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en solución con tripsina y se analizó  mediante ESI-
MS/MS, dando también como resultado principalmente 
proteínas citoplasmáticas.
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Resumen

Las bacterias del género Staphylococcus son mi-
croorganismos de amplia distribución, causantes 
de numerosas intoxicaciones alimentarias debido, 
en gran medida, a su capacidad de producir entero-
toxinas. La enterotoxina del serotipo A es la que con 
más frecuencia aparece en los brotes de intoxica-
ción alimentaria. En el presente trabajo se desarrolla 
una técnica de análisis de muestras de leche por 
MALDI-TOF para la detección de la enterotoxina 

-
tajas sobre las técnicas actualmente utilizadas su 

obtenidos mostraron la efectividad de la extracción 
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utilizada demostrando la utilidad del método de 
análisis utilizado.

Staphylococcus aureus es una bacteria patógena, 
de amplia distribución en la naturaleza, asociada a 
infecciones generalizadas y brotes alimentarios [1]. 

de una familia de proteínas no glicosiladas de bajo 
peso molecular (M

r
22-31.000) conocidas como en-

terotoxinas Estas enterotoxi-
nas son causa de intoxicaciones alimentarias por la 
ingesta de productos contaminados, principalmente 
de origen cárnico y lácteo [2-3] destacándose la en-
terotoxina A [4], que es la que con mayor frecuencia 
se asocia a brotes de intoxicación alimentaria y que 
es extremadamente potente.
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El presente trabajo pretende detectar la presencia 
de enterotoxina A en muestras de leche utilizando un 
método de extracción rápido y sencillo y detección 
por MALDI TOF.

-
car a dos niveles diferentes 1 ml de leche procedente 
de supermercados locales. La extracción de la en-
terotoxina se llevó a cabo por precipitación de las 
caseínas de la leche con diclorometano (DCM)/H

2
O

5% ácido acético y centrifugación (6000 rpm). Las
proteínas contenidas en el sobrenadante se separaron 
por electroforesis 1D-SDS-PAGE en gel de poliacri-
lamida al 10%  y se tiñeron con azul de Coomassie. 
Las zonas del gel que contenían la enterotoxina (25-
30KD) se cortaron y fueron sometidas a digestión 

peptídicos correspondientes a la enterotoxina A.

 La digestión en gel se realizó siguiendo una 
adaptación de protocolos estandarizados [5] con 

-
ron las muestras en MTP AnchorChip (BrukerDalto-
nics), mediante la técnica de doble gota seca (depó-
sito de matriz y evaporación de la misma; depósito 
de la muestra y evaporación de la misma), utilizando 

matriz, preparado a saturación en una mezcla de 

(TA 0’1%) y diluido 1:2 en TA 0’1%. Las muestras 
(0’5 µL) fueron analizadas en un Espectrómetro de 

realizó utilizando el motor de búsqueda MASCOT 
(Matrixscience, UK). 

Figura 1. Imagen del aislamiento de la enterotoxina A de 
las proteínas del suero de la leche en gel de poliacrilamida 
teñido con azul de Comassie. 

-
tracción junto con la separación por electroforesis 
en gel para aislar la enterotoxina de la matriz láctea. 
Los resultados obtenidos tras la digestión tríptica 

Rango de 
péptidos

[M + H]+
calculada

[M + H]+
observada

Secuencia de péptidos

16-27 1229.65 1230.67 SELQGTALGNLK

28-35 1119.51 1120.55 QIYYYNEK

42-55 1741.87 1742.92 ESHDQFLQHTILFK

56-74 2305.02 2306.10

104-118 1650.71 1651.76 TACMYGGVTLHDNNR

124-134 1281.73 1282.75

125-134 1153.64 1154.69

135-144 1127.61 1128.65 QNTVPLETVK

148-160 1512.81 1513.84 KNVTVQELDLQAR

149-160 1384.72 1385.75 NVTVQELDLQAR

167-178 1433.64 1434.66 YNLYNSDVFDGK

218-233 1912.88 1913.94 TINSENMHIDIYLYTS

Tabla 1. -
cus aureus.
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de las bandas del gel y el análisis de los péptidos 
por MALDI-TOF aparecen en la Figura 2, donde 
se muestran los fragmentos de enterotoxina A pro-
cedentes de la leche junto con el espectro obtenido 
del patrón. En la muestra de leche sólo aparecen 8 

enterotoxina A (Tabla1). Con el método propuesto 

precisa de su presencia en muestras de leche.

Figura 2. Espectros de masas MALDI-TOF de las digestio-
nes con tripsina. (A) Espectro correspondiente a patrón de 

enterotoxina A aislada de la muestra de leche. 
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