustaba an la oreja y en el que se ancajaka un tubo de
cantrifuga de S50 al, Cuando se obtuvo el wvolumen
deseada (genaralmente 25 ml) se retird el racipiente y
ae  aplicd una torunda de algodén en el lugar de la
ingision. La sangre se dejdé coagular a 4 "¢ durante 24
heras; transcurrido egte tienpe ge procedid a verter ol
auera en  tukos de  centrifuga ¥y gs realizd el
wentrifugado de las wmuestras (21.4380 x g durante 20
niputos). Daspuds de este paso, el sobrenadante fue
somatide a uyn proceso de inactivacion del conplemanto
madisnta una incubacidn de) suere a 56 *C durante 30
nimites en un baho Maria.

“.l.3.Mareaje de las inmunoglobulinas con peyoxidasa

2. 103 e Material

Zl marcaje 48  las Inmunoglebulinas especificas se
realizd con el enzima peroxidasa para lo cusl se uktilizd:
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- paroxidasa de vabans plcante (tipo VI Sigmal.
-~ Carborato sodico 0,3 M, pH 8,1:

1) HaHCQ, [PANEAAC) o v e vewa12,6 g

2) Agua destilada............500 a1

E} pE ae ajusta con HCL & N y con NaDH 2 M.

- Fluorodinitro benceno  {FDNB) {Fluka)} al 1%: ga
prepard disolviendo 1 ¢ de FO¥B en 160 wl da alcohal
abaoluto,
- M-periodate =madico 0,08 ®  (Blgma): para L1
preparacién se disolvieron 0,856 g en 50 ml de agua
destilada.
- Etilen glicol 0,16 M (Herck): se diluyeren 0.9 ml da
aetilen glicel en 9,1 ml de agua destilada.
- Borohldrato sddica (Fluka).
- Tampdn carbonato sddico 0,01 M, pH 9,8 (ver apartads
©.1-23.)
= Solucldn tampdn PHE pH 7,2 (var apartade C.1.2}
- Boroalbamina bovina (B3A) (Sigma).

2.1, b.Hatods

Para la conjugacidn de las inmunsglobullinag con el
enzima elegido se siguid la téecnica de Nakape y Kawasl (1974}
¢on ligeras modificaciones en mal pentide de reducir el numare
d0 pasos, puesto «que Be  observd que no wnejoraban la
sansibilidad ni determinaban la aparlcidén da reaccionss

inespecificas en la tdcnica.
La matodologia seguida fus la siguiente:
1) 8e disolvieren 5 »g de peroxidasa da ribane pioante

an 1,0 ml de  NaH(D, a,1 M, pd 8,1 ({preparads

{ipnediatanente antes da sy usH).
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2} A la solucidn anterior ¢e 1a afiadid 0,1 nl de una
solucidén de FDNB al 1t en alcohoa) abroluto,
de bloquear los grupos alfa y epzilan

con al fim
anino, asf como

los grupos hidroxi de la peroxidama. ps esta foran pe

evita que esta se conjugae consigo nissa pare
permitiendo a la vez la formacien dp pases ds Zonit s

con los grupos alfa y epsilon amina de las proteinpss
dlaponibles.

3} Una vez agitada suvavemente 1la mazala en un agitaday
orblta)l durante una hora, sa afiadie 1.0 ml da
neparicdate sddico 0,08 M an agua destilada,
continuando la agitacidn durante otrog 30 alnytos. La
oxldacién da la porcidn gqlucidica de la noléoula de
peroxidasa por esta compuesto parmita la formacisn Ja
aldehides que dan lugar a las basea de schife, paentom
entra ol enzima y lom anticuerpoa.

4} 3¢ afadid a continuacisn 1,0 @)l de wstllen glicol
¢, 16 M on agua deatilada, con el ebjets da Efremar la
reaccidn ¥y ae mezcld medlante agitaclen suave durante
ena hora a tesperatura ambiente.

3} A ceatinuacidn se introdujo la melucisn en un tube
da dialisis (tipo 8/32) y se dializs fremte a 3
volumenes de un llitro de tampén carbonate sedios 9,01
B, pH %,5 a2 4 'C con el objetive de restablecsr la
actividad entimética pardida.

&) Al dfa  sigulente se atadieron 10 my de
immneylobuling & purificada, diswmelta en 1,9 nl de
tampén carbenate 0,01 M, pH 9,5. La peipia se agltd

gzavemente por espacio de 31 a 3 howras A temperatura
anpiients,
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7) Se afiadid a continuacién 5 mg de borchidrate sddica,
permltiendo que reacciconaran duranta 1 a 38 horas a 4
*¢, vy asl estabilizar las basas de Schiff formadas.

8) Tras dializar la solucidn a 4 'C frente a PRS 0,01
M, pH 7,2 durante 18 horaa, se procedid a diatribuir el
conjugado en alficuotas adecuadas segdn la potencia del

misno.

9) Para su connervacidn se afadisron 10 my/ml de BSA y

#68 almpacend a ~20 °C,

Cul.4.Métode

Una vez obtanidos loa extractos se procedid a daterminar
1a producceion de ER y T85T-% de loa estafilecovos, atilizamde
la técnica ELISA doble "sandwich® de anticuerpos (DAS) (Fraed
et 4l., 1982) por la cual el antigeno reacciona tanteo ¢on leoa
anticusrpos que tapizan la placa de microtitulacion comn con
les que estan conjugados con ¢l enzina, obtenldes ambos en el

migne animal.

La realizacidn de eata técnica conath de las siguientes

etapas?

1} Diluir las inmunoglobulinas en tampin carkonato 9,1
M, pH 9.6 a la concentracion de 7,5 jpgsml. Esta
dilucidn me realizd a partir de una solucidén madre {(las
concentraclones de cada una de las Ig G especificas
utilizadan se muestran en la tabla III.}.).

2) Afadir 100)31 de las Ig dilufdas a 7,38 pg[mk &n
todos los pocillos, excepte en las filas depominadas A
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¥y H (extremos superior a inferlor respectivamente) que
se rellenaron con 200 pl de agua corriente, a £in de
evitar la desecaclén.

3} Cubrir la placa con una lédmina de parafilm y su tapa
correspondiente e lncubar a 37 °C en agitacién (100
rpm) durante 14-18 horas.

4) Lavar 1la placa 3 veces consecutivas con PBS-Tween,
dejando repesar el tampén de lavado durante 5 minutos
cada vez, para luego retirarlo con sacudidas endrglicas,
Después del ultime lavado se seca la placa golpeando la
misma contra un papel de filtro deoblado.

5} Afadir los extractos, a los gue previamente se habia
afiadido una cantidad igual de SNC dejando incubar la
nezela 18 horas a 4 "¢, por duplicado (100 pl porx
pocillo) excepto en los poclllos patrén raservados para
afiadir, también por duplicado, las distintas diluciones
de la EE o de la TSST-1 patrdn correspondiente, Estas
diluciones se realizaron en PBS-Tween Yy fueron las
siguientes: o, 0,625, 1,25, 2,5, 5 ¥y 10 ng/mk
respectivamente, Los extractos y la EE o TSST-1 patrén
se incubaron durante 3 horas en agitacién (100 rpm} a
17 *C.

&) Lavar 3 veces con PBS-Tween.
7) afladir el conjugado anti~EE o anti-TSST-1; éste se
diluye en PBS-Tween a las concentracicnes dptimas
(tabla IIL.4,) afladiendec 50 Pl por pocille e incubande
30 minutos en agitacidn a 37 *C.

8) Lavar 3 veces con PBS-Tween.
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Tabla IIX.3. Concentraclones iniciales de lasn
inmunoglobulinas espacificas (XIg).

ITEHUNOGLOAULINA EBPECQIFICA CONCENTRACTOM INICIAL
(mg/nl)
1gG-EE~A 18,5
19G~RE-B 6,8
148~EE~C, 18,8
I1gG~-EE=D 26,4
19G-EE~E 14,4
IgG=T85T~1 30,0

Tabla IIY.4. Diluciones da use dptimas del conjugada.

CONJUGADD DILUCION ENPLEADA

(1)
C-EE~A 1:2%0
C-EE~D 1:300
C-EE~C 1:300
C~EE~D 1:300
C-EE~E 1:300
C~TS8T~1 11300
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9) Afiadir la solucidén de sustrato en la cantidad de 100
Pl por pocille, permitiendo que se oxide el cromégeno,

10) Leer 1la placa mediante el lector de placas a una
longitud de onda de 450 nm. El tiempo que pasa desde la
adicidn del sustrato hasta la lectura suele ser de 5 a
25 minutos,

El calcule de la concentracién de EE o de TSST-1
presentes an el extracto se realizd por comparacidén de la
absorbancia de ésta con la obtenida con la EE o TSST-1 patrén
de esa misma placa, calculdndola de forma tedrica con un
programa incorporado en la caleculadora cientifica Texas
Instruments TI-586, Tras intreducir los valores de la
absorbaneia para cada dilucidén de la EE patrdn se podia
hallar el coeficiente de correlacién, la pendiente de la
recta y la intercepclén en el eje de ordenadas, asi como la
concentracién de EE o de TSST-1 para cualquier valor de
absorbancia. Hay que tener en cuenta gque el extracto se
encuentraba diluide al 50%, por el hecho de afadir el sSNC, ¥

por esta razén, debemos multiplicar pof dos los resultados
obtenidos,

Cada extracto se probd para la posible presencia de las
EE (A, B, €, DY E) vy para la toxina TSST-1. Se considerd
como produccicn positiva las concentraciones superiores a 2
ng/nl,
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Iy anti-EE diluida en tampon carbonato
0,1 M, pH 9,6
7,5 pg/nl

|

TAPIZAR

100 ul/pocillo
37 'C
Aqitaclen

|<m 16 horas

LAVAR
PBS~-TWN . Biuciones BB
{0~10 ny/ml)
«
Extrackto problema
100 ul/pociilo
INCUBAR
agitacién
37 '@
«~ 3 horas
LAVAR -
PR -THWN Ceniugada dilulds
an PRG-TWN
L 50 ulfpucillo
INCUBMR
7t ¢
o= 30 minutos
LAVAR
PRE~TWN
Hubstrate

«- 2% minutocs 100 pl/pocille

[ LECTURA I

PBES-~TWN: PBS 0,01 ¥, pH 7,21 + Twean 20 al O,1%

Diagrama IIX.1. Diagrama de filujo de la secuencia de pascs
en &l nmdtodo ELISA.
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C.2.TECNICA DE TRANSFERENCIA ELECTROFORETICA

C.2.1.Matarinl

El material necesario para la realizacién de esta
técnica es el siguiente:

- Sistema de elactroforesis semiautomatico, consistente
en una unidad de separacién y control, y una unidad de
desarrolle "Fhast System® (Pharmacia).

~ Cubeta de transferencia eléctrica (LKB, modelo 2005
Transphor) .

= Agltador orbital,
- Pipetas digitales.
- Geles ultrafines (45 x 35 x 0,5 mm) de electroforesis

SbS-poliacrilamida MPhast Gel Gradient 8-251
{FPharmacia},

- Tiras de tampenes para 1os geles SDS "Phast Gel SDS
Buffer Strips" (Pharmacia},

~ Aplicadores de muestra "Phast Gel Sample Applicator
8/1n {Pharmacia),

- Kit de calibracién peso molecular del tipo bajo peso
molecular "pMwn (Pharmacia).

- Soporte de madera y cuerda de piano (0,2 m/m).
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¢.3.2.Reagtivoa y taaponen
108 reactivos y tampones utilizades fueron:

¢ Tampsn de transferencia 25 mM Tris, 192 m¥ glicina,
20% metanol, pH 8,3:

1) Tris (hidroximetil) aninoetanc (Marck)..1%,1 g
2) Glicina {MOTCK) s vesurrsusnsasircnnsrea.?8,06 g
3} Matanol (Merck)...icrvivivenvvssinnera1.000 nl
4} Aqua destiladA .arrearircrscrariaenasd.000 BL

Este tampdn ho me deba ajustar con HCLl! se pueds

conmervar hasta un mes a 4 "C.

* Tampsn da bloguoo: es un  tampan foafato 0,01 M, Nacl
0,15 M, Twean-20 al O,5%, pH 7,3.

Solucion A..1) NaH2m4.H20 (Panreac).....1,38 ¢
2) Hall (Panreac)..evsvsreoe 8,786 g
3) Agua destilada........1.000 ml

Bolucidn B..L) unznmrmzo (Panreas)....1,78 ¢
2} NACl (PANre@ac) ..cvacesnveraB,26 ¢
1) Agua destilada........l.900 ml

Se afiade la solucion B sobre la A hagsta llegar al pi
indicado y posterivrmente se afadeon 5 ml de Tween-a0

por litre.
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* Tampdn de lavado: NacCl 0,15 M, Tween-z0 al 0,5%:

1} Nacl (PanTeac) .. vuuinverrrnsnsenenrnees, 76 [
2) Tween-20 (PANXeac)  suieevrnssnsnsanrines5,0 ml
3} Agua destilada.....civeuvennrnnseenesl.000 ml

* Tampdn de muestrai PhS 0,01 M, pH 7,3, 10% 8DS, 10%
2-mercaptoetanol; el FPBS sa preparé igual que para el
tampdn de blogqueo. Para preparar este tampén se
disolvid 1 g de SDS (Fluka} en 10 ml de DPBS 0,01 M, pH
7,3 y posteriormente se afadid 1 ml de 2~marcaptoatanol
(Fluka), & este tampdén se le afjadieron 5 fl de azul de
bromefencl (Fluka} al 0,005%.

* Solucidn de substrato-diaminobencidina {DAB) :

1) Tanmpén de bloqueo (sin Tween~20)......100 ml
2) DAB (SIgM2).s.vriuvinrnnnssarecernssnsa50 Wg
3) HyOp 33% (PAnreac)....eevsssversnsas, 100 P

* Solucicn de substrato-4 cloroc-1 naftol.

Tampdn 20 mM Tris, 0,5 M Nacl:
1) Tris (hidroximetil) aminoetano (Merck)..0,24 g
2) Nacl (Panreac) .. viviiniiiainiannnnnsnen.1,46 g
3) Agua destilada...y.iierurnrnnnsareeese 100 ml

Para preparar esta solucidn se disuelven 10 mg de
4-cloro-l-naftol {Fluka) en 3,3 ml de metanocl
{Panreac) en frio; posteriormente se afaden 16,7
ml de tampén Tris 20 mM, Nacl 0,5 M, conteniendo

1o Pl de H202 al 33% en frio; esta solucién se usa
inmediatamente Y no se conserva,
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% Toxinas o innmunoglobulinas aspecificas {las mignas
que lag empleadas para la reallzacién de 1la tacniea

ELISA) .

* conjugado anti-especle: suero obtenido en cerda
anti-inmunoglobulinas  de conejo  conjugadas  <on

paroxidasa (Dakopatts).

* glatema avidina~biotlna: compuesto por wun conjugade
da peroxidasa-estreptoavidina (BRL} ¥y anticuerpes da
sabra bietinades anti~-inmuneglobulinas de conejo (BRL).

* Protaina A (Slgma).

* Membranas inmovillzantem: NC de 2 cagas comercialag
("Schleicher & Schull® y Millipore) y PVDF (Millipere).

¢.2.3.a.80luclones utlilizadas en la tinclen con azul  de

Coomassle

a) Solucidn de tincidn: solucidn de "Phast el Blue R®
(Pharmacia) al 0,1% on 30 de matarwl (Panreag) y 103
de dcide acético (Panreac) en agua deatllada.

- Solucidn "stock": se disolvid una tableta d¢ *FPhast
Gal Klue R" aen 80 al da agua deatilada y se agitsd
durante 5+10 minates; pesteriormente se adadleren 130
ml de metanol (Panreac) ¥y se aglts duranta 2-)
minutos {esto hace una solucidén del 0,2%).

- Solucidn final: se mezcld una parte de la solueidn
"gtock? filtrada (50 nl) con uma parte de¢ 283 0o
dcido acético (Panreac) en agua dastilada (40 ml de
agua destilada y 10 ml do dcide acdtice): esta
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gnlucion go prepard el misno dia dae ias reajizazion de
1a elextrafuresis y no se puede reciglay.

B) Solucién de destafdldo: 39% de meransl (panpeac) ¥
16t da dcidn acético (Panreac) en aspua doatilada. Se
prepararon 100 ml {90 de netanol, 13 da acide asético
y 180 da agua destiladaj.

e} Bolusiaon da congervacidn: 19y da glicerol
{Panreac) y 10% de adcido acétlizn {Panreasz) en agua
dostilada; me prepararen 100 ml (19 da glicerel, 10
da Aclde aceticn y 80 4o agua  destilada;: esta
selacidn aywla a mantenar el gei flexible y
ragistente.

.2, Preparagidn 48 la muastra para wpa  elestroforasias en
qeles do Bod-pollasrilanida

%8 ahaden 19 }al da la golucidn  de muestra a4 99 wml da la
meastra {848l la gsncentracien fimal de S y mersaptostanol
my, @#a aphos casog, del 1Y), Eata mezclia se introduie en un
vube Pppandsrf y 28 songbld a un tratamients Sersive de 100
0 duysnte % minutes. la muestra =@ prepard pote antes de
raatizar 1a elestroforasis pero tambldn  se puede mantener
eoegelada a -39 0.

T4 Kbkadas

Fara oopsegeir  la optimizacidn da la téwmica de
seanaferenclia elestrofordatica X utilizaren dlatintas
dilusiowen d¢ ER y  THAT-1 purificadas a whas consentrasionss
e 394, 308, 189, 32, 223, 19y % mgsml. Uea ven conprokados
o8 maieres resuitados con las digt intas wvariaclones

szpleadas en loa pases de elevtyselusién e inmunsdeteczitn se
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utilizd la técnica optimizada para anallizar EE y  THsT-1
crudas ¥ purificadas (a una concantracien de 100 rasml), Eit
da baje peso molecular, extractos de alimentos, sxtrachtos de
wapas patrones de  Fhaphvlocorcus AuXeuaE, axtrastos da
eataflledcouos alslados de mastitls y protefna A (& una
concgentracidn de 100 ngsml). En ol casn de las sxtractos de
alimentod ge utllizaron extractor blanoo y extractoes con o

ain preceso coaplete de extraccldén,

Para realizar la electroforasls se utidizaren
aplicadores de 0 musstrau utilizarde, excepto en al provese
de optimizacisn, la muestra mimero L para la £ patren, y las
restantes 7 musatras para joas gxtractos a analizary.

C.3.4.8.Electroforesia SDd-paliacrilanida

ba electroforesis sge realizsd sigulends las tnatiusuionss

dal “Phaat Systam™:

= Enfriar la cama de laos geles (wituada en la wunidad da
saparacisn y contrel) hasta 15 *C.

= Afaslir 100 }:l de agua destilada en el area dongda
vanos a ¢olocar lom geles.

- Bacar el gel da au envoltura vy separario o la
cublerta protectora de plistice gon la aysda de usas
pinzas.

~ Depositar el gel an al ivjar correspondiente da la
unidad de separacién y contrel, evitands la Eerwadisoa
de burbujas.

- Secar )a zona que bordea al gel con un papal de
filtro.

- Colecar ¢l soporte de las pastillas de tampon.

= Introducir las pastillas de tampdn en sy sopsrts,
uktilizando guantes para avitar la contaminacidn debida
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a las proteinas de los dedos.

- Bajar la unidad de electrodos y comprobar que éstos
contactan con las tiras de tampon.

~ Cortar una tira de Parafilm y aplicarla sobre el
melde de las muestras (utilizando guantes) para
producir unas depresiones en el Parafilm.

~ Llenar las depresiones con las muestras utilizande
una micropipeta {aproximadamente § Fl por pocillo)
evitando la formacidn de burbujas.

- Depositar el aplicader de muestras sobre el conjunto
Parafilm-molde (por capilaridad ascienden las muestras
al aplicador).

- Colocar el aplicador de muestras en al lugar
correspondiente da la unidad de separacidn y control.

- Realizar la electroforesis bhajo las sigulentes
condiciones: 250 v, 10.0 wmA, 3.0 w, 15 ‘C hasta
completar 65 vh; la electroforesis dura aproximadanente
30 minutos.

C.2.4.b.Tincién azul de Coomassie

Utilizamos la técnica de tincién con azul de Coomassle,
Se realizé una electroforesis sbs-poliacrilamida, incluyendo
un kit de bajo peso molecular y EE purificadas de todos los
tipos, ademds de TS5T-1, a una concentracién de 50 Pg/mll
posteriormente colocamos el gel en la unidad de desarrolle ¥
se procedid a realizar el método de tincidn con azul de
Couomassie para geles SDS-poliacrilamida, Para todo ello se
siguieron las lnstrucciones del "Phast System’.
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vdpares do soparesids

Fhasttyston

Tig, IXIX.X, Representacionss de! sistema da alectroforesia
Flrast Systen (Prarmacia), gue jlustram dicks sistems
¥ ia petodoliogia en s utilizacipn.
iFrarmecis, 19863 .



Tiras de tampén PhastGel

Madic da sepavacién Phastgel

U007

Aplicadores de puestra Phastgal

Soperte de tiras de tampdn Phastgal

Fig. IIX.l. Continuacién.
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roeds @XI4NIYLCA

Vi

gaparta da elac=rodes

X

cama de los 9'1'£,4L§*m“.

Cdmara d4e saparacioen

muedr exzdntroica

celeocacién de 105 geles

Fig. ITL.1. ¢omtipuagidn.
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Colocacidn del soporee

de las tiras de tampdn

e . . '. X, '
i T e 7 .
vt WX ~ 7
+ . TR
aplicadores Y o
v
%
de muestras .

Insarcicdn de los aplicadores

rig, III.)1. Continuacicn,



posislin 2al soporte

#4al geal inferi:r

Tmsarsida

rig.

sensor da Teaparatura

gy

soparre d8 iss geled

) poslelsn de) sopor:s

.. del} gel superler
’\\\

dal el em el sopaurie A geles

I¥¥.1. Contipuacion.
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“iezro 4= la tapa

da i samaza Se desaprells

Flg. ZIX. 5. Tertimudsidn.
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£l método de atul de Coomassie consta de los sigulentes

pagost

1) Selucion da tincidn: 8 minutos.

3} Solucidn de lavado/destefidor 5 minntos.
3) Solucicén de lavade/desteildor 8 minutos.
4) Snlucién de lavade/desteilde: 10 minutes.

8) Scolucidén preservadora: 5 minutoes.

Twdos los pasos se realizaron a 5¢ 'C y el tiliempo total de
duracion sz de aproximadaments 40 minukos.

0.1.4.€¢.Blactroalunidn

Baspuds de realizar la electroforesis oo realizé 1a
alastrealuslion ¢que consta de las slgulentes: gtapam

= Raquilibrar ol gel en el tampén de tranaferencia
durante 5 minutes.

- Colocar ¢l gel sobra un soporte de madera, fijdmdelo
al mismo mediante unas chinchetas.

« RBatirar madiante una sspdtula la parts del gel gue se
spouentra por encima del frente de Jas muagteas ¥y la
tona de empaquetamiento. 3 :

- jeparar &l gel de su soports plistico {econ la ayuda
da una cuerda de plany} ozpezandy a separar desde la
zona de gradiente de alta concentracldén hacia la zena
de empaguatamiente. (Fig. III.2}.

= Aplicar wuna manbrana, equillbrada on tampdn de
transferencia, sobre ol gel. El cenjunto gel-nembrana
8a coleca entre dos papeles de filtko y oate sonjunts,
sienmpre con el gal en al lado do} cdvede y la membrana
del lado del dnode (las proteinas migran desde el pelo
negative al positive), se sltua entre dos palas de
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esponjas y se introduce en la cubsta de transferancis.

para realizar la electroelucién y la innuncdateccidn se
siguid un esguema o metodologia pasado an el método da Towbin
ot al- {1979) y las inetrucciones del “Phast Systea®,
hacigndo variaclones en cada uno de loz pasos, con el

cbjstivo de optimizar la técnica.

pado el elevado nimero de alementos para probar (tipo de
nanbrana , tiempo da electroalucién, voltaje de la
alectroelucion, eotc.), el ‘mimero de combinacionea posibles
era muy olevado poer lo que 58 variéd cada vaz uno sdéleo de loa
alomantos manteniendo constantes el restoa. Este ea, dantro
de las poaibilldades de cada elsmento sa mantuvd une flje en
tedas Ia® pruebas, excepto cuando se prebd dicho elemanto.
For sjemplot! come pembrana da referencis se utilizd la NC de
1a marea "Schleicher & Schull® |, gue ge empled en todas las
prusbas salvo guando compardbamos loa diferontes tipoa de

peénhranas.

condiclonas de slastreelucidn: la  cubeta  de
rransfarencia utilizada permitia variar e} voltaje (indicado
@n tantos por elento) con lo cual se modificaba 1a intensidad
da la corrients eléctrica. Come veoltale de referencia se
utilizé el de 0%, Para optimizar la técnica =e emplearen
tanblén loa slgulentes voltajes: 10, 20, 30, 40, 30, M0y
Bot. E) tiempo de electroelucidén de refersncla fus da 43
mirutos; otroa tiempes probados fuaron: 1%, 30, 69, %0, 130 ¥y

1890 ninutos.

Membranas Liomevilisantes: cose nmesbrana de referencia
utilizamos la NC de la marca "Schleicher & Schull®: otras

menbranas testadasa Fugron: NC Millipors y PVDF.
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Blegueo de la matriz jnpovilizante: una vez realizada la
electroelucidn se separs el gel de la membrana y se procedis
a realizar el blequeo de la misma mediante la incubacién de
la matriz inmovilizante en el tampén de blogueo duranta 30
minutos a temperatura ambienta ¥ en agitacisn.

C.2.4,.4.Inmunodeteceion

Para vrealizar la inmuncdeteccidn se vrealizaron los
siguientes pasos:

1) Incubacidn con 1los anticuerpos especificos: como
referencia se utilizé una dilucién 1:1.000 preparada
poco antes de su use, de los anticuerpos diluidos en
tampén de blogqueo, El tiempo de  incubacién de
referencia fue de 120 minutos. Otras dilucicnes de las
anticuerpos utilizadas fueron las da 1:250, 131500,
1:2.000, 1:5.000; tamblién se emplearon los tiempos de
incubacidn de 30, 60 y 180 minutos.

2) lavado: despuds de la incubacién con los
anticuerpos, la membrana se sometid a 3 lavados de 5
ninutos cada une con la solucidn de lavado.

3) Conjugado: se utilizé un suere anti inmunoglobulinas
de conejo, obtenido en cerdo, marcado con peroxidasa a
una dilucién de referencia de 1:1.000 y can un tiempo
de lncubacidn de referencia de 60 minutos. otras
diluciones enpleadas fueron; 1:250, 1:500, 1:2.000 y
1:5.000 y otros tiempos de incubacidn: 30, 120 vy 180
minutes. :Las diluciones del conjugade se prepararon
poco antes de su uso diluyéndolas en tampon de blogueo.
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4) lavado: se realizaron 3 lavados de 5 minutos con la

solucién ds lavado.

5] Yubstrato: ne utllizd como refersnclia el DAB sl blen
tamblén so compard con ol 4-Clora-l-naftol.

glatema avidina-blotina: coma alternativa a la
utllizacidn del conjugado antl especle ss mutilizd un sistena
avidina-biotina consiastente en un suers antl inmuneglebulinas
de conajo conjugado a blotina y deo avidina conjugada a
parexidasa., Se probaron diluclones de 1:250, 1:3%00, 1:1.009,
1:2.800 y 1:5,000;7 todags las diluclones se realizaron an
tampdn da hloqueo ¥y Ba prapararon poco antes de sa uso. Llas
diluciones eran las wmismas para cada uno de los dos
alemantog: asto e4a, gl la dilucidén del suare anti
irnmanoglobulinas  de conajo biotinadas ara de 1:250 la
dilucidn de la avidina conjugada a peroxidasa era tambidén de
1: 280,
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Tabla IIX.5. Valores empleados dentro de cada

que integran la técnica de transferencia

unc de los pardmetros
electroforética.

PARAMETRO

VALOR REFERENCIA

OTROS VALOREE USADOS

Voltaje

60 %

10, 20, 30, 40, 50, 70 y 80 %

Tiempo electroelucidn

45 minutes

15, 30, 60, 90, 120 Y 150 minutos

Membrana inmoviljizante

NC Schleicher & Schuil

NC Millipore y PVDF

Ac. especificos (dilucién) 1:1.00¢ 1:250, 1:500, 1:2.000 ¥ 1:5.0060
Ac. especificos (tienpo) 120 minutos 30, 60 y 180 minutos
Conjugados especificos (dilucién) 1:1.000 1:250, 1:500, 1:2.000 y 1l:5.000

Conjugados especificos {tiempo)

60 minutos

390, 120 y 180 miputos

Substrato DAB Cloronaftol
Sistema Avidina-Biotina 1:250, 1:500, 1:1.000, 1:2.000
Y 1:5.000

NC: Nitrocelulosa
Ac.: Anticuerpas.
DAB: Diaminobencidina.




Capitulo IV: RESULTADOS ¥ DISCUSION




A.UTILIDAD DE LA TECNICA DE TRANBFERRKCIA ELECTROFORETICA
PARM LA DETECCION DE EE ¥ TRAT-1

A.1.CONPROBACION DEL PEBO MOLECULAR Y DET. GRADO DR PUREZA DE
LAB kR Y TSAT~1 PATROKESD HEDYAWTE BELECTROVORESIG

80~ POLIACRILAKIDA
A.1.1.Resultados

e reallzd una elactroforesis apg-pollacrilamida
incluyendo & muestras: BE de los diatintos tipos (A-E) ¥y
T45T-1 purificadas a una concentracion de 50 }.mgfml. y un xit
da bajo peso molacular (Pm) preparade megdan las inatxucclones
dal fabricante. Para la tincién de las protainag en al gel
ge utilizd la técnica del azul de Coomassin. Tante an las
£E, como en la TH8T-1, aparecid una mdla banda a la altura de
la banda de migracién de la anhidrasa carkdnica (Pm 30.080)

(Fig. IV.1.}.
A.l.2.bilascusidn

El uso e los geles SDS-pollacrilamida permite coneoer
ol grado de pureza de una proteina, el nudmero de subunidadoes
y su Pa (Shapiro gt al., 19877 Hebarn y Osborn, 19é%). Esta
tdcnica presenta varias ventajas, entre laz gue dastacan:

1) simplicidad,
2) Se requieren pequefias cantidades de proteipa.

3) Alta rasolucidn.
En este mdtodo sa obtlane el Pmn de la preteira a

estudiar medlante la cemparacieon de  su movilidad
electroforética con la de las proteinas estdndar de Pa
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Fig- 3V.1. Tlestroforesis gnd-poliacrilamidiam . DHe izguierda a
daxouna: pesstra 1, patrdn de¢ bajo Pa { de akals hacla avriba:
fanfariinea b ~84.098-, albinina ~47.008~, awoalbysina -43.300=,
anhidrasa carbénmida  ~30.006~, inhiblder wripsina -310.000- ¥
asinntsalbining ~34.090~); suestras 2, 3 ¥ 4, BEE ~A purificada (59
/a1 7 hosekvas § oy 6, $E-B purifivada ¢ 39 wsgomlic T oain
MeStya wesstra 3, EU-A orwda (40 Lg/:ml).
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conocido, La utlildad de esta tdcnica se basa en 1la
capacidad del SD8 de interactuaxr y desnaturallzar una amplia
variedad de proteinas (Reynolds y Tanford, 1970a y b). Las
proteinas son disociadas en sus subunidades polipeptidicas,
en sl caso de qué las pozean, debido a la acclén del SDS y
del 2-~mercaptostanol. Las  eubunidades o las proteainas
nativaa ge unen a la misma cantidad de 805 por unidad de peso
(1,4 g de 5D8 por g de proteina -Hames, 1981-) y adquioren

una carga neta negativa. .

Las proteinas nativas Eianan diferentaeua cargas, tamafio y
¥m pero bajo la accldn del S80S ge rodusan y me convierten en
complajon B8DB-proteinas. Estos coaplejos tlenen una carga
conztante por unidad de masa. Se ha daterminade que la
movilidad electroferdtica de una proteina depende de la
carga, del Pmn y de la conformacidn. Sin embargs, la mayoria
de Jlos complejos 5SDS-proteina tienen la misma carga vy
conformacidn, con lo gue las difarencias en la movilidad
alectrofordtica ms deben, excluaivamente, a diferenciasz on el

P,

%o utilizaron geles con gradiente de pollacrilamida
dehide a su mayor resolucldén: en oestos geles hay un
prograsivo descenso en la movilidad de las proteinag debido
al descenso an el tamafo da los poros da la poliacrilamida,
aumentando asi la separacldn de las protelinas en funcidn de

au Pm.

El slstema de electroforesis utilizado (“Phast Bystea")
se ha comparado positivamente con la tdunica da
s8pa-poliacrilamida c¢lasica, presentando una mejoxra evidante
en las proteinas cuyo peso molecular estd comprendida sntre
11 y 70 Kd (Stlerle gt al., 1990). Ests zistema tambidn ha
demostrade  su utilidad para la difterensiacién a
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identificacidn bacteriana {Slayne gt al., 1990).

La presencia de una sola banda, ¥y a la altura da la
banda de la anhidrasa carbénica, demusstra que tanto las EE

como la T85T~1 patrohas poseen un elevado grado de
purificacidn,

A.2,0PTIKIZACION DE LA TECNICA

A.2.1.Resultados

Los resultades positivos en la  transferencia
electroforética aparescen come una banda, debida a una

reaceldn antigeno-anticuerpo, a la altura de la banda de la
proteina patroén.

Los datos obtenidos en la optimizacisén de la técnica
vienen reflejados en las tablas IV.1l., a IV.9.

Utilizando las condiciones dptimas para 1la realizacidn
de este método, esto as: 50% de voltaje, 60 minutos de tiempo
de electroelucidn, nitrocelulosa de la casa "Schleicher &
Schull¥, dilucién de 1:500 y 60 minutos de incubacidn, tanto
para les anticuerpos especificos como para el conjugado, y
DAB como sustrate, se pudieron detectar 10 ng/ml de EE o
TSST-1. Los resultados, referidos a la sensibilidad de la
técnica, fueron similares tanto para los distintos tipos de
EE, como para la TSST-1.
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Tabla IV.}. Optimizacidn del Voltaje. (Amperaje expresado
on Amparios - A -}.

voltaje Anperasje BE © TRET-}
1%} {iniclal-final) detectada {ng/ml)
10 0,05 A-0,06 A 500
20 0,10 A=-0,12 A 200
30 0,13 A-0,15 A 100
40 0,18 A-0,20 A 100
50 0,25 A-0,30 A 140
50 ! 0,30 A-0,35 A 100
10 0,38 A=0,45 A 100
BO 9,40 A=-0,70 A 100

Tabla IV.2. Optimizacidn del tiempo de electreoalucldn.

Tiempo de electroslucidn Concantracidn de lﬁ o TBET-1
(minutos) dotoatada (ng/ml)
15 200
J0 200
4% 100
60 50
90 50
110 50
150 50
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Tabla 1IV.), Concentracidn de EE o TSST-1 dotectada en las
distintas membranas inmovillzantes utlllizadas,

Henbtapa inmovilizanta Concentrazidn do EB o
TH0T~1 dotugtada Ia%{ﬂl)
Kitrocalulesa Millipore D0
bl kg 100
Mitredelulpsa Schleicher & Schull 50

Tabla IV.4. Optimizacion de la dilwaidn da anticusrpos.

bilusidn 4s Concentracidn de BE o ﬁm-s
anticusrpos doetastada (w&/mu
::350 ile)
1:%89 ] Bl
1:1.000 1355
1:2.900 160
1:9.000 294
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Tabla IV.5. Optirlzacidn de la dilucidn del conjugado.

pilucién de Concentraoién de ER o TART-1
ceniugado detectnda (ng/unl)
11250 50
1:500 50
1:1.000 100
1:12.000 100
1:5.,000 100

tabla IV.8. Optimizacldn del tiempo de incubacion de los

antlcuerpos.
Tieppo de incubacidén Congentracidn de ¥ o TIET-1
d0 les anticuerpos (minutos) datackada (ng{ml)
kL) 209
60 16¢
120 100
180 108
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Tabla IV.7. Optimizacién del tienpo de incubacien dol

conjugado.
Tienpe da incubacidén Concentracidn de B o TEST-1
dal conjugado (minutea) datectadn {ng/ml}
13 204
&0 Lo
120 1 100
180 L00

Tabla IV.4. Capacidad de deteccién de EE o T437-1
por parta da loa dos substratos emplesdos.

Jubatrato Congentrasiones de ER
O TEAT=1 detectadas

Cloranattol 2040 ny/ml
DAD el ﬂfml

Tabla IV.%, Sistema Avidina-Biotlna.
{lgual dilucien para Ac biotinades y para Avidina-peroxidasa)

Pilugidn cantidad de Em o T2sYT-L
datectada
11250 50 mysml
1:500 29 ngsml
1:1.009 100 ngq/mb
1:2.009 100 ngpsml
1:5.000 200 m&gml




(-Elactrotoresiu spsS-polliacrilamida |

l

! Equilibrado del gel |

«— 5 min

[ separaclén del gel de 3u soporte plastico l

[ Aplicacidn de una membrana sobre sl gel I
[ Elactroaluclisn |

== 1 hora

I Bloﬁuno de la membrana !

iq- 30 min T.a. en agitacion

Adicién de loa Anticyerpos
L:500

+— 1 hora T.a., en agitacidn

Adicidn del Conjugado antiesapecle
1150

500 ‘
== 1 hora T.a. en agitacién
Lavado

[ Adicion del Substrate l

T.a.: Temperatura amblente.

L

plagrama IV.). Diagrama de flujo en la secuencia de pasos
en el método de Transferencia Electroforética (T.E.}.
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A.2,2.piscusidn
Vamos a estudiar cada une de los elementos por separado:

1) ¥oltadje: con voltajes muy pequefics (10 y 20%) 1la
cantidad de proteina transferida a la matriz inmovilizante
fue escasa. 51in embargo, a partir de un voltaje del 30%
(0,30 A de Intensidad de corriente) no se observaron
diferencias en los resultades, lo que demuestra gue no se
necesitan voltajes elevados para conseguir una buena
elucidn de las proteinas. Por tanto, se pueden utilizar
voltajes a partir del 30%, d4ste incluide.

2) Tiempo de electyoeimmienT los resultades demuestran gque
a partir de 60 minutos no se preduce una mejora en los
mismos. Generalmente, para eluir polipéptidos da bajo Pm
se necesitan 2 horas y para eluir los de alto Pn se
necesitan, al mnenos, 6 horas, S8in embargo, se consiguis
una buena eélucldn de las proteinas en una hora debide a que
se utilizaron geles de un espesor mucho menor (0,5 mm} a
los habitualmente empleados (1-~1,5 mm), o que facilitsé la
elucidén de las proteinas,

3) Hembrenes- immovilizantesT los mejores resultados se
obtuvieron con la NC de la casa "Schleicher & Schull".
Peores resultados se consiquieron con‘el PVDF y <con la NC
de Millipora, La NC tiene una ocapacidad de unién a
proteinas que puede llegar a 250 pg/em, mientras que la del
PVDF es de 190 Pg/sem, Esto explicaria los rasultados
ligeramenta inferiores obtenides con las membranas de PVDF.
Con la matriz que peores resultados se obtuveron fue con la
NC de Millipora; wuna explicacion a este hecho pudiera ser
que la HC de esta casa comercial incluye acetato de
celulosa, el cual reduce la capacidad de la matriz para
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unirse a proteinas (Towbin gt al., 1973).

4) pPiluciones y tiempo de jincubacidén dal anticuexpo
espegifico y del goniuwgadot es importante conocer la
diluclén mads alta, y por tanto la de menor concentraciodn,
con la que se obtienen los mejores resultados. La dilucldén
de 1:500, tanto para el anticuerpo especifico como para el
conjugado, resulté ser la que permitic detectar la menor
concaentracion de EE o de TS8§T-1. Con la dilucidén de 1:250
se obtuvo idéntico resultado gque con la de 1:500, pero con
ol ldégico inconvenienta dé un mayor gasto de reactives. A
partir da 60 minutos de incubacidn, tante del anticuerpo
especifico como del conjugado, no se observaron mejoras en
los resultados. Por tanto, los tiempos de incubacidn

enpleados son muy breves,

5) Sustrate: con el DAB se obtuvieron unos resultados muy
superiores a los obtenides con el cleoronaftol. Estos datos
coinciden con 1los obtenidos por Blas y Cherwinski (1983),
Sin embarge, el DAB presenta el inconveniente de su
peligrosidad (hay que manejarlo con guantes y mascarilla)

dade qus es un posible cancerigeno.

6) Slstema avidina-blotina: los resultados obtenidos con
este sistema no supusiercon una mejora sobre los conseguidos
con un suero antiespecia convencional. Debide a su

superior coste econdmico Yy al hecho de gque precisa una
incubacisén mds (primero se Incuba la membrana c¢on el
conjugado anti ccpulado a la blotina vy posteriormente con
la peroxidasa copulada con la avidina}) es preferible

emplear el suerc antl marcado con peroxidasa.

combinando las condiciones doptimas se pudieron detectar

10 ng de EE o T§ST-1 por ml. Esta sensibilidad es superior a
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la obtenlda mediante las técnicas de inmunodifusien (Casman ¥
Bennett, 1965: Robbins et al., 1974y, qua son  las
habitualmente empleadas en la deteccldn da 3ag EE, & Inferior
a la obtenida por los nmétodos da angireinmunocansayo
(Kauffman, 1%80; Olmvik gt al., 1982; Fraed @t al., 1982).

A.:.i.a.Vantajas'

%) Dado que ¢l linite de deteccldn eg auparior al método
de inmuncdifusién doble en porta (Casman y Bennett, 1965)
que es el métods recomendado en el "OFfipial Methods of
Analyaio® (1990) de la "Asgsoclation of QfFpicial Analytical
Chemists® (AOAC), oumple los requisitos propusstos por
Bergdoll af al. (1976} en el sentido de cue ia sanslbilidad
de la técnica utilizada para detectar lam EE no Jdabe ser
interior a la da la empleada por las agencias reguladeras.

2) Hay que desktacar el e3caso gaste en reactives, dado
gue se nocesitan  volumenes  auy paguaios (20 ml
aproxinmadamgnte) para incubar las wmatrices immovillzantes,
a0 comparagién con las cantidades requeridas para les geles
¢ mambranaa habltualwente empleados (de unm tamafio bastanta
superier al de los geles comerciales wtilizados en este
trabalisn).

Al reducidd gasto an reactivos hay que adadir el pequedc
valumen do muestra requerida para realizar el andlizsis (solo
48 nogealtan 5 MBi}.  Esto representa una ventaia con
respecto a etras tacnleas, como por ejemplo ELISA “sandwich
tFreed gt al., 1982} on el que me utilizam 16H~200 Al de
wiestra, tenismds este hecho gran importamaia en sl caseo de
Aleponer de paquedios velumenes de extragtos de alinentos.
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3) Esta técnica permite procesar un elevado nimaro de
muestras dado gua se pueden correr dos geles al mismo tiempo
an la unidad de separacidén y control del "Phast System" y se
pusden realizar dos series segulidas (en total 4 gelegs) dada
1a escasa duracién de la electroforesis {30 minutes
apraximadamsnte). En cada gel sa incluyen 2 mueatras (una
para la EE o TEST-1 patrdn y 7 muestras prcblema) ¥y por allo
sa pueden analizar 28 muestras por dia. Adends, exliste la
posibilidad de utilizar aplicadores de 12 muestras, en lugar

de los de 8 utillzados en este trabajo.

ta técnica ELISA es la unica que permite procesar una
mayor cantidad de muestras que la transferencia
elactroforética. Con los mdtodos de innuncdifusidn,
{nmunofluorascencia y hemoaglutinacidn, el numero de muestras

posibles a anallzar es wmuy inferior.

4) Otra de las mejoras con respacto a otras tdcnlcas de
detecelén es su  rapides., Son suficlentes 4 & 5 horas para
conclulr el andllisis. Esto supons un avance con respacto a
1a tdcnica ELISA "sandwich" (Freed at al., 1%82) en la cual
hay que reallzar un taplzado con anticuerpos la tarde
anterior al procesade de las muestras y se requlieren do § a
4 horas del dia sigulenta para finalizar el mdtoda. Esta
mejora es mucho mis svidente en el caso de la lnmunodifusién
doble en porta ({Casman y Bennett, 19658), incluso con la
modificacion introducida por Reiser et al. {1974} con la

que me necesitaban ) dias para realizar la lectura.

5) Sin embarge, la principal ventaja con respecto a las
restantes técnicas da detacclén es su elevada aspacificldad.
En esta prueba para dar un resultado posltivo, debe haber
ademss de una reaccidn antigeno-anticuerpo, una ldentidad en

cuanto al pesc molecular del antigeno detectado por esos
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antiguorpons flas sustancias U8 pregsentan reacciones
cruzadas y las que producen interferencias son diferencladas
en la alectroforesis}.

Hay que tepar son  cuenta que las  reacclones
antigano-anticuerpo, en principle, son especificas, pero
exiptan roacciones crutadas con otros antigenos gue dan lugar
a faloos pesitives., Asi, Fey st al. (1984) al comparar los
distintos tipos de ELISA utilizados en la deteccidn de las EE
AaatACATUn Copo inconvanientes da ia tdcnica TLISA "sandwich
la aparicion de uynionas no especificas causadag por la
torpanitn de agregados en el conjugado, asi como los
provienas debldos a leoa falsos positives causados por
wrotaipa A {preblema comdn a otras téenlcas de datsccion de
By TEET=11.

Sonpally at  al. {1967) menclonaron loa problenas
apcontrados en las técnicas de  gel difusién en el smentido da
1»  aparizidém 48 3zonas y  anilloes aviplces. por su parte,
serpdall g% ak. (1976} discutieron loa problamas encontrados
4l gealizar la téomica de aglutinacidn, destacande la

agariokint g2 aglutimaciones no espacificas.

8) L& trampafarencia  electrofordtica presenta ademss una
gram  abietividad en  la intorpretacidn de los resultados,
abps 4we ne se preduce slempre en  las pruchas de
iumamidt fusldn doble  en porta pava la deteccidén de LE, en
ias  owAles e puedsn producir lineas patrones atipicas
(Mt lnial Mathods of Analysis®, 1990) y an las técnicas de
Laopprad Lnereanennla,

B el dowpm  dw las BE y TSET-1  la tdcnica de
epanforencia slegtrefordtica sélo se ha utilizado hasta la

fecha pars  astading de  eopecificidad ¥  reacciones cruzadas
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cuando

1986) y para

Las causas por las

se prusban anticuerpos monoclonales (Edwin at al.,
detectar anticuerpos sdricos frente a las EE y

que la transferancia electrofordtica

ha tenido limitaclanes a la hora de utilizarla en el anadlisis

de un elevadc nimero de muestras han sido:

- Problanas an la utilizacién da
convanclonales (laboriosos de fabricar

Erdgiles).

~ Tiempo de reallzacldn elevado, tanto
realizacién de la electroforeasis, como

gales
Yy muy

en la

en la

electroelucidén (Burnatte -1581- indlcd que ne
nacesltan de 20 a 24 horas para consequir una bueha

eluclan de las proteinas dasde

gales

gps-poliacrllamida) y come en los tiempos de

incubacidn da los reactivos. Kakita st al.

indicaron gue se necesitan hasta 3 dias

concluir el andlisis.

- Importante gasto de roactives.

(1982)
para

Estos problemas nc se presentan si se utilizan los geles
del *Phast System" dado que los geles son comerciales, el

tiempo necesario para la
8l gamto de reactivos
elsctroforesis presenta las sigulentes

sistemas clisicos:

1) Ber semlautomitica.
2) Altamente raproducibla.
3) Senclllez de manejo.
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Tabla IV.10. Cuadro comparative de las principales técnicas de deteccién de
oneidad respecto

EE y TS5T-1. El numero de cruces indica la mayor © menor id

al criterio senalado.

F CRITERIOB TECNICA DE DETECCION H
ELIBSA RIn I.D. T.E.
ﬂsansibilidad s+ ++ ++ +H+ 1
EEspecificidad et o+ ++ i+ ﬂ
HCapacidad de procesar gran n® muestrasg 4+ dobd ++ +++ ﬂ
) rapidez ot -t + et I

I.D.: Inmunofluorescencia.

T.E.: Transferencia Electroforética.



Hamta la fecha, la tranaferencla de proteinas combinada
con gl gistema de elactroforesis "Phast System"™ sdle se ha
utilizade para la deteccidn de antlcuerpos antivirales en
suero y fluldo cerebroespinal en animales de lahoratorlo

(Bigmund gt al., 1988},

A.J.E8TODI0 DE LA DETECCION DE EE ¥ T88T-1 CRUDAS ¥ DE Lag
POBIBLESZ HREACCIONES CRUZADAB DE LA8 EE ENTRE BI Y CON LA
TIET-1 ‘

A.3.i.Raaultadoes

8¢ probaron los diferentes tlpes de ER y la TS38T-1
crudag Erenta a  80% sueros homdlogos (EE-A con  los
anticuarpos frente a dicha EE). En todos los cages aparecid

una gola banda a la altura da las EE o TS8T-1 purlticadas,

También se examinaron cada une de loa diferentes tipos
de EE y la TS5T-1 con los antlcuerpes frente a las otras ER y
TS85T~1. Eato a8, la EE-A cruda se probd frente a los
anticuerpos anti-EE 8, €, D y E y tamblén con loa anticuerpos
especiticos de la T85T-1. En ningun caso aparecleron bandas.

A.3.2.Disousldén

Los resultados demuestran la alta especificidad de los

anticuerpos empleados dade qus no gea produjeron reacciones

cruzadas entra los distintos tipos de EE y la T85T-1 y al

hecho de 1la aparicién de una sola handa al utllizar ER sin

puriticar.

122



Sin embargo, Puede aparecer, ademds de la banda
especifica, dos bandas de Pm inferior producidas por 1la
fragmentacién de la EE por un fendmeno de digestion
enzimdtica debida a tripsina, quimotripsina Yy proteasas
contaminantes. Esta rotura produce dos fragmentos, uno
carboxi-terminal vy otro amine~terminal, cuyos pesos
roleculares sumados equivalen al Pm de la EE intaota (Lin et
al., 1988). El hecho de que no existan diferenciaes en la
utilizacién de EE y TSST-1 purificadas o crudas permitiria
utilizar a estas dltimas como patrones,

Otra ventaja de este método es la de no necesitar
antigeno purificado para su realizacién a diferencia del RIA
(Bergdall y Reiser, 1980} y del ELISA competitivo (Fey at
al., 1984},

A.4.ESTUDXO DE LOS FPOSIBLES FALSOS POSITIVOS DEBIDOS A LA
PROTEINA A

A.4.1.Resultados

La proteina A aparecid¢ come una banda de un Pm superior
(cercano a 60.000} al correspondiente a las EE y TSsT-1 (Fig.
IvV.2},

A.4.2.Discusidén

La proteina A representa un inconvenienta para las
técnlcas de deteccldn de EE y TEST-1 utilizadas hasta 1la
fecha. Esto se debe a la capacidad gue tilene esta proteina
de unirse de forma inespecifica a 1a porcion Fe de 1las
inmunoglobulinas (Notermans y Koper, 1979) lo gque da lugar a
falsos positivos. Para evitar estos falsos positivos se
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utilizan diversos métodos (Kopar gt al., 1980: Freed at ail.,
1982; Fay st al., 1984} (que suponen un incremento en el
tiempn requerido para realizar el andllsis.

En ia técnica de transferencia electroforética no se
produce este problema debido al distinto Pm de las Ef y
THEST~1 con respecto a la proteina A. Sin embarge, el Pn de
la proteina A calculade wutilizando técnlcas da sedimentaclen
Y eromatografia de axclusidn molecular (42.090)} no coincide
con @} que sa obtiene ‘al realizar wuna electroforesis

8DG~pollacrilamida (Bjork, 1972).

Eate autor comprobd que la proteina A migraba entre las
posicionen de la ovoalbumina y la sercalbumina humana con un
Pa de 84,000, A pesar de ello, les resultadom no  eran
reproduaibles en todos los casos: ai la proteina A ae
mantenfa una gemana & 7 °'C e ohgervaba #n la electyoforesis
una banda difusa. La explicacién dada por Bjork (1972) fue
qua esta proteina se desvia dal comportamiento general de las
proteinas en lag soluclones de 5SP8. Fate pueds ser una
congmecuencia de una conformacion peculiar de eata prataina

debldo a su conformacidn muy extensa.

Lapeyre gt al. (1987) copprabaron, al ukillzar una
técnica de transferencia electroforética con anticuerpes
monoclonales, qua extractos crudes de BEE-C se rxevalaban en
forma de una banda de 29 Kd y varias bandas no especificas de
un Pm  euperior, qua se deberian a la protaina Ay a otraz

proteinas extracelulares,
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A.5.DETECCION DE EE Y TSS8T~1 EN EXTRACTOS DE CEPAS PATRONES Y
EN ALIMENTOS ARTIFICIALMENTE CONTAMINADOS

A.5.1.Resultados

Se probaron distintas cepas patrones productoras de uno
o varios tipos de EE y/o da TS5T-1. En todos les casos se
confirmé la produccién de las EE o TSST-1 por parte de asas
cepas (Fig. 1Iv.2.).

En el caso de los alimentos artificialmente contaminados
se pudieron detectar las EF afadidas a los mismos. No se
observaron diferencias entre los extractos con o sin proceso
completo de extracoién. Los extractos blanco (extractos de
alimentos sin contaminar) no dieron lugar a reacciones

inespecificas (no apareciercn en ningun caso bandas) .

Después de reallzar el progeso de extraccidn en 1los
alimentos, se concentraron las muestras mediante didlisis con
Carbowax 20.000, hasta alcanzar un volumen de 10 nl
aproximadanentea. 8in embargo, en algunas ocasiones los
extractos se concentraban en exceso, y se observaba la
aparicién Qe turbidez en la muestra. Para evltar este
problema se procedid a centrifugar las muestras (200 xpnm
durante 10 minutos) para eliminar el material grosero.

En el casc de las muestras dea queso, aun después de
centrifugar, el sobrenadante siquis turbic. £i a pesar de
centrifugar la muestra, el contenido sigue estando algo
viscoso, es recomendable diluir la muestra en Na,HPO, 0,01 M
hasta 10-15 n! para evitar que el frente no corra bien al
realizar la electroforesis. Estos problemas se suelen
presentar en los extractos de salchichas, gueso y mayonesa en

mayor medida que en los de leche o yogur,
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Fig. IV.2. Trasferencla electrofordtica. De izguiaerda a derecha:
nugstra 1, EE~B patreén (100 ng/ml); muestras 3 y 3, extracto de
la ¢epa FRI-I507 muestras 4 y 3, extragto de la caepa FRI-I7T9:
muestras 5 y 7, oxtracto da la cepa FRI-L173; muestra 8, protaina
A {109 ngsal).



A.5,2.Discusidn

Los andlisis de las cepas patrones dieren los resultadog
esperados, detectdndose las EE Y/o TS8ST-1 notificadeos en la
literatura,

No hubo diferencias entre los resultados obtenidos con
los extractes con proceso completo de extraccidén y con
proceso parcial de extraccisn, Esto parece indlcar la escasa
interferencia que producen 1los lipides (eliminados en el
proceso de extraccidn completa per la accldn del clorovformo)
en la deteccidn de EE mediante la técnica de transferencia
elactrofordtica,

Los extractes blance, tanto los obtenidos con proceso
completo como parcial de extraccidn, no dieron lugar a falsos
positivos. Esto supona una gran ventaja con respecta a otras
técnicas de deteccidn de ER que presentan reacciones no
especificas con los extractos alimentarios.

481, en la hemoaglutinacién pasiva reversible (RPHA) se
producen aglutinacicnes no especificas debidas a componentes
de extractos alimentarios (Bennett et al,, 1973). Este
fendmeno se chserva principalmente en los extractos de origen
cirnico (Bergdell et al., 1976}, En el caso de la
aglutinacién pasiva reversible con particulas de 1ldtex
(RPLA}, Park y Szabo (1%86) destacaron la posibllidad de
falsos positivos cuando se ytilizan extractos de gquesa. Este
hecho fue también observadoe Por WieneXe y Gilbert (1987) en
un gquesc elaborado con leche de oveja y por Fujikawa e
Igarashi (1988). Estos autores comentaron el problema de que
los extractos de queso siguen turbios a pesar de

centrifugarlos, 1lo que produce reacciones Inespecificas en
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esta test,

Casman y  Bennett (1965) destacaron los problemas
encentrados en la deteccisn de EE  an extractos alimentarics
medlante las técnicas de inmunodifusién:

1] Los extractas de carne puedan oscurecer al agar.

2} Loa extractos de allmentos pusden causar lineas de
pracipltacién no deblidas a una reaccidén especitica con
anticuerpos: ésto constltuye un problema en loa tesk de
gel difusién simple y‘dobla en tubo.

Tamblén sa ha observade que extractos de alimentos
pusdion oscurecar el agar en la prusba de gel difusién doble
an porta cuando se utilizan procedimientea de auzento da la
sansibllidad (Casman gh al., 196%). Este oncuracinlento del
agar inmpediria la vigualizacien de ins lineas da

precipitacidn,

En el RIA se deben reallzar controles de alimentes
plance tan sinmllares como sea posible a los alimenkos que sw
van a analizar para la deteccidén de las EE {dillexr gh 2k-,
1978}, La necesidad de dichos controles viene dada por las
variaciones en ta inhibicidén en la detecclden de las EE ¥ en

1a adgorcisn no especifica por diferentes alimentos.

En ol caso de la técnica ELISA, clertos componentes
alimentarios pueden producic pérdidas en la empecificidad y
la sensibilidad (Kuo y Silverman, 1930). Tamkién Essink gt
al. (19383%) destacaron el hecho de que en log extracton de
alimentos que contienen lisozima, como el meiilldn, producen
falsos positivos en la tdenica de ELISA wgandwich”, Esto es
debldo a qua la lisozima se une a las proteinas de bajo punto

lsoeléctrico como es el capo de las {nmuncglobullinas.
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Adamds  de falsos positivos, 88 pueden producir
Interferencias en la dateccidn de EE (dificultad en la
detaccién de EE presente en los alimentos) debido a
camponentes de los extractos alimentarios, Asi, Fujikawa o
Igarashi (1988) amedalaron que en la Prueba dea RPLA se deben
eliminar nateriales interfirientes, come la gelatina y los
lipidos. Por su parte, Wieneke Y Gilbert {1987) no pudieron
detectar l1a EE presents en una muestra de queso madiante la
técnica de gal ditusion,

Sin eabarge, los principales problemas de interferenclas
paer coppongntas  allmentarios sze producen en el RIA de fase
adlida debids a proteinas de alevado Fa (Johnson gk al.,
1973, denigeargis y Kun, 1978; Pobar Y Silverman, 1977}.
dukovlc y Johnseon {1973} calcularon en hasta un 15% lay
irhiblclones no gspecificas de la unidn de EE-C, marcada con
I135, 4 tuboa tapliadoz con anticuerpoa frente a dicha EE
dabldo & extractes alimentarios.
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B.IDENTIFICACION Y PRODUCCION DE EE Y T8BT-1 POR
ESTAPILOCOCOS AYSLADGS DE MASTITIS

B.1,IDENTIFICACION

B.1.l.Idantiflecacién da las aspeales de estafilococos

coagulusa positives (ECP)

B.1l,1l.a.Resultados

En la tabla IV,11. se Iindica la identificaclén de las
cepas aisladas de mastitis, asi cowmo la especie animal de la
cque se alslaron. De log 121 estafilococos alstados 81 fueron
Staphylococcus aursus (66,9%). No &e encontraron ninguna de
las otras especies de ECP. La ldentificacidn de las especies
coagulasa positivas se realizd basandose en al esgquena
propuesto por Devriese y HAjek (1580) para la identificacidn
de los estafilococos patdgenos alslados de animales. Las
cepas A-34 y A~-101 poseian algunas caracteristicas de 8.
aursus, pero presentaban ausencia de hemdlisis y débil efecto
ADWasa; estas cepas fueron identificadas mediante el sistema

HAPT-Staph" como Staphylococcus aureus.
B.1.1.b,Discusidn

El esgquema utilizade para la - identificacidn de estas
especies (Devriese y Hajek, 1980) no incluye la especie
_Staphvlococcus deiphini de reciente daseripcldén (Varaldo gi

a}l., 1988), y qua presenta como caracteristicas principales,
aparte del hacho de ser una especie coagulasa positiva, la de
haber sido aislada da  lesiones purulentas en la piel de

delfines y la de ser negativa en la prueba de la ADNasa.
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Tabia I¥.11. Continuacidn.

CEPAS ESTUDIADAS

ENTEROTOXINAS Y TSST-1

|

EE=A EE-B | EE-C " EE-D I EE-E H TSST-1

REF . I IDENTIFICACION I DRIGEN EL'S‘_I T.E. EL1SA l T.E. ELISA | T.E. ELESA I T.E. ELISA' T.E. ELISA 'I'.E_.__‘|
Haoe | s soceus | ovio Hassd « B - 1 - 8 -1 . .1 . lasl + 0 -t - |
HA-U? I S. sureus l oving " - J - H - i - Ii 25,6 I « P ] - - ﬂ 25,2 | + u
Raos | sostmtens | oo I - 1 - 08 - 0 -0 .0 -0 -4 - -] - % - -
Daoo | sitwiom bowana I - 1 - 8 - | - @ - 0 - -1 0 -8 o4 -
a0 somwews leaprina b - 1 - 8 - L -0 - | - % -0V K . . || b -
B a102] s sures | oeopeina ff 266 | o« B . | . H S R I I R T
Bare!l s epicermigis eaprtno f - | - - 1 - 0 -1 -1 -V -0 -1 -0 . § .1}
at0r] sowes | ovio I - 1 - I - 1 -0l - VoW o1 o0 - | - ozl » B
a10] sowews | oo o) « 0 - 1 - Hasod o W - 1 - -1 - Hsol « B
Batl shpioe | oo 8 - 1 -0 -0 -0 - 1 o0 -} . i . I -0 -1 - i
Haizl sowes | oovine 8 - 1 - 0 - ] - - ] -0 - b o -1 - -1 -
laoms| smwes | oo It - | - 0 - 1 - B -1 - § -1 - & -1 -0 -1 -1
" l-!‘l‘! S. sureus | avino li 24,4 | R I | 11,8 ' « 0 -0 . 1 8,8 I - H 40,0 i - ﬂ
Baarl sopurews lcoprinall s21 - | - | - szl « 0 - 1-- Hasl « Bual o |
Datie]l s omes |oovio B - | - 0 - | « Hwsl - B -1 - 0% -1 -1 s2e o
Baiol 5 cpigermigis | ovine I - | - 0 - 1 - % - F . 0 . | . N TR R |
fail soowes | oviw I - | - 0 - T - - - K - [ -0 -1 -0 -1.1
ﬂ e153) sewes e f - | - 0 - | - - b -0 b0 -0 -0 T
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Tobla 1¥. 11. Contimuacisa.

CEPAS ESTUDIADAS

ENTEROTOXINAS Y TSS7-1

EE-A EE-B ﬂ £E-C l EE-D !l EE-E " I85T~1

REF. ! L0ENT IFTCACION DORTGEN ELISA | T.E, ELISA | T.E. ELISA | T.E. ELISA | T.E. ELISA | T.E. ELISA | T.E,
A262 | 5 xvtosus 1y | evine | - . . - - B - - N -
A-263 S._dlreuy Vagua I - - - - il - - " - - ﬂ - - H - -
A-264 S. msureus vecuno " - - - - " 18,6 * “ - - " - - H 21,8 +
A-265 5._sureus vatune - - - Y - I - - 0. S T .
A-267 5 nurevs vacung - - - 0. - i . - - - " - -
2288 | 5. epidermidis | vacuno - - - - - -0 - - -
4270 | 5. sures vaewa - - - - - . 0. - - .
A-279 S. sureus vacuno - - - - - - - - . - R .
A-281 5. sursus vacuna - - - - - - - - - - - -
4-290 | 5. epidernidis ovine - - - - - - - . . . - .
A-291 | s, epidermidis ovino - . - - - - - . - - . -
A-294 S. epidermidis oving - - - - - - - - - - . -
A-299 5. sursos owing - - 8,0 + r.a + - - - - 21,8 +




Pentpn de o EOP ainlanse exzlwsdivasente ZLASieasndma
ABESRG - gn rloguns  da los  bretes estuediadss  se alsid =l
cogumi AbbArmediva ni Qtamhulmtassed rdena.

G

B.1.2.Idantificaaién 4 laa papavies 48 astalilosasey
goagulass nagatives {B0H)

B.1.2.4.Resul tades

1a ldentifisazisn do estas espscles se realizd whlizinds
al sigtens de identificscidn “APT-Zaph™ .  Se alslaxon 47 ¥

gee representan  ab 33, 1% dal  tzisl  de ios aiptaf i losssan
ninlados . La distribucida por especies wiens reflelada em la
fanla IV.12.

Bl d.b Dissus ldn

¥l estwiin del eéners Staphylososiss e lse anizales
Acndstices ge ha congestrads fundapestalnerte en 18 eapad ke
BEaphy Lowamess AN RNE slenkras gus  Ran side wey  pooas las
inwentlgazienes encaninadas a la gayartariavitn  d8  las
aapecles coagulhsn negabivas. BIn G TEY, WEBREGREN Awloves
Ran sebrayads el papal de leos EM e la  pradeoeiva e
mantitis swbelipnlcasy Gubisrzes gf ad- 11982y en  ovaladg,
Dovrioge {(1979) en wagas, y Foutrel (19%8%4a y B) es cdhias,

%m alelaren 44 HCN de lem 1B bostea de masd i ia
eatudiados. A  pesar 9a elly, no e pwda bmputar, AL By
con exelusividad, ningune d2 sskes brofes a OB dedn gra s
endon los casss se aislaven seajentapente com RLSEGOYGAT, LR
da un poder patdgens  appllamenta recwmrnidy {8, DRCBIES.

astreptaovowes, coripsbacterias, golitormes, e%L.),

13%
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Tabla 1v.12.

MICROORGANISMO

EBPECIE

Ovina

ESPECIE ANIMAL
Caprina

Bovina

Total

Total

ECP

5. aureus

-
()

12

26

21

ECH

S. epidermidis

5. xylosug

5. simylans
2: Simulans

3
1
1

WoN W o

1

8. chromogenes

£._lentys

ol

Sin identificar

40

Total

61

39




Para ia idemtifieacidn da antas espenlies ge wtlliza el
gintema "API-dRaph®. Algunes inveatigaderes bas oomprobads
1a wtilidad da ests sisktesa para 1 idantifivaslien e les BUw
spepardodols con el esguena propuesty por Flags vy Seblalfas
{1279y . Contre da ko trabalos reallitaded en  eshe sendlda

destacan los da los slgpilentes autzsres:

- Gommal y Dawson (1983 reallEarsa  wua adtud Ly e 198 B
da JSiversan fusntes «linigas ¥y obfuviersn  ua L5 S

honolegia satre ambsy BAYod8GE .

- Glgar gt ak. {1994) comprobaren, en 1a bdmrd if ioneldn
da 130 BN, gue los resultades colpsidian en  wn 68,38 Ba

loa ¢asoes.

- Langlols gt ahk. (1904} exanipagen BE0H alslsdass 42 leshe

de vaca sktesternds un 21, 2% 44 gy b as L.

rdemds de eatos Trabales, Harvey ¥ Wtloemey (5999) an un
satwdio realizads en estafilosouss simlados da Leche oxuda S
vana, utillzazren a6 enguena  Pragis para ia Ldent il e idn 2a
aston  Alorenrganisncs y  ConpaAraron @ ragnl Laden eon Lo
sotonides con ol PARI-ftaph®. Para al R de laa wepas
estwiladan les resulindss fuaron homdluxges @ o Lamn Alversas

gepas gque no  pudiersin  sav jdantifisadans pur el sislena
propuesto por estns  autores, b Lo fusien por el sistema

HAPI-Htaph®.

Bote sistema comercial presssta las siguinates ventalas

ashra los sisteman oldsivos de identificanidn:

- Ippertante ahorve de piempn a1 0o LERer e PTEpATAL
paterias de prushas bicguimlecas.
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- Inclusidn de un control negative que reduce el nimero de
falsos resultades (Langleis gt al., 1984).

~ Posibllidad de utillzar un sistema Informdtico que nos
proporciona el porcentaje de  seguridad en la
identificacidn y la calidad de la misma. Ademds, en los
casoa da deébil discriminacién entre 2 6 3  especles, se
indican los test que se pueden utilizar para llegar a una
correcta identificacidn,

Uno de los problemas en la taxcnomia da los ECN es la
imposibilidad de ldentificar algunas cepas (Adegoke, 1985).
En &l presente trabajo, 4 de 40, es decir un 10%, de los ECN
ne pudieron ser encuadrados dentro de ninguna de las especies
de estafilococos que pueden ser identificadas por sl sistema
"API-Staph". Este hecho puede ser debido a que algunas de
estas cepas no pertenezean a ninguna de las especies de ECN
ya descritas. Este fendmeno astd dando lugar a la creacidn
de nuevas especles o subespecles de coagulasa negativas
(Langleis et al., 1984). Asi, de las 19 especies, tanto
coagulasa negativas como positivas, descritas por Kloos vy
Schleifer (1986) se ha pasado a 27 (Kloos, 1%890); sin
embargo, ninguna de las especies recientemente descritas se
han encontrado en la leche o productos ldoctecs de los
animales domdésticos (Gilmour y Harvey, 1990).

También se debe tener en cuenta que el origen de los
aislamientos puede variar - las caracteristicas bioguimicas de
las especies de ECN (Langlois et al., 1990}. Estas
diferencias pueden alterar la idantificacidn de los
aislanientos de origen animal, dade que los sistemas de
identificacidn estan basadeos en aislamientes clinicos

humanos .
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8.1.3. inteibasidn ds los estafilnenaes por aapevies asimalow

B.%.3. 8. Fasultados

La distyibmunicn de  {as wepan 9o 4, ARl ¥y de BT pam
respastn a la  eapecle animal 8n 13 gee  pe paeduls @l
alslanients viena reflejada el 1a tabla Iv.312.

B, L.l b bisgusidn

Mo se  va A tratar, pox ser saplilamanie revomeeldn, el
papal de Staphyleoconsud Agkous en las  msativle de low
apimalea domdaticos. Por tanto, asta Aiseusisn ss refarivd a

los  BON. Ani, B, epidarmidis ¥ 4.

RiArenrganignes que 84 presentan bahitzalsests an la laohe de

vaca {Bavelesa, 1979), de cabyra (Powbwal, 19843 ¢ A8 swaia
(gutidryes at al., [943%.

pabids al ordeds  pdaedsn oagoRrirarse e L3 e
BLEFOOLGARLBNDE presentes en LA sana vy en 2% pasdwsr $958 pa
ai wasy da S, Smiskd v . ifstuwa gen 28 poossnfan
privzipalmeante en ovejas y sabias {(Develese g ah.. 1999 ¥
da patas doa espesies de coagulagd  nopgatlvos ek da g,
FEinmua en vacas (Devriese, 19¥9j).

tambidn pueden ostar presestes mn  la lpohe y ila pinl de
ubresd y posonas de  aniealdes deedgfivea  las  espeoies B
shizpggenss ¥y 4. Ayloous.  As)l, valle e84 al.  ohwbay
engentraren eastay aspeyies da BOW, entre otraa, on wn ewdwdis

raalizade en cabras.
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B.2.PRODUCCION DE B8 Y T8dT-1
n.2.1.Benultadas

£a la tabla IV.11l. se espacifica la produccisn da PR 7
THAT~1 por las diversas cepas de estafilecocca aisgladoa da

naztitis.

En las tablas IV.1D. a IV.19, de¢ rofleian los siguientes
datea:

- pelazién de¢ la produccidn de EE v 745T-%1 opn  las

distintay especles da estafilococos [wabla IV.131.).

- Produccién da EE y TBST-1 on relawicm a la espesie

animal (tabla IV.1l4.},

» Combinaciones en la produccidén dm EE yr/o  TBET-1

{tabla IV.15.).

= Correspondencia  en la  produccidn de RE-C y  TEST-)

{tabla I¥V.16.).

= Wymers da eatafilococes productores da BE en relaricn

a la especis animal de la que @&  aislarsn (Tabla

v.it.y .

- Wapere de estafilocoves produstores  de BE v/o TESY-L

an relacidn a3 la especie animal de la  gue ea aislaron

(takla IV.14.).

= Prucedencia de las cepas de EUN  gue resultaron

pesitivaz en la preduccidén de EE  yro THEEP-1  (tabla

IV.19.0.
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Tabia IV.13. Ralacidn do la prsbuouidn de 88 y BH5T-3

con lag diztintas especiss do estakilosswas.

TREHTED

ENTEROPONINA © WICRORREART BH0E

AT~ PeobyoTonEa BN 2.8,

1 14

BE-A - "

|5 L

) 4 4

ER-B i ] - “

Total 4 4

. T 1% 44

BB~ B 1 z 2

_ Pertal 4% 18

et BB - -

BB BN . -
Poeal " o

o B Y 4

EE-T Lo - =

- Tutal ) L

8 5q 53

THET~1 B a ! ?

Total %3 ] &0
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Tabla IV.14. Produccién de EE y TSST-1 en relacisn
a la especis animal.

EE o ESBPECIE ANIMAL

TE8T-1 Ovina Caprina Bovina
ELISA | T.E. ELISA | T.E. ELISA | T.E.
EE-3 & 6 4 4 - -
EE-B 4 4 - - - -
EE-C 36 36 5 5 7 5
EE-D - - - - - -
FE-E 2 2 2 2 - -
TSST-1 41 39 3 6 15 15

Tabla IV.15. Combinaciones en la produccidn de
EE y/o TSsST-1.

EE o T88T-1 Resultados pesitives
ELISA T.E.
EE-A 1 | 1
EE=-C 1 2
T55T-1 . 14 . 15
EE~A + EE-E 2 2
EE-A + TSST-1 1 1
EE-C + TS58T-1 | 18 35
EE-A + EE-B + EE-C 3 1
EE-A + EE-C + TS8S8T-1 3 3
EE-B + EE-C + TS5T~1 3 3
EE-A + EE-C + EE=E + TS8T~1 2 2
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Tahla IVW.1l4, Covraspondansia en Ia peraduss Ldn
da EE-0 y TRHT-L.

2B y/o T8AT-1 Resuluados poaltives

BLISA L
[ 2 3
oY1 14 17
BE-0 + THSE-L 14 53

Tabla IV.1T. Némaro da estafiloceces produstorss 28 BR
an relacidn a la enpacie animal da la gwe oo alslapoer.

BAPHOLN AWIHAL
HIGROORGANY EMD Gvina caprina Powlna Tanal
g | 2o | omema b ora f emsm ] ora | me B ORA
BCR 37 17 3 g % ¥ L2 A3
_ pex - - » - a 4 2 ] 2
. Total . Wl 17 | 37 e | 8 7 % %2 i

Pabla IV.18. Wimaro de estaflloceccs produgtores 2e HE y/o FAHT 4

en ralacidn a la aspacie animal da la gque 2 abslarwa.

EAFPRECEE MMIMAL
HICROORGANTAND ovina caprina Bovina Tetal
Blisa | T BLEBA LF-S =82 . ELFEA YR,
L 'm 40 3 8 13 i3 59 il
j o N 2 1 1 4 4 ] ¥
Total 1 43 I 42 9 1 9 1% 15 87 65
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Tabla IV.19.: Procedencia de las cepas de ECN gue resultaron
positivas en la produccidn de EE y/o TSST-1.

Micreorganismo
{n* de aiaslamiantos)

Espacie animal

Produccidén ds
EE o THBT-1

g, xylosus (2) Bovina EE-C + TSST-1
| 8. xylosug (2} ovina TSST~1

§£. xylosus (1) Bovina TSST-1

5. sgejuri (1) caprina TS5T-1

S, epidermidis (1} Bovina TSST-1

S._epidermidis (1) ovina TSST~1 *

*+ Resultado registrado

exclusivamente con la téenica ELISA.
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B.2.2. . Glsgwelén

#.3.3. 8. Conparacion de  les remeltadses eprevides pev BELLAR ¢

pransfarencia elestyoferétiva

come sa  puasds apraciar en  lag tahiaa 1. %3, ¢ B¥.A3.,
Lawa regultadas  obtenides madlanta esiag Anp  LdaBiTAs
prAas4ntan una sorragpeadansia practicanente  aksaluta. i,
La cervespondancia de rodnltades en las EE 29 Les fipea A, B,
By B es total.

xoluaivanente an o) oasn 49 ia EE-0 ¥y Aa  THAT-L WBuba
paguatas diferensiags  BAZ gend retomanta, 4 cepas  ogwe dieran
valvraa positives asediante la  tdeonics da  RLERA {des &8 al
camn da  ia EEer, A=11% y A-i48, y otzos S0 88 al  @e la
pagT-1, A-183 ¥ A-36%}  ro padieyen  sey fatestadag OpEn
produstnraa Ha eataa tetinag g seamsfaransia
plestreforatlea. pate hesbe se  pubda  expllesy ger la
4lferanzia en el liplta do datessise de  laa bawniaoas 948
veang favenaia alestrofordtica y de CLIBA: 49ts a3 il e G
1aa wepas A-11% ¢ A=163 veyos remuliadas guaran leferiores &
14 mgsal, o blen per pesibles falses poaitives do la Tdonisa
ELISA, woms podria ser el casas de las epss A«140 y A~ ER.

Algunas cepas cuyes rasultados fuaren ileoferisres a A8
wsal  por ko nécniva HLIBA fueren positivas sediante ok
matods da tranaferencia. Eato puweda oap Sablde 4 g la
puary i ficacion  realizada por  YLISA  no faera &al tede
cnrreata. Unp da  les problemas da diluiy  les aAt AR LT Do
U0 s el de gua este Guers coatenga sntliowarpes Blogpeeantess
gue  soppitiearan  pov @l antigens oof lo9 antiousrpes el
rapisado. Por elln, se pusis detectar menes B2 gue ia

reslmenta axistante.



Fig. Iv.3. Transfersncia elactroforética. feteccidn de EE-C en
extractos de cepas ai=siadas de mastiti=. Pe izquierda a derecha:
muestra 1, EE-C patrdén (100 ng/ml) ; muestra 2, capa A-54; muestra
3, cepa A-56; muaestra 4, cepa A-57; nmuestra 3, cepa A-60; muestra
&, cepa A-61; muestra 7, cepa A-62: muestra 3, cepa A-71.



Es de depkagar la faverable comparacidn de 1a tdonios e
sranafarensia electreferdtica con ia  tdanica da BLIBA, sobre
tuds gl se tiend en Guenta gua  esta ulbina, asagun # Lapuame
autores (Tranter y Brehm, 1390}, o3 la idémes para ia
datesuidn da BE.

B.2.3.h.Entarctexigenicidad da loa esatafilocoson alalndes du
mantitiaz

Bl nawmere de catafilesovcs enterataxiydnicos, imslupesds
1w TRIT-1, fus dal 55,1% per  BLIZA y  dal 89,84 paw
tranafarencia electrvaferdtica. 34 »o ae Lngluys  la T80%F1,
eatan poraantajes dlgainuyen al 43,08 ¥ 43, 3%

reapast lvaneante.

coma 2 puedae apreclar e ba tabla [V.13., ia BZ aas
produzida fue la dsl tipo €, saguida de la BE-A:  en mapoyw
aedida se produlercn las BEE-B y B, ¥ on ningin oasa e
snoortyd la BE-D.  CJake destacar el alto poroestale da wepan
predustoras  da  THST-1 (51,2% medilants EBLISA y 49,.8% per
transdfarencla elentreforétical. FRE kBecho de gma la EE-¢ sea
la mds producida eoingide con los resuitades obtanides pow
Radek (1978}, Gutidrrez eb al. (19823, Puyser ¥ Bilasasy
{1964} ¥ Valle gt al. (1990) confirmandsd e astn tipe de BR
ag la predominants en las cepas de sestagilesonens alslades de
animales, a dlferancia de lan cepas de erigen husans, en las
qae ¢l tipo predeminante es 1a EE-A (Rergdell, 193%}.

En ovejas el porcantaiae de eztafileoseops
entoratoxigénices fue del &0,6% tanto por ELISA coma pov
transferencia alectrofordtica (sin incluir a la Te§T-1}.
Eats porcehtaje resultd sger ligeramemte inferier a leas
obtanidos por RAjek (1978), Olsvik gt al. (1931}, Sutidrres
eh% al. (1982) y Bautista gk al. (3998) cuyes valoves
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oscilaban entre el 61,4 y el 81,8%. La EE mds producida fus
la del tipo € (59,0% de cepas productoras). Esta resultado
coincide con los de Hajek (1978) y Gutidrrez et al. (1982),
pero difiere del obtenido por Bautista et zl. (1988). Esta
diferencia en cuanto a la produccidn sa puede explicar por el
diferente origen de las cepas (Bautista et al., 1988): las
cepas alsladas por Hajek lo fueron de ubres o fosas nasales,
las de Bautista et al. (1988) de leche cruda y las de
Gutiérrez gt al. (1982) asi como las muestras estudiadas en
este trabajo lo fueron de leche mastitica. En menor nunaro
se ldentificaron las EE de los tipos A, B y E, y en ningun se
identificd la EE-D.

En cabras el porcentaje de estafilococos
enterotoxigénicos desciende al 38,1% (ELISA y transferencia
electroforética). Este valor es infarior al obtenido por
valle st al. (1990) -48,8%- en leche de cabras sanas.

En el caso de los estafilococos aislados de leche de
vaca el porcentaje de cepas enterotoxigénicas fue del 17,9%
por ELISA ¥y del 12,8% por transferencia electroforética,
encontrando exclusivamente la EE-C. Este valor fue
ligeramente superior a los obtenidos por Casman (1965},
casman et al. (1967) y Harvey vy Gilmour (1985), ocuyos
resultados oscilaban entre el 2,6 y el 9,4%. Auin asi, el
porcentaje de estafilococos enterotoxigénicos es muy inferior
al obtenido en ovejas, hecho qgue coincide con los datos
citados por Bautista et al. (1988).

Mencidn especial merece la TSST-1. S8e detectd la
produccidn de esta toxina en, aproximadamente, el 50% de las
cepas astudiadas. Por especies, las cepas mas productoras
fueron las alsladas de oveja (67,2% por ELISA Yy 63,9% por
transferencia electroforética), seguidas de las de vaca
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¢38,4% par ELIsA y transferendia eleckrafordtica; y  gpor
aitims las da cabra {28,5%% por ELIBA y tranaferssaia

ajevtyafurdrica).

Masta ol momento, se han hachs peoos eatudios asobre esta
toxina en  asutafilocooes da  orlgan animal. Dentra 44 sstos
rrobajes cabe dastacar les de Jones y Wienske (1988), Olevik
ph als ¢1987) y hdekeya at al. [198%) . Jonas y Wienawe
(1986) almlaron TSST-1 de cepas da anta £llocoros provedeanten
Aa mastitia Rovina y sugirleron la posibilidad da  gue esta
[N contribayera al .deaarrwlla B 13 anfarnmadaday  on
animales. Esta swyerencla tambléan fua realizada por Valle gk
2k~ (1991) basandose en @l alto poroentaje (44,2%) da
patafiloconos alnlados da leche crwla de cabra prodactorss de
Tast-1, y es raforzada oon lea rasultados shtenldos an aate
trabajo. Olavik et al. (1987} ercontraron qua  un 41,4% da
laa cepas de Staphyloseccus aurasa alsladas de mantitia ovina
y bovina preducian TS3T-1. Por eu parta, Adekeys gk al.
{1989} comprobayon  dqua un 28,6% de las wepas de S, AYERNR
aialadas de mastitls bovina producian eata toxina.

Hay cue destacay que e  encontrd wa elovads nmisere da
cepas  que producian conjuntamente i EE~C y la TBET-L,
indepandimntenente de sl estas Cepas predujeren ¢ no algdn
stro tipo da EE. Estae hecho ha sida sbservads por un elevals
mimerc de awtorea (Gutiérrez gt al., 1981 Jones ¥ Wiereka,
1986: Morgan gt ak.. 1966} . Tambldn ap relevanta al datsn du
gue 1% cepas por ELISA y 14 por transfarancia slectrofordtica
produjeren exclusivamenta T3ST-1.

Estes rasultados revelan ¢l peligro potencial que
suponen lam mastitis estafilocdcicas para la saled del
gongumidor. Precisamente o3 la leche da los anipales

mastiticos la principal fuente de EE por estafilococes de
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arigan animal (Bargdoll, 1539).
8.2.2.c.-Produyccidn de EE y TSST-1 por ECP

£l porcentaje de SLaphyloe0coul AMESME erverstorigénicos
fus del 73,8% (ELISA y tranaferencla electxwaforavica) si se
incluys la T53T-1, ¢ si no del 61,7% (ELISA v transferencia
alactroferstica). Por espacies anlmales, iws g, aureus m4s
entorotoxigénicos, sin inelulr la TS8T+), fuwmpron los alslades
da  owvejas (86,0% tanto por ELISA como paor  erapsferensia
glectrofordtica), sequidns per los de cabra (44,63 ranto par
ELISA como por transferencia electrofordtimay vy  por dltine
log de vaca {19,2% por ELISA y 11,5% por trans forvescia).

En oveias el alto porcentaje de cepawm da $. aMKAUS
saterotexigénicas colncide con los  datas ghtesldss  por
Gutidrrez gk al. {(1932) y son algo superiores a los de HAalaek
{1378} . Loa purcentajes fusren del 79,7% para los prisevos y
del 60,0% para el megundo. El tipo de EE  m=dasg preducids Fue
el tipa €, lo ue diflere da lon resultadas  obrenidos por
Bautista gf al. {1988}, aungque estos autores explicaren que
al tipe predeminante de EE variaba segun @i eorigen da las
sapas estudiadas (Bautista gt al., 1948 las aizslaron de lechas
vpwda y ne de leche mastitica),

En el caze de las cepas ds 3, aureus aimladas de ¢abra,
iog rezulitados son ligeramente inferiorxes a los sbtanides por
tryser @b al. (1987) =75%- aen animales mastitizes y por
valle gh al. {1990} -~%5,7%- en leche de wmalyras sanag, gi
ien son supsriores a les obtenidosn por Magvey y Gilmeur
{1938) -18%~ en lache crulda de cabras: sl s2leo osesiferancs a
la eopecia 5,  aurpua, el porcentaje de pro-essién de EE es
dal 646,6% (ELISA y transferencia electrefoxrdticaj, mientras
gua wi  ge tiemem en cuenta a fa wotalidsd  de los
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eatafiloeocos  aste valer cae haskta al 1%, 1% (RLIBA ¥
tranafarenzia electrofordtical. Los yegultades difleren en
cusnte a led tipwa de BE encontrades: Harvey ¥ 8lwmaowr {2908
¥y Buysar gt al. (1987] ndle ldentificaren la E8-0, mismtzan
que  en este trabaje y en wi realizada por Valle gt 8l
(1990} ae ldentificaron, ademde de la BE~0, lasg ER de los
tipos A ¥ B.

La epzags produtcldn de BB pov parte 94 vepas Sa 5,
aursua  alsladas do mastitis da waga ooincide som  lea
resultados cbtenides por Casman {1963}, Casmam gr gk, (1987
Yy Harvay vy €ilmour (1941).

En guants a la TEET-1, los porcentalesn da g L W R
pureng produstores de asta toxlnag  fuaven del 46,4% por BLYSA
y dal 6%,4% por trapsforventia slestreferdtisa. Bor aspeles
anlmalea las cepas wis prodactoras Pasrssn Aas  alsiadas da
aveian {(88,3% pay BLISA y  88%  pov tEangfatamaia
slectrofordtical, sequidaa por las Jde vaca [43,3% por ELISA y
trangferancia elestrofordtical, v por witims, l(ss  da oabes
(AL, 4% par ZLISA y tramsfarenvla electrofordtisg). Hang
valares sohtenldos #n  e3la wltles  especie  salmal s
aignificativazents Inferleres a los sbhenides pey Yalle gl
al.  {1993) en BCP alsladas do cabran sanas {7#, 2%},

Hay gue destacar gua bas dal  50Y dn  las depen Ba 5,
auraua  aisladas, Independiertemania e 12 especie askmal,
producen EL-C y/a T83T-1, Lo gue dewsssten eb elewsds oiesga
o aupone la presensia du  estos nicreprgsnisass en la leshe
da los animales dondatioos.
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B.a.2.d4. Produgeisn de EE y TH8T-1 por EoN

Frister an la literatura ascasss rafersnciss  aohre la
produzeitn de BE  por cepas coagulasa pagativas, y manes adn
3t aa yefieren 4 cepss alsladas de leche. Dentra ag astas
destazan lag de Bautista ef al. (1980} y valla gt al.
£ 3B90) .

Lea poroantales da  BON entarstoxigenicas, ircluyendo la
TEEL-8, varian del 20% {ELISA} al 17.8% (trarsferamcia
elestrofordtical v sl no incluimas a la Yoz ~}, osta valor
dsavienda Al %% (BLISA y tranmsferemcia aleatraforetica).
Kate porceptale 83  inferior al  obtanids por Valle gt al.
(1% ~23,8%- en  estafilococos coagulasa negatives aisladeg
#a lecha cruda da cabra.

B} poroantaje de ECN produstores de EE y/o0 T85T-1 fus
dal 16,683 [ZLISA} ¢ dal 11,1% {trasferencia alestrnfopdtica)
er gvatas,  11,1% (ELISA y transferencia alectrofordtiza) en
aamras ¢ 19,73 {ELISA y  transfarencia eledtrafordtica) en

TNEBY 3L ma se lewluye a la ToSTe], exciuslvanante dos

veged alsladazs de vacuns produleren BB, m4s concretanente la
A3l tipo ¢, B8 d% destacar que load ECW mis entaratoxigéniosy
Daaran les  de vasuno cuandg  log da B3Touz ainlados da esta
aupmoie  oran pABGs  productores de  RE mae Loy de oveja ¥
wakera,

Lea  prrvertates da producciom de TH#T~1 par especles
anidxles feeren dal 16,6% (ELIZA) ¥ dal 11, 3% (tramuferencia
alecirafordtizal  en vvejas, 131,1% (ELISA y transferescia
alectynforatica)l an CARTAR, ¥ ID,7% {(ELIGA ¥ tramofarencia
alectyatordtica) em wvacas. En ai wast de laas capas alaladan
da wakrat  lva resultados sas similares a lowm oprenides Py
¥alle gy a}. {19333 -1%, 8%+ en BON  aitalades de  leohs de
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FABEAS SARAL,

tas cepas productoran de BE-C  fuaren 3 3, aylidum 1A-%4
y A-1821 alsladas d8 vaouna gua tambiden eprodulares THETAL
Migmag  Aa eatan 3 oepad,  peoduleren TEET-1 1 wepas  de 4,
sylogus (& da ovela ~ A-0 y A~191 ~ ¢ E da vaza ~ A-4 % ~}. &
zepa &8 M. aclekl de  wabra  (R-30L} ¥y I ampes ds 5.
spidernidla (una do wada - A-139 - y ofra da svala ~ A-11% -,
anwipad Bta dlvina adle fua pesitiva pow BLIAM) .

Tedaa estas  espediea Y& Ban slde descrltaw oo
produstorad da BE  y/0 TEEP-L. Axd, Bawbtists @i al. Laeas:
dngoriblersn la espeale J. xyloman  oowe predectors de 02, 9,
mmisid, 1o fus per Valle g% al. (D) v 3. enldsrsidin Ba
aido dessrite cong produator  pey variss awtorss {Bergdell oy
al .,  1941: <rass oy Sevrgdoll,  1988ar Olavik e ai.o,  leRa
pawtista gf al., 1338 Valla g% al.. 199 .

La exlstenaia 4o tan pocas peferenciss s la likewaiuers
pobra la produccian de TE pox cepas da BON puada ser dabida a

Ana Bachaa:

11 La creansia generalizada a pasrtir del Srabalse Ha Bvans
ar al. (16%8) de que la produseids da BE e progia e log
goP v, pay tanta, de 1A mensT  atessrida  gue lasz
bigvarisdades ogagulasa pegativas han pesidise.

21 Laz tdonicas de deteccidn de 8 espleadaz »a  eran lw

sufloiantenents aspecificas ni gsenginles.
Kreiswirth gt al. {1987) propusiersn } grendead pasa

peder asogurar la produocoion de IR yse TRAT-L por  packe s

ips BUN. Estan promisas fusrom:
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1) Correcta identificacidn de las cepas.

2} Demostrar rigurosamente la produccién de EE o
TSST-1.

3) Deteoctar el gen productor de EE o TS55T-1 mediante
técnicas de hibridacidn.

A pesar de no poder reallzar, al no disponer de los
medios necesarlos, la deteccion de los genes productores, si
se han cumplido 1los otros dos raquisitos, Asl, en este
trabaje ne sdlo se ha realizado la prueba de la coagulasa
para incluir a las cepas estudiadas como ECN, sino que se ha
llegado a la identificacién a nivel de espacle. Asif, Crass y
Bergdoll (1986a) se basaron exclusivamente en la prueba de la
coagulasa para ldentificar las cepas productoras de TSST-1
como ECN,

Esto evitaria los  problemas de wuna incorrecta
interpretacidén de la prueba de la coagulasa (Kreiswirth gt
al, ~1987~ encentraron que dos cepas caracterizadas por
Bergdell como coagulasa negativas y productoras de TS5S8T-1
eran en realidad coagulasa positivas) y la posibllidad de

trabajar con cepas wutadas de Siaphvlornccus anvens que no
axpresaran esta cualidad.

Sobre la segunda premisa, se han utilizado dos técnicas
distintas, una de las cuales, la transferencia
electroforética, es probablemente el método inmunolégico de
detecclion mds especifico,

A la vista de los resultados obtenidos, 1los ECN aun
cuando son bastante menos enterotoxigénicos que las cepas de
s, us, sI1 deben tenerse en cuenta cuande se estudian
brotes de intoxicacidn por EE,
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v.A.CONCLUBTONES

Frinaxa. Ala vista da les resultades sbienidos 1a
técnica da  transferensia elecirofurdiica woabimada son
an sistema de electroforesis sesiautesitize sonstliuye
an matodo ldénes para la detacolds da ¥R vy T287~-1. SHaka
técnlon sa pusds comparar favorablenents al ndlods ZLIBA
qua as, probablenante, él maier sistass deserlis Bhata
anora de detageldn de EE y T45T-1.

geagunda. pantre 42 las ventajas da la  féemiva &a
trapsferencia electraforética Jestazan &4 sang il lidad,
ascans gasty da reastives, lisitadae tlempe Ha oonglesidn
del analisis vy olevada especificidad. Pen fants, este
natodn se pusde ubllizar cono vilee distend Je bt b dia
da ER y 1as7-1, o al neRnRs, S vaamina A

ranfirmacion.

Toroara. ra identificazien  da Las  esgesies S
satafilocpeos coagulasa poaitives aisiadas Aa maatitia
de animales domdstices wne plantea Al louitadag. @i
epbaryge, la identificaglon Aa  1as enpenies  DeRGElABA
negativas no es posible en tedes los  gasws, ¥ aile a
pasar dal gran numers  do mievas aspeaiens deweritan en

log ultinos apos.

cuarta. £1 percentaje de copas antoroiazigtaivas  de
araphylococcus AMISNSE aisladas da  wvalas  Fua  alygo
guperior al de laam alsladas da cabrag, ¥ el anken TASEE,
muy superior al de las aisladas de wasas, Do confived
qua la EE-C ed ul tipw de EE predosirante en  LEpas oo
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estafllococos ajsladas de animales. Estos datos revelan
que la lecha mastitica de los animales domésticos
constituye un pellgro impertante como fuente de
estafllococos enterotoxigénicos, con el consiguiente
riesgo de produccién de intoxicaciones por EE.

puinta, Se confirma la produccidn de EE por parte de
las cepas coagulasa negativas. A pesar del numero
escaso de cepas enterotoxigénicas y de las cantidades de
produccisn reducidas, estos astafilococos deben tensrse
en cuenta a 1a hora de estudiar brotes de intoxicacidén

por EE.

Bexta. la elevada produccidn de TSST-1, en la mayoria

" de los casos en combinacidén c¢on la EE-C, poxr parte de
las cepas de 8, aureus, y en menor madida por las cepas
coagulasa negativas, demuestra que estas cepas
productoras de TSST-1 pueden sexr una fuente importante
de contagio del sindroms del choque téxlco al hombre.

IV.B,RESUMEN

En el presente trabajo se ha desarfallado una
técnica de transferencia electroforética aplicada a la
deteccidn de EE y TSST-1, Esta método presenta miltiples
ventajas como son un nivel de sensibilidad adecuado,
escaso gasto de reactivos, tiempo de realizacidn breve,
posibilidad de procesar un gran mimero de nuestras,
elevada especificidad y gran objetividad en los

resultados.
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Ademis de ello, esta técnica demostrd su utilidad an
la deteccidén de EE y T55T-1 an extractos da cepas
patrornes y en extractos de allmentos artificialuente
contapinados, asf como la ausencia de falsos positives

debldos a la proteina A.

El hecho de que no se utilicen de forma rutinaria
las tdcnicas de transferencia electrofarética sa debe a
la laboriosidad de fabricar los geles de electroforesis,
agl como al importante gasto de reactivos y tiempo
empleado en realizar la‘ técnica. Estog probhlemas se
evitan al wutilizar un sistema de electroforesis
semiautomdtico con geles comerciales, evitdndese el
tiempo empleado en su fabricacidn. Debido al hecho de
ser geles ultrafinos y a su reducido tamafie, &l tiempo de
elucién es mucho mis breve y también el gasto de

reactivos es muy inferior.

Comparada esta técnica ¢on las habitualments
empleadas (inmunodifusidn, RIA y ELISA} presenta varias

ventajas b'a desventajas. Con raspecto a la
inmunodifusion, tode, salvo la necesidad de disponer del
aparato de alectroforesis, son ventajas: suparior

sensibilidad, mayor rapidez y gran especificidad., En el
caso del RIA, presenta una menor sensibilidad pero posee
las ventajas de una mayor rapidez y de la ausencia tanto
de interferenclas como de falsos positives. Sin embargo,

es la necesidad de utllizar material radiactiveo lo que ha

hecho gue, siempre que sea posible, se evite utilizar la

técnica de RIA.

Por Ultimo, la comparacidén con la técnica de ELISA,
posiblemente el mejor sistema de deteccidn de EE y TSST-1
descrite, demuestra que la tédcnica de transferencia
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electroforética desarrollada por nosotros es algo mas
rdpida y mds especificas sin embargo, el método ELISA
presenta una superior sensibilidad y la posibilidad de
procesay un  mayor numero de muestras. Como resumen se
podria concluir qua si el nimero de muestras a analizar
ne es nuy elevade se puede utilizar la téenica da
transferencia electroforética como unice métode de
deteccion de EE y TS8T-1, pero si este nimero es muy
elevado se podria utilizar primeroc el mdtode ELISA, ¥y
posteriormente como técnica de confirmacién el método de
transferencia electroforética.

La segunda parte del trabajoc ha consistide en
comprobar la produccién de EE y T7TS8T-1 por parte das
estafilococas aislados de mastitis de ovejas, cabras y
vacas. Se identificaron 121 cepas, 81 perteneclentes a
la especie S. sureus y 40 a las especles de estafilococos
coagulasa negativas, Es de destacar que, a pesar del
elevade nuimero de especlies coagulasa negativas hoy
reconocidas, todavia existan cepas gue no pueden
sencuadrarse dentro de ninguna espacie utilizando los

sistemas de identificacién actuales.

Para la deteccién de EE y TSST-1 se utllizaron las
técnicas de ELISA doble "sandwich" y la de transferencia
electroforética desarrollada por nosotros, existiendo una
correspondencia casi absoluta en los resultados.

En cuante a los estafilococos coagulasa positivos,
aislamus exclusivamente la especie Staphylococons aurens,
confirmando los datos citados en 1la bibliogratia en
cuanto a la superior capacidad enterotoxigénica de las
cepas alsladas de ovejas ¥ cabras sobre las da vaca.

También se corroboré el hecho de que sea la EE-C el tipo
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da EE predsminants en el casa da eatafilocoros da orvlges
animal. FEatos dates confirman el paligre fuR Bupsne ia
jeche de los animales maskitices para la  malwd del

oongunidor,

AUfgue exlaten autores mas  dudan  del pabar
entarotoxigénico da lan  eapecies cosgulasa pegaktlivas, 2
estudic la posible produccion de K& por parte 98 lod
plomeg. A pesar da que @l namers de cepan praduetoras o
enterctoxinas fus Duy redusalds y su nivel S produse s
sazasn, los @atatilﬂcnﬁém poagulana Rt dwa Aahan

tenarpe en  oudanta a  la hora Aa  entwdlay  brotes de

intexicacién per ER.

g estudio también la produsclién da PAZT~L pRel paria
de 1oz eutafilescsos alslades  de maat ik s, Ea
destacar 1a  elevada proporcitn ds oepas praduwiaras Sa
sata toxina, genexalmente en vembimaslén con 4 BE-f, pex
parta de las cepas de Staphylecscous ahisag. e sepaa
goaguiapa negativay, aungue &R BEnOY nedida gua Las oapad
da Staphylacmooid  AWERESR, produieresn esta Bowina 6N WA
santidad muy superier a la de lax L

183



BUMMARY

In the present work we have developed a blotting
technique for the detection of staphylococecal
anterotoxins (SET) and TSST~1. fThis method has different
adventages as an adeguate sensitivity, uses small amounts
of reagents, is completed in short time, a large number
of sawples can ba processed, shows high specifity and is
vary objective.

This technigque was very useful for detecting SET and
TS5T-1 from extracts from type strains and from
contaminated foods, and false positive results due to
protein A were avoided.

Blotting is not routinarily used due to the
difficulty of preparing electrophoresis gels, the large
volume of reagents used and time required. Thesa
problems ara avolded when using a semiautomatic
electrophoresis system with commercial gels, alredy
prepared. As they are ultra-thin, elution is much faster
and less reagents are used.

When this technique is compared to thosa currently
used {Immuncdiffusion, RIA and ELISA) it shows advantages
and disadventages. As respects Immunodifusion, the only
disadvantage of blotting is the need for an
electrophoresis machine., The advantages are a higher
sensitivity, it {s faster and more specific, RIA 1s more
gsensitive but slower, and may show false positive
regults, as wall as requires radiactive material,

164



Lasgtly, when ocompared to ELISA, probahly the bass
methed for datesting SET  and TH5T-1, our blofting
technique iz sowewhat faster and mere specifiz; howaver,
the ELISBA method shows 8 higher sensitivity and the
ablility of processing a highsr nunber of sanpies. In
conslusion, wo propose thav Lt the nusber of sanples iag
not very high, blotting can be used as the only matasd
fax detecting SET and TE5T-1, but if this nusber ig yary
nigh, BLISA mlght ba used a3  firat screaning  mathod,
canfirming the poaltives with blotting.

The second part of the work has imvelved ibe
datectlion of SET and TEFT-1 produced By staphylocosel
isplated from ews, goat and oo mastitis. Wa  Dawa
tdantified 121 staphylocecci, 81 coagulase pesitive ast
40 coagulase pegative. Mo would like to emphiaslize thaw,
in spite of tha high meaber of ooagulase noyative sposiea
described, there are still straing whish camas? ba
ada¢ribed to any of these opevies usipg the available
systans of identification.

Wo compared BLISA double sardwhich and the plotiing
technique developad by us for detenting 537 awd T9HT-1.
The ¢correspondente vas alnesy esapleta.

Staphylouconcus aureus was  tha  wnly Ayl AHS
positiva oppecies ldestifled. Move  enderulexigwnis
straing were found anongst swes and Poabid  Shan in oo,
agreeing with data reparted by othays. Ouwr data alsy
confira that %8-C 1a the main eatsEnioxrin  poddsced by
ruainants, These data gonfirz the davgey posed by Bilk
from mastitie apirpals Lo public health.
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Though the humber of enterotoxigenic coagulase
negative strains and the level of production was low,
coagulase negative strains have to pe analyzed when
studying intoxication by staphylococcal enterotoxins.

TSST-1 production was also studied in staphyleococci
isolated from mastitis. The high number of producing
straing has to be emphasized, usally in combination with
SE-~C. This was speclally true in §. aureus; coagulase
negative strainsg also produced this toxin in a higher
proportion than SET.
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