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RESUHO

O principal objetivo deste trabalho foi a produc3o,.
purificagdo e obtencdo de anti{-soro da enterotoxina
estafilocdcica tipo B (EEB). Com os reagentes obtidos (antfgeno
e anticorpo? procedéu—se ao levantamento de S. aureus produtores
de enteroctoxina B em portadores assintomdticos. A enterotoxina
foi produzida pela linhagem 5. aureus S-6, conhecida como
altamente produtora de EEB. O método de purificag3o foi o de
SCHANTZ e colaboradores, e para a produg3o de anti-soro,
utilizou-se o esquema de imunizac3o de coelhos, otimizado pelo
Food éesearch Institute (FRI), Wisconsin, USA. O processo de
purificaglo foi avaliado pela difus3o dupla em gel "Optimal
Sensitivity Plate”, OSP (Ouchterlony modificado) para a
ideﬁtificac%o da toxina, o método de difus3o simples em gel de
"Oudin” para a dosagem da toxina, e a dosagem de protefna total
foi realizada pelo método de Lowry. Na produgdo de toxina fol
utilizado como meio. de cultura o hidrolisado de casefna
N-Z-Amine NAKVsupleﬁentado "com tiamina (0,00005%) e niacina
(0,001%). A quéntldade-de toxina produzida neste meio foil de
0,33mg/mL. Na primeira cromatografia em  Amberlite CG-50
obteve-se um rendkmento de 79,9% em relag¢3o a quantidade total
édsorvida, na segunda cromatografia em Amberlite CG-50 obteve-se
um rendimento de 73,3% em relag3c a primeira cromatografia e na

terceira cromatografia em carboximetil celulose o rendimento foi



de B0O% em relag¥o a segunda cromatografia. O rendimento através
de todo . o processo de purifica¢¥o, ou seja toxina total
produzida no.meio de cultura e toxina total apdés a terceira
cromatografia fol de 44,2%. A toxina purificada apresentou um
alto grau de pureza jd que houve forma¢¥o de apenas uma linha de
precipltagdo quando ensafada contra anti-soro polivalente. Para
a produgdo de anti-soro -utilizou-se um lote de cinco coeihos,
sendo um inoculado com toxina bruta, sem purificar e quatro com
toxina purificada. Para a indculacﬁo ;eguiu-se O esquema de
imunlizagdo utilizado né FRI, que abréngé um periodo de 70 dias e
doses compreendidas entfé'I e 360 ﬁg administradas em oito
se¢les. O soro foi retirado entré umavve oito -semanas apés a
dltima injecg3o através.de panQO' éardfaca. dl soro do  animal
imunléado com preparacsb .bru£al.de enterqtdkina apresentou,
atfavés dd métodoﬂ de DSP,‘ méior~'variedade de anticorpos,
evidenciados através das 1inhas dé:pfecjp}ﬁac%o formadas, que os
soros dos aﬁimais inpculados-comAentgrbtoxina purificada. Estes
ultlhos apresentaram ainda aiguns_iﬁﬁetfefehiés, porém as linhas
~de precipitagdo cofrespoﬁdentes.forémfténueé em relag3oc a 1inha
principal de enterotoxlha B. O indmero de. poftédores humanos
assintomiticos de §. aureus 53% estd dentro dos valores
apresentados na literatura, 18 a 82%. O yalor encontrado para as
linhagens produtoras de enterotoxina B, 70,3%, foi ligeiramente

superior aos valores apresentados na literatura norte americana.
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SUMMARY

The principal goal of thig work was the production,
purification and' antiserum production of Staphylococcal
enterotoxin B (SEB). With these reagents, antigen and antizerum,
a survey of enterotokin B producing §. aureus strains in
assintométfc carriers was conducted. The enterotoxin was
produced by the 5-6 strain of S. aureusm, a well known
, enterotoxin B producer. Tﬁe purificatjon_procedure was that of
SCHANTZ and co-workers and_for “the aﬁtiserum production, the
Food Researdh Instltuiév (FRI),V~Ulscohsin} USA immunization
schedule was folfowed. fhe purif!qétfcn proéedure was‘ monitored
‘through the Lowry method for‘tptaliérotéiﬁ;.double diffusion iIn
'gei Dptimé] Sensitivity Plate; OSSP (a = double diffusion
Ouchteriony modification) fof toxin ‘identification and =single
gel diffusion of Oudin fof. toxfn‘ qUantifﬁcation. The casein
hydrolysate N-Z-Amine NAK suplemeh£ed wlﬁh thiamine (0,00005%)
and nilacin (0,001%) waé uséd for toxin. production. The
enterotoxin_concentfation in the supérnatant was 0,33mg/mL. The
toxin yield 1in the first chhométogréphy' uéing the resin
Amberlite CG-50 was 79,3% of the total adsorbed in the res{n. In
the second chromatography, using the same resin, the yield was
73,3% with respect to the first chromatography and in the third
chromatography, using Carboximethyl Celullose, the yield was 80%

with respect to the second chromatography. The yield for the
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entire purification procedure, total toxin' after .the thrird
chromatography and and total toxin in the broth culture, wvas
44,2%. The purified enterotoxin showed high purity since only
one precipitin line was formed against polivalent antiserum.
Five animals were used for the antiserum production, one
fnoculated with the crude toxin and four with the purified
toxin. For inoculation, the FRI recommended schedule was used,
with doses ranging between 1 and 300 pg given in eight different
sections during a .70 day period. The animals were bled through
cardiac puncture after one to eight weeks following the last
inJecﬁlon. The antisera ocbtained from the crude extract
immunized animals showed highef nuéber of antibddies, by the 0OSP
method as displayed through precipitin lines, than the antisera
from rabbits inoculated with the purified toxin, the latter
showed a few very weak secondary lines related to the main line
due to enterofoxin B. The number of S, aureus assyntomatic
carriers 53X was within the range of values found in the
literature, 'betwenv 18 to 82%. Among them, the number of
enterotoxin B prodﬁcens 70,8% was éilghtly higher than the 68%

reported by North American literature.
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1. INTRODUCXO

0 estudo de enterotoxinas estafilocdcicas €& relevante,
para a efetiva determinag3o das condi¢Bes higiénicas dos
alimentos susceptheis ao desenvolvimento de Staphylococcus
enterotoxigénicos. Na medida em que a industria de alimentos se
desenvolve, o controle direto das enterotoxinas se faz impres-
cindfvel. Os métodos de determinac3o de coagulase e termonuclea-
se comumente utilizados, indicam apenas uma probabilidade da
existéncia destas enterotoxinas. Por outro lado, na presenga de
um su}to, ¢ imprescindfvel a determinac®o direta da enterotoxi-
‘na ou enterotoxinas envolvidas. |

A comprovac¢io de Staphylococcus aureus coagulase positi-
va em alimentos envolvidos em surtos de intoxicac¥o alimentar &
apenas uma evidé&ncia circunstancial de que o agente etioldgico
foi encontrado. Até mesmo a determinag3o de que a cepa isplada é
capaz de produzir uma ou mais “enterotoxinas n%o €& prova
conclusiva de que a-cepa em quest¥o produziu esta(s) toxina(s)
no alimento. Oﬁtra limitag¥o seria a auséncia de .mlcrorganlsmo
ainda persistindo a toxina devido 2 sua maior resisténcia a
fatores ambientais adversos. Desta forma, a prova definitiva de
éue o alimento contém enterotoxina consiste num processo de
extrag¢¥o seguido de identificag¢¥o através de ensailos soroldégicos

e/ou biolégicos. Os ensaios sorolégicos sFo os mats utilizados,

e consistem na identificag¢3o da toxina ou toxinas através de uma
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rea¢g¥o antfgeno-anticorpo. A& limitag3o destes ensajos reside na
impossibilidade de se detectar novas toxinas por estes procedi-
nentos. J4 os ensalos bioldgicos, sendo. que o mais utilizado
consiste na introdug3o do extrato toxigénice através de sonda no
trato digestivo de macacos Rhesus, e ocasionalmente a utilizaglo
de voluntartos humanos, permite a detecc¥o de novas toxinas que
apresentariam reag3o negativa nos ensaios soroldgicos.

A intoxicac¢ZFo por enterotoxinas estafilocdcicas tem sido
reconhecida como uma das pfincipais causas de envenenamento
alimentar (15,68,101). Duranté o"per(odo compreendido entre
1975- 1979, 540 surtos ‘de intoxicacﬁé élimentar foram comunica-
dos ao "Center of Diseaée Contr&l” ﬁo; Estados Unidos, sendo que
28% dos mesmos foram causados porv Sta;;hylo'coccus aureus (101).

Os surtos cauéadosilpor‘ ;pteroﬁoxinéél estafilocdcicas
apresentam—se'isolados; gérélmente'énvolvendq gﬁupos de pessoas
em;refeic6eé co]et{vas. A ~maj6r pébte s3o produzidos pela
ingest¥o de alimentos cérnéés, aSSiﬁ 'éomo cremes e malonese
contaminadoé (69,70;21,101). |

| A fonte mais importaﬁte; denrcqntémiﬁacﬁo & o prdprio

" homem, seja através de portadores aséiﬁtométicos, grande parte

da populag3o apresenta o microrganismo hov tréto respiratdrio

superior, ou atfavés de'feridas.infeccfonadas, ébcessos, furun-

culos, etc. Desta forma, manipuladores de alimentos podem facil-
mente contaminar ingrédientes, equlpamentos; etc. (2).

Uma vez ingerido o alimento coﬁtaminado com enterotoxi-

na, aparecer3o sinals de intoxicag¢3o, apdés um perfodo médio de

incubag¥o de quatro horas, com predomin@ncia de vbmitos e ndu-
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seag, as vezes seguidos de diarréia e febre (115.

As enterotoxinas estafilocécicas s3o exoprotefnas produ-
zidas por certas linhagens de Staphylococcus'aureus k13>. Quando
os estafilococos enterotoxigénicos contaminam: um alimento no
qual existem condi¢Bes adequadas ao seu desenvolvimento, ocorre
a produg¢¥o de uma ou mais enterotoxinas. Estas enterotoxinas,
das quéis cinco ji foram identificadas sorologicamente, s3o
aenominadas por letras maidsculas A, B, C, D e E; sendo que a
enterotoxina C existe em duas formas: Cl1 e C2 (13).

As enterotoxinas se caracterizam pela alta resisténcia
ao calor, n3o sendo geralmente destrufdas pelo tratamento teérmi-
co durante o processamento de alimentos, n%o ocorrendo O mesmo
com os estafilococos, que s3o facilmente destrufdos (101). Como
consequéncia, apenas a enterotbxlné poderd ser encontrada, mesmo
que os microrganismos que a produziram n%o mais existirem.

Atualmente, nos trabalhos desenvolvidos no Brasil, nesta
drea, utilizam-se enterotoxinas e anti-soros padres fornecidos
pelb Foéd Reséafch Institute através do Dr. Merlin S. Bergdoll.

O presente trabalho teve -éomo proposta principal a
produc¢do e puriflca¢5o de enterotoxina B e obteng3o de anti-
soro, reagentes 4ne§essérios para a realizacX¥o de ensaios

sorolégicos de andlises de amostras toxigénicas.
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I1. REVISXO BIBLIOQGRXFICA

I1.1. Histdrico

O primeiro surto de intoxicag¢Zo por estafllococos, de
que se tem conhecimento, ocorreu em 1884; o mesmo ano em que

ROSEMBACH descreveu as espéciles £1§ds do género Staphylococcus

(87). Neste surto, 300 casos de graves disturbios gastro-
intestinais foram documentados no eStadé de Michigan (EUA), e
foram atribufdos ao consumo de quefjb tipo "Cheddar”. 0 exame

'microscépic$ido quet jo reQe}éu"é ‘presén¢a de uma Dbactéria
esférica (72). ’ |

"A primeira dehonstréc%o experimental de que a intoxica-
¢¥%o alimentar pqderia ter‘sido céusédo pdr estafilococos ocorreu
em 1814, quando BARBER verificou éintomas‘tfpicos de tntoxicacg3o
alimentar apds a 1nge§t50 de leite contaminado com
Staphylococcus, obtido de gado_ c§m mastite (104). Porém a
importé&ncia deste trabalho somente foi fécdnhecida apés 13830,
quando DACK e seus colaboradores, trabalhando na Universidade de
Ch]cago, tiveram‘néusea e diarréia apdés a ingestdc de fliltrado
estéril de cultura de estafilococos. 0O microrganismo havia sido

isolado de creme de um bolo envolvido em intoxicagZo (103).
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11.2. Taxonomia

A palavra Staphylococcus deriva-se ldo grego Staphyle
(cachos de uva) e coccus (gr¥o, semente ). O género Staphylococ-.
cus portanto descreve cachos irregulares de células esféricas
que estes microrganismos podem formar em meio de cultura (as
células podem tambéﬁ ocorrer isoladas, em pares ou tétrades).

0 Manual do Bergey de Bacteriologia Sistematica (97)
inclue os géneros Micrococcus, Stomatococcus, Planococcus e
Staphylococcus na famflia Micrococcaceas. As caracteristicas
diferenciaizs destes géneros s¥o baseadas em: presenga de cdapsu-
la, motilidade, fermentag¥o anaerdbica da glucose, testes de
oxidaée e benzidina, resisténcia a lisostafina, presenca de
- glucose no peptideoglicano, prese;ca de écidé teichdico na
parede celular e conteuldo de C + G (citosina + guanina) do DNA.

As dezenove espéclies de Staphylococcus (5. aureus, 5.
epidermides, S. capitis, S.warneri, 5. haemolyticus, S. hominis,
S. éaccharolyticus, 5. auricularis, S. sapropnyticus, S. _cohnii
subsp.1, S. cohnii subsp.2, S. xylosus, S. simulans, S. carno-
sus, S. intermediua; S. hylcus subsp. hyicus, S. hyicus subsp.
chromogenes, s. caseolyticus, S. sciuri, S. lentus, S. gallina-
rum @ S, caprae) s¥%o diferenciadas com base na produgio de pig-
mentos carotenéidas, presenca de cit&cromo C, formag%o doza {86-
ﬁeros D ou L dcido latico, producdo de acetofna, formag3do de
dcido a partir de diversos carboidratos, reducdo de nitrato,
presen¢a de: urease, fosfatase alcalina, arginina dehidrolase,

coagulase, termonuclease e resisténcia 3 Novobiocina.

17



11.3. Propriedades figsioldgicas e bioqﬁ{mtcas

Os estafilococos s%o microrganismbs. Grah—positivos,
anaerdbios facultativos, catalase fortemente positivos, n%3o
méteis, n¥o fotossintéticos e n¥o formadores de esporos. OUs

cocos tem geralmente 0,8 a 1,0 pm de di3metro; o crescimento em
cachos é o resultado de divisBes Irregulares em dois planos
perpendiculares.

Muitas linhagens produzem pigmentos amarelos ou alaran-
Jados, particularmente em meios contendo cloreto de sddio. A
majoria das linhagens forﬁa acetofna de glucose e ambnia de
arginina, reduzem nitratos a nitritos e fermentam uma varjedade
dé carboidratos produzindo 4cido e n3o gdéds; n%o formam indol e
 podem acidificar o Litmus Milk (72).
| A positividade dos ensajos de coagulasé e DNAse serve
para identificar uma linhagem de estafilococo como Staphylocecc~
cus auvreus. Também os ensaios de hemolisinas em sangue de
algumas’espécieé de animais como o carneirobpermite a identifi-
cag¥o de S. aureus (25).

Os estafilococos s%o mesdéfilos, crescendo melhor em
condigBes aerdbias; A_ﬁemperatura Stima de cresciménto é 372C,
podendo crescer entre 10 e 452Q (72).

Em meios de composic56 definida os membros deste género
necessitam de aminodcidos como fonte de nitrogénio e algumas
vitaminas como cofatores de crescimento, em meios de composigZo
definida (21). Crescem bem em meios complexos Acomo o ”"Brain

Heart Infusion” e hidrolisados protéicos.
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A maloria das linhagens cresce e se desenvolve na
presenga de sals, até 15% de NaCl (50). De maneira geral, as
linhagéns patogénicas apresentam mafor toler8ncia aos sais, como
o cloreto de 1ftio, telurito de potdssio, cianetos e azida

sédica, assim como aos antibidticos, como polimixina e penici-

lina (108).
Um dos meios de isolamento mais amplamente utilizado & o
de Baird-Parker (2,108). Consiste de um meio base de agar,

acrescido de gema de ovo e agentes ‘inibidores e seletivos.

I1.4. Caracterliacso da enterotoxigenicidade

Muitas ca;acterfstICas 'bigqufmicas de culturas de
estafilocobos, s%o tidas como fﬁdiqadores de sua enterotoxigéni-
cldade;_mas nenhu@a caracteristica ou. combina¢3o de caracterfis-
ticas é'absolutamente segﬁré comé-iqdicadbra desta propriedade.

A caractérfstica mais‘ampiamehté utilizada é a reagdo de
coagulase'(2). Este ensaib indica a presenga ou auséncia de uma
enzima capaz de cbagular piasma citratado ouv oxalatado de
coelho, sufno ou humano. Estudos. realizados mostram uma alta
correlag¥o entre a presenga de enterotoxina e da enzima coagula-
se, porém, existem algumas linhagens toxigénicas coagulase

negativa (10,80).
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LACHICA et al.(58), sugeriram a presenga de desoxirribo-
nuclease termo-estdvel como indicador de enterotoxigenicidade.

‘Outra caracterfstica de S. aureus proposta como indica-
dora de enterotoxigenicidade é a produ¢do de protefna A, uma vez
que 98% das linhagens de estafilococos coagulase positiva,
produzem esta protefna (28).

Atividade proteofftlca e lipolftica, produ¢3o de fosfa-
tase, reducgzo de nitrato, fermentac3zo de carboidratos e sensibi-
lidade a antibidticos n¥o tem aparente relacZo com produgdo de

coagulase e enterotoxina (72).

11.5. Incidéncia de gggpbylgcdécgg éuregs entérotoxigénicos

E bem conhecida. é parﬂfcipagﬁo de 'portadores de
Stéphylococéus aureﬁs na cadeia 'épidemiolégica ‘da intoxicag3o
alimentar estafilocdcica. A éolonizaéﬁo;nasal do S. aureus no
homem & deécrlta f;equenteﬁenté e__ﬁma ‘grande proporc¢3o de
pessoas sadias mantém este mfcrorgaﬁismo émléﬁas fossas nasais,
" constituindo-se em seu maior reservgiéfio. Aproxlmadamente 30 a
50% dos adultos s%o portadores (53).

Estudos.realizados com vmanipufadofes Ae alimentos em
hospitals, mostraram que 35,3% (4%9), 30% (62) e 18,2% (37>, sdo
portadores de S.aureué. |

HENNING et al. (42), encontrarém que 32% e 30% da popu-

lag%o hospitalar tem S. aureus nas fossas nasais e na garganta
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respectivamente. HARTUELL et al. (41), encontraram uma porcenta-
gem de 10,2% para portadores de S. aureus. REALI (87) relatou
que 82X% das linhagens de S. aureus lsoladas.de pessoas sadlas e
de pessoas com alguma infec¢do eram capazes de produzir entero-
toxina A, B ou ambas, com predomin8ncia (68%) para produtores de
enterotoxina B; por outro lado WIENEKE (115), encontrou que 38%
de pessoas sadias e 45X de pessoas com lesBes apresentavanm
cepas produtoras de enterotoxina A; 42,8% de cepas' toxigénicas
encontradas em pessocas com alguma infeccdo apresentavam
predomin8ncia de enterotoxina C (73).

Levantamentos realizados com alimentos revelaram algumas
discrep8ncias em rela¢3o aos dados apresentados por diferentes
pesquksadores. Assim 96,2% de linhagens {soladas de alimentos
‘mostraram ser produtoras de enterogoxina de acorao com CASMAN e
colaboradores (18). Este valor foi de 92% para SINKOVICOVA &
GILBERT (100), 62,5% com predominincia de enterotoxina A (47,2%)
para PAYNE & WOOD (83), 47% com predomin8ncia para enterotoxina
B (44%) para REALI (87) e 42,7% em produtos‘cérneos com pfedomt—
n8ncia para enterotoxina A de acordo com HIROOKA & MULLER (44).
ADESIYUN (1), enconﬁrop que 97 (39,1%) das 248 amostras de
alimentos pronios para consumo,_préduziam enterotéxinas, sendo
que a enterotoxina D foi encontrada com maior frequéncia, 44,3%.
DELAZARI & LEITKé (24), encontraram éue 69,5% de 128 amostras de
ﬁacarrﬁo revelaram presenca de S§. aureus e destas, 63% foram
confirmadas como sendo enterotoxingénicas, com predominancia

para enterotoxina A (31X).
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11.6. Enterctoxinas estafilocdédcicas

Os estafilococos produzem uma série de protefnas que
causam reacgdes enterotdxicas em magacos. A base para diferencia-
¢%0 destasgs protefnas, s3o suas reac¢Bes com anticorpos espec({fi-
cos (14). Em 1960, CASMAN (16).repoftou a existéncia de dois
tipos sorologicamente distintos de enterotoxinas. Uma delas
produzida pelo S. aureus 196 E, foi <designada como tipo "F”
(Food Poisoning) e a outra 'ﬁroduzlda péla linhagem 243, fot
designada tipo "E” (Enteritls); Esta nomenclatura fo{ mudada em
1962 e o tipo F foi chémado de A (16)79 o tipo E foi chamado de
tipo B (6) e mais tardé fobam.deséopertas outras enterotoxf—
nas denominadas: C (8), D (139), e E‘(1é§. Duas‘ enterotoxinas C
de diferentes 1inhagens>Fora$ purif;cadés'como ¢; e C2 com base
nos seus diferentes pontoé isoelétficosA8,6 e 7;0, respectiva-
‘mente (135.. '

As enterotoxinas sﬁb.cadeias.-simples de‘.polipeptfdeos
que contém élta quantidade de - Iiéina,i écfdp aspéartico, adcido
" glutSmico e tirosina (47). | o

0 estudo da sequéncia.de;aﬁibdgcidos em enterotoxina B
revelou a presenga de 239 resfduos, com péso moiecular de 28.494
(45,46,47), qud ponto ‘isceldétirico & 58,6 (95). Apenas dois
resfduos de cistefna estZo presentes, e se localizam aproximada-
mente no centro da cadeia, nas posig¢des 92 9‘112 (47). Uma vez
que n¥o hd grupos SH livres na 'enterotﬁxina B, as duas mela

cistina est¥o unidas em um resfduo de cistefna (13).

A enterotoxina A, isolada ou em combinagdqo com outras
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enterotoxinas, tem sido encontrada em aproximadamente 75% dos
surtos de intoxicacdo (19). A enterotoxina B foi encoﬁtrada em
poucos casosg, entretanto tem sido melhor estudada por se conse-
guir produzir em altas concentragBes em meios de laboratdrio
88). '

Una dose de 20 a 25 pg de enterotoxina B poderia produ-
zir manifestag¥o clfnica em humanos (84).

Aﬁticorpos para enterotoxina estafilocécica foram
encontrados em 85X das pessoas que trabalhavam com enterotoxi-
nas, em laboratdrios; por outro lado, 23X de um grupo controle

possuiam anticorpos especificos para enterotoxina (57)

11.7. Estabilidade das enterotoxinas

As enterotoxinas no estado ativo s3o resistentes as
enzimas proteolfticas como a tripsin;, quimotripsina, renlha e
papafna (13).

A atividade bioldégica das enterotoxinas estafilococicas
exibe alta resisténcia térmica. O aqueclmento a 1002C por 30
minutos a pH 6,0 e 7,5, mostaram uma_ inativagdo de 95% através
de ensalo em macacos (105). | |

Houve dimlnuicéo de 50% ha atividade da enterotoxina B
quando aquecida a- 100=2C por 5'minutos (85).

O valor Z para a enterotoxina B é maior que para a ente-
rotoxina A, indicando que a primeira é mais resistente ao aque-
cimento que a Udltima. READ & BRADSHAW (85), determinaram o valor

Z de 46-50F para enterotoxina A e 52-58F para enterotoxina B.
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JAMLANG et al. (51) e SATTERLEE & KRAFT (92) encontraram
que a enterotoxina B perde atividade mais rapidamente a B0=2C do
que a iOOEC, nos trinta minutos iniciais de inativag3o.

0O tratamento térmico das enterotoxinas Be C a 100 e
1212C inativou completamente as toxinas em 3 horas e 30 minutos,
respectivamente, e a inativac¢¥o foi mais rdpida a 802C que a
100=C dufante o perfodo inicial (10-30 minutos) . Apés este pe-
rfodo resultou mais rdpida inativag¥o a 1002C (33).

» A enterotoxina C é mais-hesistente ao calor que a enté—
rotoxina B. A enterotoxinaic trétada a 80=2C por 10 minutos, teve
reativac§§vde'100% apds 24 horas de incubacﬁb a 252C. A inativa-
¢¥%o realizada coh agita§§o n3o pebﬁitiu a réativac%o (33>.

A eniérotoxina A fol 1nétiv;da‘ﬁa{s rapidamente a pH 5,5
que a pH 6;5 ou maior. Por outro' 1ado, a _enterotoxina D foi
lnativada mais rapidamente a pH 6,5 do que a pH 5,5 (107).

READ & BRADSHAW (8G5, estﬁdaram a inativagdo da entero-
toxina B, por4raAIa¢50 Y e determtﬁarém que era necessirio uma
dose de S'Mrad para reduzir a éoncentrac%o de enterotoxina B de
31 pg/mL em tamp3o Veronal pafa 0,7' prg/mL. Quando o vefculo
usado foil leite, foram necessdrios 20 Mrad ~para reduzir de
30 pg/mL para 0,7 pg/mL. O valor D (dpse para inativar< 30%)>
utilizando tamp%o.veronalve leite foram 2,7 e 9,7 Mrad, respec-

tivamente.
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11.8.Produc¥c de enterotoxinas

Em 1963, CASMAN & BENKNETT (17), descreveram que o caldo
de corag3o e cerebro (BHI) se constituia no melhor meio para
produgdo de alta quantidade de enterotoxina. 0O meio wutilizado
para estudo de produ¢¥o de enterotoxina tem sido o caldo BHI ou
um caldo com algum tipo de casefna hidrolisada como principal
ingrediente (11,105).

Digeridos pancreéticés de casefna t&m sido utilizados
para produ¢3o em larga escala, pobéué s3o compostos de substén-
cias de baixo peso molecular que g80 facilmente elimindveis na
" purificag®o de enteroto#inas, e Q-mésmo é‘superyor ao BHI para
produg3o de pequenos volumes com éita concénttacﬁo de enteroto-
Xina. | |

. De acdrdo com estudos_rea}!zados~por‘SURCALLA; em 1947
(164) a entérotoxlna fol detectada em éobreﬁadante:de cultura em
meio contendo de 2 a 16 am{ﬁqécidos como fonte de nitrogénio. O
meio mais simples, utilizado com suces;o, éara produ¢do de ente-
rotoxina continha apenas argfniha'e cistiﬁa;.

A quantidade de enterotox}ﬁa.é produzida em meio defini-
do foi de,'apfoximadamente, 1/7 da producéo, emv meio complexo,
apésar do crescimento ter stido similarjao @eio ébmplexo (63).

Estudos réallzados por WU & BERGDOLLA(lls), mostraram que
relativamente grande éuantidade (125 mg/mL) de enterotoxina B
era produzida em meio sintético contendo aminoacidos, sais inor-

génicos e vitaminas.
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Devido ao fato de que o meio de hidrolisado protéico,
N-Z-Amine NAK deixou de ser produzido, foi proposto o wuso de
melio contendo 4% de triptona e 1% de extrato de levedura para
producdo de enterotoxinas (65).

Investigagles a respeito da cinética de formacg3o de
enterotoxina B revelaram que a toxina n3o foi detectada em meio
de cultura antes do término da fase exponenciai de crescimento
(64,74). A maxima producép ocorreu durante a trahsicéo da fase
. exponencial para a fase estacionérié'(74). |

De acordo ' com MCLEAN ‘e cplébgradores a toxina fol
detectada peia primeira véz apds 5 horas de .incubacﬁo a 372C,
com a- produgdo aumeptand§ ate¢ as 2§ horas dé incuba¢do, enquanto
‘'a cultura enifava em fase eStacﬁénérra éb65_7 a 39 horas. Com o
abaixamento da temperatura de inéubacgo ocorreu decréscimo na
quaﬁtidéde de toxina sintetizada, 'sem entretanto afetar o
crescimento (64). . |

MORSE et al. (74) observafam que a enterotoxina B tinha
a mdxima produg¢3o depois Ae completada a fase exponencial de
crescimento e uma correspondente eleQagEo do pH do melo foi
observada. |

A adi¢¥o de uma fonte de energia rapidamente metabolizi-
vel como glucose éu piruvato ao meio de casefna hidrolisada
causou repress3o severa na sfntese de enterotoxina B. Andlises
dos produtos finais n3o gasosos do metabolismo da glucose e

piruvato
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ao meio de casefna hidrolisada causou repress¥o severa na sinte-
se de enterotoxina B. Andlises dos produtos finais n%o gasosos
do metabolismo da glucose e piruvato mostraram que, condi¢8es
que favorecem a descarboxilagdo oxidativa do piruvato favorecem
a repress3o de sintese de toxina. A eliminagdo de tiamina do
meio de cultura previne a descarboxilag3o oxidativa do piruvato
pelo 8. aureus S-6 e parcial ou completamente reverte a repres-
830 da glucose e piruvato na'sfntese de toxina (75),

Os estudos de MORSE e COlaporadores (74,75,76,77?
levaram a crer que a repressio da sfntese de enterotoxina media-
da pela glucose estavé- sob Eontfole catabdlico. Entretanto
1ANDOLO & SHAFER (48), mostraram que é.acﬁo da élucose n3Io esta-
va ligada a repressdo cétabdiica,';través de égﬁerimentos,utill—
zando andlogos da glﬁcéseﬁ d-Metifi glucosfdeo teve um efeito
esﬁimulaﬁério na préducﬁo.de entéfotox}na e‘2—Desoxiglucose ini~
biu severamente a produczobde enteroioxjna. As células utiliza-
das neste eétudo eran permeévels‘ao_Sf;S'—Adenosina Monofosfato
(cAMP), porém a adigZo deste’composﬁo n%o:réQGFteu a repressdo
‘da glucose ou do 2-Deoxiglucose na sfhiese de enterotoxina B.
Através destes dados, os autoresvconcluirémyque a regulagdo da
enterotoxina n§6 estava sob cOnﬁfole cétabélico;~uma vez que em
E.coli a adic¥o de cAMP reverte a repressdo da glucose na sfnte-
se de galactosidase. |

A presenga de glucose no meio fesulta em abaixamento de

pH, devido aos produtos do metabolismo da glucose. MORSE et al.

(74), mostraram que menor quantidade de enterotoxina B & produ-
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zida na presenca de glucose, em parte devido ao decréscimo de
pH. A sintese de enterotoxina B aumentava a pH 6,4 ou acima, e
era reprimida a pH préximo de 5,0,. entretanto major quantidade
de toxina era sintetizada se o meio fosse tamponado a pH acima
de 5,6.

O pH 6timo para produc¢3o das enterotoxinas A, B e C
ocorre ﬁa faixa entre 6,5 e 7,3 (54). SegundoAMETZGER (66) o pH
étimo para produgfo de enterotoxinas est4 préximo de 7,0. 0O pH
mfnimo para produ¢Zo de enterotoxina A e B em condicBes aserdbi-
cas & de 4,9 e 5,1, respectivaﬁente. ?ofém, em anaerobiose, n%o
produzem entérotoxina déﬁectév91 a'pH‘abaix6 de 5,7 (3). Entre-
tanto GENIGEORGIS ot al. (37), detectaram producZo de enteroto-
" Xina em anaerobiose a pH 5,3 9'5)5é em.inCQbacﬁo a 30 e 10=C
respectivémente. |

-vSCHEUSNER.et al. (96) observaram que uma quantidade
detectdvel de enterotoxiné foi pfoduzida em meio tamponado com
pH inicial de 5,15 a 9,02 e a pH inicial de 6,14 a 7,95 em meio
n¥o tamponado. | | |

SCHEUSNER ét al. (86) e TATiNl (107) verificaram que 13
e 452C s3o as temperaturas minima e méxima 'para produg3do de
enterotoxina B, porém GENIGEORGIS et é). (37) detectaram entero-
toxina B em presﬁnto curado a 102C apds 2 semanas de incubacgdo
em anaerobiose com pH acima de 5,6.

Segundo VANDEMBOSH et al. (111), a maxima produgdo de

enterotoxina B ocorre com incubago a 40=2C.
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Zzida na presenga de glucose, em parte devido ao decréscimo de
pH. A sintese de enterotoxina B aumentava a ﬁH-6,4 oﬁ acima, e
era reprimida a pH préximo de 5,0,. entretanto ‘major quantidade
de toxina era sintetizada se o melo fosse tamponado a pH acima
de 5,6.

O pH 6timo ﬁara produc¥o das enterotoxinas A, B e C
ocorre na faixa entre 6,5 e 7,3 (54). Segundo METZGER (66) o pH
S6timo para produgZo de enterotoxinas estd prdximo de 7,0. O pH
mfnimo para produg3zo de enterotoxina A e B em condi¢8es aerdbi-
cag € de 4,9 e 5,1, respectivamente. Porém, em anaerobiose, n%o
produzem enterotoxina detectdvel a pH abaixo de 5,7 (3). Entre-
tanto‘GENIGEORGIS et al. (37), detectaram produg3o de enteroto-
- Xina om anaerobiose a pH 5,3 e 5,5é em 1ncubacﬁo. a 30 e 10=2C
respectivamente.

SCHEUSNER et al. (86) observaram que uma quantidade
detectéyel de enterotoxina foi produzida em meio tamponado com
pH inicial de.5,15 a 9,02 e a pH ini;ial de 6,14 a 7,95 em meio
n3o tamponado.

SCHEUSNER e£ al. (36) e TATINI (107) verificaram que 13
e 45=2C sdo as £emperaturas mfhima é'méximé para‘ produgdo de
enterotoxina B, porém GENIGEORGIS et al. (37) detectaram entero-
toxina B em presﬁnto curado a 102C aéés 2 semanas de incubagdo
ém anaerobiose com pH acima de 5,6.

Segundo VANDEMBOSH et al. (111), a mdxima produgdo de

enterotoxina B ocorre com incubag¢g3do a 40=2C.
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A cinética de sfntese de toxina foi similar no cresci-
mento aerdbio e anaerdbio. Entretanto, a quantidade de toxina
sintetizada anaerobicamente fol 40 vezes menor que a sintetizada
aerobicamente (77).

GENIGEORGls'et al. (37) egtudaram a produg3o anaerdbica
da enterotoxina estafilocdécica tipo B em alimentos e observou
que um pﬁ baixo era inibitdério, n%¥o sendo produzida a pH menor
que 5,30 a 302C ou abaixo de_5;58 a 10=C.

Culturas aeradas produzifgm toxiné mais rapidamente e em
maior quantidade que culturasiestétycas (64).

Para se obtet'quantidades apbecfévels de enterotoxina,
era necessirio a aeracéo:'da _cultpfa (27,33,64,89). Segundo
ﬁIETRICH et al. (26), para a linhagemls. sureus S5-6, produtors
. de enterotoxina B, a melhor prodﬁé?o:ocorreu quando se fez a
fermentag3o a 372C, sob agitaé%o de 350 Ppm. |

| Uma concgntraczo de 10% de'Na¢l tevé um efeito relativa-
mente péqueno no érescimento da cu]tura,‘entretanto uma concen-
tragdo de 3% de NaCl causou grande'qecrésclmo na produ¢do de
toxina (64).-Por outro lado, GENIGEORGIS et él. (37) detectaranm
énterotokina em carné curada com salina na concentrag3o de 9,2%.

TROLLER & STINSON (110> utilizaram glicerol para contro-
lar a atividade de d&gua e encontraram que S.aureus produtor de
enterotoxina A crescia a ag = 0,93,masvn§o a a, = 0,89 e QUe a
enterotoxina A era sintetizada 2 a, = 0,55, mas n3o 2a a, = 0,93.
Com S.aureus produtor de enterotoxina B, houve crescimento &
a = 0,91 ,mas n%o 2a a, = 0,89, e a enterotoxina B era produzida

w

3 a = 0,93 mas n%o 4 a = 0,91.
w w
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. A adigio de K (53,60  pmoles/mL) e  NaF
(57,14 Pmoles/mL) reprimiram completamente a sfntese de entero-
toxinas. Entretanto a reversdo da inibic%o por adig3o de
Hg+2 sugere que o sistema enzimédtico que controla a sfntese de
enterotoxinas requer Hg+2. NaF inibe reac%es enzimidticas pela
complexagdo com Hg+2 (31);

Adic¥o de Mg*? (0,4 a 1,5 M), PO, (1,44 a 2,87 mM) ou
kY (1,5 a 30 mM) resultou em aumento de 100X na produg3o de
enterotoxina B. Adig¢Zo de tracés de outros metais n3o afetaram a
8fntese desta enterotoxina (38).

Para produgdo eﬁ -pequeﬁa. éscala' e alta concentracdo
foram propostos os métodos de "Séé Cuiiure" fl?,é?) e o método

-

de "Over Layer Agar” (39,52)1

11.9. Purificac%c de oﬁtebotoxlnas

A purificagZo de}uma’das enterptd#iﬁaé era necessirio
‘para revelar a exata natﬁreza desteg cémpostos (6. A principal
inteng¥o de. determinar a natureza.das enbetot081nés, era para
aplicar estes conhecimentos no desenvolbiménto de testes especf~
ficos. A determinacdo de que a enterotoxipa B era uma protefna
antigenicamente ativa, abriu caminho para o ﬁso de métodos soro-

lé6gicos.
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Uma vez que hd vérias enterotoxinas e cada uma possui
seus préprios anticorpos, & necessdrio identificar cada uma com
seu anticorpo. A absoluta prova de identidade pode ser feita
apenas com enterotoxina purificada; ent%o, & essencial a purifi-
cagFo de todas as e;terotoxlnas (lé).

A segunda razZo para se obter enterotoxinas purificadas
é o estuao de suas estruturas em detalhe e s8ua relag%o com
antigenicidade e toxicidade. |

Uma vez que as enterotoxinas s3o produzidas em pequenas
quantidades, o maior‘problema‘era a sua recuperac3o dos grandes
volumes de sobrenadante de culiura. Huiﬁos métodos tém sido tes-—
tados, mas o:méls-utlllzado para enterotoxina B & a adsorg3o
direta do sobrenadante com resina devtfocaliénica (7>.

| A enterotoxina B foi purﬁf{céda pela primeira vez em
1953 por BERGDOLL, SUGIYAHA'e‘DACK (65 apds préduc%o da entero-
toxiné-segundo SURGALLA et al. (105)f A metbdologia de purifica-
¢¥o descreve os séguinteS'passos:Aﬁl) précipltacﬁo dcida; (2)ad-
sor¢@o em Alumina; (3) precipitaczoiém 4lcool; (4) adsorc¢3o em
Amberlite IRé-SO e (5) eletroforese em amido; Este procedimento
éermitiu.obter enterétoxina de alta pureza, isto é, a preparagZo
era homogéﬁea em ultracentrifugagZo e em e}etroforese (44),
mostrava apenas um antfgeno em difusZo em gel e causava sintomas
tfpicos em macacos quandovadministrada'oralmente. Entretanto o
rendimento da purificag3o era menor que i,O mg/Litro de cultura.
Em 1961 (7) og mesmos autores sugeriram uma modificag3o uttli-

zando a resina de troca ionica IRC-50 diretamente no sobrenadan-

te de cultura.
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FREA et al. (29) propuseram um método QUe fornecia a
recupera¢do de mais de 4 mg/Litro de cultura. O método incluia
o8 seguintes passos: (1) concentrag¢3o do sobbenadanté de cultura
com Polietileno glicol; (2) precipitag3o com etanol e (3) fil-
tra¢do em Sephadex. A toxina purificada por este método. mostrou
caracterfsticas semelhantes a purificada por BERGDOLL et ‘al.
(6),1sto &, comportamento em eletroforese e imunodifus3o.

" SCHANTZ et al. (85) descreveram um método de purificag3o
em larga eséala baseado em procedimentos cromatogréficos de
troca i6nica. Foi utilizada a resina Amberlite CG-50 duag vezes
@ carboximeti]l celulose, que resultou em enterotoxina B de alta
pureza e com majior rendimento que os procedimentos anteriores. O
ponto tsoelétrico foi determinado como 8,6. Este método forneceu
uma recuperagdo de 50-60%. .

HALLANDER (44), discutiu a respeito da pureza da entero-
toxina B consegulda através dos métodos anteriormente clitados e
propos uma metodologia de purificagdoc baseada nos seguintes
passos, éntre outros: (1) concentracg3o e didlise; (2) filtragdo
em Sephadex G-100 e (3) eletroforese'em celulose. Seus resulta-
dos apresentaram uma toxina mais pura que a dos anteriores e
concentracdes muito mehores foram neqessérios para dar linha de
precipitacdo em difusZo em gel, ésslm como para causar sintomas
de intoxicac¥o em animais. Entretanto n¥o se fez referéncia

quanto a porcentagem de recuperagdo.
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[11.10. Andlise de enterctoxinas

0 uso de macacosz Rhesug jovens proporciona o melhor bio-
ensajo para as enterotoxinas. £ felto pela administrag3o da

enterotoxina em solug¥o ( mais de 50 mL) paré macacos Jjovens ( 2

a 3 Kg ), através de cateter. Os animais s¥o observados durante

.5 horas apés a alimentag3o (22,15).

8] cﬁstoAdos animais, sua manutenc¢c¥o, somados ao fatd de
que estes animais adquirem resiéténcia as enterotoxinas, s3o as
majores dificuldades dg se utilizar bioensato (23).

Testes empreganao .anticorpos 'especff!cos tém sido
adaptados para a determipacﬁé quantltatlva é qualitativa da en-
£erotoxiné. S 7

Se um determinado antfgeno éomo‘a ényefdtoxina, interage

com zeu anticorpo egpecffico, de tftulo apropriado, hd formag¥o

de precipitag3o. Se o antfgeno e o anticorpo estdo incorporados
no agar, o precipitado torna-se visfvel como uma linha ou banda.

Se os reagentes est3o separados e ambos se difundem, um em dire-

. ¢%o ao outro, a técnica é designada de dupla difusZo (81). Se o

antfgeno se difunde em direc%o‘ad anticorpo que estad imévél,

chama-se simples difusdo (82).

OUCHTERLONY (81) desenvolveu a técnica de dupla difus3o
utilizando placas de Petri comum para supbrte do agar. WADSWORTH

(112>, modificou o procedimento, utilizando l&mina de microscd-
pio com uma fina camada de agar, permitindo o uso de pequenas

quantidades de reagentes que eram aplicados na superficie do
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agar com auxflio de um molde com orificios. Este método fof
adaptado para enterotoxinas estafilococicas en al tmentos por
CASMAN & BENNETT (18), que envolve tres passos para o preparo da
amostra: (1) geparagBo da enterotoxina do=s con#tltulntes tnaolui-~
veis; (2) separagdo dos extratos sbldveis e (3) concentracgo dé
extrato e detecg¥o pela técnica de microl8mina ("microslide”). A
técnica de microlamina de CASMAN e BENNETT (18) tem sido utilt-
zada por sua especificidade e sensibilidade.

De acordo com HALL et al. (38) o procedimento de simples
difus3o em gél detecta até 1,0 pg de enterotoxina B por milili-
tro de extrato de alimento ou filtrado de cultura. WEIRETHER et
al. (113 adaptarém o método de simples difus3o para ensaios
mais répidos.

Em 1963, CASMAN et al. (20) apresentaram um trabalho

"detalhado com o intuito de elucidar publicagBes contraditdrias

sobre a performance e sensibllldadeAda difus3o dupla em microlé-
mina contra simples difus3o em tubo, e afirmaram neste trabalho
que, com o método de microl8mina poderia-se detectar até 0,1 ng
de enterotoxina A e B por mililitro, o que foi posteriormente
corroborado por BﬁRGﬁOLL (14)..

TOSHACH et al.(108) propuseram algumas modificagBes no
método de microlémlna.para leituras épds 24 horas de Incubagdo,
dimuindo para 1/3 do perfddo.dé incubag%o de Casman.

Até 1976, a técnica de microlé@mina foi wutilizada como
método qualitativo. Neste ano FUNG et a1.<34> propuseram utili-

z3-lo para quantificar enterotoxina B.
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MEYER & PALMIER! (€7) propuseram o uso de microl8mina
para triagem de grande numero de cepas isoladas, utilizando soro
polivalente A, B, C, e D. O método assim modificado tem sensibi-
lidade de 0,3 pg/mL. |

FUNG & UAGNER (32) descreQeram um método de difusZo e&
tubo capilar com sensibilidade para 1 a 2 pg/mL.

ROBBINS et al. (80) propuseram o método de "Optimal
Sensitivity Plate” (OSP), que & uma modificaglo da técnica de
Ouchterlony (81). A técnica foi desenvolvida para fornecer a
médxima sensibilidade possfvel, sem sacrificar a visualizag3o das
linhas de precipitag3o. Utilizou-se pequenas placas de Petri de
50 mm de di8&metro e um molde de acrflico para perfurar o agar.
As vantagens deste método s%o muitas: é de ficil manipulagdo e
requer pouca habilidade técnica do operador, fécil de preparar,
facil para observar as linhas de precipitag3o e pode-se guardar
ag placas por longo perfodo. ‘ |

Outra técnica para detecg3o de enterotoxina é o teste de
antlcorpo fluorescente (36). Anticorpos especfificos para uma
dada enterotoxina foram conjugados com isotiocianato de fluores-
ceina. O apareclmento’de f luorescéncia no corpo celular ou perto

indica secrecg%o de enterotoxina pelo estafilococo. A sensibili-

dade é de 0,05 pg/mL e 1,0 pg/mL, segundo GENIGEORGIS & SADLER

(36) e BERGDOLL (11), respectivamente.
JOHNSON et al. (55) e MORSE & MAH (73) descreveranm

métodos baseados na técnica de hemaglutinagio. No procedimento
de MORSE & MAH (73) os eritrdécitos de carneiro tratados com

formol s%o posteriormente tratados com dcido té&nico e sensibili-
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zados com enterotoxina. HNo método de JOHNSON et 81.(55) a
enterotoxina & acoplada aos eritrdécitos com benzidina 'blsdlato—
zada. Os eritrécitos sensibilizados em ambos o8 métodos s3o
adicionados a combinagdo énterotoxlna—antienterotoxlna. Se
estiver presente suficiente enteroéoxina livre ((n%o combinada
com anticorpol), ocorre a hemaglutina¢3do. Portanto, os eritréci-
tos sensibilizados atuam como indicadores da ocorréncia ou n3o
da preclpltacéo ant fgeno-anticorpo.

A hemaglutinag3o passiva reversa foi descrita por
SILVERMAN et‘ql. (99), no qual eritrdécitos de carneiro preserva-
dos em formalina s¥%o tratados com dcido tanico antes da sensibi-
lizac%o com antienterotoxina. Solu¢es de enterotoxina sS%o
tratadas com os eritrécitos sensibilizados e o grau de aglutina-
¢%o é determinado apdés 2 horas. ContentragZo de 0,0015 ng/mL tem
sido detectada em filtrados téxicos.

As técnicas acima citadas éue utilizaram er;tr&cltos
sensibilizados com &cido t8nico, apresentam o i{inconveniente da
dificuldade de se armazenar as células por longo tempo. Ao con-
trério, células sensibilizadas com_.glutaraldeido apreséntaram
major estabiblidade, #odendo ser liofilizadas e utilizadas apds
uma ano sem perder a sensibilidade (98).

JOHNSON et al.'(56) descreveram um método de detecgdo
baseado no ensaio radio 1mﬁn§léglco em fase sélida. O imuno en-

sajo emprega enterotoxina marcada com 1123

e tubos de poliesti-
reno coberto com anticorpo especffico. A enterotoxina n3o marca-
da compete com a enterotoxina marcada pelo sftio do anticorpo. O

método tem sensibilidade para 1,0 a 5,0 ng/mL.
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NIYOMVIT et a&l. (78) desenvolveram um método baseado no
ensajo radio imunoldgico de afinidade. Anticorpo contra entero-
toxina B fol ligado covalentemente & Sepharose 4B pela ativagdo
com Brometo de Cianogénio. O gel contendo o anticorpo foi dilui-
do com Sephadex Gf25‘e 1-2 mL emp;cotados em uma pequena colu-
na. A seguir passou-se as seguintes solu¢Bes através da coluna:
enterotoglna padrdo marcada com I1'?°; enterotoxina a ensalar;
tamp¥%o fosfato de Na+ 0,134, pH 7,5 contendo NaCl O,13M e NH4 OH
0,13M, pH 10,5 contendo NaCl 0,15H. A quantidade de enterotoxina
marcada removida da coluna com solu¢3o de pH 10,5 era inversa-
mente proporciona1 a quant idade de enterétoxlna na amostra.

SAUNDERS & BARTLET'(94) (ntbpduziram a técnica de ensalo

utilizando enzima ligada (ELISA),‘que se mostrou simples e sen-

.s8fvel. STIFFLER-ROSEMBERG & FUNG,(lOZ) propuseram uma modifica-

vcﬁo onde descreveram O uso de ésferas de poliestireno de 6,0 mm

de diSmetro cobertas individualmente com anticorpo contra as
enterotoxinas, qué foram ent3o testadas para enterotoxina pelo
método de ELISA competitivo. Uma concentrag3o de 0,1 ng/mL ou
menos de enterotoxina pode ser detectado. Nesﬁe nétodo a enzima
fol acopléda ao anticorpo especffico, enquanto no método de
SAUNDERS &:éARTLET a enzima fol acopiada a4 enterotoxina.

BERDAL et al. (5) probuseram a técnica de ELISA utili-
zando o método de sanduiché, e placas de microtftulo de pélivi—
nil. Este método tem una sensibllldadeAdé 0,5 ng/mL.

FREED et al. (30) utilizaram o método de sanduiche conm
esferas de poliestireno e placas de microtftulo e concluiram que

com o uso das placas o método resulta mais sensfvel.
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I1.18. Imunizag¥o

SURGALLA et al. (106) demonstraram qﬁe o soro de coelhos
imunizados com enterotoxina bruta formalinizada neutralizava a
enterotoxina em pre;aracaes parciglmente purificadas. Reag¢les
negativas foram obtidas quando prepara¢lBes da enterotoxina
tratadas’com o soro foram administrados a macacos Rhesus. Esta
informag3do indicava que a rgsfsténcia a enterotoxina que se
desenvoliveu nos animais era devida a formagdo de anticorpos e
que era possfvel a imunizag¢3o de animals contra a enterotoxina.

BERGDOLL (Q)Idescreveu‘a imuhizacﬁo de macacos Rhesus

com enterotokélde B; a qﬁél foi preparada pelo tratamento com

formaldefdo e adsorvida em hidréxido‘de'alumfnio.

ROBBINS & BERGDOLL (3S1) prgpﬁseram um método de imuniza-
¢%0 de coelhos, que evoluiu'dﬁrante oé anos dé experiéncia no
prepabo de anti—soro para enteroto#ipés estafilocdcicas. O méto-
do uttlizou quantidades moderadas de entérotoxina para produg3o
de anti-soro de alto tftulo. A metodélogia atualmente proposta
permite util;zsr o megmo procedimento para todaz as enterotoxi-
nas conhecidas (antefiormente.utllizavam—se diferentes procedi-
mentos paré as diferentes toxinas) simplifi;ando assim a aplica-
¢%o do método. De acordo com esta técnica, oe coelhos g3c inmu-
nizados através de lnjecaés subcutﬁneaé, inocul ando-se um total
de aproximadamente 0,5 mg de enterotoxlﬁa préviamente dilurda
em tampZo fosfato 0,05 M pH 7,4, junto com adjuvante de Freund

completo nas primeiras tnje¢8es e Iincompleto nas dltimas.
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111. MATERIAL

111.1. Organismos

Staphylococcus aureus S-6

111.2.1.

111.2.2.

111.2.3.
lll‘a'
111.3.1.

I11.3.2.

I11.3.3.

111.2. Meios de cultuba

Meio séietivo : Meib'Baird—Pérker (Difco) adicionado
de telurito dé'potéssﬂo e gema de ovo

Meio para prqducéo de'éntefétoxtnas estafilocdcicas:
Melio N—Z~Amine NAK (D}Qérﬁ&o pgncreétlco de caseilina),

Sheffield ,Chemicai“Co., suplémentado com tiamina

(0,00005%) e niacina (0,001%).

Meio de enriquecimento: Brain Heart Infusion (Difco)

Reagentes para testes bioqurmlcosAcaractoristlcos

‘@ diferenciais da espécie

Reativos para colorag3o de Granm.
Plasma liofilizado de coelho (Difco)
Meio especffico para determinag3o das desoxirribonu-

cleaces termo-sensivel e termo-resistente.



111.4.
I11.4.
111.4.
111.4.
111.4.

I111.4.

111.5.
111.5.

111.5.

111.5.

111.5.

I11.5

111.5.
111.5.
IT1.5.

111.5.

111.4. Reagentes para determinacto de proterfns

1. Reagente para Fenol. Folin Ciocalteau (Qeel)
2. Sulfato de cobre pentahidratado (Ecibra)

3. Tartarato duplo de sédig e potidssio (Qeel)
4. Hidréxido de sddio (Merck)

5. Carbonato de sdédio kSigma Chemical Company)

6. Albumina de soro bovino. (Sigma Chemical Company)

11.5. Material part,detérmﬁnacio de enterotoxineg

estafilocdcica Tip6 B

1. Enterotoxina estafilécécjcs tipo .B, fornecido pelo
Dr. Merlin S)}Bergddll,do Food,Reééarch_Institute.
2. Soro ant1~en£erotdxina' tiéo‘.BL .fornecido pelo
Dr. Merlin S. BergdolT; o
3. Agar Noble (Difeo) A
4. Molde para O.S.P.'fﬁoptimaliSeﬁsitivity Plate”), mo-
- delo FRI,'para andlise ém.Aupla &1fus§o em gel.

5. Placa de Petri de 50,0 mm de digmetro.

.6.‘Tubos de ensaio de 4,0 x 100,0 mm simples difus3o em

gel,-téchlca'de Oudin, .
7. Agulha dé‘anesﬁesia Raquid;an? de 100.0x15,01mm.
8. Seringa de 1,0 mlL. '
9. Filme de pléastico Magipack.’
10. Tris (Hydroxymetilbamino metano, nutricional Bioche-

micals Corporation).
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o o

Il1l1.6. Material para purifica¢¥o de enterotoxina

.10.

estafilocdécica tipo B

Coluna para cromatograf;a de 14,0 x 1390,0 mm.

Coluna para cromatogragia de 22,0 x 410,0 mn.

Resina Amberlite CG-50, 100-200 mesh (Mellinckrodt
Chemical Works). |

Carboximetil celulose,A pipo 20 (Schleicher e
Schuell). |
Sacos de diélise.(VUR Scientific Inc.).
Polietgleﬁo'gllcol (Sigma Chemical Company).

Tubos de cent;ffﬁga de 28.6 #v103.5 mm.
Fosfato de sdédio ﬁonobésjcs'(ﬁercﬁ).'

Fosfato de 96¢io*dxbésxéo <Herck§."

Azida de sédio (Difco).

111.7. Haterial'para‘imunlza¢§o e sangria

Enterotoxina estafilocécica tipo'B; preparacﬁo bruta.

Enterotoxina estafilo;éclcé tipo B, purificada pelo

FRI.

Adjuvanté de Freund 'gDifco}.'
Seringa ag 3.0 mL, com Louer-Lok.
Seringa de 50.0 mL. .
Coelhos brancos de Nova Zelé&ndia.

Gaiolas de ago 1nox;
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111.8.1.
111.8.2.
111.8.3.

111.8.4.

111.8.5.
111.8.6.
111.8.7.

111.8.8.

111.8.9.

I111.8.10.

111.8. Equipamentos espociais

Incubador "Shaker” circular com temperatura controla-
da, modelo G-25, New Brunswick Scientific Industries
Co. Inc.

Espectrofot8metro ”"Baush & Lomb” Spectronic 20.

‘Espectrofot8metro .Carl Zeiss, modelo M 4 @ 1IIl com

L3mpada de Deutério.

Indicador Carl Zeiss P M Q II.
Potenc{émetrd.de'pﬂ;'Cornfng'digital 110, de escala
expandida e fééoluc%ovdeiO.Ql'pH(0.0l pH expandido).
Centrffuga réfrigeradé,'quélo IEC B-20-A, Interna-
tional tquipment, USA;;'

Banho termostati?adérde ﬁemperat#ra. "Fanen”, modelo
169 de 220 'V e 150W.

Camara incubadora paré.~BOD, modelo 347 ”"Fanen” a
252C. |

C3mara incubadbra Fénen a 37=C.

Balanca‘semi analftica Mettler P 1200 N.

111.8.11. Balanga analftica Mettler H 35.

111.8.12.

111.8.13.

Cyclo Mixer, Clay Adams, Division of Becton, Dickin-
son and Co.

Paquimetro Mitutoyo.
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1V. Métodos

IVv.1., l1scolamento de Staphvlococcus ancgng em hﬁmanoa

O isolamento de linhagens toxigénicas em portadores as-
sintomdticos foi realizado em exudato nasal de 45 {ndivfiduos jo-
vens e’sadios, utilizando-se zaragatoas umedecidas em salina
0,85% e posteriormente inoculadas em meio Baird-Parker. As pla-
cas foram incubadas a 372C durante 48 horas. As colénias que
apresentaram reagZo de lecitinase positiva, foram selecionadas
para posterior andlise de-morfologia, atraveés de esfregagos e
colorag3do de Gram e para os ensaios de coagulase (4) e termonu-
clease (60). Para as coldnias que apresentaram estes ensaios po-
sitivos, fol realizada a anéliée dé enterotoxina; procedendo-se
primeiramente a produg¥o de enterotoxina através da técnica de
celof ane sobre agar (40,53). Para a identificag3o da enterotoxi-
na B, foi utilizada a técnica de ”"Optimal Sensitivity Plate”,

0.S.P. (S0).
1V.2. Teste de produc¥o de coégulaae (2>

Plasma liofilizadQ de coelho (bifco),foi reconstitufdo
com 3,0 mL de &gua déstllada,.divldido em por¢des de 0,3 mL en
tubos de 5,0 mm de diSmetro e inoculado com 0,1 mL de cultura
de 18 horas em caldo BHI. Os tubos foram incubados a 372C e ob-

servados em intervalos de uma hora, durante quatro horas. 0O re-

sultado fol interpretado segundo o cdédigo abaixo (4).
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+4 Codgulo firme, n%o se move quando se inclina o tubo.
+3 Coigulo firme, se move quando se inclina o tubo.
+2 Codgulo ndo muito firme.

+1 Codgulo fraco.

1V.3. Teste de produc¥o das desoxirribonucleases

termo-sensfvel e termo-resistente (60)

O teste de produgdo das‘enztmas baseia-se na hidrdélise
do DNA contido no complexo agar-DNAfazul'de toluidina. Apds a
reagdo, a coloragdo do fndjcadob muda de azul para rosa.

A reag¢¥o fol realjzada em 18minas dé vidro recobertas
pela mistufa Agar—DNA—Azu) dé toluiajna,,onde'Tdram,feito; ori-
ficios de aproximadamente 4 mm de dfametfo; diépbstos em fileira
duplé é distanciados 20 mm enﬁre él.h_uA

Culturas de 18 horaé em caldo BHI foram divididas em
duas partes, sendo uma aquecfda_em banho de 4gua em ebulig¢do,
- durante 20 minutos. Ambas foramhlngcﬁiadas'nésllﬁmlnas com auxf-
-11i0 de pipetas Pasteur uiilizanaQ—se os>or1ffcios superiores pa-
ra as culturas aquecidas e os 1nférl§res para as que n%o sofré-
ram tratamento térmico. A seguir, foram ‘incubadas em cSmara
Unida a 372C. A leitura foi realizada apds quatro horas de incu-

bacd¥o.
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IV.4. Produclo de enterotoxinas
IV.4.1. Produgc3o de enterotoxina para andlises

Os meios de cultura que propiciam a maior produgo de
enterotoxinas, possuem na sﬁa qompoSIcﬁo, hidrol isados protéi-
cog. A andlise rotineira de enterotoxinas requer culturas con-
centradas, de maneira que o sobrenadante possa ser testado dire-
tamente. Para este fim utilizam-se técnicas de producBes com
membrana de celofane que atuam como membrana de didlise, permi-
tindo a passagem de moiéqulas pequenas, #ais come os peptideos,
que comple os melos de cﬁitura e feﬂendo a passagenm de molécu-
las majores, como as enterptoxinés;~ . | |

Entre as técnlcés'qué utiliéam‘este pr}ﬁcfpio duas de-
vem sér.mencionadas:a) Cuituras.eﬁ~§lac35.§obre celofane (”"Over’
bLayer Agar") (39,52)'9 b)_Cplﬁuraéiem sacos‘ ae celofane (”Sac
Culture”) (17,27). |

Neste tfabalho fol uﬂilizédq Qi método de culturas em
placés sobre celofane. Foi utiliz=ado um héio' éontendo 4% de
triptona, 1X de exﬁrato de levedura é'i.SX de agar, uma formula-
¢330 sugerida por MELCONIAN et al;.(GS) com o intuito de substi-
tuir o meio N-Z-Amine NAK, o qua!‘nﬁo é mais comercializado.

O meio de cultura previamente esterilizade foil vertido
em placas de Petri, num volume de 20 mL por placa. Apés a soli-
dificac¥o, o meio foi recoberto com a membrana de celofane esté-

ril com o auxflio de uma pinga estéril.
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A seguir 0,3 mL de cultura de 18 horas eﬁ BHl‘caldo fo-
ram inoculados sobre o celofane e espalhado com alga de Drigals-—
ki. As placas foram incubadas a 37SCApor 24 horas.

A cultura fol retirada da superffcie do celofane com o
auxflio da alga de Drigalski e 1,0 mL de tamp3o tris 0,05 N,
pH 7,4, e transferida para tubos de centrffuga, repetindo-se o
procedimento por mais duas vezes. A suspens3o foi centrifugada a
i0.000 rpm, por 10 minutos a 42C, para retirar as células. O so-

brenadante assim obtido foi analisado pelo método de OSP.

1V.4.2. ProducSo de enterotoxina para purificac¥o

Em frascos erlenmeyer de 500 mL foram colocados 100 mL
de meio de cultura N-Z-Amine NAK, suplementado com t;amina
(0,00005%) e niacina (0,001%) e esterilizados a 121=C por 15 mi-
nutos. Os frascos foram inoculados com 1% de cultura de Staphy-
lococcu# aureﬂa-S—S de 18 horas, cresclidos bno mesmo meio. Os
frascos foram incubados a 372C duraﬁte 24 horas sob agitéc%o de
350 rpm (26).

Para rétir#r a# células, a cultura fermentada foi cen-
trifugada a 10.000 rpm por 10 minutos a 42C.

O sobrenadante de culiura foi dilufdo com 2 volumes de

égua destilada e ajustado a pH 6,4.
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IV.5. Nétodo de OSP ("Optimal Sensitivity Plate”) (390)

nodificac¥o do método de Ouchterlony

O método de dupla difus¥o em gel, fol utilizado para a
determinagfo qualitativa da enterotoxina. Este procedimento uti-
liza placas de Petri de 50 mm de di8metro, recobertas com 4,0 mL
de agar noble 1,2X, preparado com tamp%o tris O,00 M, pH 7,4 e
filtrado a quente através de papel Whattman ne2 2, com auxflio de
vécuo.

Apdés a solidificag%o, o agab foi perfurado, utilizando-
se um molde acrf{lico padronizado. |

Ao oriffcio cenﬂral foiAadieiqnado anti{-soro B na diluf-
¢¥%0 1:40; nos orf{ficlios Iaterais»henoréé, foi ;dicionado ant fge-

-

no padr¥o, EEB, na concentraclo de Q.O.tg/mL © nos orificios la-

terals maiores, foram adicionadas as solucBes a serem testadas.

As placas assim preparadas foram incubadas em c3mara
imida a 372C por 24 horas. A c3mara umida fol obtida, recobrin-

do-se uma placa de Petri de 250 x 25 mm, cOﬁ'algodﬁo ou papel de

" filtro e adiclionando-se dagua destilada até tétal umidificac8o.

Apdés o perfodo de incubac%évéé placas foram observadas
sobre um fundo opaco com luz indireta e dffusa,‘podendo—se uti-
lliar uma lupa ﬁara facilitar a Qisuéliiacﬁo daé'llnhas de pre-
cipitac3o.

Para melhorar'a visualizag¥o das linhas de precipitacdo,
pode-se adicionar &acido fosfdérico 0,1 ﬁ, ou ainda pode-se proce-

der a coloragdo das placas usando o corante Woolfast Pink.
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IV.6. Nétodo de Oudin (38,82,113)

Este método & baseado na técnica de simples difus3o em
gel, utilizando-se tubos de 4,0 mm de di8metro, contendo uma

mistura agar-anti-soro.
iVv.6.1. Preparo do agar

Agar noble na concentrag3o de 0,6X foi dissolvido e fun-
dido em tamp¥o tris O,05 M, pH 7,4; a segulr filtrado a quente,
através de papel Whattman ne 2, com~auxf!io'de vécuo. 0O agar as-

sim preparado fol estocado a 152C, em volumes de 5,0 mL aproxi-

"madamente em tubos com rosca. Quando necessiria a preparac¢do de

um novo conjunto de tubos, o agér foi fundido em banho de dgua

em ebulic%o.

1v.6.2. Revestiménto dds tubos

C agar preparado de acordo com o ftem acima, foi utili-
zado para o revestimento dos tuboé.rlsto se fez pelo enchimento
e esvaziamento ripido dos mesmos com o agar, utilizando-se uma
seringa de 1,0 mL com agulha de anestesia raquidiana de 100 x
15 mm, sendo os tubos imediatamente colocados em banho de gelo.

O conjunto de tubos assim preparado, foi colocado em

dessecador durante pelo menos 24 horas.
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I1V.6.3. Preparo do agar-~soro

0 soro, dilufdo 3 metade da concentraczo final desejada,
1:20, com tamp3o tris, fol colocadp em banho de &gua a 48<2C.
Igual volume de agar, fundido e resfriado a 482C; foi{ adicionado
a3 preparag¢do anterior, obtendo-se a'diluicéo de 1:40.

Os tubos revestidos foram preenchidos com aproximadamen-
te 0,3 mL da solu¢3o de agar-soro, evitando-se escorrer a solu-
¢3o pelas paredes internas dbs tubos, assim como 2 formag3o de

bolhas de ar. Imediatamente os tubos fopam levados a um banho de

gelo.

-

iV.6.4. Preparo dasvéolucSes de antfgenc

'Utiliiando—se taﬁp%o tris, a enterothiﬁa estafilocécica
tlﬁo B, fol-dllufdaﬂnas segutntesAconCentra¢6es: 64, 32, 16, 8,
4 e 2 pg/mL. Um volume de éﬁroximadaﬁente 0,3 mL das soluc¢les de
ant fgeno foi adicionado a cada tﬁbo cohtenaq agar-soro. 0Os tubos

foram selados com um filme de pléstico e incubados a 252C duran-

te 7 dias.

1v.6.5. Leliura das bandas dé'precfpitéc%o e construcdo

da curva padrd¥o

Apés o perfodo de incubag3o o comprimento da banda de
precipitag¥o desenvolvida, fol medido com auxflio de um pagqufme-

tro; levou-se este valor a um gréfico contra o logarftmo das
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respectivas concentrag¢8es de antfgeno, o que permitiu obter a
curva padr3o, na qual, a cada valor de comprimento de banda cor-

respondeu uma concentrag3o de antfgeno. .
1V.7. Nétodo de Lowry para determinacio de protefna (61)

0 método de Lowry para determinag3io de protefna, envolve
numa primeira etapa a forma¢%o de um complexo cobre-protefna em
solu¢c¥o alcalina. Este complexo reduz o reagente fosfomolibdico-

fosfotungstato para dar uma cor azul intensa.
1V.7.1. Reagentes

2,0 g de Na,CO; em 100 mL .de NaOH 0.1 N

A
B Cg504.5 Hzp 1% ‘ B A
C: Tartarato duplo de sédio e potassio 2%

D: Misturar 100 mL de A + 1,0 mL. de B + 1,0 mL de C
E

1 parte de reagente-de Folinx+ 2'partes de H20
1Vv.7.2. Construcd¥o da'éurva padr¥o

A partif de uma solug@o ae 500 ﬁg/ﬁL dé'albumina de soro
bovino, foram cuidadosamente pipetados os seguintes volumes, em
tubos de 16 x 150 mm ; 0,00; 0,05; 0,10; 0;15; 0,20; 0,25; e
0,30 mL. Os tubos foram completados pafa o volume de 0,50 mL com

dgua destilada.

A cada tubo foi adicionado 5,0 mL de reagente D, seguido
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de agitag¢Zo. Depois de 10 minutos, foi adicion%do 0,50 nmlL de
reagente E e agitado vigorosamente. Apés 20 minutos, foil reali-
zada a leftura em espectrofotédmetro; utilizaﬁdo o coﬁprlmento de
onda de 600 nm, o que permitiu a construg¢3o da curva padrZ3o, on-
de, para cada valor de absorb8ncia correspondeu uma concentrago

de albumina.
IV.8. Purificac3o de enterotoxina B (35)

A purificagdo da enterotoxina B, consistiu basicamente

de trés cronmatografias de troca ibnica.

iVv.8.1. Tratamento da resina para a primeira

-

cromatografia (89)

A resina Amberlite CG-50 foil suspensa em agua destilada
(100 g/‘l,5 lltros). Foram utilizados 6,0 gramas de resina para
cada litro de cultura dilufda. Ajustpu—se aususpenszo a pH 12
com NaOH 5,0 N, deixando-se em agitag¢3o durante i1 hora, com bar-
ra magnética. Em seéuida, a resina foi lavada com dgua destila-
da, desprezandb—se as partfculas finas, até que o pH da dgua de
lavagem atingisse o pH da dgua destilada. Posterijormente, ajus-
tou-se a pH 2, com HCI 6,0 N. Apéds 1}hora de aglitagdo, a resina
foi lavada com &gua destilada até atingir o pH da mesma. A resi-
na fol equilibrada com tamp%o fosfato 0,05 M, pH 6,4. Antes de
usar a resina parcialmente neutralizada; foi lavada com 4&gua

destilada para remover os sais do tamp3o.
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1v.8.2. Primelra cromatografia

A enterotoxina foi removida da cultura dilufda mediante
adsorgdo na resina, por agitagdo com barra magnética, durante 60
minutos & temperatura ambiente.

A resina, Contendo a enterotoxina e {mpurezas, fof
transferida para uma coluna de cromatografia (22 x 4i10Omm) e la-
vada com um volume de dgua destilada, correspondente ao volune
da coluna.

A eluig¥o. fol realizada com tamp3o fosfato 0,5 H, pH 6,8
em NHaCl 0,25 M, na velocidade de 2,5 mL/minuto.

As fragBes contendo 2,5 mL, que apresentaram absorbéncia

major que 2 a 277 nm, foram selecionadas para posterior andlise

de protefna e enterotoxina.

1v.8.3. Didlise

As fragBes que foram selecionadas para as etapas seguin-
tes da purificag¢3o, foram dialisadas contra dgua destilada du-

rante 24 horas; 3 temperatura ambiénte com trocas a cada hora.
1V.8.4. Concentracg%o

Apds a didlise, as fragdes foram concentradas uttilizan-
do-se polietileno glicol diretamente sobre a membrana de didli-

se.
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1V.8.5. Tratamento da resina para a segunda

cromatografia (89)

A resina Amberlite CG-50 (20 gramas/grama de protefna)
fol tratada segundo o ftem IV.8.1. A resina foi equilibrada com

tamp3o fosfato 0,05 M, pH 6,8 e lavada com dgua destilada, para

remover os sais do tamp@o.

IVv.8.6. Segunda cromatografia

A resina Amberlite_CG—5b foil transferida para a coluna
de cromatografia e o coﬁjﬁnto dasvfrécaes da primeira cromato-
grafia fol aplicédo na ﬁarte super{of da coluna.

Depois da aaaorcﬁo da ehter;toxina, a resina fofl lavada
com dgua déstilada e elufda com fosfato dissddico 0,15 M.

-As fracBes selecionadas segundo o critério utilizado pa-

ra a primeira cromatografia, foram posteriormente dialisadas e

concentradas de acordo com os ftens IV.8.3 e 1V.8.4

1V.8.7. Tratamento da reslﬁa para 3 terceira

cromatografia (REISER,R. comun. pessoal)

A carboximetil celulose (20 g/g .de protefna) foi trata-
da com NaOH 0,1 M durante 1 hora, com 3 a 4 agitagles. A resina
foi lavada com agua destilada até que o pH da 4dgua de lavagem
atingisse o pH da 3dgua destilada.

Ressuspendeu-se o CMC em HC! 0,1 M, durante 1 hora, com
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3 a 4 agitag®es. Procedeu-se a lavagem como no passo anterior.

Para o equilibrio, a resina foi ressuspendida em tamp3o fosfato
0,01 M, pH 612-

1V.8.8. Terceira cromatografia

A regsina foi empacotada na coluna de cromatografia e o
conJunto.de frages da etapa anterior foi apliéado na parte su-
perior da mesma. Depois de adsorvida, a coluna foi lavada com um
volume_de tamp3o fosfato 6,01 M,'pH'S,E.,

A eluicg3o foi'realjzadaVcom gradiente linear de tampZo
fosfato de 0,02 M, pH 6;2va 0,07 M, pH 6;8.‘As fragBes que apre-
sentaram absorbéncia mafor que 2 3‘277 nm,' foram selecionadas
‘para anéliseé posteriores. Asvfracaés.qﬁe apresentaram uma alta
relagdo enierotoxina/protefna fofam.selecionadas para andlises
quaﬁto §‘bureza.

I1Vv.8.9. Andlise da puréza

Realizaram-se andlises por imunodifusdo em dupla dimen-
830, da enterotoxina purificada contra anti-soro peolivalente,

para verifica¢¥o da presenga de interferentes. -

Iv.S. Prbducso de anti-soro para enterotoxina

estafilocdcica tipo B (391)

Os métodos de identificacdo e quantificag%o das entero-

toxinas estafilocdcicas s%0 baseados em reagles soroldgicas com
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anticorpos especfficos para cada enterotoxina. Uma vez que a en-
terotoxina estafilocécica & uma protefna de baixo peso molecular
@ baixa antigenicidade, a imunizag3o foi realtzada por Iinjeg3o

da enterotoxina com adjuvante de Freund.

IV.9.1. Imunizac¢3o

Foram utilizados coelhos brancos de Nova Zel&ndia do se-
xo feminino com peso aproximade de 2,0 a 3,0 Kg, que representam
animais adolescentes; capazes de dar'boa_resposta imunoldgica.

Foi utilizado um grupo de 35 animais, sendo que 4 recebe-

- ram enterotoxina B purificada e 1 recebeu ~uma preparac¢o bruta.

Os animais foram Iimunizados vséguhdo esquema proposto por
ROBBINS (381)(Tabela 8). .I ] |

A dosevde enterotoxina foi dissoLv4dafem‘1,0 mL de solu-
cgo:estéril>de tamp%é fosfato>sa}ino‘0;05 H; PH 7,4 e emulsifi-
cada com 1,0 mL de adJuvantébde Freuna,latravés do bombeamento

da mistura entre duas seringas acopladas pdf'um adaptador.

A imunizag¢¥o foi realizada através de inje¢%o subcuts-

.nea, sendo 1,0 mL da emuls¥o injetada em cada perna do animal. O

animal fol pesado imediatamente zantes, 24 év48 horas apds cada
lnjecﬁo, para m&nitorar a variacﬁb'de péso;‘poig‘se houvesse uma
perda major Que 260 gramas, o animal n¥o deveria receber a pro-
xima dose até que o péso fosse recuperado (Tabela 105.

Foi utilizado adjuvante de Freund completo nas primeiras
injecBes e o incompleto para as doses de reforgo, isto é, as

trés dltimas injecles.
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1V.9.2. Andlise do soro

A sangria fol realizada por pung3o intracardfaca. O san-
gue assim recolhido foi transferido para frascos previamente la-
vados com salina 0,85%. Apds a coagulagdo, estes foram levados »
um banho a 372C durante 30 minutos, para acelerar a retrac¢dc do
codgulo. O soro assim obtido fol centrifugado a 2.000 rpm duran-

te 5 minutos a QEC.
Iv.9.2.1. Determinégso do tftulo do soro

O soro fot analiéédo_seéundé o método de WEISS e ROBBINS
(114>. O t{tulo é definido'como vaecfbtoco da dilucﬁo de soro
que fornece uma banda dé preéipitaﬁ%o déle,O ﬁﬁ.de' comprimento
quando'-ensaiado com énﬁefotoxiné  B, ' na ;cbhcentraczo de

10,0 pg/mL,-pelo método de simpleé_drfﬁsgo em gel : (Oudin) com

incubag3o a 252C por 7 diaslu
1v.9.2.1.1. Preparo do'égar e revqstihénto dos tubos

0 preparo do agar e o revestimento dos tubos foram rea-

l1zados de acordo com os ftens IV.6.1 eTIV.S.Z.ﬁ
1v.9.2.1.2. Preparo do agar-soro

Foram feitas dilui¢Bes sucessivas do sore, em tamp3o

tris, de modo a2 se obter 1:2; 1:4; 1:8; 1:16; 1:32; e 1:64, as
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quais foram colocados em tubos em banho de égua'a 482C. A cada
tubo foi adicionado um volume equivalente ao volume do soro, de
agar noble O,6%, previamente fundido e resfriado a 4520; de for-
ma que, cada tubo teve uma diluigdo adicional de um fator de 2.

Aproximadamente 0,4 mL da mistura agar-soro foram trans-

feridos para tubos de 4,0 mm de diametro.
1V.9.2.1.3 Preparo do antfgeno

A enterotoxina B foi dilufda em tamp¥o tris, de modo =
se obter uma concentrag¢do de 10,0 pg/mL.
Aproximadamente 0,4 mL de solu¢g3o de antfgeno, foram

adicionados 3 cada tubo de reacdo. Os tubos foram selados com

filme plédstico e incubados a 252C, durante 7 dias.

IV.9.2.1.4 Leituraz das bandas de precipitac¥o

e construgdo das curvas

As bandas de precipitag3do foram lidas com auxfiio de
paqufmetro e levou—ée estes valores a um griéfico contra o loga-
rftmo do recfpfoco das diluic¢les. Ovtftulo foi definido como o
ponto em que a curva intercepta o comprimento de banda de
10,0 mm. |

As curvas realizadas em diferentes dias para os soros

dos 5 animais, est¥o mostradas nas figuras de 4 a 8.

57



IV.9.2.2. Andlise da presenca de antlcorpbs.contré outras

protefnas de Staphylococcus aureus

Realizaram-se andlises por imunodifus3o em dupla dl&en—
sd0, dos soros obtidos contra o sobrenadante das linhagens de
é. aureus S5-6, que é uma linhagem altamente produtora de entero-
toxina B, e S. aureus S-184, que & uma linhagem que produz di-
versas protefnas extracelulares em forma similar 3 5. aureus S-6

exceto a enterotoxina B.
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V. RESULTADOS E DISCUSSX0

V.1. Levantamento de Staphylococcus aureugs em humanos

Encontrou-se que 24 pessoas ,isto &, 53.3% da populag¥o
em estudo era ﬁortadora de Staphylococcus aureus. Dentre os por-
tadores, 17 pessoas (70,8%) apresentévam linhagens produtoras de
enterotéxina B.

0 numero de portadores assintomdticos de Staphylococcus
aureus citados na»}ltera£ura é. bastante variado, com valores
compreendidos entre 18,2 (37) 5.82% (875

O‘valor encontrédo para linﬁagens pfodutoras de entero-

toxina B, 70,8%, & ligeiramente superior aos valores que apare-

L

" cem na literatura americana, segundo.eétes.autores, 68% s%o pro-

dutores de EEB (87).
V.2. Purifica¢3o de enterotoxina estafilocécica tipo B

O sobrenadante dé culﬁura apresentou a concentrag3o de
24,96 mg/mL de protefna e 0,33 mg/mL de enterotoxina B.

0O volume de sobrenadante‘foi de 940 mL; portanto foram
produzidos 310,20 mg de enterotoxina.

Apds a adsorc%o da enterotoxina a resina, o sobrenadante
apresentou 00,0062 mg/mL de enterotoxina, indicando que somente
292,72 mg da enterotoxina foi adsorvida 2 resina. Esta etapa

teve portanto um rendimento de 94,4%.
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Apdés a cromatografia, fol realizada a leitura da densi-
dade Stica a 277 nm (Tabela 1), que forneceu os picos de protef-
na. Para as frag¢Bes que correspoderam 2 entérqtoxlné B, foram
feitas andlises de protefna e de enterotoxina B, cujos valores
8%0 mostrados na Tabela 2 e Figura 1.

As fracgBes 32 a 36 foram selecionadas para as etapas se-
guinteé de purificag¥o. Estas apresentaram um total de 234,00 mg
&e enterotoxina B. O rendimento desta etapa, isto &, consideran-
do a enterotoxina elufda e a adsorvida; foi de 79,9%, e o ren-
dimento total até esta etapa foil de 75,4%.

Realizada a segunda cromatografia, fez-se a leitura da
densidade Sética a 277 nm (Tabela 3) e determinou-se a concentra-
¢%0 de protefna e de enterotoxina B (Tabela 4 e Figura 2).

As fragBes 22 a 26 aprésenﬂéram um total de 171,40 mg de

enterotoxina B, resultando num rend{mento de 73,3%.

Ra Tabela 5, estd mostrada a leitura de densidade d6tica
das fracg¥es da terceira cromatografia e a Tabela 6 e Figura 3

apresentam as'respectivas concentrag¢des de protefna e enteroto-

xina B.

- 0 resumo destes resultados é mostrado na Tabela 7. Os
resultados obtidos.forém condizentés com os valores obtidog por
SCHARTZ et al. (95). |

A enterotoxina purif!éada, quando ensaiada contra anti-
soro polivalente apresentou apenas uma linha de precipitagdio. O

que demonstra um alto grau de pureza.
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V.3. Produg¢Zo de anti-soro para enterotoxina
estafilocécica tipo B

De acordo com a literatura, a médxima produgo de anti-
corpos ocorre na terceira semana apds a udltima inje¢Zo. HNeste
experimento, os animais éue apresentaram melhor resposta imuno-
lé6gica foram os identificados com os numeros 3 e 5. Com estes
animais foram realizadas andlises semanalmente. Para os animais
de numeros 1, 2 e 4; forém realizadas andlises somente a partlr
da terceira semana (Tabela 10)L

Os tftulos dos aﬁti—soros obtidos foram condizentes com

os valores apresentados'pelo Food Research'lnstltute (comunica-

-

- ¢%o pessoal).

é'aconselhével o usé devvétios animais na obteng3o de
anti-soro, pois como fol verificado, somente dois animais apre-
sentaram bom t{tulo, enquéhto qué.os‘outros apresentaram respos-
tas desfavoréve;s. Além disso, existe>o risco de perda de ani-
mais durante o experimento. Iﬁfelizmente neste experimento os
animalis que apresentaram as melhores respostas foram os que
morreram, inclusive o animal nﬁméro'S adoeceu -antes que seu tf-
tulo atingisse o pico, que deveria ocorrer na terceira semana,
vindo a ter grande perda de peso e queda brusca do trftulo.

Como foi{ mencionado anteriormente, apenas o animal nime-
ro 5 recebeu uma preparagzo bruta de enterotoxina, os outros re-

ceberam enterotoxina purificada.
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.5-184 (Fig.12 e 14).

0 soro do animal numero 5, quando ensalado com o sobre-
nadante de cultura de Staphylococcus aureus S-6, apresentou uma
linha de precipitagdo forte qﬁe corresponde a enterotoxina B e
védrias outras linhas que se apresentam bastante té&nues (Fig.10 e
11). Também aparecem linhas de precipitag¥o quando este soro &
ensal ado com sobrenadanté de Staphylococcus aureus S5-184 (linha-
gem néo'toxigénica) (Fig.13 e.14).

O= soros dos animais 1, 2, 3 e 4 apresentaram uma linha
de precipitag¢do muito nfﬁida, © uma outra linha de precipitacdo
bastanﬁe ténue, q@éndo ensaiados comro sobrenadante de Staphylo-
coccug aureug S-6 (Fig.S e'11>. Comvestgs soros n¥o se observou
linhas de precipitacﬁo quando se ﬁti}iiou a linhagem S. aureus

Verificou-se que mesﬁo os animais q#e receberam entero-
toxina purificada, apresentaram anticorpos contra outras protef-
nas extracelulares de Staphylococcus aureus S-6, embora em menor

nimero e intensidade que o animal'que recebeu a preparagfo bru-

ta.
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VI. ConclusBes’

A partir do 1solamento de Staphylococcus aureus em humanos,
encontrou-se dados muito importantes. A porcentagem de pes-
soas portadoras deste microrganismo € bastante alta, 53,3%;
o0 que confirmou a pesquisa realizada por REALI et al. (88) .
Entretanto n3o se tem dados conclusivos a respeito da inci-
déncia deste microrganismo em humanos, pois a literatura
citada apresenta grandes'vériacaes nas diferentes publicag¢8es
assim como em relag3do ao tipo de ebterotoxlna produzida.Na
presente pesquisa fofém realizadésvanéltses apenas para oOs
produtores de enterotoxina B, e ve;ificando—ée uma porcenta-

gem maior que as citados na literatura.

‘A preéen¢a de uma grande parcé}a da populac3o . portadora de

Staphylococcus aureus ehterotoxigéni@o, somada ao fato de que
as enterétoxinas.sﬁo protéfnaé qugrée caracterizam pela alta
réslsténcia ao calor, n3%o sendo desptufdéé;pelos tratamentos
térmicos convencionais que oqoffem duran£e le) processamento.de

alimentos, mostra claramente a razZo pela qual as enterotoxi-

 nas estafiloéécicas tém sido reconhécjdés como uma das prin-

cipais causas de envenenamento alimentar na maior parte dos

pafses onde estes estudos tém sido realizados.



3-

A formulagZo de meio contendo 4% de Triptona e 1% de Extrato

de Levedura substitui perfeitamente o meio N-Z-Amine NAK,

este dltimo n%o € mais encontrado para comercializag3o.

Os resultados obtidos na purificag@o da enterotoxina B

s¥o condizentes com os valores apresentados na literatura.

Através das andlises realizadas com a enterotoxina purifica-
da, concluiu-se que a enterotoxina recuperada apresenta um
alto grau de pureza, uma vez que houve formag3o de apenas uma
l1inha de precipita¢do quando ensaiada contra antisoro poliva-
lénte, comportando-se de forma idéntica a enterotoxina padr@o

-

fornecida pelo Food Research Institute.

‘Através de andlises realizadas com os soros obtidos, con-

clulp-ée que o soro do animal imunizado com preparag3o bruta
de enterotoxina apresentou maior variedade de antlcorpps que
os animais imunizados com enterotoxina purificada, isto foi
intencional, pois.era desejado um soro polivalente. Entre-
tanto os sbroé dos animais querrecebebam enterotoxina puri
ficada (FRI) apresentaram interferentes, ainda que em menor
grau que o soro obtido cém a preparagdo bruta; destes espe

rava-se obter um soro monovalente.
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As andlises do soro para a verifica¢Zo do numero de anticor-
pos precipitantes, precipitinas, contra antfgenos do Staphy-
lococcus aureus S5-6, foram realizadas com §v sobpenadante de
cultura que apresentou 24,93 mg/mL de protefna total e
0,33 mg/mL de enterotoxina B, e o soro foi wutilizado sem
dilui¢do. Entretanto para andlises de cepas enterotoxigénicas
ou péra'anéIXSes direta de enterotoxinas, o soro & utilizado
em diluigBes altas, de modo que nestas diluicBes este se
comporta como monoyalente, portanto n%¥o h&4 necessidade &a
purificag3do do:soro por adéércﬁo com a linhagem S-184 (BERG-
DOLL, M. S., comunlcééﬁo pessQal).','

Com os résultadosvobtfdos db7ex;enjﬁéhto‘com animais chegou-

se 3 conclus3o de que deve-se trabalhar com um ndimero grande

de animais, para que pelo menos um deles apresente boa res-

posta imunoldgica, além do que, a perda de um animal durante

o experimento & imprevisfvel e irrepardvel.
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TABELA 1. Leitura da densidade S6tica das frac¢Bes da primeira

cromatografiax,

a 277 nm

10

b |

12

13

14

15

16

17

>2

>e

>2

>2
- >2
>2

T2

>2
>2

>2

>2

>2

>2

>2

>2

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35

36

>2
>2
>2

>2

>2
>2
>2
>2
>2
>2
>2
>2

>2

41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54

55

>2

>2

>2

>2

>2

>2

>2

>2

>2

>2

>2

>2

A cromatografia foi realizada

em Amberlite CG-50 e

tamp3o fosfato 0,5 M pH 6,8 em NaCl 0,25 M.
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TABELA 2. Concentragdo de protefna e enterotoxina B nas frac¢8es

da primeira cromatografiax

e ewe Gre e i wan S e oe e Y A T S S S S M S S Sas SR e S M Sue S S G M S A M T S S S S G M . S S e . Sw S W =t S o o . o
R R 2 2 2 ]

Protefn

(mg/mL

a#

)

(mg/mL>

32
33
34
35
36
37

38

e D D D R R R e ]

%X Resina-Amberlite CG-50
# Método de Lowry

## Método de Oudin
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TABELA 3. Leitura da densidade dtica das frag¢des da segunda

cromatografiakx, a 277 nm

o e e e o A S ke P S WEe Sn S S A S T e e e G S S S A S St S S S M S e e Gae e S Tom M T M e S Tav S > M e Siw S e e ot e S e

FracGes D.O Fragdes D.0O Fracdes D.O
1 0,008 16 0,05 31 1,70
2 0,009 17 0,07 32 1,35
3 0,012 18 0,08 - 33 1,05
4 0,018 13 0,10 34 0,09
5 0,210 . 20 0,18 35 0,07
6 0,250 21 2 36 0,10
7 0,300 22 32 37 0,42
8 0,090 23 T2 38 0,38
3 0,086 24 >2 39 0,33

o 0,070 25 | >2 . 40 0,28
11 0,062 26 . >2 a1 0,25
12 " 0,056 27 >2 As_ 42 0,20
13 0,052 28 -  1>2; C o a3 0,19
14 0,040 29 52 44 0,16
15 0,034 30 >2 45 0,14

T - e - T - T T T T 3 2 1t 2 T+ 1
F - 1 -1 2 2 3 1t 1 1t 2 1 3 2 R R ]

A comatografia foi realizada em Amberlite CG-50 e elufda com

fosfato dissdédico 0,15 M.
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TABELA 4. Concentrag3o de protefna e enterotoxina B nas fracgges

da segunda cromatografiax

Fracles Protefna# - Enterotoxina B##

(mg/mL) | : (mg/mL>
21 5,88 4,05
22 | 22,44 15,20
23 ' - 24,57 - ' 18,50
24 - Y75 T S 16,50
25 | o . 16,74 - 10,56
26 . : 13,72 L | 7,80
27 10,62 | 6,00
28 39,30 4,05

T N S P T T T T T T T T T T T+
-3 3 -3 3 3 % 3+ 4 F -3 34222+ 2 4 - -+ 24+ 2 2 4 2 2R F R g

% Resina-Amberlite CG-50

# Método de Lowry

#4# Metodo de Oudin
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Tabela 5. Leitura da densidade 6tica das fragles da tercelira

cromatogfaf!ak, a 277 nm

o - TV e e e e S e e We e Gme T e o A e Gt e e e G S M e Swn e Sur S Smr e Yo e Wt S St S M Mer T St T dme am s Sm G ENe e S S " = v S - S e e e S
T N T T T T T N S S T S S S S T T S N T S T N S S T N T S S R S S S E S S s s

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

Frag8es D.O Fractes
1 - 14
2 - 15
3 - 16
4 - 17
5 - 18
6 - 19
7 - 20
8 - 21
9 - 22

10 | 0,225 - 23
11 0,026 24
12 0,018 25
13 0,016 26

29

30

31
32

33

34

35

36

37

A comartografia foi realizada

em carboxi metil celulose e eluf-

da com gradiente linear de tamp¥o fosfato de 0,02 M pH 6,2 a

0,07 M pH 6,8.
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TABELA 6. Concentrag¢3o de protefna e enterotoxina B nas frag¢des

da terceira cromatografiax

Frag8es Protqfﬁa# - Enterotoxina B##

(mg/mL) : (mg/mL)
23 - 6,88 o 3,68
24 | © 10,70 : 7,50
25 : - 14,07 12,00
26 : ‘ 16,74 L': SR 15,20
27 | | o 14,08 o 12,50
28 - o 11,40 ‘A‘ - 7,68
29 | 7,88 | 4,25

. D T T - - — G — —— T — T i A T T — — ————————————— - — —— A . G T — —— i — A —— =
-+ 33232ttt S+ 3+ + > 2+ P 2 P 2 2 2 S 2+ 2 R 2 A R0 F 20

i Resina-Carboximetil Celulose

# Método de Lowry

## Método de Oudin
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Tabela 7. Quadro geral das etapas de purificag3o

Volume Protefna Enterot.B Rend. Enterot.
mL, (mg) (mg? x Protefna
A 940 23.462,40 310,20 0,013
B# - 789,60 292,71 94,4 0,37
C 10 » 439,30 234,00 79,9 0,53
10 249,00 171,40 73,3 0,69
E 10 . 167,50 137,20 80,0 0,82
F 2820 % 22.672,80 17,49 - 0,00077

T -t W Sy M e i M At ke B Aot A G Whn S T et Y S Mt S W Gt WG M Ge v Gwv e S Ao ST AT W e e S T e e e W S—e G v S are A . e S e At W A St S
-2 22 2 T T2 22 2222 222 222 R 2R 222 SR -PR R R 22 RSB PP~

A= .Sobrenadante de cultura fermentada

B= Valores para o material adsorvido 3 resina

C= Valores paba‘as fragBes combinadas da primeira cromatografia
D= Valores para as frag8es combinadas da segunda cromatogfafia
E= Valores para as frag8es combinadas da terceira cromatografia

F= Sobrenadante de cultura apds adsorg¢¥o com a primeira resina
# Foi calculado: B = A-F

% O sobrenadante foi dilufdo com dois volumes de dgua antes da

adsorc¢3o
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TABELA 8. Esquema de imunizac¢3o

Dia 0] 3 8 24 28 63 66 70
Dose de
toxina (pg) 1 3 10 20 30 50 100 300

2 1t Pttt 2 2+ 22 2 2 2 2 2 2 2 -2 -+ 2 2 2+ P - 1 2+ 2+ 2 2 2 2 2 2 0
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TABELA 9. Peso dos animais (Kg) durante allmunlzacgo

T T A ean A S e T St S TN S G s e S St S Mt Wt A Bee S W e S e e WY T T G T e Ten e e M e Y S S M mm e e W wt e e T e - A v = T
=233 324232222 R S 22 2 22 2 42 P 224222 22 2 2 2R P b Pt ali -t P- 21

Animal
Dia 1 2 3 4 5
O# 3,155 3,155 3,315 2,915 3,565
1 3,150 3,065 3,315 2,915 3,575
2 3,065 3,055 3,280 2,905 3,555
3# 3,065 3,050 3,280 2,825 3,545
4 3,025 2,975 3,255 2,875 3,455
7 2,985 2,985 3,270 2,800 3,405
8% - 3,005 3,000 3,275 2,885 3,420
S 2,965 2,935 3,245 2,845 3,365
'23 3,000 2,980 3,350 2,940 3,420
24# 3,030 3,030 3,410 2,910 3,410
25 3,000 3,040 3,240 2,790 3,400
28# | 2,870 ' 3,080 3,210 - 2,760 3,360
29 3,030 » 3,090 _ 3,430 2,930 3,540
30 - 3,020 - 3,130 3,480 ' 3,010 3,600
63# 2,870 | 3,280 3,680 3,010 3,630
64 2,850 3,260 | 3,530 3,050 3,480
66# 2,980 3,320 ' 3,650 2,980 3,550
67 2,980 3,230 3,600 3,080 3,380
704 3,120 3,330 3,610 3,150 3,350

- — it e Ui GO G e e e G e G e G mw M S e i om St S e Gre T e S G S - m D S e e S S e S T G e S W S G e W W e e S G e

# Data de injegdo
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Tabela 10. Tftulos dos soros em diferentes dias apds

dltima injeg3o

o e e VO

1 NR NR 49,0 37,0 32,0 29,5
2 NR NR 47,5 34,0 24,5 19,5
3 37,0 62,0 74,0 70,0 50,0 36,0
4 NR NR 34,0 28,0 23,0 19,0
5 60,0 86,0 26,0 14,5 - --

o — e T r o ——— . S = At T S S S S Smt e G A i SN T SN Sar GES S S Ges M M A em e S W e e e W S e

NR: NZo Realizada

-—-: Morte do Animai
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FIGURA 1.

Abcissa: Fracg8es

Ordenada: Concentrag3o (mg/mL)

Concentrac¥o de protefna total (barras claras)

e

enterotoxina B (barras listradas), para as frag8es

da primeira cromatografia em Amberlite CG-50.
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[[] prOTEINA [ TOXINA

Abcissa: Fragles

Urdenada:-Concentracgo (mg/mL)

FIGURA 2. Concentrag3o de proﬁefna total (barras claras) e
enterotoxina B (barras listradas), para as fracg¥es

da segunda cromatografia em Amberlite CG-50.
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FIGURA 3. Concentrag3o de protefna total (barras claras) e

enterotoxina B (barras listradas), para as fracgdes

da terceira cromatografia em Carboximetil Celulose.
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S -

Abcissa: Comprimento (mm)

Ordenada: Logarftmo do recfproco da dilufg3o

FIGURA 4. Curvas para determlhac%o dos tftulos do soro

N2l em diferentes dias apds a dltima injeg¥o.

+=23; ¢ =30; A=36; X=49 e B =56
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254

Abcissa: Comprimento (mm)

Ordenada:-Logarftmo do recfproco da dilufg3o (x 10)

FIGURA 5. Curvas para determihac%o dos t(tulos do soro do animal

Ne 2 em diferentes dias apdés a Udltima injeg¢Zo.

+=223; ¢ =30; A=36; x=49 e @=56 dias.
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Abcissa: Comprimento h(mm)
Ordenada: Logarftmo do Recfpfoco da Dilufg3o (x 1O
FIGURA 6.

Curvas para determinac¥o dos tftulos do soro do animal
Ne 3 em diferentes dias apds a dlﬂlma injec3o.

+=7; @=16; A=23; x=30; M=36 e ©0=49 dias.
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Abcissa: Comprlhento (mm)

Ordenada: Logarftmo do reéfproco da dilufgdo (x 10)

FIGURA 7. Curvas para determinag¢3o dos tftulos do soro do animal
Ne 4 em diferentes dias apds a dltima injeg3o.

+=23; ¢ =30; A =36; x=49 e W=56 dias.
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15 4

16

Abcissa: Comprimento (mm)

Ordenada: Logarftmo do rettproco da dilufgdo (x 10)

FIGURA 8.Curvas para determinac¢¥o dos tftulos do soro do animal
Ne 5 em diferentes dias apdés a dltima injec¥o.

+=7; ¢ =16; A=23 ¢ HM=30 dias.
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. A=Sobrenadante ‘ B=Soro

FIGURA 9. Dupla difus3o em gel do soro do animal N2 3 contra
sobrenadante da cultura de Staphylococcus aureus S-6

em N-Z-Amine NAK, concentrado 3 vezes.
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A=Sobrenadante : B=Soro

FIGURA 10. Dupla difus%o em gel do soro do animal N2 5 contra
Sobrenadante da cultura de Staphylococcus aureus 5-6

em N-Z-Amine NAK, concentrado 3 vezes
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A=Soro 3 B=Soro 3 dilufdo 1:2 C=Soro 5 D=Soro 5 dilufdo 1:2

E=Sobrenadante

FIGURA 11. Dupla difusZo em gel dos soros dos animais N2 3 e 5
contra sobrenadante da cultura de Staphylococcus

aureus S-6 em N-Z-Amine NAK.
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A=Sobrénadante B=Soro

FIGURA 12. Dupla difusZo em gel do soro do animal N2 3
Sobrenadante da cultura de Staphylococcus

S-184 em N-Z-Amine NAK, concentrado 3 vezes.
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A=Sobrénadaﬁte B=Soro

FIGURA 13. Dupla difuesfo em gel do soro do animal N2 5 contra
sobrenadante da cultura de Staphylococcus aureus

S-184 em N-Z-Amine NAK, concentrado 3 vezes.
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A=Soro 3 B=Soro 3 dilufdo 1:2  C=Soro 5 D=Soro 5 dilufdo 1:2

E=Sobrenadante

FIGURA 14. Dupla difusZo em gel dos soros dos animais N2 3 e 5

contra sobrenadante da cultura de Staphylococcus

aureus S-184 em N-Z-Amine NAK.
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