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Resumo

Métodos de detecgdo de enterotoxinas estafilocOcicas, sensiveis,
rapidos e especificos obtidos diretamente de extrate de alimentos sao
importantes para a diminuigdo no tempo de diagnostico de intoxicagles
alimentares e no controle sanitario de alimentos.

O trabalho visou a producdo, purificacdo de enterotoxina
estafilococica do tipo B (EEB) para obtengéo de respectiva ant] imunogiobulina
(lgG ant-EEB) e padronizacao da metodologia ELISA “Duplo Sanduiche” para
detecgao de enterotoxina B em alimentos.

A enterotoxina B foi purificada através de irés etapas utilizando-se
resina de troca ibnica AMBERLITE CG-50 e CM-Sepharose e coluna de
exclusdo molecular Sephadex G-75. A purificagdo de enterotoxina  fol
determinada através de eletroforese SDS — PAGE.

A enterotoxina estafilococica do tipo B purificada foi utilizada para
imunizacao de coelhos e cobaias. Os anti-soros policlonais antitoxina B foram
utilizados para padronizagéo de método imunoenzimatico (EIE) duplo sanduiche
visando a deteccéo de enterotoxina estafilococica do tipo B em alimentos.

A fragao IgG foi purificada por fracionamento com sulfato de amdnia e
posteriormente foi feita a cromatografia em coluna de exciuséo molecular

Sephacryl §-200.



No método imunoenzimatico duplo sanduiche utilizou-se  como
anticorpo de captura a imunogiobuiina de coelho imunizado anti-enterotoxina B
como anticorpo detetor o anti-soro obtido de cobaia imunizada.

O ensaio imunoenzimatico foi padronizado utilizando-se como
antigeno a enterotoxina B purificada. A técnica do ELISA mostrou-se bastante

sensivel sendo detectado 1ng/ml de enterotoxina estafilocécica B.



Summary

Methods of detection of staphylococei enterotoxin, which are sensitive,
fast and specifc when obtained directly from the extract of food are important for
the decrease in time of diagnose of foodborne intoxications and in the sanitary
gontrol of foods.

This work intended to produce and purificate staphylococct type B (EEB]
for obtaining the respective anti imunoglobulina (IgG ant-EEB) and
standardization of the ELISA "Double Sandwich” methodology for detection of
enterotoxin B from food.

The enterotoxin B was purified through three stages. For this purpose,
ionic change AMBERLITE CG - 50 resin, CM-Sepharose and molecular
exclusion Sephadex G -75 column more used. The enterotoxin purification was
determined through eletroforese SDS - PAGE.

The stafilococe purified enterotoxin type B was used for immunization of
rabbits and guinea-pig. The policlonals antiserums antitoxin B was used for
standarlization of double sandwich imuncenzimatic (EIE) seeking the detection of
stafilococci enterotoxin type B in food.

The fraction lgG was purified by precipitation with ammonia suifate
followed by molecular exclusion Sephacryl S-200 collumn chromatography.

The imunoglobulin antienterotoxin B of immunized rabbit was used as
capture antibody and the antiserums of immunized guinea-pig was used as
detector antibody in the double sandwich ELISA. The ELISA standardized by
using the purified enterotoxin B as antigen ELISA technigue, reveaied to be

sensitive, being able to detect 1 ng/m! of staphylococei B entsrotoxin.
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j. Historico

A mais antiga, e talvez a maior preocupagdo da humanidade, foi a
busca do alimento com “qualidade”. As primeiras Medidas de Higiene dos
Alimentos e Normas de Controle de Qualidade no mundo parecem ter surgido
entre os povos do Mediterréneo. Da civilizacdo egipcia tém-se um esbogo da
Legislagdo Sanitaria contida nos papiros veterinarios de Ebers, escritos de 2500 a
2230 A.C. As civilizagbes grega e romana também apresentaram normas de
inspecdo de alimentos. Hipocrates, Aristoteles e outros filésofos, associaram as
doengas de animais as dos homens e perceberam que algumas dessas poderiam
ser transmitidas por alimentos de origem animal. As tribos hebraicas praticavam o
conirole popular da qualidade dos alimentos, separando-08 em puros e impuros,
segundo normas religiosas rigidas. Apés esses registros, 86 sao observadas
medidas sendo tomadas no século Xil, na Franga, porém, ainda destituidas de
embasamento cientifico. (LEVITICO 11,2-23 , DEUTERONOMIO 14, 1-21; Biblia
Antigo Testamento)

Somente apés a observagdo visual dos microrganismos por
Leewenhoek em 1675 e, mais tarde, com as pesquisas realizadas por Koch em
1878 e Pasteur em 1880 , desenvolveu-se um sistema cientifice de isolamento e
cultivo de bactérias em meio liquido e, portanto, métodos capazes de detectar
microrganismos no homem, nos animais e nos alimentos. (PELCZAR, 1993).

Em 1882, Sir Alexander Ogston isolou e associou o Sfaphylococcus a



processos infecciosos purulentos encontrados em homens e animais. Outros
experimentos demonstraram que no pas haviam estafilococos e que, se injetados
de um animal para outro, reproduziam os mesmos sinfomas. Porém, somente em
1884 ROSENBACH obteve uma cultura pura de estafilococos, isolada de dlcera
purulenta de homens (BAIRD-PARKER,1890).

O primeiro estudo que associa Staphylococcus a intoxicagéo alimentar
foi observado por Vaughan e Stemberg e relatado por DACK, em 1830 que
descreveu sobre a ocorréncia de intoxicacdo em individuos gue consumiram
queijo cheddar, em Michigam nos Estados Unidos América (E.U.A), em 1884.

Pesquisas realizadas por BARBER & DEIBEL 1914, demonstraram que
o consumo de leite de vacas mastiticas causavam infoxicagdo alimentar por
Staphylococcus aureus e DACK e col., em 1949, administraram a voluntarios
filtrados de cultura obtida de Staphylococcus e observaram quadros de
intoxicacao alimentar, comprovando entéo, a presenca de toxinas no material.

A enterotoxina pré-formada do tipo B, encontrada em alimentos
contaminados por Staphylococcus aureus foi identificada por BERGDOLL e col.
em 1859. E, em 1961, experimentos foram iniciados para a identificagao das
enterotoxinas a partir do sobrenadante de cultura de S.aureus atraveés de
cromatografia de troca idnica; em 1965 fol identificada a enterotoxina C, seguida
pela E em 1971 (BERGDOLL) apud BAIRD-PARKER,1990).

Um método rapido para a detecgéo das enterotoxinas foi desenvolvido
por CASMAN & BENNETT, 1965 através da imunodifusdo em gel. ¢ mais tarde

um ensaio imunoenzimatico (ELISA “duplo sanduiche") foi padronizado por
4



FEY e col., (1982) possibilitando a identificacéo das enterotoxinas diretamente de
exiratos de alimentos, detectando concentractes de até 0,1ng/g de foxina em

alimentos com significafiva especificidade.



. introducao

Mo Brasil os Padrdes Sanitarios Microbiolégicos de Alimentos estdo
apoiados somente na presenca ou auséncia de microrganismos { BRASH. 1978,
1987). Em alimentos suspeitos de mas condicbes higiénicas, pesquisa-se
somente a presenca de Sfaphylococcus aureus, 0 mesmo nédo acontecendo em
oulros paises como os E.UA.. Especificamente, a (AOAC) Association Oficial
Anahthycal Chemistry que, desde 1994, recomenda a pesquisa de enterotoxinas
por ensaio imunoenzimatico {(E.LE) "duplo sanduiche” obtido com soros
péiiclonais de coethos e cobaias (BENNET & McCLURE, 1994). Esse ensaio
detecta a presenca da enterofoxina termoresistente, que permanece no alimento
mesmo apés a destruicio do microrganismo (ADESIYUN e col., 1984).

O quadro clinico das intoxicacSes alimentares devido a enterotoxina
estafilocica se caracteriza por, apos um periodo médio de 4 horas da ingestdo do
alimento, o individuo apresentar sinlomas como vOmitos, diarréia, dores
abdominais, cefaléia e mal estar generalizado (ADESIYUN & USMAN, 1883,
ADESIYUM e col.,, 1984). Os recepiores para as enterotoxinas estafilocécicas
estdo localizados no intestino delgado e, a partir dai, o centro do vomito &
estimulado via vago e nervos simpaticos (ADESIYUN e col., 1884).

Ensaios  biologicos  utilizados para detectar enterotoxinas
estafilococicas consistem na administracao da toxina por via initragastrica em

macacos e por via intraperitoneal ou intravenosa em gatos, confirmando a



potencialidade dessas enterotoxinas através do desenvolvimento clinico de
emese. kEsses ensaios bioldgicos sao uteis, pois a enterotoxina presente nos
alimentos suspeitos, quando ndc detectada por nenhum outro método
iaboratorial, pode ser identificada quando inoculada em animais ( BERGDOLL,
1979).

As enterotoxinas estafilocécicas séo diferenciadas através de suas
caracteristicas antigénicas em: A(EEA), B(EEB), CHEEC1), C2(EEC2),
C3(EEC3), D(EED), E(EEE), G(EEG) e H(EEH) e s&o consideradas
superantigenos pelo fato de estimular as células linfocitarias e as
polimorfonucieares aumentando a capacidade de liberagdo de hormbnios de
defesa (citocinas, linfocinas e interleucinas), que ativam cinco fipos diferentes de
infocitos T, responséveis pelas respostas inespecificas e outras funches
guimiotaticas (JETT e col,, 1984).

Essas enterotoxinas caracterizam-se por apresentar cadeia
polipeptidica simples, ndo ramificada, com peso molecular variando de 27.000 a
30.000 Dalions. No estado ativo sdo resistentes as enzimas proteoliticas como
tripsina, quimiotripsina, renina e papaina (ADESIYUN e col, 1984) e sé@o
consideradas muito resistentes ao calor pelo fato de sua toxicidade nao ser
totalmente destruida apés fervura por 30 minutos em meio de cultura
(BERGDOLL, 1979).

Dadas as suas diferengas antigénicas as enterotoxinas podem ser
identificadas em alimentos através de ensaios sorolégicos, utilizando anticorpos

especificos. Dentre os testes mais utilizados estd a imunodifusdo em lamina
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capaz de detectar em exiratos de cultura pura, valores de até 100ng de toxina/mi
(BERGDOLL e col., 1965), o que forna 0 método pouco sensivel. Oufro método,
como © ensaio imunoluminomeétrico, baseado na uiilizacdc de anticorpos
reveladores conjugados ao isoluminol, € bastante sensivel, detectando até 1 ng
de enterotoxinas por mi (LOHNéIS e col,, 1987). No entanto, também detecta
tragcos de interferentes presentes no exrato do alimento, diminuindo e
comprometendo a resolucdo da reacdo, 0 mesmo acontecendo com o RPLA
"Reversed Passive Latex Aglutination” (PARK & SZABO., 1986, IGARASHI e col,,
1988) e o RIA, "Radio imunoensaio”{ COLLINS e col., 1972, JOHNSON e col,
1971).

Os métodos acima citados sao relativamente efetivos pois necessitam
gue o material a ser analisado esteja purificado, sem nenhum interferente, o que
ndo acontece com o “E.LE" Ensaio Imuno Enzimatico, que revela a presenga de
até 0,1 ng de enterotoxinas presentes no alimento. Esse tipo de EIE denominado
de "duplo sanduiche”, revela e quantifica a presenga de uma determinada toxina
especifica, mesmo que essa se enconire no seu estado bruto. isso se deve a
especificidade atribuida ao método que utiliza dois anticorpos anti-toxina especie-
especificos (FEY e col., 1984; FREED e col, 1982; EDWIN e col, 1986;
ENGVALL & PERLMANN, 1972).

Diante de casos de suspeita de intoxicagdo & importante a escolha de
um método de deteccdo da toxina que seja sensivel, especifico, de facil execugéo
e rapido. Estas s&@o as caracleristicas dos ensaios imunocenzimaticos

(BERGDOLL, 1891), ou seja:



Alta sensibilidade de detecgéo (ao redor de 0.1ng de toxina por g);
especificidade na identificacBo das diferentes enterctoxinas, dada a possibilidade
da utilizacdo de anticorpos especificos; identificac8o da toxina diretamente no
extrato do alimento, dispensando o isolamento do microrganismo produtor em
meio de cultura, utilizagdo do ensaio para outros extratos que néo o alimento e,

diminuicdo no tempo de diagnostico.



m. Objetivos

O objetivo principal deste trabatho foi a producdo e purificacio da
enterotoxina estafilocécica do tipo B, a partir da linhagem de S.auwreus S6,
ytilizada na imunizacao de coelhos e cobaias para a obtencdo de anficorpos
policlonais.

Padronizacdo de um ensaio imunocenzimatico indireto do tipo "duplo
sanduiche”, capaz de delectar a enterotoxina do tipo B, produzida por algumas

linhagens de estafilococos; diretamente de extratos de alimentos.

16



IV. Revisdo Bibliografica

iV.1.Classificacdao do Género Staphylococcus.

Segundo a 12* edicdo do Manual de Sistematica Bacteriana de Bergey
(SCHLEIFER, 1986), o género Sfaphylococcus faz parte da familia
Micrococcacea, que abriga irés outros géneros ou seja :© Micrococeus,
Stomatococcus, Planococeus.

KONEMANN e col, em 1892 classificaram dentro do género
Staphylococeus 28 espécies, sendo 14 freglientemente encontradas em casos
clinicos em humanos. (S.aureus, S.epidermidis, S.saprophyticus, S.hominis,
S.haemolyticus, S.chleiferi, S.warnari, S.simulans, S.capitis, S.auricularis,
S.cohnil, S. xylosus, S.sacharolyticus), outras 10 espécies isoladas em infecgdes
animais (S.hycus, S.chremogenes, S.sciuri, S.gallinarum, S.intermedius, S.Jentus,
-S.caprae, S.equorum, S.delphine, S5.felis} e as ultimas 4 isoladas em alimentos
processados, (S.camosus, S.caseolyticus, S.kloosii,S. arlettae).

Esses mesmos autores relatam que as principais espécies de
Staphylococcus patogénicos em humanos e animais, produzem a enzima
coagulase, que é utilizada na identificagdo laboratorial desses microrganismos.
S.epidermidis e S. saprophyticus, embora sejam duas espécies coagulase
negativas tém sido encontradas freqlentemente em infecgdes purulentas em
humanos. A coagulacio do plasma de coelho € uma caracteristica de S.aureus,
S.intermedius e Shycus, e essas mesmas espécies também produzem a

desoxiribonuclease  termoresisiente que eram utilizadas como indicadores de
11



enterotoxigenicidade. Porém, existem espécies coagulase fracamente positivas
como S.carnosus, S.simulans, S. hycus sub-espécie chomogenes.

Na dltima classificacBo do ‘“international Journal of Systematic
Bacteriology” (SCHLEIFER e col., 1990} o génerc Staphylococcus agrupa 28
espécies e oito sub espécies : S.wameri, S.capitis, S.homonis, S.simulans,
S.epidermidis,  S.saprophyticus, S.cohni,  S.haemolyticus e  S.xylosus,
S.intermedius, S.saccharolyticus, S.caseolyticus, S.carnosus, S.sciuri, S.Jentus,
S.auricularis, S.gallinarum, S.caprae, S.aelletae, S.equorum, S kloosi, S.aureus
sub especie anaerobius, S.hycus sub-espécie S.chromogenes, S.lugdunensis,
S.schleiferi, S.deiphini, S.felis, S.capitis sub-espécie ureollyticus, S.schieiferi sub-
especie coagulans, S.cohnii sub-espécie S.cohnii sub-espécie urealyficum
(BCHLEIFER e col., 1980).

Basicamente o Slaphylococcus aureus se diferencia de oulras
bactérias do mesmo género gracas a composicio do DNA, a estrutura guimica da
parede celular, a producdo das enzimas coagulase, Thase {termunuclease)
termoresistente ou desoxiribonuclease termoresistente (PARK e ¢ol., 1880), além

da sua capacidade de producao de hemolisinas (DEBRIESE, 1980).

IV.2.Propriedades fisiologicas e bioguimicas do Staphylococcus

alireus.

Os estafilococos sao microrganismos Gram positivos, anaerébios

12



facultativos, catalase fortemente positivos, ndo moveis, nao fotossintéticos e ndo
formadores de esporos. Sao microorganismos meséfilos, com a temperatura ideal
de crescimento a 37°C, mas algumas linhagens se desenvolvem melhora 39°C e
40°C, a ftemperatura minima de crescimenio para algumas cepas € 10°C
(BERGDOLL, 1979).

Algumas linhagens de Sawreus produzem capsula de
exopolissacarideo que impedem sua lise por célulag de defesa
polimorfonucieares. Tendo sido isolados oito tipos destes antigenos capsulares
(KONEMANN e col, 1992).

A maioria das cepas de estafilococos crescem em presenca de
antibidticos como bacitracina, penicilina e polimixina e sdo inibidas por
furazolidone (KONEMANN e col., 1992). Muitas linhagens praduzem pigmenio
amarelo ou alaranjado e, normalmente, crescem em meios contendo 15% de
NaCi (CASMAN e col, 1963; BERGDOLL, 1979). As linhagens patogénicas
apresentam maior tolerancia aos sais, como o cloreto de litio, telurito de potassio,
cianetos e azida sédica e algumas linhagens crescem a uma conceniracio de
20% de NaCl a faixa de pH 6timo de crescimento encontra-se no intervalo entre
6,0 e 7.0, podendo, no entanto, situar-se numa faixa de pH enire 4,0 e 9,8 (
BERGDOLL, 1879).

As diferentes hemolisinas estafifocdcicas , como a o & p-hemolisinas,
830 letais as células de defesa, do fipo polimorfonucieares, causam lise dos

eritrocitos e sa0 também potentes neurotoxinas (KONEMANN, e col., 1892). As



S-hemolisinas agem primariamente como surfactantes e causam a ativagdo da
adenilciclase, 0 que resufta na ativagdo da adenosina monofosfato que age de
maneira semethante a foxina do colera, causando diarréias profusas.

Em meios de cultura utilizados para o crescimento é necessario a
presenca de aminoacidos como fonte de nitrogénio, e algumas vitaminas como
cofatores (DAVIS e col., 1970). Para produgdo das enterotoxinas séo necessarias
a presenga de tiamina e niacina ou extrato de levedura aos meios de cultura. A
fim de se isolar os estafilococos, utiliza-se o meio de Baird Parker (BP) acrescido
de cloreto de sédio, solucao de gema de ovo e telurito de potassio. A gema de
ovo & utilizada para verificar a presenca da enzima lecitinase, que ao hidrolisar a
lecitina do ovo promove a formacdo de halos de transparéncia ao redor das
colbnias. A caracteristica negra das colonias de Staphylococcus atreus nesse
meic se deve & capacidade da cepa de reduzir o telurito de potassio (BAIRD
PARKER, 1962, 1979, 1990).

Um dos importantes fatores de crescimento dos estafilococos, e sua
consequente producéo de enterofoxinas, & o valor de atividade de agua (aw). O
limite minimo de aw que ndo compromete o crescimento € de 0,84 (SCOTT,
1953). Porém, para a produgéo de enterotoxinas sao necessarios valores de aw
maiores de 0,80 & 0,98, dependendo da cepa TROLLER, 1971 apud
(BERGDOLL, 1979).

As condicbes atmosféricas também influenciam o crescimento do
Staphylococeus aureus. Quanto menor a tensdo de oxigénio presente mais lento
o crescimento e a producdo de enterotoxinas (ADESIYUN e col, 1984). Em
condiches anaerdbias também foi]4evidenciada a producdo de enterotoxinas,



segundo experimento desenvolvido em carnes curadas (GENIGEORGIS, 1989).

iV.3. Estafilococos enterotoxigénicos

Muitas pesquisas foram realizadas visando caracterizar as linhagens
produtoras de enterctoxinas com o simples uso de ensaios bioquimicos. Porém,
até o presente momento, nenhum dos ensaios bioquimicos conhecidos foi
suficientemente eficaz para confirmar a identidade de linhagens de
Staphylococcus aureus produtoras das enterotoxinas A, B,C, D, E, Ge H.

A freqiiente associagao entre as linhagens produtoras de Dnase

termoresistente e coagulase em linhagens produtoras de enterotoxinas, levou
alguns pesquisadores a adotar a presenca dessas enzimas como critério de
identificacao (SPERBER & TATINI 1980, BENNET & McCLURE 1976)
DANIELSON & HELBERG (1977) observaram a producdo de
enterotoxina A, B e C por linhagens de estafilococos coaguiase negativos.
LOTTER & GENIGEORGIS (1975, 1977) observaram linhagens coagulase
negativas, produtoras de enterotoxinas que, originalmente, foram classificadas
como estafilococos atipicos, pois ndo poderiam ser classificadas como S.aureus,
S.epidermidis ou S.saprophyticcus. Pesquisas desenvolvidas por FUKUDA e col.
em 1984 verificaram que 24% das 210 linhagens de S. infermedius, isoladas de
cachorros, coagulase e Tnase positivos, produziam enterotoxina A, Bou C.
Alguns trabalhos apontam para o fato de que a producdc de
enterotoxinas e de enzimas é similarmente afetada por fatores como pH,
temperatura, atividade de agua e outros (BERGDOLL, 1979), atualmente,

nenhuma caracteristica bioquimica pode ser utilizada como (nico parametro
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para classificar linhagens de S. aureus como produtoras de enterotoxinas

(GENIGEORGIS, 1989).

iV.4. Enterotoxinas estafilococicas

IV.4.1. Estrutura molecular

As enterotoxinas estafilocdcicas séo proteinas constifuidas por cadeias
polipeptidicas curtas, apresentando um nuamero médio de aminoacidos ao redor
de 230, com peso molecular variando de 27.500 a 30.000 Daltons. Sao soltveis
em agua e contém grande quantidade de lisina, acido aspartico, acido glutdmico e
tirosina. Possuem dois residuos de meia cisteina e um ou dois residuos de
fripiofanc. Os residuos de cisteina formam alcas de  pontes
dissulfeto{BERGDOLL, 1979).

A enterotoxina D apresenta 2 residuos de metionina, da mesma forma
gue a enterotoxinas A e E, mas difere das enterotoxinas B e C que contémde 8 a
9 residuos deste aminoacido. Ja, para as enterotoxinas A e E, observa-se uma
seqiiéncia de 26 residuos em comum e para as enferotoxinas B e C 16 residuos.
O residuc C-terminal da enterotoxina A € a serina (BERGDOLL , 1970), da

enterotoxina B é a lisina (BERGDOLL. & col.,, 1965, SPERO e col,. 1965), da

16



enterotoxina C, e C, a glicina (HUANG e col.,1876) e freonina para a enterotoxina
E (BORJA e col.,1972)

A grande semelhanga na composicdo de aminoacidos entre as
enterotoxinas dificulta sua identificacdo por métodos soroldgicos. Alguns testes
evidenciam reacbes cruzadas que sdo afribuidas & similaridade entre as
enterotoxinas do grupo C e B (HUANG e col.,, 1976).

Pesquisa desenvolvida por JETT e col. (1994), demonsirou que a EEB
sintética possui varios dominios constituidos por seqgliéncias de aminoacidos gue
desenvolvem agdes especificas no hospedeiro, a saber: seqiéncia de 1-30,
envolve reacdes com o complexo de histocompatibilidade de classe I, de 61-92,
seria a seqiiéncia responsavel pelo sitio de ligagéo com o receptor de célula T, de
93-112, & uma seqtiéncia linear que corresponde & alga de cisteina e de 130-160,
seqiiéncia que se mantém aitamente conservada .

Pesquisas revelam gue as enterotoxinas A, B e C séo constituidas por
seqliéncias parciais de aminoacidos homélogos, e que, entre EEB e EEC existem
cinco areas de homologia & somente uma enire as enterotoxinas A e B. Essas
dreas de homologia contém cinco residuos de aminoacidos idénticos e a elas
atribui-se 0 sitio toxico da molécula (BERGDOLL, 1979).

A enterotoxina B é constituida de 239 residuos de aminodcidos, com
peso molecular de 28.300 Da e apenas dois residuos de cistina, localizados no
centro da cadeia, nas posicdes 92 e 112, Uma vez que nédo ha grupos sulfidrilas
ivres, as duas meia cisteinas estdo unidas formando uma alga de cistina, comum

a todas as enterotoxinas, porém a seqUéncia de aminoacidos das algas &
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variave! para cada enterotoxina (BERGDOLL, 1972).

Afravés da digestdo pela tripsina, a EEB tem sua cadeia peptidica
quebrada em dois fragmentos de 17.000 D e 11.500 (SPERO,1976), enguanto
para EEC trés peptideos séo originados, de 18.000, 6.500 e 4.000 Da.

SPERO & MORLOCK em 1979, observaram que anficorpos
policlonais produzidos contra a enterotoxina B, reagiam mais efetivamente com o
fragmento de maior peso molecular, o mesmo acontecendo com a enterotoxina C.
Sendo assim, é provavel que o fragmento carboxi-terminal contenha o epitopo

acessivel 4 toxina nativa e, consequentemente, induz a resposta imune.

iV.4.2. Produgdo e sintese das enterotoxinas estafilocécicas

A producéo de enterotoxinas por Staphylococcus depende da natureza
genética de sua sintese e das caracteristicas fisicas e quimicas do
meio(BERGDOLL, 1879, 1980 ).

Segundo TRANTER(1990} e BAIRD PARKER (1990), a sintese das
enterotoxinas esta associada a genes plasmidiais ou cromossdmicos. A produgaoc
das enterotoxinas B e C estd ligada a plasmidios e, algumas vezes, a
enterotoxina B pode estar associada a genes cromossémicos. Nestes casos a
sua producdo ocorre na fase estaciondria do crescimento. A sintese das
enterotoxinas A e E & controlada por genes cromossdmicos e sua produgao

ocorre durante a fase logaritima do crescimento. Ja sintese da enterotoxina D ¢
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controlada por plasmidio.

TATINI, (1973) pesquisou os aspectos fisicos, disponibilidade de
oxigénio e temperatura, conceituando-os como fatores limitantes, A temperatura
é, sem sombra de dlvida, um fator limitante na produgdo de enterotoxinas.
Constatou-se que na exiensa faixa de 10°C a 46°C pode ocorrer produgao das
enterotoxinas estafilococicas, sendo que ¢ ideal registrado foi a temperatura de
40°C.

Em 1873 VANDERBOSH e col., obtiveram a produgdo maxima de
enterotoxina B através da cepa S6 e, pesquisas desenvolvidas no Food Research
Institute com a cepa 137 produtora da enterotoxina A, confirmaram sua alta
producao.

Em 1982 PEREIRA e col., relatam 39,5°C como sendo a temperatura
étima para a producéo das enterotoxinas A e B em meio de cultura liquido. Ja
MAC LEAN e col., (1968), demostraram que uma cepa produtora de enterotoxina
B, quando incubada entre 16°C e 20°C, produziria de 10ug a 20ug/mi enquanto
que a 36°C produziria 340ug/ml. Experimentos mostram que pode ocorrer
producdo de enterotoxinas entre 25°C a 30°C porém, em menor quantidade
(TATINI e col., 1976).

Pode-se observar tanto o crescimentc quanto a producgdo de
enterotoxina em condicdes aerébicas e anaerobicas, fato esse documentado por
GENIGEORGIS e col, em 1969, confirmando o crescimenio do S.aureus em

anaerobiose, seguidc de produc@o de enterotoxina B em carnes curadas.
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Pesquisas desenvolvidas por BARBER e DEIBEL em 1872, demonstraram que ha
producdo de enterotoxinas {anto na auséncia de oxigénioc como na sua presenca.

O pH de um determinado meic depende da concentragio de sais e
componentes do mesmo. Foi determinado que para haver maior crescimento e
producao de enterotoxinas o meio de cultura deve apresentar um pH entre 7,0 a
7.5. BARBER & DEIBEL (1972) demonstraram que ha producéo de enterotoxinas
mesmo em pH entre 4,5 a 7,0. (TATINI e col., 1875, 1976) observaram que o tipo
de acido utilizado na acidificacio do meio de cultura altera a produgdo de
enterotoxinas. Ensaios com o pH variando de 4.5 a 6.4 demostraram que n&o ha
alteracdo na producéo de enterotoxina A. Por outro lado, quando o pH € obtido
com acido latico para 4,5 néo foi observado crescimento bacteriano. JaapH 50 a
enterotoxina foi produzida. A um mesmo pH, o &cido acético mostrou-se mais
bactericida que o 4cido citrico, acido latico e acido tartarico (NUNHEIMER &
FABIAN 1940).

DUNCAN e col. em 1972, puderam observar que a adicdo de glicose
no meio de cultura inibia a producdo de enterotoxinas, pois os produtos liberados
duranie o metabolismo da glicose acarretavam um abaixamento do pH. Niveis
elevados de toxina foram conseguidos em meios tamponados com pH superior a

5,6,

A busca de um meio de cultura mais adequado para a produgao das
enterotoxinas foi iniciado por SURGALA e col.{1951) que sugeriram que 0 mesmo

deveria conter digerido pancreatico da caseina. Porém, atuaimente, o meio
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utilizado contém 3% de triptona e 1% de extrato de leveduras, tanto para fins de
identificacdo de linhagens, quanto para a produgcdo das enterctoxinas
(MELCONIAN e c0i,1983).

A producdo de enterotoxinas sofre alteragSes com 0 acréscimo de sais
aos meios de cultura. Se a concentracdo de NaCl & aumentada a 4%, em meios
com pH 8,0, ap6s 72 horas de incubacdo ha um decréscimo na produgac da
enterotoxina B em 89,5% e, sob essas mesmas condigdes nao foram observadas
a producéo da enterotoxina A (PEREIRA e col, 1982). Porém, se forem
adicionados ions magnésio ao meio de caseina hidrolizada observa-se um
estimulo na producado das enterotoxinas C e B, mas néo na sintese da
enterotoxina A. A adigdo de Fe++ aumenta a sintese da enterotoxina B, mas néo
altera os niveis de producdo das enterotoxinas A e C. A adigdo de ions de
magnésio, fésforo e potassio aumenta em duas vezes a produgdo da enterotoxina

B (KELLER e col., 1978).

IV.4.3. Estabilidade das enterotoxinas estafilocécicas

A estabilidade das enterotoxinas estafilocécicas foi intensamente
estudada frente a inomeros fatores. Determinando-se suas propriedades as
mesmas se mantém ativas mesmo com a aplicacdo de calor, radiagdes e frente a
enzimas proteoliticas ( BERGDOLL, 1879 ).

A resisténcia térmica foi comprovada gquando as enterotoxinas foram
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submetidas a fervura por 30 minutos em pH 6,0 e 7,5 e ainda apresentaram
atividade emética e diarreica quando aplicadas em Macacos rhesus (ADESIYUN
e col. 1984).

SCHANTZ e col. (1965), observaram que com aguecimento a 100°C
por 5 minutos a enterotoxina B mantinha 50% de sua atividade bioldgica. Ensaios
desenvolvidos em solugdo tampao fosfato de sédio pH 7.2 a 100°C e 80°C por
10 minutos, mantinham 65% da atividade biolégica da enterotoxina A, enguanto a
enterotoxina do tipo B mantinha 35% de sua atividade. TRANTER e col.,{ 1990)

constataram que a perda de atividade bioldgica é maior a 80°C doque a 90°C e

100°C.

Alguns estudos evidenciam que as enterotoxinas, apos terem sido
completamente inativadas por tratamento térmico, podem recuperar sua atividade
biologica e imunoldgica com 0 abaixamento brusco do pH 11,0 para pH 7.0
(SCHWABE e col., 1990).

Para que haja inativagéo das enterotoxinas, doses radioativas de 5 Mrd
s30 necessarias para a reducéo de 80% na atividade da enterotoxina B em
tampao veronal, necessitando-se de uma dose quatro vezes superior para o
mesmo efeito quando presentes em leite. { READ & BRADSHAW, 1967).

As enterotoxinas no estado ativo sdo resistentes as enzimas
proteciiticas como tripsina, quimiotripsina, renina ¢ papaina e nao resistentes a

ficina.{ BERGDDOLL, 1872)



iV.4.4. Agao biolégica das enterotoxinas

A intoxicacdo alimentar estafiloctcica € uma patogenia que ocorre
devido & ingestao de enterotoxina pré-formada em alimentos contaminados. E
uma enfermidade gastrointestinal aguda com presenca de nauseas, vOomitos,
colicas abdominais, diarréia e prostracao, que ocorrem em um perfodo médio de
4 horas ap6s a ingestéo do alimento contaminado. Esses sintomas se manifestam
conjuntamente ou alternados, como nduseas, vOmitos e prostracdc ou ainda,
colicas abdominais, diarréia e prostragdo, sendo que o modo de agdo da
enterotoxina no homem néo estd completamente esclarecido (BERGDOLL, 1979).
Outros sintomas como queda da pressao sangiiinea e elevagéo da temperatura
corporal também foram observados, indicando a passagem das enterotoxinas do
estdmago e frato intestinal para a corrente sangiiinea (BERGDOLL, 1990a).

A emese, ou vomito &€ o mais freqilente sintoma causado pelas
enterotoxinas, pois elas atuam nos receptores nervosos do centro do vomito,
distribuidos ao longo das visceras abdominais, transmitindo estimulos via vago
e nervos simpaticos (BERGDOLL, 1970).

Estudos indicam que diferentes sitios das enterotoxinas B e C sado
responsaveis pelo desencadeamento de diferentes atividades bioldgicas. O
fragmento ou porgdo amino-terminal da proteina induz o efeito mitogénico,
enquanto que a porgdo carboxi-terminal & responsavel pela emese. SPERO &

MORLOCK (1978), fracionaram a enterotoxina C1 com tripsina e avaliaram as
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diferentes actes dos fragmentos obtidos. O maior, com peso molecular de 22.000
Da, desenvolveu forte ligagdo com o antissoro. Quando esse fragmento foi
inoculado em macacos esses apresentaram vdmitos. Ja o fragmento de 6500 Da
quando inocutado em cultura de células de rato, apresentou acgio mitogénica e
nio desenvolveu atividade emética em macaco. O fragmento de 22.000 Da nZo
resultou em atividade mitogénica.

A administracdo das enterotoxinas por via oral, via inravenosa ou
intraperitoneal em macacos, gatos € cobaias tem sido freqlentemente utilizada,
mas 0 animal que apresentou sintomas semelhantes ac do homem foram os
macacos, Macaca mulatta ( VARADARAJ & RANGANATHAN, 1988).

SURGALA e col., (1951), demonstraram que dentre os indmeros
compostos produzidos pelo estafilococos, somenie as enterofoxinas provocavam
vBmitos em macacos, sendo que outros produtos nao interferiam nos resultados
do teste, ndo havendo necessidade de tratamento da amostra antes de ser
administrada em animais.

Outros estudos indicam que a EEB é citotoxica em células hepaticas
humanas e exibem a capacidade de modificar o metabolismo dessas células,
alterando os niveis de ciclogenase e lipoxigenase metabdlicas pela via do acido
araquiddnico, além de poder contribuir para inflamacéo, edema e Choque Toxico
Letal (BOYLE e col.1994, JETT e col. 1990, PARSONNET 1989).

A EEB é considerada um super-antigeno pelo fato de desenvolver
diferentes respostas imumolbgicas no hospedeiro, caracterizadas pela acao

mitogénica nos linfocitos T, “in vivo" ou "in vitro”. A administragéo prolongada
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de enterotoxinas resulta em debilidade, atrofia timica e também profunda
imunodeficiéncia, provavelmente secundaria, em niveis cronicamente elevados de
producdo de citocinas { ABBAS 1995).

Em decorréncia do estimulo aos linfécitos T e macrdfagos pela
enterotoxina B, ocorre a producao e liberacao de mensageiros quimicos, como o
interferon, as linfocinas e interleucinas 1, 6 e 11, o fator de necrose tumoral{(TFN);
o fator de coagulagdo intravascular disseminada(CiD} e outras substancias
quimiotaticas (ABBAS,1985). As citocinas sdo, provavelmente as responsaveis
pelas reagbes sistémicas como febre e coagulagéo intravascular disseminada
(ABBAS, 1995).

BEAN e col., em 1993, estudaram a habilidade da interleucina 10 (IL-
10) proteger camundongos contra choque tdxico letal causado pelfa administragao
de EEB. Tratamento com IL-10, impediu a morte de animais que receberam EEB,
quando esta foi administrada antes ou durante a aplicacéo da EEB, mas foi pouco
efetiva quando aplicada apés a administragdo da enterotoxina B. Esta observagao
indicou que IL-10 & capaz de regular a célula T "in vivo" .

CHAPES, 1893 e «col, observaram que em camundongos
sensibilizados pela EEB gue a resposta imune ndo dependia da agao dos
macréfagos pela células especificas apresentadoras de antigeno, pois 0s
linfécitos T podem ser ativados diretamente pela presenga de mediadores

quimicos do sistema de defesa como a interleucina 10.
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iV .4.5. Purificagao das enterofoxinas

Ensaios realizados para purificar as enterotoxinas estafilococicas
tiveram inicio em 1959 por BERGDOLL e col, e consistiam, basicamente, na
precipitagdo acida da enterotoxina, seguida de adsorcdo em alumina,
precipitacdo alcodlica e aplicagdo em coluna com resina Amberlite IRC-50 e
posterior eletroforese em gel de amido. Esse método foi abandonado por levar a
uma desnaturacdo parcial da enterotoxina e consequente perda no rendimento.

Uma grande evolucio foi o método de separagao proposto por
SCHANTZ e col. em 1965, onde se utilizavam duas cromatografias de troca ibnica
e uma filtragdo em gel. Na primeira etapa, a enterotoxina foi adsorvida em resina
Amberiite CG-50, a segunda em carboximetilcelulose e a terceira etapa a
enterotoxina foi purificada por fillragdo. Esses metodos sofreram modificacdes
com a utilizagdo da resina de &cido carboxilico CG-50, carboximetilcelulose,
hidroxiapatita e filtragdo em gel Sephadex A-50 (ROBERN e col., 1975) e, para a
purificagdo da enterotoxina estafilococica do tipo B SCHANYZ e col., 1965,
ROBERN e col., 1975 usaram Sepharose “Fast Flow" para troca-ibnica e
Sephacryl 5-200 HR para filtragdo em gel. Com esse meétodo, atingiu-se um
rendimento de 99%, e bom estado de pureza para a enterotoxina do tipo B.

Para a purificacdo de enterotoxinas em solugbes onde sua
concentracdo é baixa, pode-se ufilizar o método de focalizagao ispelétrica, que

tem como principio a separagdo da proteina através dos diferentes pontos
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isoelétricos (ROBERN e col. 1974, METZGER e col., 1972), em combinagao com
cromatografia em resina de troca idnica Amberlite CG-50 e filtragdo em gel Tanto
a enterotoxina B como a C podem ser purificadas por esse método. (ENDE e col.,
1983)

Qutra metodologia proposta foi a utilizacdo da cromatografia liquida de
alta eficiéncia (High Pressure Liquid Chromatography HPLC) preconizada por
WILLIANS e col.,1983, que purificou a enterotoxina B e observou que a mesma
apresentava contaminacdes com proteinas de baixo peso molecular. Apos
desnaturacdo com dodecil sulfato de sddio (SDS) um alto indice de purificacdo
foi obtido. Posteriormente, STRIKLER e col., em 1879, desenvolveram um
método rapido para purificagho de enterotoxinas empregando HPLC de fase
reversa, e posteriormente, recromatografaram por HPLC de troca idnica, obtendo-
se uma recuperacgao da proteina de aproximadamente 50%.

REYNOLDS e col. em 1988 descreveram um método simples de
purificagdo, no qual o corante sintético Tiazina "REDa" e acoplado & matriz
suporte de agarose. O uso de cromatografia de afinidade ligado a corante tem
sido aplicado para a purificaggo das enterotoxinas A, B e C1 em larga escala
{(BRENM e col., 1990).

Somente apds sua purificagdo & possivel avaliar a natureza quimica e
imunolégica das enterotoxinas estafilococicas. A reatividade imunoldgica &€ um
estudo que depende da identificagao dos seus determinantes antigénicos, dados
pelas diferentes segiiéncias de aminoacidos, capazes de estimular resposta

imune do hospedeiro.



IV.4.6. Reatividade soroldgica

As enterotoxinas estafilocOcicas apesar do baixe peso molecular sao
imunogénicas, ou seja, capazes de estimular a resposta imunologica com
formacéo de anticorpos e de interagir com eles. Possuem um ndmero grande de
sitios de homologia entre elas, gue sédo definidos pelas seqiiéncias idénticas de
aminoacidos, em determinadas porgdes das moléculas (JONES & col, 1990). A
similaridade nas seqiiéncias de aminodcidos é maior entre as enterotoxinas do
mesmo grupo, como & o caso das enterotoxinas do grupo C (C1, C2 e C3)
(BERGDOLL, 1980).

As enterotoxinas A, B, C, D e E contém mais de um determinante
antigénico. No caso da enterotoxina C, existem dois sitios antigénicos no
grupamento carboxiterminal e um outro no grupamento amino terminal {LEE e
col., 1980). Esses mesmos autores observaram que as enterotoxinas C1e CZ,
quando utilizadas para a producéo de anticorpos, induziam a reatividade cruzada.
Em outras palavras anticorpos anti-EEC1 frente & EEC2, desenvolviam reagao
cruzada ou de identidade parcial. O mesmo aconteceu quando anticorpos anti-
EEB eram colocados para reagir com as enterotoxinas C1 e C2. ( LEE e col,
1980)

LEE e col., (1984) verificaram gue as enterotoxinas C1 e G2 reagem
com o mesmo anticorpo principal, porém, cada uma tem seu anticorpo secundario

especifico. A enterofoxina C3 reage com seu anticorpo principal, mas a reagao
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indica que os sitios antigénicos responsaveis por esta reagéo, nao sao idénticos
aos sitios das oufras toxinas do grupoc C. A EEC3 tem serina como residuo N-
terminal, ao passo que EEC1 e EEC2 tém acido glutdmico com residuo N-
terminal, apresentando serina como o proximo residuo na seqiiéncia de
aminoacidos (SCHMIDT e col,, SPERO & MERLOCK, 1983).

Reacbes cruzadas acontecem também entre a EEE e a EEA, que
estimulam a producgéo de um anticorpo principal e anticorpos secundarios comuns
as duas enterotoxinas evidenciando grande similaridade na composicao de seus
aminoacidos. (BERGDOLL, 1979).

Foram observadas reacBes cruzadas entre as enterotoxinas A e E,
tanto com o$ anticorpos principais quanto com os anticorpos secundarios.A
enterotoxina D ndo apresenta reatividade cruzada com anticorpos comuns a
enterotoxinas A e E, porém existem evidéncias de que alguns anti-soros nativos
devam conter anticorpos que reajam com as trés enterotoxinas (BERGDOLL,

1890). Anticorpos monoclonais preparados contra enterofoxina A reagem

fracamente com as enterotoxinas B ,C e D, e mais fortemente com a enterotoxina
E quando utilizado o método do ELISA indireto (EDWIN e col. 1986)

Outras pesquisas realizadas por SPERO e col, ( 1978), confirmaram a
ocorréncia de reaces cruzadas entre as enterotoxinas B e C. Poréem, a
concentragéo de anticorpos necesséria para as reacbes heterdlogas € quatro
vezes maior do que para a série homaéloga. O determinante antigénico principal

de uma enterotoxina possui similaridade com o de outra, mas nao possul
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estrutura idéntica.

Fragmentos das enterotoxinas B e A, obtidos apds hidrélise com
tripsina e colocados frente ao anti-soro produzido contra a toxina nativa, {ou
toxina bruta), desenvolveram reagbes cruzadas (SPERO & MORLOCK, 1978).
Estes mesmos autores desenvolveram trabalhos com o objetivo de avaliar a
acdo da enterotoxina quando fragmentada e a reatividade imunologica de cada
um dos fragmentos, e em todos os trabalhos tentaram avaliar 0 numero de
determinantes antigénicos e qual a agdo de cada um deles.

JETT e col, em 1994, desenvolveram pesquisas para definir a relagao
da estrurura das enterotoxinas e suas varias atividades bioldgicas, enfocando
primeiramente a ativagéo dos linfocitos T. Esses estudos indicam gue mais de
uma regio da toxina esta envolvida na ativagéo da célula 1.

A proliferacao das células T também foi atribuida ao fragmento amino
terminal da enterotoxina C (BOHACH & col.,1989) e ao péptide amino terminal
da enterotoxina estafilococica A (PONTZER € col.,1989).

Outros estudos, entretanto, revelaram que sua capacidade de induzir a
proliferagdoc de células T e pirogenicidade, estariam associados ao
agrupamento carboxiterminal no terceiro-guarto da EEC (BOHACH e col,
1089). Reconhecendo a capacidade imunogénica das enterotoxinas nativas, e
de seus fragmentos, analises sorolégicas podem ser utilizadas para a
identificagdo das toxinas através de reagbes especificas Ag-Ac, apesar de

constatar-se que reagbes cruzadas podem acontecer € que, no entanto,
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podem ser eliminadas aumentando-se a especificidade dos métodos

empregados.

IV.4.7. Métodos sorolégicos de detecgdo de enterotoxinas

Os métodos sorolégicos “in vitre” utilizados para identificar, separar e

quantificar as enterotoxinas estafilocdcicas tem se mostrado eficientes por
possuirem maior sensibilidade de detecgao, proxima a 0,1ng (BERGDOLL, 1981).

Entre as varias técnicas de imunoprecipitacdo em gel as mais
empregadas sdo as Reagbes de Imunodifusdo Simples em gel de agar ou
agarose (ADESIYUN e col.1984, BERGDOLL, 1979). Essa técnica de difusao
unidimensional *Oudin” foi 0 método mais utilizado para ahéiises guantitativas das
enterotoxinas a partir dos sobrenadantes de culturas. Também ¢ usada para a
quantificagdo de enterotoxinas nas diferentes fases de sua purificagdo e na
determinagio dos titulos de soros imunes, apresentando uma sensibilidade de
detecgéo de 1 a 2 ng/mi de enterotoxina/mi (BERGDOLL.,1981).

Ja as reacdes de imunodifusdo dupla podem ser usadas para
determinar a relacdo entre diferentes antigenos ¢ um determinado anticorpo. O
limite de sensibilidade para o método situa-se ao redor de 0.5 ug/mi quando se
utiliza o meétodo de Quchteriony para Placas de Otima Sensibilidade *O8P*,
proposto por ROBBINS, e col. 1974, enquanto que © método em microlamina

modificado por WADSWORTH e col., 1857 detecta 0.1 pg/mi de enterotoxina.
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Devido as intoxicagdes alimentares acontecerem em fungdo da
producdo de enterotoxinas produzidas por Sfaphylococcus aureus na
concentracdo acima de 1 ng/ml, os niveis de sensibilidade dos testes acima
descritos, estdo abaixo das necessidades ideais de detecgao da enterctoxina em
alimentos, sendo que, os méfodos mais sensiveis propostos atualmente sao:
Hemaglutinacdo Passiva Reversa (HPR), Radio Imuno Ensaio (RIA), Reversed
Passive Latex Aglutination (RPLA), Ensaio Imunoluminométrico (ILMA) e o Ensaio
Imunocenzimatico (ELISA).

O RIA |, é um método muito sensivel, pois detecta quantidade de até 0.1
ng/ml e o principio da reagiio baseia-se na competicdo entre moléculas de
enterctoxina marcadas com |25 @ n&o marcada. As enterotoxinas marcadas e nao
marcadas competem com o sitio de ligagao dos anticorpos que foram adsorvidos
na parede interna dos tubos de poliestireno, quanto maior a concentragao de
enterotoxina menor a intensidade da reacao radiante (BERGDOLL e col. 1883,
COLLINS e col. 1972). Basicamente séo dois os inconvenientes desse metodo.
Devido a alta sensibilidade, os interferentes presentes no alimento ou nos meio de
cultura semeados com o estafilococos, diminuem a resolucédo da reagéo, aliadas
ao fato de se utilizarem substancias radioativas com os riscos a elas inerentes,
além da necessidade de uma infra-estrutura complexa e de elevado custo
operacional.

No método de Hemaglutinagao Passiva Reversa utiliza-se da adsorsao
de anticorpos especificos a hemacias tratadas com acido tanico, seguida de

aglutinacdo de células sensibilizadas com  enteroloxinas.  Esse metodo
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apresenta uma sensibilidade de 0.1 pg/100 g de alimento. Neste metodo, o
inconveniente é o surgimento de reacgbes inespecificas de agiutinagdo
(SILVERMAN e col. 1968).

O ensaio conhecido como RPLA" Reversed Passive Latex Aglutination”
utiiza adsorgdo de anticorpos especificos a particulas de latex, e sua
sensibilidade é de 0,1 ng/ml. O inconveniente também & o desenvolvimento de
reagbes inespecificas de aglutinacéo, em especial em extratos obtidos em
alimentos (BERGDOLL e col,, 1983, IGARASHI e col., 1986).

Como ja colocado anteriormente LOHNNEIS, e col, em (1987),
verificaram que o ensaio imunoluminométrico, baseado na utilizagdo de
anticorpos reveladores acrescidos de isominol € peroxidase como conjugado,
atingia alta sensibilidade, detectando até 0.1 ng de enterotoxina por ml do
sobrenadante de cultura de estafilococos. O inconveniente foi a ulilizagdo desse
método em alimentos, devido a presenca de interferentes que comprometem sua
resolucao.

Tanto o “RIA”, quanto Hemaglutinacdo Reversa, como “RPLA’
Reversed Passive Latex e o' ILMA® Ensaio Imunoluminométrico possuem o
mesmo incoveniente, a alta sensibilidade em detrimento da baixa especificidade.

Esse métodos quando empregados para detectar enterotoxinas em
alimentos apresentam considerdvel numero de reagbes falso positivas, devido
aos interferentes do alimento.

Dentre os métodos sorolégicos de quantificacdo da concentracéo de

antigenos, © que possui maior especificidade e sensibilidade | & o
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método de ELISA, ou anélise de imuno-adsorgao por ligacéo enzimatica.

Existern diferentes métodos de ELISA, como: ELISA competitivo,
FLISA simples e ELISA em sanduiche”.

No método de ELISA que utiliza a técnica de inibicdo o antigeno &
aderido aoc suporte e, s&0 adicionadas concentragbes variadas de antigeno
soltivel competidor e concentragbes constantes de anticorpos marcados com a
enzima. Incuba-se, removendo-se 0 excesso de anticorpe marcado e o antigeno
solivel por lavagem, medindo-se a quantidade de anticorpo marcado ligado.
Diante de uma quantidade fixa de antigeno imobilizado, a quantidade de anticorpo
marcado fixo diminui, a medida que & aumentada a concentragéo do antigeno a
ser detectado na amostra, caracterizando uma reacdo por competicdo, que
permite a quantificacio do antigeno marcado. Quanto maior a concentracio de
antigeno na amostra, menor é a reacdo da imunoglobulina marcada com o
antigeno fixado ao suporte (ABBAS, 1895).

O método de ELISA do tipo "duplo sanduiche” seguramente € 0 mais
utilizado pois é mais sensivel e mais especifico do que os demais métodos
sorolagicos conhecidos. A grande sensibilidade do método & atribuida ao fato de
se utilizarem dois anticorpos espécie-especificos diferentes contra um mesmo
antigeno na reacéo (FEY e col.,1982, 1984 e FREED e col., 1982).

O experimento desenvolvido por FREED e col, em 1982 utilizou
imunoglobulinas purificadas adsorvidas a trés tipos de suportes, esferas, tubos

e placas de poliestireno, sendo as esferas escolhidas, pois possibilitaram maior
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guantidade de anticorpos ligados & fase sdlida detectando desta forma todas
as enterotoxinas.

Todos meétodos possuem vantagens e desvantagens, porem o duplo
sanduiche é atualmente o método mais recomendado e aparece como 0 mais
viavel para a detecgéo de enterotoxinas estafilocécicas em alimentos.

FEY, 1984 e col, & FREED e col, 1982, foram undnimes em
demonstrar que pode-se utilizar a toxina bruta, que néc havera diminuicdo da
especificidade do teste, desde que se utilize o "duplo sanduiche” com dois
anticorpos espécie-especificos diferentes FREED e col, (1982) observaram
também que nado ha interferéncia da proteina A dos estafilococos guando ©
suporte para a adsorcdo é tratado com sorc bovino, a nao ser guando houver
uma grande concentragdo dessa proteina. Esse problema foi resolvido com
tratamento da lgG com pepsina, que remove o fragmento Fc da molécuia de igG
que se liga a proteina A. O Gnico inconveniente neste caso seria uma diminuicao
na sensibilidade do teste FREED e col, (1982).

Ja o método desenvolvido por ENGVALL e col, em 1972, foi do tipo
ELISA competitivo, utilizando o antigeno para adsorgao em tubos de poliestireno
seguido da aplicagdo de antissoro e de uma solugao preparada de anti-

imunoglobulina conjugada a peroxidase.
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V. Material e Método

V.1. Meéetodo

V.1. 2. Produgdo de enterotoxina estafilocécica do tipo B

A cepa de Staphylococcus aureus SG produtora de enterotoxina
estafilococica B, cedida pelo Food Research Institute-EUA, foi reativada em meio
de BHI ( Brain Heart Infusion - Difco ) e cultivada em 50 ml de meio a 37°C sob
agitagéo de 210 rpm. Um total de 8 frascos tipo Fernback contendo 600mi de
caldo triptona (Difco) a 3% e extrato de levedura (Difco) a 1%, foi inoculado com 5
mi da cultura reativada e incubada a 37°C por 48 h. O cultivo foi filtrado em uma
unidade de utrafiliragdo tangencial modelo Peflicon (Millipore), utilizando-se
membranas de acetato celulose com porosidade de 025 pm de diametro
(Millipore) e o extrato obtido foi diluido a 1:5 em agua destilada e o pH ajustado
para 5,6 com solugdo de HCla6N.

A andlise quantitativa da EEB nesse filrado e em todas as outras
etapas do processo foram monitoradas pelo método de dupla difusdo em gel
(OUCHTERLONY 1949) e as determinagfes das proteinas totais pelos métodos

de biureto e de LOWRY (LOWRY e col.,1951).



V.1.3. Purificagao da enterotoxina estafilocécica do tipo B

A enterotoxina B foi purificada atraves de duas cromatografias de troca
ibnica com as resinas Amberlite CG-50 (Mellinchrodt Chemicai Works) e CM-
Sepharose (Pharmacia) seguida por oufra de exclusdo molecular em Sephadex
G-75 (Pharmacia).

Para a primeira cromatografia, a resina Amberlite CG-50 foi equilibrada
em tampao fosfato de sédio 0,005 M pH 5,6 e 50 mi foi adicionada ao filtrado,
mantida sob agitacio durante 2 horas a temperatura ambiente, para a adsorgéo
da toxina. A resina foi empacotada em uma coluna de vidro de 3.0x25 cm e
lavada com dois volumes de agua destilada para a refirada de particulas naoc
adsorvidas. A toxina foi eluida com 650 ml de tampéo fosfato de sédio salino 0.5
M a pH 6.2. O eluido obtido foi concentrado em polietileno glicol 6.000 até o
volume de 150 ml e dialisado em tampéo fosfato de sddic 0,005 M.

Para a segunda froca ibnica foi utilizada a resina CM-Sepharose
previamente equilibrada ¢ empacotada em coluna de 1,6x40 cm, com tampao
fosfato de sodio 0.05 M a pH 5,6. Os 150 ml do primeiro eluido foram aplicados a
coluna e a toxina foi efuida com 200 mi de tampao fosfato de sédio 0.03 M pH 6,0,
seguindo com 400 ml de tampéo fosfato de sédio 0,045 M a pH 6.2, O eluido foi
coletado no FRAC-100 (Pharmacia) programado para separagao de fragbes de 5
mi e conforme o aumento do teor de proteinas o volume coletado programado

passou para 3 ml.
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As fragbes contendo 3mi foram agrupadas, concentradas até o volume
de 2.0 mi, dialisadas em tampio fosfato de sédio 0,5 M pH 6,2 e aplicada na
coluna de exclus&o molecular.

A exclusdo molecular fol realizada com a resina Sephadex G-75
equilibrada em tampéo fosfato de sodio 0,005 M pH 6.8, contendo 0,5 M de NaCl
e empacotada numa coluna de 16x100 cm. A fragdo protéica coletada
correspondeu a um volume de 20 mi.

Apés cada etapa da purificag8o, as amostras foram analisadas quanto
ao contetido protéico pelo método de Lowry e a enterotoxina B por imunodifuséo
dupla em gel.

A eficiéncia e o grau de purificacdo da enterotoxina foi determinada

através de técnica eletroforética em gel de poliacrilamina SDS-PAGE (LAEMMLI

1970).

V.1.4. Obtengio de soro anti enterotoxina estafilococica do tipo B

e determinacéao do titulo.

Foram utilizadas 2 fémeas jovens de coelhos albinos, da raga Nova
Zelandia, pesando de 2 a 3 k e duas cobaias jovens com peso médio de 600g.

A dose inicial para a imunizagdo dos animais, foi preparada
emulsionando-se 1 mi de solugéo contendo 200pg de EEB diluida em solugéo

fisiologica em 1 mi de adjuvante completo de Freud.
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Cada animal recebeu uma injecéo contendo 0,5 mi da emulséo, na
regido interna do coxim plantar traseiro via subcutanea, de modo que coube a
cada um 50 ug de EEB.

No 14° dia, as cobaias receberam a segunda dose contendo 50 ug de
EEB emulsionada em adjuvante incompleto de Freud numa proporcao de 1:1. A
dose reforgo dos coelhos foi de 50 pg de EEB emulsionada em adjuvante
incompleto de Freud, seguindo as proporgdes anteriores, e foi inoculado no 21°
dia ap6s a primeira imunizacao.

A produgéo do anticorpo foi monitorada através da pungéo de 1 mi de
sangue da via marginal da orelha dos coelhos e nas cobaias através da pungao
infracardiaca.

No 28° dia o soro das cobaias atingiu um titulo 1:32 considerado
satisfatério e os animais foram sacrificados apos sangria total. O soro dos coelhos
atingiu um titulo de 1:32 no 42° dia, sendo entdo realizada a sangria fotal dos

animais.

O titulo do soro imune foi definido como sendo a Ultima diluigao do soro
gue formou uma linha de precipitago visivel quando ensaiada contra a EEB
padrao.

O sangue foi centrifugado a 2000 rpm durante 10 minutos para a
separagao do soro, que foi fitulado por imunodifusao dupla em gel de agar noble.

O método da dupla difuséc em gel foi realizado em placas de 50mm de

didmetro recobertas com 4,0 ml de agar noble a 1,2% em tampéo tris 0,05M pH
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7.4. O agar foi perfurado com o auxilio de um molde acrilico padronizado pelo
F.R.I (Food Research Institute) contendo seis orificios. No orificio central foi
aplicada a EEB padrdo na concentragdo de 4 upg/m! e nos orificios laterais
menores o soro produzido nas diluicoes 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 sendo incubado a

37°C por 24 horas.

V.1.5. Purificacdo de IgG anti-EEB, obtidos em coelhos e cobaias

O método de purificagédo utilizado foi o fracionamento do antisoro a frio
em banho de gelo com adicgo de sulfato de ambnio (NH4)2504, ate 35% de
saturacdo, que foi adicionado lentamente sob agitagéo, durante duas horas; com
a finatidade de se obter IgG anti enterotoxina B (HEBERT e col. 1873). Em
seguida a solucao foi centrifugada a 8.800 rpm por 10 min e o precipitado
ressuspenso em solugdo salina 0.85%, para um volume de 34 mi igual ao volume
original do soro. Repetiu-se o fracionamento com sulfato de amdnio até a
saturagdo de 35% sendo a solugdo novamente centrifugada e o sobrenadante
removido. Apés o ltimo fracionamento, o precipitado foi ressuspenso em 2 mide
tampao fosfato de sodio 0.01M pH 7.2 contendo 0.85% de NaCl e dialisado no
mesmo tampao até completa remogéo do (NH4),50,.

Posteriormente o dialisado foi purificado por cromatografia de exclusao
molecular em coluna de 1.6 x 100 cm, contendo Sephacry! 5-200 (Pharmacia) pré

equilibrada com o mesmo tampéo. A eluigao fol realizada a uma velocidade de
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0.42 mi/minuto e as fracbes contendo IgG foram combinadas, concentradas e
dialisadas em tampao fosfato de sodio C.01M pH 9.6. A atividade do material

obtido foi determinada por imunodifusao dupla em gel e conservado a -20°C.

V.2. Padronizacio do ensaio imunoenzimatico (ELISA) "dupio

sanduiche” para a detec¢ao de EEB,

A padronizagdo do ensaic imunoenzimatico para detecgdo de
enterotoxina estafilocéeica do tipo B, seguiu as seguintes etapas:

1-Determinagdo do titulo de uso da igG de coelho anti cobaio
conjugado a peroxidase;

2-Determinacédo do titulo de uso do soro de cobaias e 1gG de coelhos
anti-enterotoxina estafilococica do tipo B;

3-Determinacdo da sensibilidade do ensaio para a detecgio da

enterotoxina B pura de estafilococos;
4-Determinacdo da sensibilidade do ensaio para a detecgéo da

enterotoxina B de estafilococos em alimentos.
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V.2.1. Determinacdo do titulo de uso do conjugado (igG de

coetho, anti-cobaia), conhjugado a peroxidase.

E—-< Q> - wj%iiﬁ{mww&» Subsirato

¥ ¥Conjugado (igG de costho anti cobaia)
s Soro de cobala
s g de costho anti-cobaia

e Subsirato

42



Placa de Poliestireno (ELISA)
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Esquema do ensaic de ELISA
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O conjugado anti-lgG de cobaia, produzido em coelho, foi comerciaimente
obtido (SIGMA). De acordo com as especificagbes do fabricante a diluicdo
recomendada para uso deveria ser 1:40.000, para o teste realizado com a IgG de
cobaio purificada.

No presente trabaltho, o anticorpo a ser revelado néo foi purificado, ou seja,
utilizou-se na reacdo o soro total de cobaio ap6ds imunizagdo com a enterotoxina
B. Portanto, julgou-se conveniente titular esse conjugado frente ao soro fotal.

Sendo assim, o soro de cobaia foi diluido a 1:50; 1:100; 1:500; 1:1.000 e
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1:2.000 em tampéo carbonato-bicarbonato com 0,005M pH 8,6 & 100 ul de cada
diluicso foram aplicadas em placas de poliestireno para serem testadas em
duplicatas, frente a diferentes diluicdes do conjugado. Isto &, a primeira diluicao
que correspondeu a 1:50, coube &s colunas 1 e 2 e as colunas 3 e 4 coube a
diluigdo 1:100, e assim sucessivamente, até as colunas 9 e 10 onde foi aplicada a
gitima diluicdo. Apds 18 horas a 4°C, a placa foi lavada trés vezes com PBS/T
(tampéo fosfato salina 0,02M-Tween 20 a 0,2% pH 7,4) e em seguida todas as
cavidades receberam 200ul de PBS/T/L (leite em pé desnatado a 2% diluido em
PBS/T) para neutralizar todos os possiveis sitios de reagao.

Ap6s 1 hora a 37°C de incubagéo em cdmara Gmida, a placa foi novamente
lavada com PBS/T.

O conjugado a ser titulado foi entdo diluido a 1:10.000, 1:20.000 e 1:40.000
em PBS/T e cada uma dessas diluicdes foi testada frente as diluigbes do soro de
cobaia. Apés 1 hora de incubagdo nas condigdes ja descritas, a placa foi
novamente lavada e, em seguida, foi adicionado o substrato de revelagao em
todas as cavidades da placa. Esse substrato constituiu-se de 0,04% de OPD
(ortofenilenodiamina) diluido em tampao acido citricoffosfate 0,1 M pH 66
acrescido de 0,5% de H0, (30 volumes). Apos aproximadamente 10 minutos,
perfodo para o aparecimento de cor ambar, as reagdes foram interrompidas pela
adicdo de 100u! de uma soluglo de HzS04 2 M.

Como controles do teste foram incluidas as seguintes reagbes:

Sorp de cobaia + substrato
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Conjugado + substrato

As colunas 11 e 12 da placa serviram como branco da reacao, recebendo
apenas o substrato.

A placa foi lida em espectofotdmetro Multiskan, a 492 nm, e resultado foi
obtido descontando-se as leituras de densidade optica das reagbes do controle.

Para a definicdo do titulo de uso do conjugado, foi definida a leitura de D.O.

maior ou igual a 0,200.

V.2.2. Determinagdo do titulo de uso do soro de cobaia e IgG de

coelhos anti-enterotoxina estafilocécica do tipo B.
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Para essa etapa foi utilizado o sistema de diluigho em bloco, visando
definir, a0 mesmo tempo, o titulo do anticorpo de captura, ou seja, a fragéo IgG
purificada obfida de coelhos imunizados com a enterotoxina B de estafilococos, e
o titulo do anticorpo detector, ou seja, o soro de cobaia, também obtido apds

imuniza¢ao com o mesmo antigeno.

Placas de poliestireno com 96 cavidades foram sensibilizadas com 100wl
do anticorpo de captura (IgG de coelho) diluido em tampé&o carbonato bicarbonato
pH 9,6 a 1:100, 1:200, 1:300, 1:400, 1:500, 1:800, 1:1.000 e 1:2.000. Cada 100ul
da diluicio 1:100 foi aplicada as colunas de 1 a 10 das fileiras A e B; nas fileiras C
e D a diluicdo 1:200 do anticorpo de captura, e assim sucessivamente até a dlima
diluigao. Nas colunas 11 e 12 foi colocado apenas o diluente. Uma terceira placa,

na sua totalidade, funcionou como controle das reacoes.

As placas foram incubadas por 18 horas e, em seguida, procedeu-se a
lavagem por trés vezes com PBS/T 0,02M pH 7.4, contendo 0,05% de Tween 20,

durante 2 minutos.

Em seguida, em todas as cavidades das placas foram acrescentados 200p!
de uma solugao 2% de leite em pé desnatado diluido em PBS/T {PBS/T/L), sendo
incubadas por uma hora a temperatura ambiente e novamente lavadas por trés

vezes com PBS/T.

A enterotoxina estafilococica B (EEB) purificada e diluida em PBS 0,02 M

pH 7,2 nas concentragbes de 5ng, 10ng, 50ng e 100 ng/mi, foram aplicadas
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as placas conforme a seqiiéncia: 100! da primeira diluicao contendo Sng/mi de
toxina , foram aplicados as colunas 1 e 2 em todas as fileiras, enquanto que a
diluicao contendo 10ng/ml, nas colunas 3 e 4, e em todas as fileiras, de maneira
que todas as diferentes diluigdes do anticorpo de captura foram colocadas para
reagir frente as diferentes concentragbes do antigeno. Nas colunas 10 e 11 foram

acrescentados 100 pl de PBS/T. Apés incubagdo a 37°C por uma hora as placas

foram lavadas de acordo ¢com o procedimento ja relatado.

O soro de cobaio anti EEB foi ditufdo a 1:500 e 1:1.000 em PBS/T e 100pu!
da primeira diluigao foram aplicados as fileiras A, C, E e G enquanto as fileiras B,
D, F e H receberam 100u! da segunda diluigao. incubou-se as piacas & 37°C em

camara Omida por uma hora que em seguida foram lavadas conforme ja descrito.

Foram adicionados 100ul do conjugado na diluiggo 1:20.000 em todas as
cavidades, com excecgao daquelas controle em que essa solugao nao se aplicava.
Apos esse periodo procedeu-se a lavagem com PBS/T por frés vezes
consecutivas. A reagao foi revelada pela adiglo, em todas as cavidades, de 100ul
de substrato, ou seja, tamp#o acido citrico fosfato 0,1M pH 5,6 contendo 0, 04%

de ortofenilenodiamina (OPD) e 0,5% de Hy02(30 volumes).

Controles foram incluidos no ensaio, além dos ja citados (conjugado e

substrato), contendo:

IgG de coelho + soro de cobaia + conjugado + substrato
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I9G de coelho + conjugado + substrato
EEB + soro de cobaia + conjugado + substrato
EEB + conjugado + substrato

Soro de cobaia + substrato
Conjugado + substrato

A placa foi mantida a temperatura ambiente por aproximadamente 10
minutos, até o aparecimento da cof smbar. Em seguida as reagbes foram

interrompidas pela adicao de 100pl de uma solugao de Ha504 2 M.

A placa foi fida em espectofotémetro Multiskan, a 492nm, tomando como

branco da reagao a leitura das colunas 11 e 12.

para a determinagao dos valores dos titulos da lgG de coelho e do ant-
soro de cobaio foram considerados como positivos 08 yalores de ahsorbancia
(D.0.) nas reagoes pelo menos 2 yezes maiores que 0 valor medio das D.0. dos
controles negativos (sem antigeno), ja descontados 08 valores de leiturd das

colunas 11 € 12, onde foram colocados 05 controles do substrato.

Os titulos de uso ficaram assim definidos: 1gG de coelho ou anticorpo de
captura na diluicao 1:500, o que eqiiivaleu a 8,5ug de proteinas por ml e 0 SO0

total de cobaio anti EEB na diluicao 1:500.
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V.2.3. Determinacgao da sensibilidade do ensaio “EIE" para

detecgao de enterotoxina B purificada de estafilococos.

et Qy e éi%

¥
G de cobaia
'
EEB {enterotoxinas estafilocécicas do tipo B)
¥
s Suporie
¥

» 1gG de costho
» EEB

s Soro de cobaia
» oG de coslho anti-cobala conjugado a perowadase

«  Substrato

Nessa etapa determinou-se a sensibilidade do teste de Elk para a
deteccdo da enterotoxina estafilococica do tipo B. Utilizou-se para tal o anticorpo
de captura (IgG de coelho), o segundo anticorpo (soro de cobaio) e o conjugado
{1gG de coelho anti-cobaia) previamente titulados e variou-se a concentracao da

toxina purificada.
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O anticorpo de captura diluido a 1:500 contendo 6,5:g de proteinas por
mi em tampéo carbonato-bicarbonato com pH 9,8, foi aplicado a uma placa de
poliestireno nas fileiras A, B, C, D, E e F nas colunas de 1 a 10. Em outra placa a
mesma solucéo foi aplicada nas mesmas fileiras até a coluna 6. As placas foram

incubadas a 4°C por 18 horas €, em seguida lavadas por trés vezes com PBS/T,

Apds a lavagem fez-se o bloqueio com o leite desnatado a 2%, sendo

as placas incubadas a 37°C por 1 hora e lavadas com PBS/T.

A enterotoxina estafiloctcica do tipo B diluida em PBS/T foi aplicada,
nas concentracdes de 1ng, 2ng, 5ng, 10ng, 20ng, 40ng, 100ng, e 200ng/mt. A
diluicdo correspondente a concentragdo de 1ng de enterotoxina foi colocada nas
colunas 1 e 2, fileiras A, B, C, D, e H. A solugéo contendo 2ng de EEB, as colunas
3 e 4, fileiras A, B, C, D e H e assim, até a ultima diluigo. As outras cavidades
receberam 100ul de PBS/T. incubou-se por uma hora a 37°C e em seguida foi

feita a lavagem por trés vezes consecutivas com PBS/T.

Apbs essa etapa foi aplicado o soro total de cobaio diluido a 1:500, em
todas as cavidades com excecdo as colunas 11 e 12 e fileira F. As placas foram
incubadas por uma hora a 37°C, e transcorrido esse tempo, foram lavadas

consecutivamente com PBS/T, por trés vezes

Foi acrescentado a reacao o conjugado diluido a 1:20.000 em tampao

carbonato-bicarbonato com pH 9.6, exceto as colunas 11 e 12, sendo as placas
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entdo, incubadas durante 1 hora a 37°C, sendo apés, lavadas com PBS/T por trés

vezes,

A reacao foi revelada pela adicdo, em todos os orificios, de 100ul de
substrato ou seja, tampdo acido citrico fosfato 0,1 M pH 5,6 contendo 0,04% de
oriofenilenodiamina (OPD), e 0,5% de H20; (30 volumes). A placa foi mantida a
temperatura ambiente até o aparecimenic da cor &mbar, eqlivalendo a
aproximadamente 10 minutos. Em seguida a reagéo foi bloqueada pela adic¢ao,
em todas as cavidades, de 100ul de uma solugao de HxSO4 a 2M. A leitura de

D.0. foi realizada em especirofotdmetro Multiskan, a 492 nm.

Controles incluidos no ensaio:

igG de coelho + soro de cobaia + conjugado + substrato
igG de coelho + conjugado + substrato

Soro de cobaio + conjugado + substirato

EEB (nas diferentes conceniragbes) + soro de cobaia + conjugado +

substrato (H)
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V.2.4. Determinacdo da sensibilidade do ensaio para a detecgédo

da enterotoxina B de estafilococos em alimentos

—< o [}

Egg de cobaig

EgB em extrato de presunto & queijo

k 4
Suporte ¥

&

L3

G de coslho
+» EEB

Soro de cobaia

&

&

oG de costho anti-cobala conjugado a peroxidase

Substrato

@

Placas de poliestireno foram sensibilizadas com o anticorpo de captura
(igG de coelho) na diluigdo 1:500 em tampéao carbonato-bicarbonato com pH 9,6,

com excecdo das colunas 11 e 12 e fileira D. As placas foram incubadas a
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4°C por 18 horas e, apés esse periodo, foram lavadas por trés vezes

consecutivas com tampéo PBS/T.

Em seguida foi adicionado a solucdo bloqueadora contendo leite
desnatado a 2% em PBS/T, em todas as cavidades das placas, que foram

incubadas durante 1 hora a 37°C e lavadas por trés vezes com tampao PBS/T.

Apds o bloqueio, a enterotoxina estafilocdcica B purificada foi diluida
em PBS/T sob a forma de solugbes contendo 2ng, 5ng, 10ng, 20ng e 40 ng. A
soluggo contendo 2ng de EEB, foi aplicada as fileiras A e colunas 1 e 2, a diluigéo
contendo 5ng fol aplicada as colunas 3 e 4, ¢ assim sucessivamente distribuidas

em duplicatas até as colunas 9 e 10 onde coube a solugao contendo 40 ng.

Os alimentos escothidos para teste foram o presunto e o queijo tipo
Minas obtidos na rede comercial e, 10 g de cada amostra foram homogeneizados
em 90 mi de PBS/T. A mistura foi centrifugada a 10.000 rpm e o sobrenadante
com o pH 7.6 ajustado, foi separado em aliquotas de 5mi perfazendo um total de
cinco amostras, onde foram inoculados diferentes concentragbes de EEB (2ng,

Ang,10ng,20ng e 40ng).

Os extratos de presunto contendo as diferentes concentragies de EEB
foram aplicados nas fileiras B e E seguindo ¢ mesmo esquema da EEB purificada.
Os extratos de queijo foram aplicados nas fileiras Ce F, de acordo com o mesmo

esquema. As fileiras D, E, F, e G foram utilizados para os controles das reagoes.
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As placas foram incubadas a 37°C por 1 hora e posteriormente lavadas com

PBS/T trés vezes.

O segundo anticorpo (soro de cobaio) diluido a 1:500 em tampao
carbonato-bicarbonato pH 9,6 foi aplicado em todas as cavidades das placas,
exceto na coluna 11. Incubou-se por 1 hora a 37°C e em seguida lavou-se {rés

vezes com tampéo PBS/T.

Dando seqgiiéncia & reagdo, o conjugado (igG de coelho anti-cobaia)
diluido a 1:20.000 em PBS/T foi aplicado em todas as cavidades com excegao a
coluna 11 e as placas foram incubadas durante 1 hora a 37°C. Findo o tempo de
incubacdo procedeu-se a lavagem das placas com PBS/T por trés vezes. A
reacao foi revelada pela adigdo, em todas as cavidades, de 100ul de substrato ou
seja, de tampdo A&cido citrico fosfato 0,1 M pH 586 contendo 0,04% de

ortofenilenodiamina (OPD) e 0,5% de H20; (30 volumes).

As placas foram mantidas a temperatura ambiente até o aparecimenio
da cor Ambar nas cavidades controle, equivalente a aproximadamente 10
minutos. Em seguida a reag¢do foi bloqueada pela adicdo em todas as cavidades
de 100 ul de uma solugdo de H;S04 a 2M. A placa foi lida em espectrofotometro

Multiskan, a 492 nm, tomando como branco a coluna 11.
Controles incluidos no ensaio:

EEB purificada + soro de cobaia + conjugado + substrato
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Extrato de presunto contendo EEB + soro de cobaia + conjugado +

substrato

Extrato de queijo contendo EEB + soro de cobaia + conjugadc +

substrato

IgG de coelho + soro de cobaia + conjugado + substrato

A leitura correspondeu aos valores das D.O. fidas para controle da EEB

purificada, descontados os valores de D.O. de seus controles.

O teste foi considerado positivo para a detecgdo de EEB tomando as

leituras relativas aos testes com a EEB purificada como parametro.
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Vi — Resuftados

V1.1. Produgéo e purificagdo da EEB

A concentragao de proteinas totais no extrato inicial, foi de 23.760 mg
sendo que 502,71 mg foi a fragdo correspondente a enterotoxina B. Apds &
cromatografia de troca idnica em Amberlite CG-50, houve a recuperacao de
437,36 mg de enterotoxina B, equivalente a 87%. Esta fragao submetida a uma
segunda cromatografia em CM-Sepharose, resultou em 306 mg de enterotoxina
cujo rendimento correspondeu a 60,87%. Na elapa final, apds a excluséo
molecular houve um rendimento de 50,12%, o que correspondeu a uma
concentracao final de toxina B equivalente a 252 mg. O rendimento global obfido
no processo de purificacéo, foi de 50,12% superando os resultados obtidos por
CHANG e BERGDOLL (1879) e UENO (1989).

Os resultados obtidos durante todo o processo de purificagdo, podem

ser observado na tabela 1.
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Tabela 1 - Quadro geral das etapas de purificacao

A

B 650 2165 437,36 - 87%

c 85 480 - 306 60,87%
D 20 273 - 252 50,12%
E 50,12%

A. Sobrenadante de cultura filtrado

B. Valores de frac6es combinadas da cromatografia de troca idnica em Amberlite
CG 50

C. Valores de fracoes combinadas da cromatografia de troca iénica em CM -
Sepharose

D. Valores de fragtes combinadas da cromatografia de exclusao de gel em
Sephadex G - 75

E. Rendimento global
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Figura 1 - Cromatografia da enterotoxina B em CM - Sepharose,
pH 6,0
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Perfil da eluigdo da enterotoxina B em CM Sepharose. Amostra
aplicada em tampao fosfato de sodio 0,005 M pH 5,6 e eluida com
150 m! de tampdo fosfato de sédio 0,03 M a pH 6,0 seguido de
400 ml de tampéo fosfato desssédio 0,045 M a pH 6,2.



Figura 2 - Cromatografia de exclusdo da enterotoxina B em coluna de
Sephadex G 75.
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Perfil da cromatografia de exclusdo em Sephadex G75 com tampéo fosfato
de sodio 0,005M p H 6,8.
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VI1.2. Obtencéo de soro anti EEB e determinacéo do titulo.

O esquema proposto para a imunizagdo dos animais (vide quadro 1)
provou ser eficiente haja visto a obtencéo de um titulo iguat a 1:32 em coelhos e
cobaias.

Os soros obtidos demonstraram ser especificos para EEB, quando foi
testada frente as outras enterotoxinas de estafilococos ( A, B & D) conforme os
resultados observados na reacdo de imunodifusao dupla em gel evidenciado
pela precipitacdo de uma tnica nitida linha.

Quadro 1- Esquema de imunizagéo para Coelhos e Cobaias.

[HAS
imunizacao
coelho 1° dia 24° dia 42°dia
Toxina {«g) 50 50 Sangria total
Titulo - - 1:32
DIAS
Imunizacéo
Cobaia 12 dia 14°dia 28°dia
Toxina {ug) 50 50 Sangria total
Titulo - - 1:32

- ndao foi itulado



Vi.3. - Determinacgéao do titulo de uso do conjugado

A titulagdo do conjugado frente ao soro total de cobaia foi definida
pela diluicdo 1:20.000, onde a leitura de densidade optica (D.O.) foi maior ou
igual a 0,200, valor referente a média das leituras da reagdo menos a leitura dos

controles e do branco.

Todas as reacées com o conjugado diluido a 1:40.000 deram leituras

de densidade optica menores que 0,200, Grafico 1 e 2.

Grafico 1 Titulagdo do conjugado

Dilvigdo do conjugado
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Grafico 2 - Titulagdo do conjugado
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Vl.4.- Determinagido do titulo de uso do anti-soro de cobaias e

anti-soro de coelhos, anti-enterotoxina B

O titulo de uso da IgG de coetho ou anticorpe de captura foi a diluicdo
1:500, cujo equivalente em proteinas totais foi igual a 6,5ug/ml. Para o soro de

cobaia anti EEB ficou definido como sendo a diluigdo 1:500.

Para determinacao desses titulos foram considerados como positivos

os valores de absorbancia (D.0.) nas reacGes, cujos resultados fossem



Bensidade Dtica

no minimo duas vezes maiores que o valor médio das leituras dos confroles
negativos (sem antigeno) ja descontados os valores referentes ao branco da
reacao. Grafico 3 e 4.

Grafico 3- Titulacéo da IgG de coelho x soro de
cobaia 1:500

Densidade Otica

3,
EEB
25 .
ey
Tee ¥ w 10?19
15
= B0ng
5 .
" - | % 100ng,
0 500 1000 1500 2000 2500
Dituigdo de 1gG de coetho
Grafico 4 - Titulacédo de IgG de coelho x soro de
cobaia (1:1000) EEB
25 ¢ 5ng
Zéé%@:%g # 10ng
15 ‘% g : 50ng
1 . = 100ng
05 ® % x
0 500 1000 1500 2000 2500

Diluiicio de 19G de coelho



Densidade Otica
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V1.5, Determinacio da sensibilidade do E.LE. para a detec¢do de

enterotoxina estafilocécica do tipo B

A sensibilidade do ensaio foi para ing/mi de enterotoxina B pura em
solucao PBS/T, correspondendo as leituras em D.0. com valores iguais ou
superiores a 0,600, considerados positivos, uma vez que todas as reagdes de

controle do teste demonstraram valores especificos abaixo do mesmo. Gréfico 5.

Tabela 2 - Média das leituras em D.Q. 492nm, para detecgdo de

EEB em solucéo de PBS/T.

67



Grafico 5 - Curva padrio de enterotoxina estafilocécica do tipo B
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Vi.6. Determinacio da sensibilidade do ensaio, para a deteccao

de enterotoxina B em alimentos.

O ensaio demonstrou ser sensivel para detectar 0,9ng de EEB

quando inoculada 10ng de enterotoxina em extrato de presunto, resuitando em
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9% de recuperacéo sobre v total e 2,4 ng em extrato de queijo quando inoculado

com 20ng o que correspondeu & uma recuperagdo de 11,1%. Vide tabela 3.

Tabela-3 Determinacio da sensibilidade do método na recuperacao da EEB em
extrato presunto e queijo

EEB {ng) pura EEBng - % EEBng %
inoculada em D.O. Recuperada Recuperada D:O. Recuperada Reeuperada
alimento .

2 0,322 -105 - 0,295 -109 -

3 0,651 -33,8 - 0,635 -56,3 -

10 1,000 0,90 9 0910 -13,3 -

20 1,011 2,47 12,35 1,010 2.3 11,5

40 1,155 24,9 62.25 1,110 17,9 4475

Os valores das médias de D.O. obtidas por experimento, mais ou
menos um desvio padrdo descontados os valores dos confroles do teste,
divididos pelos valores das médias das leituras de cada um dos alimentos com

valores maiores ou iguais a 1,0, foram considerados significantes (recuperagao

da enterctoxina).
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VH. Discussao

Ainda hoje Orgéos Oficiais de Controle de Qualidade de Alimentos
como o Instituto Adolfo Lutz "I. A L" e o Laboratorio de Bromatologia da
Prefeitura Municipal de Sdo Paulo utilizam como meio de triagem e classificagao
de Préprio ou impréprio para consumo, o alimento que contenha contagem de
Staphylococcus aureus conforme o nimero de coidnias preconizados pela

Portaria 411 de setembro 1997,

E sabido que, agbes de controle de qualidade baseadas no
diagnostico do Staphylococcus aureus utilizando como método de identificagéo,
morfologia das coldnias, atividade de coagulase, Tnase, sensibilidade a
lisostaphina e a utilizagéo anaerébia da glicose e manitol, ndo poderiam ser mais
ytilizadas por ndo existir uma correlacao real com a enteroxicidade (BENNETT e

col. 1986).

Portanto, 6rgaos oficiais como a SEMAB - Secretaria Municipal do
Abastecimento tem procurado junto as Universidades de renome como a
UNICAMP, desenvolver métodos praticos de identificacéo de estafilococos

enterotoxigénicos em alimentos.
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No presente trabalho desenvolvido na FEA - Laboratorio de Toxinas
Microbianas, pudemos constatar que o ELISA duplo sanduiche foi eficiente na
deteccdo de enterotoxinas em extrato de alimentos como queijo e presunto.

No processo de padronizagéo do método de ELISA, a primeira etapa
vencida foi a purificagao da enterotoxina B, gue seguiu a metodologia utilizada
no Laboratério de Toxinas Microbianas da FEA de acordo com o protocolo
elabo.rada em conjunto com o Prof. Dr. M. Bergdoll (FRI). A cultura semeada no
meic com 3% de triptona e 1% de extrato de levedura foi adequada para ©
crescimento da cepa Staphylococus aureus S6 utilizada para a producéo de
EER. O aumento da velocidade de agitacdo (256 rpm) e tempe de incubagéo (48
horas) contribuiram para uma melhor producéo e consequentemente um maior
rendimento na etapa final de purificacéo de enterotoxina B, correspondendo a
50,12% de rendimento superando os resultados de 25% obtidos por CHANG

(1979) e de 29% por UENO (1989).

Quanto ao processo de purificacdo da enterotoxina B, a utilizacéo da
resina CM-Sepharose possibilitou melhores resultados quando comparados aos
dados obtidos por UENO (1989) que utllizou CM-celulose. Na segunda
cromatografia de troca idnica acreditamos que as caracteristicas da resina
somado a um maior volume inicial de meio de cultura utilizado, foram os

responsaveis pelo aumento do rendimento.
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A imunizacao de coelhos e cobaias com a enierotoxina B purificada,
apresentou no 42° dia, um titulo igual a 1:32, o mesmo obtido por YOSHIMOTO
(1994), quando utilizou o esquema proposto pelo Laboratorio de Toxinas M
icrobianas para a obtencdo de soro anti EED em coelhos. Em relacdo as
cobaias, ficou patente a necessidade de ingestdo de vitamina C como
complemento alimentar, se ofertada a ragao seca; sﬁplementagao asta
desnecessaria se a ragdo ofertada fosse a verde (capim navalha). O fato foi
evidenciado pela morte dos dois primeiros animais imunizados durante o inicio

do experimento.

Ao final da purificagdo obtivemos a enterotoxina estafilocsceica B com
um alto grau de pureza e especificidade, comprovada através da eletroforese
SDS-PAGE em gel de poliacrilamida que resultou em uma banda Unica e atraveés
da precipitacao de uma Unica e nitida linha quando testada frente ao soro padrao
especifico na reagao de imunodifusdo dupla em gel de agar nople. O mesmo foi

observadoc nos frabalhos de CHU e col(1966), UENO(1989) BRENM e

col.{1990).

O método de ELISA "duplo sanduiche" foi escolhido por ser um

método ja reconhecido por sua sensibilidade e especificidade, fatos
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comprovados nos trabalhos de BENNETT e col.(1976) que detectaram 5Sng de
enterotoxina em alimentos contaminados. Conforme resultados obtidos neste
trabalho, foi detectada 1ng de EEB em exiratos contendo enterotoxina pura € a
recuperagédo de 0,9ng quando foi inoculada 10ng em extrato de presunto e 2,4ng
em extrato de queijo quando inoculado 20ng. A diferenga observada na
recuperacdc dos dois alimentos, é explicada por SAUDERS e col.(1977) em
trabalhos efetuados com a enterotoxina A, onde sugere que a acdo de enzimas
proteoliticas existentes em queijos interferem nas ligagbes do antisoro

diminuindo a sensibilidade do método.

O método provou ser eficiente e pratico para a triagem de amostras,
pois o tempo maximo gasto entre o inicio e ¢ final da reagao gorrespondeu a 4
horas. Tempo este menor que o exigido por outras metodologias, e em
concordancia com BENNETT e col. (1876) que preconiza esta rotina em

laboratdrios de referéncia.

O presente trabalho permitiu concluir que o método do ELISA duplo
sanduiche em placa possibilita a analise de muitas amostras ac mesmo tempo
tornando o método econdmico e de boa aplicabilidade. O volume de amostra de
alimento utilizado & pequeno em relagdo ao ELISA em esferas e fitas de

poligstireno, viabilizando a analise em casos de surtos onde freqlentemente a
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amostragem é pequena. Por outro lado o risco de um falso negativo é maior, fato
este observado por BERGDOLL (1991) que defende métodos que possibilitam a

utilizac&o de um volume maior de amostra.

A fim de se padronizar o ELISA “duplo sanduiche” foi feita a titulacao
em bloco da 1gG de coetho anti-enterotoxina B utilizada como anticorpo de
captura, cujo titulo foi igual a 1:500, o0 mesmo obtido para soro de cobaia o
anticorpo detector. Esses resultados estdo em conformidade com MORITA e col.
(1978) e NICHAS e col.(1991) que desenvolveram o teste com o titulo do

anticorpo de captura igual a 1:400.

O método de ELISA padronizado detectou em solugéo ing de EEB
pura e recuperou 0,9ng quando foi inoculado 10 ng de enterotoxina em presunto
e 24ng foi recuperado em queijo quando inoculado 20ng. Resultados
semelhantes aos obtidos por FREED e col.(1982) e MORISSETTE e col. {1981)
quando detectaram 1ng de enterotoxina por grama de alimento. LAPEYRE
(1987) desenvolveu duplo sanduiche indireto detectando também 1ng por ml em

exirato de cultura de enterofoxina B.

STIFEFER-ROSENBERG e FEY 1978, pesquisaram a EEB em queijo e
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detectaram 1ng quando inoculado 119, 0,549 e 0,1ug em 20 mi de extrato de
alimento. No presente trabalho foi possivel detectar a melhor recuperacéc a um
nivel de inoculagdo de 10ng de EEB em presunto e a melhor recuperacao

equivalente a 20ng de EEB em exirato de queijo.

FREED e col, 1982, FEY e col., 1984, ENGVALL, e col. 1872,
MORISSETTE e col., 1991 e outros sugerem como melhor método de avaliagio
o método de ELISA “duplo sanduiche” pois permite a detecgio da enterotoxina
em extrato de alimentos devido a grande sensibilidade e especificidade
apresentada, mesmo na presenga de um grande nimero de interferentes que

fazem parte da sua composicao.
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Vill. CONCLUSAO

1-A metodologia de purificagdo da enterotoxina estafilococica B (EEB)
empregando cromatografia de troca idnica em colunas de Amberlite CG-50 e
CM-Sepharose e cromatografia de exclusdo molecular em coluna de
Sephadex G-75 mostrou-se mais eficiente comparada com metodologias
descritas na literatura.

2. A EEB obfida demonstrou um alto grau de pureza guando testada frente ao
soro padrao especifico, resultado observado através de uma tnica linha nitida
de precipitacao e pela andlise do perfil eletroforético observado pela formacgéo
de uma banda tnica.

3- A técnica do ELISA padronizado neste trabalho mostrou ser bastante sensivel
na deteccdo de EEB em solugéo contendo a toxina pura, detectando 1ng/mi.
4-0O método foi capaz de detectar em extrato de presunto 0,8ng de EEB quando
a conceniragao de enterotoxina inoculada foi de 10ng o que correspondeu a
9% de recuperacao sobre o total inoculade e 2.4ng em extrato de queijo
quando inoculado 20ng. Este fato torna evidente a necessidade do uso de
métodos bastante sensiveis e especificos para a detecgdo de enterotoxina

estafilococica em alimentos

5 Estudos deveriam ser feitos quanto a especificidade do ensaio frente as outras
enterotoxinas. Extratos de alimentos com diferentes contetidos deveriam ser

analisados 2 fim de se avaliar o grau de interferéncia dos seus componentes
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em relacéo a detecgdo da EEB, e assim propor uma forma de tratamento dos

axiratos, antes de serem submetidas ao teste.
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