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TOXINAS BOTULINICAS

«(A, B)C, D[E, F,|G, éH?

Ab, Ba, Bf,

A(B)
Antitoxinas producidas a partir de la
primer cepa descubierta de cada toxina

Las antitoxinas constan de Ac especificos
contra cada toxina

Existen toxinas que consumen distintos
niveles de antitoxinas para su
neutralizacion
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Subtipos de toxina
Arbol filogeneético

Toxina A
Al-A2-A3-A4-A5
A6-A7-A9-A10

Toxina B
Bl1-B2-B3-B4-B5
B6-B7-BS8

Toxina E
E1-E2-E3-E4-E5
E6G-E7-ES-E9

Toxina F
F1-F2-F3-F4-F5
F6-F7




DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO

« ELISA “sandwich”

« ELISA modificado (actividad enzimatica
de NTBo sobre complejo SNARE)

. ECLIA
. ALISSA

. LUMINEX

- ENSAYOS INMUNOCROMATOGRAFICOS



DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO
ELISA “sandwich”
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DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO

ELISA “sandwich”

VENTAIJAS DESVENTAJAS
* No utiliza « Reaccion cruzada entre
animales subtipos de NTBo
« Disponibilidad « Imposibilidad de detectar

Resultado en 5
Noras

Sensibilidad <1
DL50 (=raton)

una NTBo desconocida
Equipos comerciales solo
detectan cuatro tipos: A,
B, E,F

Mayor potencial de efectos
de matriz (falsos +/-)
Equipamiento




DIAGNOSTICO MOLECULAR

« Detecta genes de C. botulinum (gen
bont o gen ntnh)

* PCR

« PCR real-time

« Southern blot

 Reverse Transcription PCR
* Nested-PCR
 Inmuno-PCR



DIAGNOSTICO MOLECULAR
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DIAGNOSTICO MOLECULAR

Tac- PCR Real-Time. Termociclador

Polimerasa
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DIAGNOSTICO MOLECULAR

PCR Rea

Unbound probe free in solution

*s, Energy transfer

Probe and primer bind target, FRET occurs

Taq polymerase extends and hydrolyzes
probe, donor dye free to emit
fluorescence --= accumulation of signal

http://www.cdc.gov/meningitis/lab-manual/chpt10-pcr.html
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DIAGNOSTICO MOLECULAR

PCR Real-Time.

VENTAIJAS

DESVENTAJAS

Elevada sensibilidad y
especificidad

Se puede detectar el ADN
tanto en muestras como
en cultivos

Detecta los 7 tipos de
toxinas

Identifica cepas
productoras de 2 tipos de
toxina

Rapidez del analisis
Disponibilidad

Escasa concentracion de
esporas en la muestra directa
Interferencia que ejerce la
matriz (falsos NEG)
Imposibilidad de detectar
nuevas toxinas

Detecta ADN, no toxina

No puede diferenciar genes
silenciosos A(B)




ENDOPEP-MS

« Espectrometria de Masa utilizando equipo
MALDI-TOF

Matrix Asisted Laser Desorption Ionization-
Time Of Flight

« Elevada especificidad y sensibilidad
« Detecta NTBo activa cuali-cuantitativamente



ENDOPEP-MS

ACh

Vesicula
Sinaptica
ACh

Membrana
Plasmatica

COMPLEJO SNARE
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ENDOPEP-MS

« PROCEDIMIENTO.
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Producto del clivaje.
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MALDI-TOF

ENDOPEP-MS
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ENDOPEP-MS
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Boyer AE et al, Anal Chem 77 (13) 2005

BoNT-A
Substrate

BoNT-B
Substrate

BoNT-F

Substrate

BoNT-E
Substrate

BoNT-A

Biotin-KGSNRTRIDEANQRATRMLGGK-Biotin
Biotin-KGSNRTRIDEANQ
RATRMLGGK-Biotin

BoNT-B

LSELDDRADALQAGASQFETSAAKLKRKYWWKNLK
LSELDDRADALQAGASQ
FETSAAKLKRKYWWKNLK

BoNT-F
AQVDEVVDIMRVNVDKVLERDQKLSELDDRADALQAGAS

AQVDEVVDIMRVNVDKVLERDQ
KLSELDDRADALQAGAS

BoNT-E
IIGNLRHMALDMGNEIDTCNRQIDRIMEKAD

IIGNLRHMALDMGNEIDTCNRQIDR
IMEKAD

Mass
29126
1713.8
1215.3

4039.6
1759.8
2297.7

4312.8
2570.9
1759.9

3612.1
29243
705.8

Barr JR et al, Emerg Infect Dis 11 (10) 2005
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ENDOPEP-MS

VENTAIJAS

DESVENTAIJAS

No requiere animales
Potencial de deteccion
de varios tipos en una
sola muestra

Rapida deteccion e
identificacion (2-6h)
Detecta tanto
especificidad
inmunologica como
actividad de la toxina
Permite cuantificar los
niveles de toxina

Es dependiente de Ac
(sensibilidad variable a
subtipos)

Requiere validacion para
ser aplicado a muestras
clinicas

Equipo de alto costo
Requiere entrenamiento
especifico

Potencial imposibilidad de
detectar nuevos tipos de
toxinas




iGRACIAS POR SU ATENCION!

¢ PREGUNTAS?
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