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RESUMO

O principal objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de
um método (modificag¥o do método de Chang e Bergdoll (29)) para a
purifica¢c¥o da enterotoxina estafilocécia tipo D (EED)}; assim como
um método de obtengc¥o de antissoro especifico, modificag¢¥o do
método recomendado pelo Food Research Institue (FRI). 0 método
proposto de purifica¢®o permitiu uma maior recupera¢®o de toxina
em relag¥o ao método de Chang e Bergdoll. O método de imuniza¢&o
de coelhos diminui sensivelmente tanto a quantidade de toxina
utilizada como o periodo de inoculag¥®0o necessario para atingir o
valor pico de anticorpos especificos; em relac¥do ao método do FRI.

A enterotoxina foi produzida pela linhagem Staphylococcus
aureus 115im obtido do FRI incubada em frascos de Fernbach de 2,8
litros contendo o meio caldo de triptona 3%, adicionado de extrato
de levedura a 1%, sendo o pH final do meio 6,8. 0O processo de
purificac&o foi monitorado pelo método de eletroforese vertical em
gel e pelos métodos soroldégicos de precipitac¥o em gel simples
(Oudin) e dupla {Ouchterlony modificado - OSP). 0 método de
eletroforese, através do uso de padrBes de peso molecular
conhecido permitiu constatar em cada etapa de purificag¥o que &
proteina purificada era efetivamente a enterotoxina D. Os métodos
de precipitacao em gel foram utilizados para a quantificag¢Xo da
toxina juntamente com a determina¢c¥%o de proteina pelo método de

Lowry. A primeira cromatografia em Amberlite CG-50 teve um



rendimento de 72%., A modificac¥o da metodologia foi introduzida
na segunda cromatografia onde a CM-Celulose foi substituida por
CM-Sepharose CL-6B. Nesta etapa o rendimento foi de 46%. A
terceira cromatografia em Sephadex G-75, apresentou um rendimento
de 77%. O rendimento final de toxina apbés o processo completo de
purificac%c foi de 25%. Para a obten¢8o de antissoro especifico
utilizou-se um grupo de 5 coelhos, inoculados em duas etapas com
um total de 100 ug de toxina durante um periodo de 35 dias. Pelo
método do FRI seria gasta uma quantidade maior que 230ug de
toxina, e um periodo de 3 meses, para se atingir o nivel méximo de
anticorpos. A toxina foi administrado na coxa posterior por via
subcut8nea em duas etapas, sendo a primeira com adjuvante completo
e a segunda, 21 dias apés com adjuvante incompleto de Freund. Os
animais foram submetidos a sangria branca por pun¢¥o cardiaca na
segunda semana apés a ultima inje¢¥o - quando o titulo do soro
atingiu valores compreendidos entre 1:16 e 1:32. A atividade
imunolégica do soro foli monitorada pelo método de O3P que permitiu
além da dosagem do anticorpo a determina¢o da pureza da toxina,
evidenciada pelo aparecimento de uma uUnica linha de precipitac¥o

em presenca do soro polivalente.



ABSTRACT

In this work at was development a new method — modification
of the method of Chang and Bergdoll (29) - for de purification of
staphylococcal enterotoxin D (SED), and a new method of rabbits
immunization for the preparation of specific 3ED antisserum. The
proposed immunization procedure is faster and uses considerably
less toxin than the method used by the Food Research Institute
(FRI).

The enterotoxin was produced by Strain Staphylococcus aureus
115im, from the FRI, incubated in Fernbach flasks of 2,8 liters of
capacity, containing tryptone broth 3%, added of yeast extrat to
a final concentration of 1%. The medium final pH was adjusted to
6,8. The enteroroxin purification was monitored by vertical gel
eletroforesis in the presence of molecular weight standards. This
procedure allowed to control each stage of the purification
process. On the others side sorological method of the
precipitation simple (Oudin) and double (modified Ouchterlony -
0SP) allowed to determine toxin concentration. The total protein
was determined by the Lowry method. The first chromatography
through Amberlite CG-50 had a yield of 72%. The modification
introduced in this work was at the second chromatography, where
CM-Celulose was substituted by CM-3Bepharose CL-6B, and the toxin
recovery in this step was 46%. The third chromatography through

Sephadex G-75 had a yield of 77%. The total yield of B3ED



purification was 25%. To obtain the specific antisserum, a lot
of 5 rabbits was inoculated, each animal in two steps, with a
total toxin concentration of 100 ng, for a total 35 days period.
This procedure has the advantage of using less toxin and less time
that the procedure recomended in the literature. The antisserum
titers are lower than the titers obtained by the traditional
methodology, but high enough to be used as reagents for the
sorological quantification of the toxin. The toxin was inoculated
in the rabbit tight by the subcutaneous route in two steps, in the
first injection 50 pg toxin was inoculated with complete Freund
adjuvant, and 21 days later, 50 ng of toxin with incomplete Freund
adjuvante. The animals were bleeded to death by cardiac puncture
on the second week after the second injection or afher the level
of antibodies was high enough (above 16) to follow the procedure.
The highers titer obtained was 32. The serum titer was determined
by the OSP method which allowed also to determine the toxin
purity, this one by the appearance of a single precipitation line

- against antisserum produced with crude toxin.
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I. INTRODUCKO

0 estudo de enterotoxinas estafilocécicas & de relevante
import8ncia para a efetiva determinac¥o das condig¢®es higiénicas
dos alimentos susceptiveis ao desenvolvimento de estafilococos
enterotoxigénicos, durante os processos de produc¥o, processamento

e distribui¢¥o dos alimentos.

Linhagens toxigénicas de Staphylococcus aureus produzem um
grupo de enterotoxinas (EEA, EEB, EECI, EECZ, EEC,, EED e EEE) que
s¥o proteinas de cadeia polipeptidica simples e n&o ramificadas
apresentando um peso molecular de 27.000 a 30.000 daltons. Essas
enterotoxinas s%¥o semelhantes em sua atividade Dbiolégica e
composi¢¥o, apresentando diferengas antigénicas identificaveis

sorologicamente pela rea¢%o com anticorpos especificos.

A intoxica¢g%o alimentar é causada pela ingest3o de

enterotoxinas pré—-formadas no alimento. Os sintomas s¥o
caracterizados por nausea, vdomito e diarréia apés 1 - 6 horas de
ingest&o, ocorrendo em média de 2 - 3 horas. A severidade da

intoxicag¢3o alimentar estafilocécica e caracterizada pela

gquantidade de toxina consumida e sensibilidade do individuo.

11



A dificuldade de se determinar a enterotoxigenicidade de
estafilococos tem levado a numerosas tentativas para se
correlacionar a produ¢c®o de enterotoxinas com outras propriedades
do microrganismo. 0 método de determinac8o de coagulase e
termonuclease comumente utilizados, indicam apenas a probabilidade
da existéncia de estafilococos enterotoxigénicos. Assim, em
casos de surtos de intoxicagXo alimentar ¢& imprescindivel a
determina¢o direta de uma ou mais enterotoxinas no alimento
relacionado, uma vez que estas s¥o extremamente resitentes a ag¥o
de enzimas proteoliticas e aos tratamentos térmicos, como a
pasteurizagao, o mesmo n¥o ocorrendo com os Staphylococcus aureus

que apresentam uma baixa resiténcia térmica.

A eficiéncia da determina¢g®o das enterotoxinas é dependente
da sensibilidade e especificidade do método empregado. O método
mais comumente utilizado e recomendado pela FDA (Food and Drug
Administration) é o ensaio de imunodifus¥o em microl&mina, que
permite a andlise de enterotoxina a niveis de 100 ng/mL. Devido
2 baixa sensibilidade do método, a dificuldade e a demora na sua
realiza¢c¥o foram desenvolvidos outros métodos como: o método de
radioimunoensaio (RIA - Radioimmunoassay) e o método de ensaio
imunoenzimadtico (ELISA - enzyme linked immunosorbent assay) que
oferece uma sensibilidade de 1 ng/mL, sendo a principal restrig¢¥o
ao método de RIA, o fatc de utilizar subst8ncias radiocativas.
Outro método que apresenta alta especificidade e simplicidade ¢ a
técnica de aglutina¢&%o em latex passiva e reversa (RPLA) e a sua

12



sensibilidade de deteccap ¢ de 0,5 ng/mL de enterotoxina.

Dentre as enterotoxinas produzidas por linhagens
enterotoxigénicas de S. aureus, as do tipo A e D s%o as mais
frequentemente envolvidas nos surtos de intoxicaco alimentar
(51). A quantidade de enterotoxina produzida pela maioria das
linhagens especificas ¢ pequena quando comparada com outras
enterotoxinas produzidas por outros microrganismos, fato este que
dificulta a sua purificac®o onde s¥o requeridas quantidades na

ordem de mg para um bom rendimento.

13



II. REVISXO BIBLIOGRAFICA

I1.1 - HISTORICO

As primeiras ocorréncias de doenca similar a intoxicac¥o
alimentar estafolocécica foi registrada por volta de 1830, porém
o microrganismo responsavel foi observado somente em 1878 e 1880
por Kock e Pasteur, respectivamente (17). Em 1882, Ogston (83)
chamou estes microrganismo de Staphylococcus, nome derivado do
grego Staphyle = cachos de uva e coccus = semente, gr&os.
Rosenbach em 1884 (103) foi provavelmente o primeiro a isolar 3.
aureus de exsudatos purulentos em meio de cultura e estudar suas

caracteristicas no laboratério (8).

O primeiro investigador a associar estafilococos com
intoxicag®o alimentar foi V.C. Vanghan e G. M. 3temberg (33),
quando foi relatada uma investiga¢¥o de numerosos casos da doenga
em Michigam em 1884, os quais foram atribuidos ao consumo de
queijo contaminado com estafilococos. Barber (9) foi o primeiro
investigador a demonstrar claramente que os estafilococos eram
capazes de causar intoxica¢&®o alimentar, como resultado de consumo

de leite de vaca mastisticas (17).

A habilidade de algumas linhagens de 3. aureus causarem

intoxicac&o alimentar em humanos foi reconhecida por Dack et al.

14



(34) quando administraram a voluntarios, filtrado de cultura

estéril.

15



11.2 - REVISKO TAXONOMICA DA ESP&CIE

De acordo com a nona edi¢¥o do Manual de Bergey, a
familia Micrococcaceae & composta pelos géneros Micrococcus,
Stomatococcus, Planococcus e Staphylococcus (46). O género
Staphylococcus ¢ subdividido em 19 espécies e subespécies que se
diferenciam dos outros géneros da familia em alguns aspectos como
quantidade de guanina + citosina (G + C) do DNA, composic¢c&o da
parede celular e habilidade de crescer e fermentar glicose
anaerobicamente. As trés espécies de Staphylococcus (3. aureus,
3. epidermidis, 3. saprophyticcus) s¥o diferenciados
primariamente, com base na habilidade de produzir coagulase,
fermentar manitol aerobicamente e anaerobicamente, produzir

termonuclease e na composi¢¥o da parede celular (17).

16



11.3 - CARACTERIZAGXO DA ENTEROTOXIGENICIDADE

Numerosas enzimas e produtos metabdélicos s¥o produzidas por

células de S. aureus. As principais enzimas produzidas por estes

microrganismos s¥o coagulase, hialuronidase, fosfatase,
desoxirribonuclease, penicilinase, proteases (caseinase,
gelatinase, estafiloquinase, fator Miller), lipase, catalase,

lisozima @ lactato desidrogenase (1).

A produc¥o de coagulase e termonuclease por S. aureus tem
sido aceito como indice de patogenicidade e enterotoxigenicidade
(94) e componente chave para a sua identifica¢¥o (6), embora nem
todas as linhagens de S. aureus coagulase positiva sejam capazes
de causar intoxica¢%o alimentar (94) e vice-versa (35), sugerindo
portanto que a caracteristica de produc¥o de coagulase em
estafilococos n&8o possa ser considerada como indicador de

enterotoxigenicidade.

Dentre os estafilococos, a espécie Staphylococcus aureus &
a gue predominantemente estd envolvida nos casos de intoxicag¥o
alimentar, muito embora Staphylococcus epidermidis (45) e
Staphylococcus hyicus (4) também tenham mostrado capazes de

produzir enterotoxinas.

17



Muitos estudos tem sido realizados para correlacionar
a produgc¥o de enterotoxinas com outras subst8ncias produzidas por
estafilococos para determinar enterotoxigenicidade, mas até o
momento n&%o foi possivel determinar qualquer outra caracteristica

particular que confirmem esta propriedade (137).

As enterotoxinas s%o mais termoestéaveis que as células de
estafilococos, indicando assim que alimentos susceptiveis de
provocarem surtos de intoxica¢&o muitas vezes apresentam contagens
de células vidveis de Staphylococcus aureus extremamente baixas ou
até mesmo auséncia de microrganismo (118). Uma outra enzima
extracelular utilizada como indicador indireto deo capacidade de
linhagens de 3. aureus produzirem enterotoxinas & a
desoxirribonuclease termorresitente (65), este fato se deve a

correlacdo da estabilidade térmica entre as duas proteinas (40).

A determina¢¥o das enzimas coagulase e desoxirribonuclease
termoestével s&o comumente utilizados conjuntamente para indicar
a existéncia de estafilococos enterotoxigénicos (137). Assim em
casos de surtos de intoxica¢c&¥o alimentar é imprescindivel a

determina¢&o direta de uma ou mais enterotoxinas.

Mais recentemente com os avangos na &rea de biologia celular
muitos outros métodos tem sido aplicados para detectar a
capacidade de produc¥o de enterotoxina & partir de linhagens de 3.
aureus isolados de alimentos, entre estes metodos, a hibridizag¢&o

18



de DNA para a detec¢ap de genes reguladores da produg®o de
enterotoxinas estafilocécicas de varias linhagens utilizando
oligonucleotideos sintéticos como sondas geneticas, apresentou uma
boa correlag¥o entre os resultados obtidos da hibridizac&%o e a

detec¢gd80 de toxina pelos métodos imunolégico (95%) (55).
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[1.4 - INCIDENCIA DE Staphylococcus aureus

ENTEROTOXIGENICOS EM ALIMENTOS

A incidéncia de intoxicac¥o estafilocbdcica n¥o se encontra
bem documentada no mundo inteiro, pelo fato de que n%o &
enfermidade que deva ser relatada compulsoriamente aos servigos
médicos e sanitdrios em muitos paises. O que dificulta a obteng&o
de dados estatisticos para se estabelecer exatamente a taxa de
incidéncia mundial destas enterotoxinas. Na Hungria no ano de
1974, 40% dos casos de intoxica¢3o alimentar foram atribuidos ao
consumo de enterotoxinas estafilocédcicas, este valor é
relativamente alto>quando comparado a estatisticas similares no

Jap&o (20 - 25%) e Estados Unidos (25— 30%) (14).

A intoxicagdo estafilocécica & mundialmente a mais
frequente, embora outros agentes etiolégicos como Salmonella,
Clostridium perfringens e Vibrio parahaemclyticus possam

prevalecer em alguns paises (14).

Um dos fatores que contribuem para ocorréncia de intoxicag¥o
alimentar é a presenga de grande numero de portadores de S. aureus
(30 - 50%) que se abrigam na orofaringe e pele (105). Quando

estes individuos entram em contato direto com o alimento podem
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agravar a situa¢®o em grandes estabelecimentos como industrias,
restaurantes e escolas. Os fatores externos gque contribuem para
os casos de intoxicac¥o alimentar estafilocé6tcica s&o as condi¢les
de armazenamento de alimento a temperatura inadequada (95,6%) e
o segundo fator mais importante é a higiene pessoal (44,6%),
seguido por equipamentos contaminados (21,4%) e cozimento

inadequado (10,1%) (46) .

Reali (96) examinou 9., aureus isolados das fossas nasais de
pessoas sadias ® de pessoas com algum tipo de infec¢o nas vias
aéreas superiores e verificou que B82% dos 3. aureus foram capazes
de produzir pelo menos um dos tipos de enterotoxinas A e B ou

ambas, sendo gue prevaleceu a produ¢g¥o de enterotoxina B (68%).

Em 200 linhagens de S. aureus iscoladas dos alimentos, Payne
e Wood (88) relatou que 62,5% s¥o enterotoxigénicos, sendo que
47 ,5% produziram enterotoxina A e 3,5% produziram enterotoxina

B. Por outro lado, Wieneke (141) observou que 47,7% de linhagens

de S. aureus isoladas de alimentos cozidos e crus produziam
enterotoxina D, 35,1% produziam enterotoxina C e 26,1% de
enterotoxina A. Das 113 1linhagens iscladas de coasos de

intoxicag¥o alimentar, 77,9% produziram enterotoxina A, 42,7%
enterotoxina D e 40,7% produziram mais de um tipo de enterotoxina

(118).

Entre 155 linhagens de 8. aureus isocladas de alimentos da
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Nigéria 67,7% foram de origem humana e 59,4% de origem bovina,
sendo que 122 linhagens (78,7%) foram produtoras de enterotoxinas

estafilocécica A, B, C, D, ou combinada (2).

Os anticorpos contra as enterotoxinas estafilocécicas podem
ser detectados no soro de pessoas sadias e de pessoas que sofreram
alguma infec¢c¥o por 5. aureus. Jozefcszyk (62) relatou que 22%
dos adultos sadios s&%o positivos para anticorpos especificos
contra as enterotoxinas estafilocécicas A, B, C;. O autor também
examinou pacientes com septicemia estafilocécica, infecc&o
respiratéria e infec¢¥o purulenta de pele e constatou que 35,6%
eram soro positivos para enterotoxina B e 15,5% para a

enterotoxina A

Delazari e Leit%o (37) verificaram a presenca de 3. aureus
em 69,5% de 128 amostras de macarr%o e destas 63% das amostras
foram isoladas linhagens enterotoxigénicos com predomindncia na

produc¥o de enterotoxina A em niveis de 31%.
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algumas linhagens possam crescer anaerobicamente usando nitrato
como aceptor final de elétrons. No processo de fermenta¢l3o da
glicose ha formac¥o de &cido ladtico como produto final

predominante(110).

Para o crescimento aerébio, os estafilococos requerem meio
de cultura contendo aminoédcidos como fonte de nitrogénio e algumas
vitaminas do grupo B (tiamina e niacina) como fatores de
crescimento, e para crescimento em condi¢¥es de anaerobiose

requerem uracil e uma fonte de carbono fermentavel (7).

Os Staphylococcus produzem uma variedade ampla de
subst@ncias téxicas responsAveis pelos processos infecciosos que
ocorrem apés a entrada do microrganismo no corpo do homens e
animais. Estas subst8ncias s&o codificadas a nivel de genes
cromoss8micos ou plasmidiais. Entre as mais importantes est¥o
representados por hemolisinas («, 8, ¥, §8), leucocidinas,
estafiloquinases, hialuronidases, nucleases, proteina A,
coagulase, enterotoxinas e vaArias proteinas associadas a
superficies responsadveis pela ades¥o da bactéria as células

epiteliais do hospedeiro (8),

A pareds celular de 3. aureus é constituida de
peptideoglicano, glicol ou ribitol, &dcido teicoico e proteina A.
Na membrana celular contém mono e di—glicosil diglicérides além de
fosfolipides como lisil-fosfatidil glicerol e cardiolipina (110).
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Os estafilococos produzem pigmento amarelo ou alaranjado sob

condi¢oes serobias em meio contendo alta concentra¢®o de cloreto
de sé6dio e leite. Os pigmentos s¥o carotenéides triterpendides e

est¥o localizados na membrana celular (116).
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I1.6 - ESTRUTURA MOLECULAR

As enteroroxinas estafilocécicas (EE}) s%o proteinas de
cadeia simples n¥o ramificadas, facilmente scluveis em agua e em
solu¢¥o salina, apresentam um peso molecular variando de 27.000 a
30.000 D (24 132). Sete enterotoxinas distintas foram
identificadas e diferenciadas de acordo com a sua reacdo de
imunoespecificidade, designadas por letras maiuscula em ordem
alfabética: EEA (28), EEB (28), EEC, e EEC, (18), EEC5 (97), EED
(27) e EEE (19). As enterotoxinas contém relativamente grande
quantidade de lisina, &cido aspartico, &cido glut8mico e tirosina,
mas apresentam apenas uma ponte dissulfeto e um ou dois residuos
de triptofano. A enterotoxina D apresenta 2 residuos de metionina
da mesma forma que a enterotoxina A e E mas difere da enterotoxina

B e Cs que contém B ou 9 residuos deste aminoécido.

O aminoAdcido carboxi-terminal para a enterotoxina A & serina
(15), lisina para EEB (18, 120) e EED (29), glicina para EECl e
EEC, (50) e treonina para EEE (23). O aminodcido N-terminal para
EEB, EEC, e EEC, é acido glutadmico e serina para EEA, EEC3, EED e

EEE.

A digest¥o de enterotoxina B por +tripsina produz duas
cadeias peptidicas de baixo peso molecular 17.000 e 11.500 D

ligadas através de um ponte de dissulfeto assim como por forgas
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nN&o covalentes (124), A susceptibilidade da enterotoxina C; a
tripsina originou trés pebtideos de peso molecular 19,000, 6.500
e 4.000 (121). 3pero e Morlock (123) observaram gue o anticorpo
policlonal contra enterotoxina B reage mais fortemente com a
cadeia de peso molecular 17.000 D, Os autores também observaram
gue o anticorpo contra a enterotoxina C1 purificada também reage
mais fortemente com o fragmento de peso molecular 19.000 em
relag¥%o aos fragmentos de peso molecular 6.500 e 4,000 D. O
fragmento maior favorece a probabilidade que um dado epitopo estar
contido sobre o peptideo. Portanto, & provadvel gque devido ao
dobramento da cadeia peptidica, o fragmento carboxi-terminal
volumoso contenha o epitopo que s&o acessiveis na toxina nativa,

consequentemente induz a resposta imune ( 123).

0 estudo da segquéncia de aminodcido na enterotoxina B
revelou a presenca de 239 residuos com peso molecular de 28.366 D
(49). Apenas dois residuos de cistina est¥o presentes na
enterotoxina B e se localizam aproximadamente no centro da cadeia
nas posi¢les 92 e 112 (49). Uma vez que n&o hé& grupos
sulfidrilas livres na enterotoxina B, as duas meia cisteinas est¥o
unidas (16) formando assim uma alg¢a de cistina. A alca de
cistina ¢é uma estrutura aparentemente comum para todas as
enterotoxinas, visto que cada uma delas contém somente 2 residuos
de meia cistina, embora a sequéncia de aminodcidos possa ser

diferente para cada enterotoxina.
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A sequéncia parcial de aminodcidos das enterotoxinas A (15),
B (49; 60) e C, (111) revelou que existe uma 4rea de homologia nas
trés moléculas. Esta &rea de homologia tem sido proposta como o

sitio ativo da molécula de enterotoxina (50).
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I1.7 - AGKO E DOSE EMZTICA DAS ENTEROTOXINAS

Os sintomas de intoxicac®o alimentar estafilocécica s¥o
caracterizados principalmente por vdmito e diarréia apoés 1 a 6
horas apés a ingest®o de enterotoxina pré—-formada no alimento. A
enfermidade ¢ aguda e auto limitada, com completa recuperaco

entre 24 - 72 horas (16).

A sintomatologia da intoxica¢o alimentar estafilocécica &
conhecida, porém seu modo de a¢¥o no homem n¥o estd bem
esclarecida, visto que a doenca nunca é fatal, dificultando assim
a determina¢¥o do efeito destas enterotoxinas nos 6rg3os através

de estudos anatomopatolégicos (15).

& conhecido que a a¢&%o das enterotoxinas ocorre no trato
digestivo, mas alterag®es como queda de press¥o sanguinea e
elevag¥0o da temperatura corporal também foram notadas, indicando
a passagem das enterotoxinas do estémago e trato digestivo para

o sistema circulatério (15).

A enterotoxina gquando administrada por via intravenosa
desaparece rapidamente da circulag¢3o sanguinea, onde ocorre a
remoc&o de 60% em 30 segundos (15) e acima de 90% em 1 hora, sendo
que 1/3 da dose se localiza no cortex renal apés 30 minutos

(14).,
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Estudos indicam que os receptores nervosos do centro do
vémito que se encontram nas visceras abdominais s¥o ativados pelas
enterotoxinas estafilocécicas transmitido assim o estimulo atraves

da via vago e nervos simpaticos (15).

0 segundo maior sintoma observado em caso de intoxicag¢¥o
alimentar estafilocécica & a diarréia porém esta reac3o n3o foi
constatada pelo método de alga de ileo ligada em coelhos. 0
mecanismo de diarréia pode ser atribuido a inibi¢&o da absor¢&o da
dgua e/ou aumento do fluxo do liquido transmucoso no lumem

intestinal (15).

Os resultados da andlise de alimentos envolvidos em casos de
intoxicagc¥o alimentar pela presenca destas enterotoxinas tem
revelado que uma gquantidade consideravelmente pequena pode ser
suficiente para produzir sintomas em individuos sensiveis (15).
Em geral, 1 ng de enterotoxina/g de alimento & considerada

suficiente para causar intoxicag¥o alimentar (92).
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11.8 - REATIVIDADE IMUNOLOGICA

As enterotoxinas estafilocécicas s¥o classificadas de acordo
com as reagdes sorolégicas gque apresentam com o anticorpo
especifico, geralmente produzidos em coelhos. No entanto ¢é
sabido que as EEA, EEB, EECI, EECZ, EECS, EED e EEE contém um
sitio antigénico principal e outro secundadrio. 3endo assim, cada
enterotoxina contém um anticorpo principal especifico e um

anticorpo secundario comum que reage de forma cruzada com outras

enterotoxinas.

As enterotoxinas mais semelhantesentre si s&o as do grupo C,
assim as enterotoxinas Cy e C, reagem com o mesmo anticorpo
principal porém cada uma tem seu anticorpo secundario especifico
( 66). A enterotoxina C3 reage com o anticorpo principal para a
enterotoxina Cie CP mas a rea¢o indica que os sitios antigénicos
na enterotoxina C3 responsaveis por esta reac¥o n&%o s&o indénticos
dqueles das outras enterotoxinas do grupo C (97),. Talvez a
diferengca mais provavel & que a enterotoxina Cz tem serina como
residuo N-terminal, ao passo que a enterotoxina Cl @ C; tem &cido
glut8mico como residuo N-terminal porém apresenta serina como o
préoximo residuo na sequéncia de aminoéacido (111). O anticorpo
produzido contra a enterotoxina B reage de forma cruzada com as
enterotoxinas Cs; assim o anticorpo purificado por cromatografia

de afinidade reage com as enterotoxinas B, C1 e 02 como se fossem
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uma uUnica enterotoxina (68).

No caso da enterotoxina E, s&o observadas rea¢®es cruzadas
com a enterotoxina A, onde cada toxina tem um anticorpo principal
e outro secund&rio comum, presente nos respectivos antissoros
(67). A enterotoxina D n¥o apresenta rea¢3o cruzada com
anticorpos comuns as enterotoxinas A e E, mas h& evidéncias de gque
alguns antissoros devam conter anticorpos que reajam com as trés
enterotoxinas (12). Os anticorpos monoclonais preparados contra
enterotoxina A reagem fracamente com enterotoxina B, C e D, mas
fortemente com a enterotoxina E gquando se utiliza o pelo métodos

de ELISA indireto (39).

Spero e seus colaboradores (122) obtiveram reagles fortes
entre as enterotoxinas B e C e um anticorpo heterélogo; mas a
guantidade de soro requerida para a rea¢%o é gquatro vezes maior do
que para a seérie homéloga. Foi proposto que um dos principais
determinantes antigénicos da enterotoxina possui significante
similaridade, mas n¥o uma estrutura idéntica. Por outro lado foi
impossivel de se obter qualquer reag3o cruzada entre as
enterotoxinas A e B. 0O estudo da reatividade cruzada entre os
fragmentos da enterotoxinas B e C;, obtidas por processo de
tripsiniza¢¥o, mostraram gque o fragmento maior das duas
enterotoxinas, um de 17.000 daltons para a enterotoxina B e 19.000
e 22.000 daltons para enterotoxina €, reagiram com anticorpos
homélogos para cada molécula de enterotoxina intacta e com menor
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frequécia para a toxina nag digerida (122).
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I1.9 - ESTABILIDADE DAS ENTEROTOXINAS

As enterotoxinas estafilocécicas no estado ativo s&o
resistentes a enzimas proteoliticas como tripsina, quimiotripsina,
renina e papaina (16). Com relac¥%o a estabilidade das
enterotoxinas frente a a¢&o da tripsina, alguns autores mostraram
que a atividade da enterotoxina B foli drasticamente reduzida sob
a a¢c¥o de pepsina a valores de pH inferiores a 2,0, assim como a
da enterotoxina Cj3 (15). As enterotoxinas s&o resistentes a
desidratac¥o, a pH entre 2 e 12 e pode manter ativos em certos

alimentos por alguns anos.

As enterotoxinas s&%o consideradas de elevada termo-—
resisténcia, fato este comprovado por ensaios biolégicos em que a
administra¢&o via intravenosa em macacos (36) e via oral em
humanos (61) de extrato bruto aguecido até a fervura por 30

minutos induzem o surgimento de sintomas tipicos.

Alguns autores tem descrito o efeito de aquecimento sobre a
estabilidade da enterotoxina estafilocécica e Schwabe et al.
(112) observaram gque com o aquecimento das enterotoxinas
estafilocécicas em solugBo de tamp¥o fosfato de sédio a pH 7,2
foram recuperados parcialmente a enterotoxina A (65%) e B (39%)

ap6s aquecimento a 100° e 80°C por 10 minutos, respectivamente.
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Schwabe et al (112) observaram gque com o0 agquecimento de
extrato de alimento contendo enterotoxina estafilocécica, a
toxina se liga de modo mais ou menos reversivel com certos
componentes do extrato. Os autores observaram que a enterotoxina
estafilocécica que perdeu a atividade biolégica e sorolédégica apéds
aquecimento pode ser reativado pelo tratamento a pH alcalino (pH
10 -11) por dissocia¢¥o da enterotoxina ligada, recuperando—se a

sua atividade bicolégica.

Alguns autores observaram que as enterotoxinas A (119) e B
({54) perdem a atividade imunolégica mais rapidamente apés o
aquecimento das toxinas em tamp&o fosfato ou acetato a baixa
temperatura quando comparado a alta temperatura. Jamlang e seus
colaboradores (54) observaram que isto ocorre devido a agregaco
da enterotoxina B a baixa temperatura e esta pode ser reversivel

com a elevag¥®o da temperatura.

Read e Bradshaw (95) estudou o efeito da irradia¢®o sobre
enterotoxina B e relatou que uma dose de 5 e 20 Mrad foi
necesséria para a reduc®o de 97% da atividade de enterotoxina B em

tamp¥o veronal e leite, respectivamente.
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11.10 - SINTESE DE ENTEROTOXINAS

As evidéncias acumuladas indicam que a sintese de
enterotoxinas pode ser controlado geneticamnente por via
plasmidial ou cromossémica. A producXo de enterotoxina B e D é
controlada geneticamente por plasmideos, mas algumas vezes a
enterotoxina B pode estar associado a genes cromossémicos e a sua
produ¢c&o neste caso ocorre principalmente no final da fase
estacionAdria. As enterotoxinas A e E s¥o controladas por genes
cromossdmicos e a sua produg®o ocorre durante a fase logaritmica

do crescimento (8)

A adi¢&%o de fonte de carbono rapidamente metabolizavel como
glicose ou piruvato ao meio de caseina hidrolisado reprime a
sintese de enterotoxina devido a produ¢®o de &cido durante o seu
metabolismo e consequentemente queda no pH (78; 81). Varios
estudos realizados mostraram que condigles favoréveis a
descarboxila¢¥o oxidativa do piruvato favorecem a repressfo na
sintese da enterotoxina B (78). Muitos pesquisadores (78; 80; 81)
sugeriram que a sintese de enterotoxina seja controlada por
mecanismos de regula¢¥o catabélica, por outro lado, este fato
apresenta contradigties, visto que a adi¢g%o de um andlogo a glicose
n¥o metabolizdvel como 2-deoxiglucose (2-D0OG) apresenta efeito

inibitério, enquanto que o metil glicosideo (a-MG) apresenta um
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efeito estimulador sobre a produ¢&g de enterotoxina. A adig&o de

Adenosina 3',5' monofosfato (AMPc) n¥o revertem a repress¥o da
glicose ou do 2-deoxiglucose na sintese de enterotoxina. Através
destes estudos, os pesquisadores sugerem que AMPc n&o esté
envolvido como intermediario de glicose ou repress&o cataboélica na

sintese de enterotoxinas (38, 84, 52, 93).
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I1.11 - PRODUGKO DE ENTEROTOXINAS

Muitas altera¢c®es tem sido propostas na composi¢c&o dos meios
de cultura para produg®o de enterotoxinas desde os primeiros

estudos de Dack et al. (34).

A escolha do meio de cultura adequado é uma considerag¢&o
importante na produ¢&o de enterotoxina. K desejével a escolha de
um meio simples, como componentes de baixo peso molecular e

facilmente dializadvel, quando se trata de estudos de purificac¢o

de enterotoxinas. Estas carcteristicas s¥o levadas em
consideracgo com a finalidade de eliminar substlncias
interferentes no processo de separac3o de enterotoxinas. Outro

fator importante é a escolha do meio de cultura capaz de estimular

a produg®o de enterotoxina em grande concentrag3o (15),

Para a produg¥o e purificago de enterotoxinas em grande
escala tem sido empregado meio N-Z Amine NAK e digerido
pancredtico de caseina, combinado ou n&o como o meio PHP ( Protein
Hydrolisate Power) e suplementado com niacina, tiamina e glicose
(126). A adi¢c¥%o destas vitaminas (tiamina e niacina) é essencial
para o crescimento de estafilococos, porém estas podem ser
substituidas pela adig®o de extrato de levedura (75). O meio N-Z
Amine NAK & recomendado para produgc%o e purificag¥o de

enterotoxina, porém este meio deixou de ser comercializado, sendo
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assim foram substituidos por 1% de tripticase suplementado com 1%

de extrato de levedura (73) e BHI (70).

A adi¢%0 de glicose no meio resulta na inibi¢&%o da produg8o
de enterotoxina, devido a diminui¢Xo do pH, acarretados pela
produ¢c&o de produtos metabdélicos da glicose (38). A produg&o de
enterotoxinas em niveis mais elevados foram conseguidos em meios
tamponados com pH superior a 5,6 (87, 91). Metzger et al. (75)
sugeriram a adi¢¥o 0,2% de glicose ao meio para aumentar a

produ¢c&o de enterotoxina B.

A faixa de temperatura para produc&o de enterotoxina esté
em média entre 10 - 46°C com um o6timo de 35 a 45'C para
enterotoxina A, B, C e D, variando com a linhagem de S. aureus,
meio de cultura, pH, grau de aerag¥o (129). Pereira et al. (90)
reportaram 39,5'C como temperatura 6tima para produc®o de
enterotoxina A e B em cultura liquida, embora estas linhagens
possam produzi-las até 45'C ainda que em taxas reduzidas. A
quantidade de enterotoxina sintetizada por S. aureus decresce
consideravelmente com a diminui¢¥o da temperatura, n¥o sendo
possivel detecté-la a 10*' C (136). 0 resultado de varios estudos
sugerem que a temperatura étima para a produc¥o de enterotoxina
seja um pouco superior gue para o crescimento, no entanto, a
mudangca de temperatura afeta a sintese de enterotoxina mais

fortemente que o crescimento do microrganismo.
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Muitas linhagens de estafilococos crescem a valores de pH
entre 4,5 e 9,3 com o seu 6timo entre 7,0 - 7,5. 0O valor do pH
minimo que permite a sintese de enterotoxina A, B, C2 e E em meio
BHI tamponado foi em média de pH 4,9 e em condi¢¥es de anaerobiose
o pH foi de 5,7 para enterotoxina A, B , C2 e pH 6,0 para
enterotoxina E (10) . Scheusner e Harmon (108) relataram gque as
enterotoxinas A, B, C e D foram produzidas em vérios alimentos

que apresentavam pH inferior a 5,0.

0 tipo de acidulante empregado para ajustar o pH dos
alimentos afeta a sintese de enterotoxina de formas diferentes.

Sequndo Tatini et al. (130) quando o pH do leite foi ajustado

para 4,5 - 6,4 com A&cido cloridrico a enterotoxina A foi
produzida em todos os niveis de pH. Por outro lado, gquando foi
ajustado com Acido latico, o crescimento e formag&o de

enterotoxina n&¥o ocorreu a pH 4,5, no entanto a produc8oc de
enterotoxina foi evidente a pH25,0. Os estafilococos variam na
sua sensibilidade para diferentes &dcidos, por exemplo em um mesmo
pH, o &cido acético & mais bactericida que é&cido citrico, &cido

ladtico e acido tartéarico (82).

A adi¢c¥o de sais como cloreto de sédio resulta na diminuig¥o
da atividade de 4&gua {(aw) no meio de cultura. A adicg¥o de
glicerol para controlar a atividade de &agua, resultou na produc¥o
de enterotoxina a aw minima entre 0,89 e 0,99 (134). No entanto,
gquando o cloreto de sédio foi usado, a aw minima foi entre 0,90 e
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0,92 e a mistura de NaCl, KCl e Nazso‘ permite a produ¢c&o de

enterotoxina a aw<0,90 (135).

Os estafilococos s&o capazes de crescerem e produzirem
enterotoxinas na presenga de cloreto de sédio em seu meio de
cult;ra a niveis de 0 a 20% e 0O a 10% respectivamente, sendo que
o crescimento do microrganismo e a produ¢do de enterotoxina ¢

6timo na auséncia de sal (72).

A adi¢¥o de ions Fet' ao meio de crescimento estimulou a
sintese de enterotoxina, mas n&%o influenciou a produ¢g&o de
enterotoxina A e C (77), O aumento nos niveis de ions Mg++ (de 0,4
para 1,5 mM); PO, (de 1,44 para 2,87) ou K' ( de 1,5 para 30 mM)
em meio definido quimicamente resultou em aumento de
aproximadamente 100% na produc¥o de enterotoxina (64). A adig¥o
de KNaF inibe a sintese de enterotoxina, mas este efeito pode ser
revertido pela adig¥o de MgH'devido ao requerimento desse ion para

controle do sistema enzimadtico na sintese de enterotoxina (15).

O crescimento e produ¢&o de enterotoxina por 3. aureus s&o
influenciados por véarios fatores ambientais e nutricionais, como
os j&4 citados além de tamanho do in6éculo, composic¥o atmosférica

e fontes de carbono e nitrogénio (118),
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11.12 - PURIFICAGAO DE ENTEROTOXINA

A purificag®o das enterotoxinas & necesséria para revelar
a exata natureza destes componentes (29) . A principal inten¢®o
de se determinar a natureza das enterotoxinas visa a aplicaco
destes conhecimentos no desenvolvimento de testes especificos para

sua andlise qualitativa e guantitativa.

Uma vez que as enterotoxinas s¥o imunologicamente distintas
entre si, a uUnica forma de identifica¢o possivel é através de
sorologia e para tanto s%o necessarios preparagdes com elevado

grau de pureza no desenvolvimento das metodologias (117).

A purificagc¥o da primeira enterotoxina (EEB) foi descrita em
1859 por Bergdoll @ seus colaboradores (20}, consistia na
precipitac®%o &cida da enterotoxina presente em sobrenadante da
cultura de 5. aureus 5-6, adsor¢&o sobre alumina, precipita¢®o
alcoélica, seguida por cromatografia em resina Amberlite IRC-50

e eletroforese em gel de amido.

O método de precipitac&@o &cida foi abandonado devido a
desnaturac¥o parcial da toxina por &cido cloridrico, tornando—-se
um procedimento indesejbvel.

As enterotoxinas foram primeiramente purificadas no
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laboratério do FRI (Food Research Institute). As enterotoxinas A
(30, B (17), C; (22), Cy ¢ 5), Cg (97), D (29) e E (23) foram
purificadas baseando—-se inicialmente no método de Schantz et al.
{107) desenvolvido para purificag¥o de enterotoxina B, na qual
envolve as etapas de absor¢¥o da enterotoxina em resina Amberlite
CG-50, troca idnica em carboximetilcelulose e filtragc&o em gel.
Estes métodos sofreram algumas modificag¥es, como a utiliza¢g&o de
resina 4dcido carboxilico CG-50, carboximetilcelulose,
hidroxilapatita e filtrag&%o em gel Sephadex-G75 para purificagao
de EEA (108). Enterotoxina A e C; com elevado grau de pureza foi
obtida por cromatografia em QAE Sephadex A-50 (102). Para
purificac%o de EEB, Johansson et al. (56) usou Sepharose "Fast
Flow" como um trocador iénico e Sephacryl 5-200 HR para filtragc¥o
em gel obtendo assim um fluxo elevado, necessaro para purificac¢¥o
de grandes quantidades de enterotoxinas. Neste método foi obtido

enterotoxina de alta pureza (99%) e rendimento de 50 a 60%.

As enterotoxinas apresentam diferengas nos seus pontos
isoelétricos, o que permite a utilizac&o de métodos de focalizag&o
isoelétrica para a purificag¥o de enterotoxinas em pequenas
guantidades (101, 74) em combina¢¥o com cromatografia em resina de
troca iénica (Amberlite CG-50)(43, 41) e filtrac¥%o em gel. Este
método tem sido aplicado para purifica¢cso de enterotoxina B, C;

(41) e D (69).

0 método de purificag¥p de enterotoxina D desenvolvido por
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Chang e Bergdoll (29) consiste na remo¢g3o da toxina do
sobrenadante de cultura com o trocador idnico resina Amberlite CG
-50, seguida por dupla cromatografia em CM-celulose e filtra¢&o

em gel de 3ephacryl G-75 (2 vezes).

O procedimento de cromatofocalizagio desenvolvido por Lei et
al. (69) para purifica¢¥o de enterotoxina D consite na adsorg®o da
toxina em resina Amberlite CG-50 seguido por cromatofocaliza¢¥&o do
eluido em Polybuffer Exchanger 94 (Pharmacia) e filtrac¥o em gel
de Sephacryl 3-200 (Pharmacia), obtendo—-se uma toxina altamente
purificada e um rendimento de 15,5%. Esta técnica é cara e n¥o

pode facilmente ser adaptada para purificacXo em grande escala

(98).

Willians et al (142) utilizaram o método de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC - High Pressure Liquid
Chromatography) para purifica%o de enterotoxina B. Os autores

obtiveram a enterotoxina contaminada com proteinas de baixo peso
molecular gque foram separadas pela desnatura¢¥o da proteina com
sulfato dodecil de sédio-glicero—mercaptoetanol. Posteriormente
Strickler et al. (126) desenvolveu um método répido para
purifica¢¥o de enterotoxinas empregando HPLC de fase reversa e
posteriormente recromatografia por HPLC de troca idnica, obtendo-

se uma recupera¢g¥o de aproximadamente 50%.

Recentemente, um procedimento simples para purificac¥o de
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enterotoxina A foi descrito por Reynolds et al. (98). 0O método
consiste na utiliza¢®o de cromatografia ligada a corante, na qual
o corante sintético triazina "Red A" & acoplado a matriz suporte
de agarose. O uso de cromatografia de afinidade ligado a corante
tem sido extendido para purifica¢®o das enterotoxinas A, B e Cl
em larga escala (24), Este método de purifica¢8o n¥o tem sido
publicado até o presente momento para purifica¢¥o de enterotoxina

D e E.

Shinagawa et al.(114) propuseram um processo de purifica¢®o
para enterotoxina D utilizando o método de cromatografia de
imunoafinidade. 0 imunoadsorvente ¢ obtido pela adsor¢®o de
anticorpo monoc lonal purificado de alta reatividade e
especificidade & fase estacionéria Affi-Gel 10, Posteriormente,
a enterotoxina bruta é ligada ao imunoadsorvente e a eluic%¥o ¢
realizada com &cido acético contendo cloreto de sédio, obtendo-se

uma alta recuperaco (70%).

Todas as enterotoxinas podem estar envolvidas no caso de
intoxica¢¥o alimentar, porém a enterotoxina A tem sido envolvida
na maioria dos casos, © a enterotoxina D & a segunda mais
freguente. Esta udltima gque apresenta maior dificuldade na
purificac&o, devido & produ¢cdo em gquantidade muito pequena ao
redor de 1 ug/mL (46) em comparac&o com as demais que apresentam
uma produc&o aproximada de: 100-200 ug/mL (EEB), 10-60 ng/mL
(EEA), 60 upg/mL (EEC) e 3-5 ug/mL (EEE) (133).
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11.13 - ANALISE DAS ENTEROTOXINAS

Uma das A&reas mais ativas no campo de estudeo das
enterotoxinas é o desenvolvimento de métodos de anédlise sensiveis

e especificos e de facil aplica¢¥o.

Das subst@ncias ativas Dbiologicamente produzidas por
estafilococos, somente as enterotoxinas causam emesis quando
administradas por via oral (127). Desta forma, o método
biolégico proporciona o bicensaio mais confidvel para a detecc¥o

de enterotoxina.

O uso de macaco Rhesus (Macaca mulata) jovem de
aproximadamente 2 a 3 Kg mostra-se o melhor ensaio biolégico para
a andlise das enterotoxinas. Este método ¢ realizado
administrando-se aproximadamente 50 mlL de extrato de cultura livre
de células através de sonda via intragastrica. Os animais s%o
observados por 5 horas apés alimentagcqo e o sintoma de vémito é
aceito como reac¥o positiva para confirmar a presen¢ga de

enterotoxina na amostra (21).

0O elevado custo dos animais @ a dificuldade na manuteng&o e
manuseio destes, somado ao fato de gque os animais podem adquirir

resisténcia as enterotoxinas apés vaArios ensaios, limitou o seu
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uso para teste de rotina pelos diferentes laboratérios (3).

0O teste mais sensivel e especifico para caracterizar e
determinar a enterotoxina estafilocécia baseia—-se na rea¢&o com o
anticorpo especifico, demonstrada pela reacqo de precipitac¢cio

especifica em gel (12).

O teste de imunodifus¥o simples de Oudin (87) é o método
utilizado para an&lise quantitativa de enterotoxina (13) em
sobrenadante de cultura. Este método é de grande importé&ncia na
quantifica¢¥o de enterotoxina nas diferentes fases de purificac¢o
e determina¢o do titulo dos antissoros, apresenta uma

sensibilidade de 1 a 2 ug/mL de enterotoxina (15).

No método de dupla difus¥o em gel, a modifica¢¥o da técnica
de Ouchterlony (86) para placas de 6tima sensibilidade (03P) por
Robbins et al. (100) é utilizado para determina¢&o de enterotoxina
em amostras desconhecidas e sua sensibilidade limite é de 0,5
ug/mL de enterotoxina permitindo portanto a andlise de apenas de
sobrenadante de culturas. Quando emprega-se a técnica de
microldmina modificado por Wadsworth (138)] a sua sensibilidade
estende-se para 0,1 ng/mL, poréem n¥o é utilizado com frequéncia,
ainda que recomendado pelo FDA (26), devido a dificuldade de se
estabelecer e obter resultados satisfatérios, além de despender de

um periodo longo de analise (15).
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No método de hemaglutina¢so proposta por Morse e Mah (79),
os eritrécitos de carneiro tratados com formol s&o posteriormente
tratados com &cido t8nico e sensibilizado com enterotoxina. No
método de Johnson et al. (59), a enterotoxina & acoplada aos
eritrécitos com benzidina bisdiazotada. Ambos os métodos baseiam—
se na aglutina¢¥o de células sensibilizadas com enterotoxina na
presengca de anticorpos especificos. A sensibilidade destes
métodos ¢é de aproximadamente 1,5 ng de enterotoxina/mL. A
limita¢c¥o deste método reside no fato de que algumas culturas de
estafilococos produzem hemaglutininas que dificultam a
sensibiliza¢&o dos eritrécitos (59) além de poder sofrer
interferéncia por impurezas presentes no extrato bruto de
alimento. Salomon e Tew (104) modificaram esta técnica pela
substituic¥o de eritrécitos de carneiro por particulas de latex
sensibilizado com anticorpo especifico e denominaram de método de
aglutinac&%o em latex passiva reversa (RPLA) e a sua sensibilidade
de deteccd¥o é cerca de 0,5 ng/mL de enterotoxina aproximadamente.
Este método apresenta algumas vantagens como alta especificidade
® simplicidade na realizag¥o do teste, além de n¥o requer
procedimentos complicados ou equipamentos de elevado custo (53,

89).

Na técnica de hemaglutinac%o passiva reversa (115) os
eritrécitos de carneiro preservados com formalina s¥o tratados com
4cido té&nico antes da sensibilizac¥o com antienterotoxina. A
seguir, a solug¢¥o de enterotoxina é tratado com os eritrécitos
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sensibilizado e o grau de aglutinag¢ep ¢ determinado apés 2 horas.

Neste método foi possivel se detectar concentragBes na ordem de

1,5 ng/mL de enterotoxina.

Outra técnica proposta para detecc¥o de enterotoxinas é o
uso de anticorpos fluorescentes (47). 0 principio baseia-se na
formag&o do complexo enterotoxina-antienterotoxina conjugado com
isotiocianato de fluoresceina. Este método apresenta
sensibilidade de 0,05 ng/mL e 0,1 ug/mL segundo Genigeorgis o

Sadler (47) e Bergdoll (15 1), respectivamente.

Um método sensivel e confiadvel para andlise de enterotoxina
no alimento é o radioimunoensaio (RIA - Radioimmunoassay) (32, 31,
57,58). Esta técnica ¢ baseada na adsor¢¥o de anticorpo
especifico na superficie de tubos de poliestireno e habilidade
deste anticorpo ligar-—se competitivamente entre enterotoxina
marcada com I125 e n¥o marcada. A sensibilidade deste método varia
entre 1 a 5 ng/mL (57,58) sem concentra¢c&o do extrato da amostra.
A grande desvantagem deste método ¢ a utilizac¥o de substéncias
radioativas (118%) fato que requer um laboratérios especificos e
infra—estrutura tendo em vista os riscos a saude humana, além do

elevado custo de eguipamentos.

Com o intuito de eliminar a utilizac3o de materiais
radioativos, foi proposto o método de ensaio imunoenzimatico
(ELISA - Enzyme Linked Immunosorbent Assay) (106). 0 principio
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baseia-se em uma reac¥o enzimdtica com produtos coloridos para se
detectar a ocorréncia da reag%o antigeno—anticorpo especifico.
Existem pelo menos trés vers®es para o método de ELISA, entre os
quais s¥o método competitivo (63) , método de "Sandwish”" simples

(106) © método de "3Sandwish" duplo (11).

No método competitivo, as esferas de poliestireno s@o
cobertas individualmente com os anticorpos especificos para as
enterotoxinas (125). Este método permite uma deteccdo de

aproximadamente 0,1 ng/mL de enterotoxina.

Na técnica de "3Sandwish” simples de ELISA, as esferas de
poliestireno s%o revestidas com os anticorpos especificos e, a
seguir s¥o adicionados os extratos de amostras contendo
enterotoxina e posteriormente, os anticorpos especificos
conjugados a uma enzima. Entre cada passo, o excesso de reagente
¢ removido por lavagem. Finalmente o substrato é adicionado e o
produto cromogénico & formado pela ag¥o da enzima. No caso de
analises quantitativas, a reac&o colorida =) medida
espectrofotometricamente, necessitando—-se neste caso uma curva
padr&o construida previamente com valores conhecidos de

enterotoxina (44, 106).

No método de "Sandwish" duplo, a fase s6lide de poliestireno
& recoberta com o anticorpo especifico e posteriormente adicionado

a s0luc¥o amostra contendo enterotoxina. O anticorpo especifico
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conjugado com enzima é preparado separadamente e adicionado para
verificar a captura do antigeno. Apdés um periodo de incubagcag, a
substlncia cromogénica & adicionada e a andlise guantitativa &
determinado espectrofotometricamente. A guantidade do segundo
anticorpo ligado na rea¢3o é diretamente proporcional a gquantidade

de enterotoxina (117)

As enzimas freguentemente utilizadas no preparo de conjugado
s¥o peroxidase ou fosfatase e seus substratos podem ser 3,3'-
azino-di (3-etil benzoatizola sulfonato) (Sigma, ABTS) e p-nitro

fenol fosfato, respectivamente.

0 desenvolvimento do método de detec¢c®o de enterotoxina
estafilocécica estafilocdcica no extrato de alimento pela
combinag&o de rea¢%o com anticorpo especifico e eletroforese @
adequadamente sensivel (10 ng de enterotoxina) e répido (4 - 5
horas). Neste método as proteinas s&o detectadas pela rea¢®o com
anticorpo especifico e pela determinac¢3o de peso molecular, e o

resultado falso-positivo é virtualmente impossivel (85)
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IT.14 - IMUNIZAGAO

Como mencionado anteriormente, as enterotoxinas
estafilocécicas s&o proteinas de baixo peso molecular , alta
toxicidade e relativamente haixa antigenicidade. Estas
caracteristicas dificultam o processo de imuniza¢¥o, uma vez que

concentra¢cBes elevadas de toxina resultam na morte do animal e

concentrag¥es muito baixas tornam o animal imunotolerante.

A preparac¥o de anticorpo especifico tem sido feita
principalmente em coelhos embora outros animais como macacos e
cavalos tenham sido j& wutilizados. Tem sido proposto pelos
pesquisadores do FRI (20) uma série inicial de 16 inoculag¢des
sendo que 8 delas utilizam enterotoxina formalizada com 0,4% de
formalina a 30°'C e administradas num intervalo de 18 dias e as
doses restantes s%o feitas com a toxina n&o tratada. Apenas a
primeira injec¥o foi realizada na presenca de Adjuvante de
Freund sendo testadas 5 vias, intraperitoneal, intramuscular,

intradérmica, subcut8nea e intravenosa.

0 método proposto por Casman e Bennett (25) consiste na
inje¢%o de enterotoxina B em coelhos com intervalos semanais como
segue: 1 -2 ng de enterotoxina por via subcutanea e a seguir 5,
50, 100 1.000 e 2.500 ug misturado em solug%o de fosfato de

aluminio subcutaneamente. Apés 3 semanas, 4.000 g de
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enterotoxina B foram administrados intravenosamente, apos 1
semana, o titulo do anticorpo mostrou-se suficientemente alto.
Doses de 1.000 ug de enterotoxina foram administradas mensalmente

por 4 meses.

0 método de imuniza¢2o desenvolvido por Robbins e Bergdoll
(99) consiste na utilizag®o de esquemas diferentes para cada tipo
de enterotoxina. A primeira dose é realizada com uma guantidade
muito pequena de enterotoxina (1 - 2 ug), guantidade esta que
depende da toxicidade de enterotoxina. As sucessivas injeg¢Bes
foram aumentadas até gradativamente concentrago de

aproximadamente 0,5 mg de enterotoxina.

0 método de produg¥o de anticorpos especificos contra
enterotoxinas A e B desenvolvido por Morissete et al. (76)
consistiu na forma¢3o do complexo antigeno—anticorpo para
minimizar o efeito téxico da toxina em animais, visto que o

complexo formado ndo prejudica na produ¢do do anticorpo.
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II1.1

I11.2

I11.3

I11.4

IIT - MATERIAL

— MICRORGANISMO UTILIZADO
Staphylococcus aureus 1151im {mutante) produtor de
enterotoxina D, fornecido pelo Prof. Dr. Merlin S. Bergdoll

{Food Research Institute, Wisconsin - EUA).

— MEIO DE CULTURA PARA PRODUGXO DE ENTEROTOXINA:
Meio caldo de Triptona (Difco) 3% suplementado com Extrato
de Levedura (Difco) 1% a pH 6,8, esterilizado a 121% / 15

minutos.

~ REAGENTES PARA ANALISES BIOQUIMICAS

— Reagente para Fenol Folin Ciocalteau (QEEl)
~ Sulfato de cobre pentahidratado (Ecibra)

— Tartarato duplo de sé6dio e potassio (QEELl)

— Hidréxido de sédio (Merck)

- Carbonato de s6dio (Sigma Chemical Company)

— Albumina de soro Bovino (Sigma Chemical Company)

— REAGENTES PARA ELETROFORESE VERTICAL
- Acrilamida (BDH Biochemicals)
- Bisacrilamida (3igma Chemical Company)

- Dodecil Sulfato de Sé6dio (3D3) (Bio—-Rad Laboratories)
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- Tetra etil metil diamino (TEMED) (Merck)

— Tris hidroxi metil amino metano (Nutricional Biochemicals
Corporation)

- Persulfato de aménio (Ecibra)

- ﬂcido Cloridrico (Merck)

- Glicina (BDH Biochemicals)

- Coomasie Blue R-250 (Difco)

- Metanol (Merck)

- Rcido Acético (Merck)

- Glicerol (Ecibra)

- 2-mercaptoetanol (Sigma Chemical Company)

111.5 — MATERIAIS PARA ANALISE DE ENTEROTOXINA ESTAFILOCéCICA
TIPO D

- Enterotoxins estafilocécica tipo D, fornecido pelo
Prof. Dr. Merlin 3. Bergdoll

- Soro anti-enterotoxina estafilocécica tipo D,
fornecido pelo Prof. Dr. Merlin 3. Bergdoll.

- ﬂgar Nobre (Difco)

— Tris hidroximetil amino metano (Nutricional
Biochemicals Corporation)

- Molde acrilico para OSP ("Optimum Sensitive Plate"),

modelo FRI, para analise em dupla difus3o em gel.
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I11I.6

MATERIAIS PARA PURIFICACKXO DE ENTEROTOXINA
ESTAFILOCOCICA TIPO D

Coluna para cromatografia C 26/40 (Pharmacia Fine

Chemicals, INC, Piscataway, N.J.)

Coluna para cromatografia C 16/40 (Pharmacia Fine

Chemicals, INC, Piscataway, N.J.)

Coluna para cromatografia 167100 (Pharmacia Fine

Chemicals, INC, Piscataway, N.J.)

Bequer de 15 litros

Resina Amberlite CG-50, 100 — 200 mesh (Mellinckrodt

Chemical Works]).

Resina Carboximetil Sepharose CL - 6B (Pharmacia

Fine Chemicals, INC, Piscataway, N.J.).

Resina Sephadex G-75 (Pharmacia Fine Chemicals, INC,

Piscataways, N.J.).

Sacos de didlise (VWR Scientific Inc.).

Polietilenoglicol 20.000 (Sigma Chemical Company).
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11I1.7 — MATERIAIS PARA IMUNIZAGXO E SANGRIA DOS COELHOS

- Enterotoxina estafilocécica tipo D purificado no
laboratério de Toxinas Microbianas, Departamento de
Ciéncias de Alimentos/Faculdade de Engenharia de Alimentos

- Adjuvante de Freund completo (Difco)

- Adjuvante de Freund incompleto

- Seringa de 3,0 mL, com Lower—-Lok

- Seringa de 50,0 mL

— Coelhos branco da raga Nova Zel8@ndia {Machos)

I11.8 — EQUIPAMENTOS ESPECIFICOS

— Incubador "Shaker" com temperatura controlada, modelo G-25
e G-24, New Brunswick Scientific Industries Co. Inc.

- Espectrofotémetro U.V. Micronal Modelo B-382

- Potencidmetro de pH, Corning Digital 110 de escala
expandida em resolu¢&o de 0,01,

— Banhos termostatico de temperatura controlada "Fanen" .

— Camara incubadora para BOD, modelo 347 "Fanen"

— Bomba de ultrafiltrag¥o tangencial, Pellicon

- Liofilizador de bandeja, modelo LK-4, Edwards do
Brasil.

- Balanga semi-analitica digital BEC 1000, Acatec

- Balanca analitica Mettler H 35

- Coletor de fra¢®Bes FRAC-100 (Pharmacia Fine Chemicals,
INC, Pistacotaways, N.J.)

- Registrador REC-481 (Pharmacia Fine Chemicals, INC,
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Pistacotaways, N.J.)

~ Monitor de luz Ultra Violeta UV-1 (Pharmacia Fine
Chemicals, INC, Pistacotaways, N.J.)

— Bomba peristaltica P-1 (Pharmacia Fine Chemicals, INC,
Pistacotaways, N.J.)

— Bomba de filtrag¢¥o tangencial Pellicon (Millipore)

- Membrana de acetato de celulose com porosidade de 0,25 um
(Millipore)

— Agitador Magnético (Fisaton)

- Paquimetro (Mitutoyo).

Fonte PS 500 XT DC Power Supply, Hoefer Scientific

Instruments, 3an Francisco

Cuba para eletroforese vertical
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IV - METODOS

IV.1 — PRODUGCKO DE ENTEROTOXINA PARA PURIFICACXO

Em frascos Fernback de 2,8 litros foram colocados 600 mL de
meio de cultura caldo de triptona 3% adicionado de 1% de Extrato
de levedura e esterilizados a 121°C por 15 minutos. 0 meio foi
inoculado com 1% de cultura de S. aureus 1151im de 24 horas,
crescidas no mesmo meio. Os frascos foram incubados a 37°C durante

24 horas sob agitag¢&o de 150 rpm.

Para a2 remo¢%o das células, a cultura foi filtrada em
unidade de filtrag¥o tangencial Pellicon — Millipore através de
membranas de acetato de celulose com porosidade de 0,25 pm de

di&metro.
O sobrenadante da cultura foi diluido com 4 volumes de &gua

destilada e o pH ajustado a 5,6 com soluc¥o de &cido cloridrico

6N.
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IV.2 — METODO DE OSP (Optimum Sensitive Plate) BASEADO NO

MegTODO DE "OUCHTERLONY* MODIFICADO (86)

0 método de dupla difus¥o em gel foi utilizado para analise
qualitativa e semi—quantitativa de enterotoxina. Para o
procedimento foram utilizados placas de "Petri" de 50 mm de
didmetro recobertas com 4,0 mL de &gar nobre 1,2% em tamp#o Tris
0,05 M pH7,4 contendo 0,85% de cloreto de sédio e filtrado a
quente através de papel de filtro Whatman no 2, com auxilio de

funil de Buchner e bomba A vacuo.

Apés a solidificag¥o, o &gar foi perfurado com o auxilio de

um molde de acrilico padronizado pelo FRI (100).

O orificio central foi preenchido com antissoro diluido a
1:8, nos dois orificios laterais menores foi adicionada
enterotoxina estafilocécica tipo D padr&o na concentra¢&o de 4
Hg/mL e nos orificios laterais maiores foram adicionadas as

amostras a serem testadas.

Para o desenvolvimento da rea¢¥o, as placas de "Petri" assim
preparadas foram incubadas em c&mara uUmida a 379 por 24 horas.
A cl8mara Umida foi preparada em placa de "Petri" de 250 x 25 mm

com algod¥o umedecido em Adgua destilada.

Apoés incuba¢¥o, as placas foram observadas sobre fundo opaco
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com luz indireta e difus&o com auxilio de lupa para facilitar a

visualizag¥o das linhas de precipitac¢®o.

Um aumento na nitidez das linhas de precipitag¢8o foi obtido

apdés a adi¢¥8o0 de 2,0 mL de solug3o de &cido fosférico 0,1 M.

IV.3 - METODO DE "OUDIN" (139, 140)

IV.3.1 — PREPARO DO AGAR

ﬂgar nobre na concentra¢&o de 0,6% foi fundido em tamp¥o
Tris 0,05M pH7,4, a seguir filtrado a quente através de papel de
filtro Whatman n* 2 com auxilio de bomba & vadcuo. O Agar preparado
foi estocado sob refrigeragc®o em tubos de rosca. Quando

necess&rio foi fundido em banho de Agua em ebulic¢c¥o.

IV.3.2 — REVESTIMENTO DO TUBO

O &gar preparado no item anterior foi wutilizado para
revestimento dos tubos de 4,0 mm de di8metro. Para isto, foi
realizado preenchimentc e esvaziamento rédpido do tubo com o égar
com o auxilio de uma seringa de 1,0 mL com agulha de anestesia
ragquidiana de 100 x 15 mm, a seguir os tubos foram colocados

imediatamente em banho de gelo.
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Os tubos assim preparados foram colocados em dessecador
durante pelo menos 24 horas. No momento do uso, os tubos que

apresentavam manchas brancas sobre as paredes foram descartados.
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IV.3.3 - PREPARO DO AGAR-SORO

O soro diluido para 1:16 em tamp¥%o Tris 0,05M pH7,4, foi
colocado em banho de aAgua a 489C. Igual volume de Agar fundido e
resfriado a 489C foi adicionado ao soro, obtendo-se uma diluigfo
final de 1:32. Os tubos revestidos com &gar foram preenchidos
com aproximadamente 0,3 mL da solu¢o agar—-soro, com auxilio da
seringa utilizada para revestimento, evitando—-se o escorrimento da
soluc¥o pelas paredes do tubo, assim como a formag8o de bolhas de
ar. A seguir os tubos foram colocados rapidamente em banho de

gelo.

IV.3.4 -~ PREPARO DAS SOLUGBES DE ANTIGENO

A enterotoxina estafilocécica padr¥o foi diluida em tamp¥o
Tris 0,05M pH7,4 nas seguintes concentrag¢®es 64; 32; 16; 8; 4; 2

ng/ml.
Um volume de aproximadamente 0,3 mL de antigeno foi

adicionado a cada tubo contendo &gar-soro. Os tubos foram

selados com filme plastico e incubados a 259C durante 7 dias.
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IV.3. — LEITURA DA BANDA DE PRECIPITAGXO

Apés o periodo de incuba¢c%o, o comprimento da banda de
precipita¢¥o (mm) foi medido com auxilio de um paquimetro e com os
dados obtidos construiu-se uma curva padr&o relacionando

concentrag¥o de antigeno e comprimento da banda de precipitac¢¥o.

IV.4 — MATODO DE LOWRY PARA DETERMINAGXO DE PROTEINA (71)

A rea¢c¥o de Lowry consiste na formag%o de complexo cobre-
proteina em solu¢&o alcalina. Este composto reduz o reagente

fosfomolibdico—-fosfotungstato apresentando uma cor azul intensa.

IV.4.1 — REAGENTES UTILIZADOS

A - 1,0 g de Naﬁx% em 100 mL de NaOH 0, 1N
B - Cu3504.5 H0 1%
C - Tartarato de Sé6dio e Potéssio 2%

Misturar 100 mL de A + 1,0 mL de B + 1,0 mL de C

O
|

E - 1 parte de reagente de Folin + 2 partes de &gua destilada
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IV.4.2 — CONSTRUCAO DA CURVA PADRXO

A partir de uma solu¢c¥o de 300 ug/mL de Albumina de soro
bovina, foram pipetados cuidadosamente em tubos de 16 x 150 mm, os
seguintes volumes: 0,0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 @ 0,5 mL. Os tubos
foram completados para o volume final de 1,0 wmlL com &agua

destilada.

A cada tubo foram adicionados 5,0 mL de reagente D, seguido
de agitac¥o. Apdés 10 minutos de reac®o & temperatura ambiente
foram adicionados 0,5 mL de reagente E e agitados vigorosamente.

Apos 20 minutos, foram realizados a leitura em espectrofotémetro,
utilizando comprimento de onda de 600 nm. Para cada valor de
absorbé&ncia correspondeu—-se a uma concentra¢do de Albumina soro

bovina.
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IV.5 — PURIFICAGCAO DE ENTEROTOXINA D

A purifica¢&o da enterotoxina D consistiu basicamente de 2
cromatografias de troca ifnica com as resinas Amberlite CG-50 e

CM-Sepharose CL-6B e uma de exclus¥o de gel em Sephadex G-75.

IV.5.1 — TRATAMENTO DA RESINA AMBERLITE CG-50

PARA A 1a CROMATOGRAFIA

A resina Amberlite CG-50 foi tratada previamente a pH12 com
NaOH 6N; deixando-se sob agitag®o com barra magnética por 1 hora.
A seguir a resina fol lavada com Agua destilada, desprezando-as
particulas finas, até se atingir a neutralidade. Posteriomente,
o pH da resina foi ajustado a pH 2,0 com HCl 2N, deixando—se sob
agita¢c%o por 1 hora, seguido de lavagem com &gua destilada até se
atingir pH 7,0. Apbs este tratamento a resina foi lavada
sucessivas vezes com tampo fosfato de sé6dio 0,005M a pH 5,6, até

que o mesmo atingisse o equilibrio.
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IV.5.2 — CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA EM AMBERLITE CG-50

Nesta etapa, a Resina Amberlite CG-50 foi adicionada ao
sobrenadante livre de células previamente diluido a 1:5 em bdguas
destilada e ajustado para pH a 5,6 com HCl 6N, mantendo-se em
agitac®o por 2 horas a temperatura ambiente. A resina adsorvida
de enterotoxinas e impurezas foi empacotada em coluna de vidro de
4,0 x 25 cm e lavada com um volume com Agua destilada,
correspondente a 2 volumes da coluna (100 mL) a um fluxo de 3 mL/

minuto, visando a remo¢c&o de impurezas n&o adsorvidas a resina.

A eluic¥o foi realizada com 700 mL de tamp&o fosfato de
s6dio 0,5M contendo 0,5M de NaCl a pH 6,8, a um fluxo de 3,0
mL/minuto. A frac&o contendo enterotoxina (aproximadamente 700
mL}) foi concentrada em saco de didlise com polietilenoglicol
20.000 a aproximadamente 60 mL e dialisado contra tamp¥o fosfato
de sédio 0,005M, pH 5,6 durante 48 horas sob refrigera¢do com
agitag¥o e sucessivas trocas de tamp¥o, com a finalidade de
remover sais e outras substl@ncias soluveis e dialisaveis. Os
precipitados formados foram removidos por centrifugac¢c®o a 13.404
g, sob refrigerag%o. Uma aliquota de 1,0 mL foi reservado para 2

determinac¥o de proteina e toxina.
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IV.5.3 - TRATAMENTO DA RESINA CM-SEPHAROSE CL-6B

PARA 22 CROMATOGRAFIA

A resina CM-Sepharose CL-6B foi tratada primeiramente a pH
12,0 com NaOH 6N, deixando-se em solu¢¥o durante 2 horas com
agitag¥o esporédica com bast¥o de vidro. A seguir a resina foi
lavada com 4&gua destilada até atingir a neutralidade.
Posteriormente a resina foi tratada a pH 2,0 com HCl 6N deixando-—
se em repouso por 2 horas com agita¢&®o esporédica e lavada com
4dgua destilada até que o valor de pH atingisse pH 7,0. Apb6s este
tratamento a resina foi lavada sucessivas vezes com tamp®o de

fosfato 0,005 M pH 5,6 até que a mesma atingisse o equilibrio.

IV.5.4 — CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA EM CM-SEPHAROSE CL-6B

A resina previamente equilibrada foi empacotada a uma coluna
de 1,6 x 40 cm e lavada durante 12 horas com solugXo tamp®o
fosfato de sédio 0,005M pH 5,6 a um fluxo de 0,45 mL/minuto. A
amostra (aproximadamente 60 mL) contendo 60,89 mg de proteina
total © 9,12 mg de toxina dialisada e limpida foi aplicada no topo
da coluna CM-Sepharose CL-6B com um fluxo constante de 0,32
mL/minuto. A seguir a coluna foi lavada primeiramente com tampXo
fosfato de sédio 0,005M pH 5,6 para remo¢%o de proteinas n&o
adsorvidas. A elui¢¥o da toxina foi realizada com 300 mL de
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tamp&o de fosfato de sé6dio 0,03M a pH 6,0 e posteriormente com 250
mlL. de tamp¥o fosfato de sédio 0,045M, pH 6,4. O fluxo da eluig¢8o
foi controlado com bomba peristadltica a uma velocidade de 0,32
ml/minuto e as amostras monitoradas por uma unidade éptica de luz
Ultra Violeta de comprimento de onda 280 nm acoplada a

registrador.

As fragBes foram coletadas, sendo programadas para coletar

5,0 mL/tubo e 3,0 mL/tubo nas fragles contendo toxina.

As fragWes contendo a toxina foram agrupadas em um volume
conhecido (29,0 mL) de onde foi tomada uma amostra (1,0 mL) para
determina¢¥®o de proteina total e toxina. O volume foi dializado
em tamp&o fosfato de sédio 0,005 M pH 6,8 durante 12 horas sob
refrigerag¢¥o com sucessivas trocas do tamplo e o precipitado
formado apés a didlise foi removido por centrifuga¢3o a 13.400 xg
por 15 minutos sob refrigerac¢¥o. 0 sobrenadante limpido foi

congelado e liofilizado.

IV.5.5 — TRATAMENTO DA RE3INA 3SEPHADEX G-75

A resina Sephadex G-75 foi tratada com tamp3o fosfato de
s6dio 0,05M pH 6,8 contendo 0,5M de NaCl, posteriormente desaerada
com auxilio de bomba & véacuo e empacotada em coluna de 1,6 x 100
cm cuidadosamente, evitando—-se a formag¥®o de bolhas de ar e zonas
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de separac¢¥o do gel.

A resina assim empacotada foi equilibrada por 12 horas com
solu¢c¥o de tamp%o fosfato de sé6dio 0,005M pH 6,8 contendo 0,5M de
NaCl a um fluxo de 0,42 wmL/minuto. Foi testada a eficiéncia do
empacotamento fazendo-se a filtra¢%oc de solu¢®o de Dextran Blue

2.000.

IV.5.6 — CROMATOGRAFIA DE EXCLUSXO DE GEL EM SEPHADEX G-75

A fra¢c¥o liofilizada da 22 cromatografia foi dissolvida em
2,0 mlL de solug¥o tamp¥o fosfato de s6dio 0,005M, pH 5,6
correspondendo a 16,24 mg de proteina total e 4,21 mg de toxina
aplicada no topo da coluna a um fluxo de 0,42 ml/minuto. As
fracBes foram coletadas em coletor de fra¢%o com progamaco para
coletar 5,0 mL por tubo e nas frag®es contendo proteina foram
coletados 3,0 mL/tubo. O controle da absorblncia foi realizada em
monitor de luz ultra-violeta a um comprimento de onda de 280 nm e
0os cromatogramas foram registradas automaticamente em registrador
de papel. As frag®es componentes do maior pico (20,0 mL) foram
combinados e submetidas a andlise de proteina e toxina. As
fra¢cBes reunidas foram dialisadas em solu¢¥o de tamp&o fosfato de

sédio 0,005M pH 6,7 , congeladas e liofilizadas.
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IV.6 - PRODUGCAQ DE ANTISSORO CONTRA ENTEROTOXINA

ESTAFILOCOCICA D

IV.6.1 — IMUNIZAGXO DE COELHOS

Para obten¢&o de antissoro especifico contra enterotoxina
estafilocobcica tipo D foi utilizado um grupo de 5 coelhos jovens
brancos de ragca Nova Zelandia de sexo masculino com peso de 2 a 3

kg.

A enterotoxina estafilocécica tipo D produzida pela linhagem
S. aureus 115im e purificada no laboratério da UNICAMP/FEA foi
dissolvida em 1 mL de tamp¥o fosfato de sédio 0,05M pH 7,4 com
concentragc¥o de 100 uyug e emulsificado em 1 mL de adjuvante de
Freund completo e incompleto atravées da homogeniza¢¥o entre duas
seringas acopladas por uma agulha fémea-fémea até se obter—-se uma

emul s¥o estavel quando gotejada sobre a superficie de &gua.

A imunizag¥o foi realizada através de inje¢¥o subcutfénea na
regi&o interna da coxa posterior do animal, com uma dose de 1 mL
da emuls¥o previamente preparada. Os animais foram pesados
imediatamente antes, 24 e 40 horas apés a injec®o com o intuito de
se monitorar a varia¢c%o de peso. Uma vez gque houvesse uma perda
superior a 200 g o animal deveria permanecer em repouso até a
recupera¢¥o do peso para que pudesse receber a préxima dose.
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IV.6.2 — ESQUEMA DE IMUNIZACXO

As imuniza¢Bes foram realizadas com duas doses de 50 ug de
toxina D cada, totalizando-se 100 ug de enterotoxina/coelho. A
primeira dose foi realizada em presenga de adjuvante de Freund
completo considerando—-se o dia zero e a segunda dose de reforgo
foi efetuado em presenca de adjuvante de Freund incompleto no 2190

dia apés a primeira imuniza¢¥o.

IV.6.3 — ANALISE DE ANTISSORO

O teste de monitoramento do antissoro foi realizado em
amostras de sangue obtidas pela sangria da veia marginal da orelha
do animal. O titulo do soro presente nas amostras de sangue foi
medido periodicamente até que atingisse o valor de 20 pelo método
de OSP. Apds a obtenc&o do titulo desejado foi relizado a sangria
total que corresponde a aproximadamente 50 mlL de sangue, obtido
por punc¥o cardiaca. 0 sangue coletade foi transferido para
frascos previamente lavados com solu¢¥o salina 0,85%. Apdés a
coagula¢c&o, os frascos foram incubados a 379 por 30 minutos para
acelerar a retrac¥o do coégulo. O soro assim obtido foi

centrifugado a 540 xg por 5 minutos a 4°C.
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IV.6.4 — DETERMINACAQ DO TITULO DO SORO

O titulo do soro foi determinado pelo método de 03P (IV.2),
e é definido como sendo a Gltima dilui¢¥o do soro que fornece uma
linha Ynica de precipita¢3o gquando ensaiada contra enterotoxina D,
na concentragc¥o de 4 pg/mL, pelo método de dupla difus¥o em gel

(OSP) apés incubagd8o a 379 por 24 horas.

IV.6.5 — PURIFICAGRO DE ANTISSORO (I1gG)

O método frequentemente utilizado para fracionamento de

antissoro e a precipitac®o a frio com sulfato de aménio (48).

O antissoro obtido do sangue dos animais foi fracionado com
sulfato de aménio a 35% de saturaco. 0 sulfato de aménio foi
adicionado vagarosamente ao soro sob agita¢8o a frio em banho de
gelo seguindo-se a uma agita¢¥o por duas horas. A solu¢8&o foi
centrifugada a 8.800 xg por 10 minutos e o precipitado formado
resuspenso em solu¢&o salina 0,85% a um volume igual ao original
do soro. Na segunda etapa adicionou-se lentamente sulfato de
amdénio & solug¥o protéica até 35% de saturag¥o, mantendo-se a
amostra sob agita¢3o durante duas horas em banho de gelo. A
soluc¥o foi imediatamente centrifugada e o sobrenadante removido
e guardado para posterior andlise. No terceiro fracionamento, o
precipitado foi ressupendido e tratado com sulfato de amfnio da
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mesma forma que o fracionamento anterior.

Ap6s o 32 fracionamento do antissoro, o precipitado foi
resuspendido em 2 mL de tamp¥o fosfato de sédio 0,01M, pH 7,2
contendo 0,85% de NaCl e dialisado no mesmo tamp%o até a completa
remo¢cdo de (NH,),304,. Um pequeno volume de sulfato de bario a 10%
adicionado a um igual volume de dialisado foi utilizado para
verifica¢¥o da presenca de sulfato de aménio. A presen¢ca de
(NH),30, foi evidenciada pela formag¥o de um precipitado branco,
quando a solug3o dialisada permaneceu translucida, o dialisado foi
considerado livre de sal sulfato de aménio. Posteriormente a
solug&o dialisada foi purificada por cromatografia de exclus&o em
coluna de 1,6 x 100 cm contendo Sephacryl 3-200 equilibrada com
o mesmo tampo. A elui¢c8o foi realizada a uma velocidade de 0,42
mL/minuto e as fragWes contendo IgG foram combinadas,
concentradas & dialisadas em tamp¥o fosfato de s6é6dio 0,01M pH 9,6.
A atividade deste soro foi determinada pelo método de 03P (Optimum
Sensitive Plate), e a solugc%o foi distribuida em frascos e

mantidos sob congelamento.
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IV.6.6 — ANALISE DA PRESENCA DE ANTICORPOS CONTRA

OUTRAS PROTEINAS DE Staphylococcus aureus

Os soros obtidos no processo de imuniza¢g&%o contra
enterotoxina estafilocécica D foram testados pelo método de
imunodifus¥o em dupla dimens&o contra o sobrenadante da linhagem
de S. aureus 115lm gque & considerada como padr%o para a
purifica¢3o de enterotoxina D e a 3. aureus 184 que ¢ uma linhagem
produtora de diversas proteinas extracelulares e imunogénicas em
forma similar a linhagem 5. aureus 1151m, exceto com a relagc&o a

produ¢c¥o de enterotoxina D.
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IV.7 - ELETROFORESE VERTICAL EM GEL SDS (DODECIL

SULFATO DE S0DIO) *

A andlise eletroforética da enterotoxina D purificada foi
realizada para monitorar a eficiéncia das etapas de purificaco e

garantir a presen¢a de uma proteina no final do procedimento de

purifica¢&o.

IV.7.1 — TRATAMENTO DAS AMOSTRAS PROTEICAS

Umn volume de amostra contendo 10ug/ml de proteina foi
misturada com solug®o tamp¥o para tratamento da amostra (ji¥) em
quantidades iguais e aguecida em Banho—Maria sob ebuli¢¥o por 60
segundos. Apés o uso, as amostras foram congeladas a —4'C para a

proxima analise.
IV.7.2 — PREPARO DA PLACA PARA ELETROFORESE VERTICAL
As placas para a eletroforese foram montadas utilizando—se um
espagador de 1,5 mm de espessura e vedadas com solu¢¥o de agarose
1% para evitar vazamento do gel.

¥ Apéndice I
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IV.7.3 — PREPARO DO GEL DE SEPARAGAO

Em Erlemmeyer de 125 mL foram misturadas vagarosamente 20,0
mL de soluc¢¥o (a¥*), 15 mL de tamp&o (b*), 24,1 mL de H,0 destilada,
0,4 mL de solug®o (d*). A seguir adicionou-se 300uL de solu¢%o de
persulfato de aménio 10% (e}, 20ulL de TEMED (tetra etil metil
etileno diamino) e misturou-se cuidadosamente, evitando a formago
de bolhas.

A solu¢d8o foi despejada entre as placas previamente
preparadas como descrito no item IV.7.2 até atingir cerca de 2,0
cm abaixo do topo superior. A seguir a superficie da solu¢¥o foi
coberta cuidadosamente com égua destilada. A placa ficou em
repouso por aproximadamente 30 minutos, até a completa
polimeriza¢c%o do gel (a interface liquida torna-se visivel).
Ap6s a polimeriza¢¥o, a &gua destilada foi removida com papel

absorvente.

IV.7.4 — PREPARO DO GEL SUPERIOR

Em frasco de 50 mL foram misturadas vagarosamente 2,66 mL de
solu¢c&o (a*), 5,0 mL de tamp&8o (c¥), 12,2 mL de &gua destilada,
0,2 mL de SDS 10% (dx*). A seguir foram adicionadas 100ulL de
solugc&o de persulfato de amébnio 10%, 10,0pl de TEMED e misturados
cuidadosamente, evitando a formag¥o de bolhas. A placa descrita

no item IV.7.3 foi completada com gel do topo e o pente foi
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inserido evitando-se a forma¢aog de bolhas. A placa ficou em

repouso por aproximadamente 30 minutos, ateé a completa
polimeriza¢%o do gel. O pente e o separador inferior foram
removidos cuidadosamente tomando-se o cuidado para n%o se destruir
os orificios superiores e a base do gel. Estes foram lavados com
dgua destilada e enxaguados com cuidado. Posteriormente os

orificios foram preenchidos com tampXo de reservatério (fx),

IV.7.5 — CORRIDA DA AMOSTRA

As amostras preparadas como no item IV.7.1 foram colocadas em cada
orificio em quantidades de 10ulL, com o auxilio de uma microseringa
de 50uL. A cuba para eletroforese vertical contendo a placa foi
conectada a Fonte P3 500 XT (conecg¢¥o auperior - anodo e inferior
- catodo). A corrida eletroforética foi iniciada com uma corrente
de 80V e aumentada gradualmente até atingir 100V. 0O tempo de

corrida foi de aproximadamente 4 horas.
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IV.7.6 — REVELAGCXO DO GEL

O gel foi cuidadosamente removido das placas e colocado em
solu¢¥o corante (g¥X) por aproximadamente 8 horas, agitando-se
esporadicamente. Apé6és esse tempo o gel foi removido e transferido
para a so0lug®o descorante I (h*) por 1 hora e depois para a
solugc&o descorante Il (i*) ateé o completo descoramento e a seguir

fixado em papel celofane.
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V - RESULTADOS E DISCUSSX0

V.1 - PURIFICAGKO DE ENTEROTOXINA

ESTAFILOCOCIA TIPO D

0 sobrenadante da cultura apresentou uma concentracg®o de

3,07 mg/mL de proteina e 3,64 ung/mL de enterotoxina D.

O volume de sobrenadante livre de células utilizados para
iniciar o processo de purifica¢¥o foi de 3.500 mL, tendo uma
concentra¢g¥o de 10.763,00 mg de proteina total e 12,74 wmg de

enterotoxina total (talela 1).

No processo de adsor¢c®o de enterotoxina & resina Amberlite
CG-50 houve uma recuperag®o de 9,12 mg de enterotoxina, que
corresponde a uma recupera¢qo de 71,63% nesta etapa de

purifica¢&o.

A fra¢¥o combinada da primeira cromatografia contendo 60,89
mg de proteina e 9,12 mg de enterotoxina foi adsorvida em coluna
de CM-Sepharose CL-6B. A toxina foi eluida a temperatura ambiente

com tamp¥o fosfato de sédio 0,005M pH 5,6, obtendo-se uma.
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recuperac¥o de 4,21 wmg de enterotoxina D, resultandeo num
rendimento de 46,20% nesta etapa de purificac8o. A fig. 3 mostra
o comportamento da eluic¥o da enterotoxina D em cromatografia de
troca idnica em CM-Sepharose CL-6B. A fra¢¥o contendo
enterotoxina apresentou uma contaminag¥o por subst8ncia amarela
escuro gque n¥o pode ser removida neste estédgio e nem na
subsequente filtra¢%o em gel como citado por Chang e Bergdoll

(29).

A fig 4 mostra o comportamento da elui¢¥®o no processo de
filtrag®o em gel em Sephadex G—75 que apresentou um bom rendimento
de enterotoxina (76,67%). Por outro lado, gquando efetuada 2
separa¢¥o com Sephacryl S5-200 como citada no trabalho de Lei et
al.(69), foi impossivel a recuperac¥o significativa de
enterotoxina D. Com base nos resultados obtidos pudemos
verificar que a resina Sephacryl S5-200 interferiu com a eluic®o da
enterotoxina D, impossibilitando a sua recuperag¥o que so foi
conseguido com a utilizac¥o da resina Sephadex G-75. A
concentraci®o de toxina no extrato bruto (sobrenadante da cultura)

e no final do processo de purificac8o foi determinado pelo metodo

de Oudin. Desta forma o rendimento global obtido no processo de
purificagc&%o foi de 25,35%. O resultado de cada passo de
purificac&o é mostrado na tabela 1. Os resultados obtidos foram

superiores aos valores obtidos por Chang © Bergdoll (29) e ainda
apresentando como vantagens o fato de utilizar apenas trés etapas
de purifica¢®o ao contrario do método convencional que utiliza 5
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etapas de purifica¢®o, o que torna o trabalho longo, exaustivo e

com rendimento pobre .

A Dbaixa recupera¢3o estd diretamente relacionada a
quantidade de enterotoxina D presente no sobrenadante de cultura.
0 trabalho de purifica¢c&o foi desenvolvido com tentativas
experimentais baseando-se nos primeiros trabalhos publicados por
Lei et al (69), Chang e Bergdoll (29) e o procedimento recomendado
para a purificac¥o de enterotoxina D fornecido por Dr. Bergdoll

(comunicag¢¥o pessoal).

A enterotoxina D purificada, gquando ensaiada pelo método de
03P (Optimum 3ensitive Plate) com antissoro produzido contra
extrato bruto de enterotoxina D bruto apresentou somente uma
linha de precipitagcao. 0O
que demonstra um alto grau de pureza. Esta caracterisitica foi
confirmada pela eletroforese vertical em gel 3D3, onde se observou
apenas uma banda, enquanto que a toxina padr¥o parcialmente
purificada (fornecido pelo Prof. Dr. Bergdoll - FRI) apresentou
multiplas bandas. Este padr&o corresponde ao eluido apdés adsorg8o
em Amberlite (Bergdoll - comunica¢¥o pessoal) (fig.6). 0]
sobrenadante da linhagem 184 quando ensaiado contra o soro obtido
pella inoculac&o da toxina D purificada n2o apresentou linhas de
precipita¢d8o, o que indica que o animal foi imunizado com

enterotoxina estafilocécica D pura.
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V.2 -PRODUGKO DE ANTISSORO CONTRA

ENTEROTOXINA  ESTAFILOCOCICA TIPO D

A imuniza¢¥o de coelhos com enterotoxina estafilocécica D
para a obteng¥o do antissoro ¢ um processo dispendioso e demorado,
em virtude da alta toxicidade da toxina e da relativamente baixa
antigenicidade da proteina (99). K em geral necessé&rio um numero
elevado de animais e um tempo longo nos esquemas de imuniza¢¥o dos

coelhos para se obterem resultados significativos.

Uma das principais dificuldades para a imuniza¢®o dos
animais é a obteng&o de quantidades apropriadas de enterotoxina D
purificada para o procedimento, uma vez que a producdqo desta
toxina ¢é baixa mesmo em linhagens selecionadas como boas
produtoras e pelo baixo rendimento nos processos de purifica¢¥o,
também relacionados a baixa concentrag®o inicial de toxina (99,
76) . 0 que n¥o se verifica para as demais enterotoxinas

estafilocécicas.

De acordo com a literatura (99), o titulo méximo de
anticorpos para a enterotoxina D ocorre na segunda semana apbés a
ultima inje¢¥o. Com base nesses dados da literatura o nivel de
anticorpos nos doros dos animais imunizados com enterotoxina

estafilocécica D purificada foram analisados somente apdés a
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segunda semana de inoculageg,

Para se obter um titulo satisfatério de anticorpos contra
enterotoxina estafilocécica D foi necessdrio inocular um total de
100 pg de toxina por coelho, distribuidos em 2 inje¢c®es de 50 ug
de toxina cada uma. Os titulos dos soros obtidos foram de 32, 16
e 20 para animais 1, 3 e 4, respectivamente, sendo que o titulo
foi determinado pelo método de dupla difus¥o em gel contra 4 pg/mL
de enterotoxina D (tabela 2). A perda dos animais durante o
experimento é imprevisivel e irreparadvel, desta forma & necessério

trabalhar com um grande numero de animais (tabela 3).

0 método apresentado oferece vantagens em rela¢®o método
clédssico publicado por Robbins e Bergdoll (99) ® Morissete et al.
(76) por requerer uma pequena quantidade de enterotoxina e um
numero reduzido de inje¢Bes. A outra vantagem é a diminui¢&o do
custo para a obten¢¥o do soro especifico, uma vez que a
purificagdo da enterotoxina D ¢é dificil e cara devido a baixa

produc&o desta toxina por linhagens de S. aureus.

A substituig¥®o do método de Oudim utilizado por Robbins e
Bergdoll (99) pelo método de dupla difus¥%o em gel (03P - Optimum
Sensitive Plate) para a determinac&o do titulo do soro, representa
uma grande economia de reagentes e custo para o laboratério,
considerando-se que no primeiro método é requerida uma gquantidade
de aproximadamente 2 mL de soro teste e 20 ug de enterotoxina D
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para cada teste e no segundo método apenas aproximadamente 0,6 mL
de soro teste e 0,2 mlL de enterotoxina D na concentragao de
4nug/ml. A obten¢c&o dos resultados é réapida no método de OSSP (24
horas), enquanto que no método de Oudin s¥o necessérias 7 dias de

(140).

85



VI - CONCLUSOES

A utilizag¥o do frasco Fernbach de 2,8 litro favorece a
produc&o de enterotoxina (3,64 ug/mL) por apresentarem maior
superficie de aerac¥%o e a utiliza¢&o de maior velocidade de
rotac¥o quando comparados com os procedimentos descritos em

literatura (2npng/mL) (70).

O meio de cultura contendo 3% de triptona e 1% de extrato
de levedura utilizado para purifica¢&o de enterotoxina D
pode substituir perfeitamente o meio NZ-Amine NAK, uma vez

que o ultimo n¥o é mais comercializado.

Os resultados obtidos na purificag¥o de enterotoxina D
(25,35%) foram superiores aos valores citados na literatura
mesmo utilizando-se um volume de 3,6 litros em comparac¥o

com os volumes citados por outros autores.

Quanto ao processo de purificag¥o de enterotoxina D, a
utilizag&o da resina 3Sephacryl 35-200 para o processo de
filtrag%o em gel n&o ¢é recomendada devido a grande
interferéncia e perda da atividade da toxina,

impossibilitando sua recuperaco.
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O presente trabalho simplifica o processo de purificac®o de
Chang e Bergdoll (29), tornado-o um método mais rapido e

eficiente.

A enterotoxina D purificada neste trabalho apresenta alto
grau de pureza, quando analisada por eletrofore vertical em

gel 3D3.

0 esquema de imuniza¢¥o proposto neste trabalho, de apenas
duas inje¢des minimiza a tens¥o dos animais favorecendo a

maior produ¢¥o de anticorpos.

A quantidade de enterotoxina D utilizada (100 pug/animal) na
imuniza¢c&o, apresenta vantagens em relag3oc aos métodos
propostos na literatura (acima de 230 ug/animal) tanto pela
diminui¢¥o do custo e tempo do procedimento, como pela
obtenc¥o de titulos de antissoros adequados para os métodos

sorolégicos de dosagem.

0 tempo necessario de 35 dias para obten¢c&o de soros de
titulos compreendidos entre 16 e 32 & superior ao mencionado
na literatura que requer 60 dias para a obteng®o de soros

com um titulo de 10.
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O grau de especificidade do soro obtido foi elevado, pois
n%o apresentou nenhuma reac¢&%o quando ensaiado contra o

sobrenadante da linhagem 5. aureus 184.

Com os resultados obtidos na imuniza¢¥o de coelhos podemos
concluir que ¢ necessario trabalhar com um grande numero de
animais, uma vez que a perda destes durante o experimento é

imprevisivel e irreparéavel.
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Tabela 1 - Quadro geral das estapas de purificaceg

Enterotoxina D Rendimento
volume Proteina
total enterotoxina

(wmL) Total (mg)

(mg) (%)

100,0
10.763,00
71,63
60,89
46,20
16,24
76,67
6,54
25,35

A -~ Sobrenadante de cultura

B - Valores de fra¢®es combinadas da cromatografia de troca
iénica em Amberlite CG-50

c - Valores de fra¢¥%es combinadas da cromatografia de troca
idnica em CM-Sepharose CL-6B

D - Valores de fra¢®es combinadas da cromatografia de excluso
de gel em 3ephadex G-75

E - Rendimento global
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Tabela 2 — Esquema de imuniza¢¥o

IMUNIZAGAO

TOXINA
(ug)
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Tabela 3 - Peso dos animais (Kg) durante a imunizacgag

a — 12 dose de inje¢o

b - 22 dose de injeg¥o
¢ — sangria por pung¥o cardiaca

{—) — morte do animal
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Tabela 4 - Titulo dos soros apés 149 dia da ultima injecao

Animal

(—) - morte do animal
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Figura 1 — Curva padr3o para determina¢®o da proteina pelo

método de Lowry.
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Figura 2 — Curva padr¥o para determina¢®o de enterotoxina D

pelo método de OQudin

121



Absorbancia (280 nm)

0,0 J
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numeros de tubos

Figura 3 — Cromatografia da enterotoxina D (amostra contendo
' 60,89 mg de proteina total) em CM-Sepharose CL-6B (1,6

x 40,0cm) com tamp¥o fosfato de sédio 0,03M a pH 6,0 e
posteriormente a 0,045 M pH 6,4 a um fluxo de 0,32

mL/minuto.
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Figura 4 — Cromatografia da enterotoxina D (amostra contendo

16,24 mg de proteina total) em Sephadex G-75 (1,6 x 100
cm) com tamp3o fosfato de soédio 0,005M pH 6,8 contendo
0,5M de NaCl a um fluxo de 0,42 mL/minuto.
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Absorbancia (280 nm)

Figura 5
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— Cromatografia do antissoro contra Enterotoxina
Estafilocécoca D apés precipita¢c&o com (NH,),50, em
coluna de 1,6 x 100 cm contendo Sephacryl S-200 a um
fluxo de 0,42 mL/minuto com tamp#o fosfato de sédio

0,01M, pH 9,6.
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Figura 6 — Eletroforese em gel SDS.
1 - Enterotoxina D purificada no laboratério
2 - Enterotoxina D padr&o FRI (Preparag¢8&o Bruta)
3 - Padr®o de Peso Molecular:
a — Anidrase Carbénica (30.000 daltons)
b - Ovalbumina (45.000 daltons)
¢ — Albumina Bovina (66.000 daltons)
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(a)

(b)

(c)

(a)

(o)

(f)

VIII - APENDICE I

I - 30LUGUES ESTOQUES UTILIZADOS:

Soluc¥o acrilamida - bisacrilamida

Acrilamida ‘..o eereeeneenennes 29,2 g
Bisacrilamida.... veseserans 0,8 g
2 100 mL

Tamp¥o para o preparo do gel de separac®o

Tris

cer st serrrrerersrriersessa18,5 g

oooooooo

Ajustar para pH 8,8 com HCl

100 mL

Tamp&o para preparo do gel superior

Tris
H,0

-------

Ajustar para pH 6,8 com HCl

Dodecil 3ulfato de sé6dio (3D3)

SDS
H,0

-------------------

Persulfato de Amdnio 10%

Pers

H,0

Tris

3D3

10%

ulfato de aménio .......... 0,5 g
ver e et e e e e 50 mL
o do reservatsério
....... - e et et 3 g
ina ..ottt nonn “ e 14,4 g
t et et et et s et e 1 mL da solug&o (d)

-------
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(g)

(h)

(1)

(3)

Solu¢do fixador

Coomassie Blue R-250 ......... 12,5 mL de solug8o 1%
Metanol .(..ieeeecreccnsnneosns 50 mL
Acido acético ...... e 10 mL
HO....ovovn ce et e e . 100 mL

Solu¢¥o descorante 1

Metanol........ e s rees e wrs eese. 90 mL
ﬁcido BCOtICO . cevrvrnsanonons 10 mL
HO .o cesr e 100 m

Soluc&®o descorante I1

ACido BCELICO +vverrvennnnnns 7 mL
Motanol ...cevsrsersenssssnons 5 mL
Hy0 veevennnnnernsonnnnnesees 100 mL

Solugc&o Tamp¥o para o tratamento da amostra

Tris...... ces s e e vee. 2,5 mL da solugdo
SDS t it s esec st s st e res e 4,0 mL da solucg¥o
glicerol ......cvvvvvnns ceees 2,0 mL
2-mercaptoetanol .......0c000 1,0 mL
2 O R E R 16,0 mL
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