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1. INTRODUCAO

A Eschendichda coli & reconhecida  atualmente
como um dog principals agentes envolvidos na etiologia da
diarréia em serves humanos € em animals. A partir do ano

de 1940, surgiram uma série de epidemias emn berchrics dos
guais foram iscladas amostras de [, cold que atyavés de
estudos soroldgicos demonstrou-se ocorrer en balxa freguén—
cia em criancgas e adultos normais, sendo porém de prevalén-
c¢la bastante alta nestes surtes de diarrdias (28), A
egses sorogrupos iniclialmente descritosg, por exemplo

LI
111
655, foram acrescentados cutros gue fazem hoie parte de wum

&

grande grupo de colibacilos enteropatogénicos, ditos olds-
sdcod, cujos fatores de viruléncia ainda nio 3o conheoi-

dos, com relacao a matoria dos sorogrupos nele engquadrados,

Mais recentemente, foram elucidados dois outros
mecanismos de enteropatogenicidade: invasao da mucosa (10,

28) e producao de entercotoxinas no limen intestinal 10
#
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Interessam-nos de perto, no proesente  trabalho,
ag b, codd enterotoxigénicas gue sao tidas como causa co-
nun da doenca diarréica em varias partes do mundo, tanto no

homem, como em animais {10, 27, 28,

Duas toxinas sao produeidas por estes microrga-
nismos: uma, & um péptide termoestivel (87), nio antigéni-
co, de baixo peso molecular, entre 1000 e 10000 daltons
(1), gue parece estimular a secregao de ligquidos celulares
via ativagdo da enzima guanil-cicfase, aumentande os niveis
do monofosfato de guanosina ciclico (GMPg) intracelular
(20, 28); e a outra, & termoldbil (LT, de natureza protel
ca, antigénica, c¢om alto pesc wmolecular (8). Esta  Gltima

causa gecrecao intestinal de maneira semelhante a toxina do

Vibnio cholerae pela ativagido da enzina adendl-ctelase,
aumentando os niveis do meonofesfato de adencsina ciclico

(AMPc) intracelular; além disso, adsorvem-se ac mesmo re-

ceptor celular, o gangliosideo GMI (2, 15, 22, 28,

Quanto aos aspectos fisicos, guimicos e antigé-
nices, a enterotoxina LT & semelhante, se nac idéntica &
toxina colérica, sendo constitulda também por duas  subuni-
dades (designadas A e B), sgendo as mesmas imunologicamente

digtintas entre si (6, 7, 8},

0s mecanismos pelog guals o aumento do GMPo €
AMPc intracelulares ocasionam ¢ extravasamente de 1iguido
para a luz intestinal ainda nac estao perfeitamente esclare

cidos (2, 15, 20, 25).



As diarrélas produzidas por £, celd  enteroto-
xigénicas tém se correlacionado com a capacidade destes mi=-
crorganismos colonizarem o intestine delyado dos individuos
doentes, através da adesac ac epitélio, sem invasao do teci
do (12, 13, 14). Esta capacidade & conferida por antige-
nos termolébels, chamados antigencs de aderéneia ou fatores
de colonlzagdo, com morfologia do tipo fimbria, associados
a superficie da bactéria (35}, Ambos os caracteres, isto
&, produgao de enterotoxinas e a existéncia dos  antigenos

de aderéncia, sao codificados por plasmideos (12, 23

' 49,
30, 35).

A enterotoxina ST & normalmente investigada pe-
lo teste do camundongo recém-nascido, visto gque o teste de
alca ligada de coelho ou de outros animals ten mostrado
grande variacao na obtencgic dos resultados (19). Ambos o
testea basclam-se na capacidade Jdesta enterctoxina  induzir

um aumento no volume de 1liguide intestinal,

Até recentemente, somente os testes bhioldglcos

eram disponivels para se detectar a enterotoxina LT de
E. cold, Un destes testes, o da alca ligada de coelho,

para este tipo de enterotoxina tem dade resultados satisfa-
torios., Este teste consiste em se injetar preparacdes de
enterotoxina diretamente em algas ligadas de intestino de
coelho gue devem pesar em mé&dia 1,8 Kilocgramas. ApSs 18 a
24 horas, mede-se o aclmule de fluldo resultante da acao da
enterctoxina, através da relagdo entre volume de liguido
(em milllitros) e comprimento da alga {(em centimetres), Re

lacoes iguais ou superiores a 0,4 sao consideradas positi-



vas (113},

A pesgulsa do fator de permeabllidade capilar
(PF), tambem bastante utilizada para a deteccdo de LT, con=
siste em se injetar, intradermicamente, os sobrenadantes
das culturas em estudo na pele de coelhos. Vinte e guatro
horas apbs, faz-ge um inj@§50 intravenosa de Azul de Bvans,
que devido ao aumento de permeabilidade capilar ao nivel da
injegéo da enterotoxina val extravasar para o tecido, confe
rindo ao mesmo uma coloragido azulada apds 1 ou 2 horas, Pa

ralelamente, mede-se o endurecimento do edema existente no

local.

Ags diflculdades de se usar ambos os modelos re-
lacionam-se principalmente ao custo dos animais e a presen=-
¢a ocasional de reagdes falso-positivas e falso ~negativas,
Também se faz necessario repetir o teste em trés coalhos
diferentes para cada amestra em virtude dos resultados se-
rem irregulares, Com relagao ac teste do PP tem-se aponta
do o tamanho do ccelho come wo fator importantes coelhos
malores (4,0 a 4,5 kg) reagem nencs a enterotowina LT do

que os menores (1,5 a 2,0 kg (16).

Atualmente, os laboratdrios especializados teém
dado preferéneia aos ensaiocs em cultura de tecido, para a
detecgao da enterotoxina LT, Estes testes baseian-se na
capacidade desta enterotoxina induzir alteracoes morfoldgl
cas em células de tumor de adrenal de camundongo de linha
gem ¥Y-1 {9), em c&lulas de ovlrio de hamster (22), e em cé-

lulas VERC (34). Estas trés linhagens celulares mostramse



bastante sensivels a esta entercotoxina, sendo vantajosas

ara dliagndstico de rotina gla espocificidade e rapidey
P ¢ I

dos testes com elas realizados,

Além dos ensalos enm cultura de tecido, a entero
f il

toxina LT pode ser detectada por uma variedade de testes
soroldglcos, Egtes, baselam-se, via de regra, na reacao
cruzada entre 11 de L, cold e a toxina do Vo cholerae,

Alguns deles sao analisados a sequir:

A -~ RADIOIMUNCENSAIO (RIA). Neste teste descrito por

GREEMBERG e col., em 1977 {21), a toxina & adicionada
nos orificlos previamente recobertos com antitoxina coléri-
ca, de placas tipo microtitulo, Apbs varias lavagens e
incubagao a temperatura ambiente com tampao apropriado, uma
guantidade padronizada de antitoxina colérica marcada Com
125 - . o 4 : . ¥ b . ' s o 2 f
I e acrescentada. Seguindo um pericdo de incubacdo a

370 ¢, as placas sac novamente lavadas com tampao, os orifi

cios sao cortados e levados a um contador gama pava anali-

se., Esta téenica apresenta virias vantagens scbre as de
cultura de tecido, £ mais sensivel guando comparado com o

teste em células da linhagem Y~1, nao apresenta  problemas
relativos a contaminacac e viabilidade das culturas celula
res e os resultados obtidos sao mais facilmente guantifici-
veis, Porém, regquer reagentes radiocativos e um sistema de

deteccao caraos,

B - TESTE DE ELISA {("ENZYME-LINKED IMMUNOSORDENT ABSAYY ).

Descrito por YOLEEN e col., (37), mostrou-se tiac sensi-

vel como RIA. Na técenica de BELISA uma enzima (peroxidase



ou fosfatase) & acoplada a uma imunoglobulina da classe IgG
dirigida contra o antigeno que se esta procurando detectar,
no nossc caso, a enterotoxina LT, A8 reacoes Sac felitas
em placas tipo microtitulo, em cujos oriflicios se adicionam

preparagoes (scbrenadantes de culturas), nas guals procura-

-se identificar & presenca de enterotoxina, & enterotoxl -
na, bem como cutras protelnas, ligam-se inespecificamente

ao polivinil, substl@ncia com a qual sao feitas as placas de
microtitulo, Apds lavagem com tampoes especiais, sao colo

cadas quantidades apropriadas de IgG marcada com enzinas.

Apds permanéncia de 1 hora a 37¢ ¢, & feita nova lavagem
adicionando-se em seguida o substrato especifico. Para o©
caso da fosfatase utiliza-se p-nitrofenil fosfato, Ocor-

rendo a reacao entre o antigeno e a IgG mavcada, com adicao
do substrato, ocorrerd ura modificagac de cor devida a atua
cao da enzina sobre o substrato, Esta técnica, embora lax
gamente utilizada em outros palses, em nosso caso tem encon
trado algumas limitagdes, para o fim especifico, nao sd por
requerer drogas e reagentes ¢aros, coro também pelo fato de
ndo ter side ainda convenientemente adaptada pelos nossos
laboratdrics que se dedicam a detecgao de amostras de £,

coli enterotoxigénica.

C - TESTE DA IMUNOHEMOLISE PASSIVA (PIH). Degcrito por
EVANS e col. (17), utiliza scobrenadantes de culturas

crescldas em meio de casaminodcido e extrato de levedura
(CAYE), tratados pelo antibidtico polimixina B que, DoOT
atuar a nivel de membrana, promove uma mailor liberacac de

enterotoxina LT contida no espago periplasmico da cé&lula
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bacteriana. Easta toxina se adsorve as membranas das hemi-

clas de carnelro guando incubadas em guantidades apropria-
das a 370 C. Com a adicao de soro anti-LT o complemento,
estes eritrécitos sensibillizados sao lisados. Apds centri
fugagao, a leitura da reagdo & realizada espectrofotometri-

camente, a 420 nm.

D -~ TESTE DE COAGLUTINACAED ESTAFILOCOCICA. Descrita por

BRILL e col. (4), utiliza & proteina A extralida da su-
perficie de algumas cepas de Staphylococcus aureus como
ligante para a fracao F., de IgG especifica, no caso, anti-
-cblera. Deste modo, suspensces de estafilococos sensibi-
lizados com antitoxina colérica, sio aglutinados por scbre-

nadantes de culturas contendo enterotoxins.

E - TECNICA D& IMUNOHEMOLISE RADIAL (SRIHY. Fsta téconica

vem sendo bastante utilizada para a determinacao s8ri-
ca de anticorpos contra diversos antigenos virails, tals co-
mo, virus da rubdola {(18), e virus de influenza (31). Fge
te teste tem sido considerado como de considerivel valor 1e}
tencial no diagndstico soroldgico e nos levantamentos eplide
mioldgicos da influenza (31). Resumidamente, nesta téoni-
ca, eritrdcitos sensibilizados com o antigeno contra o qual
esta se procurando uma resposta sorcldgica, adicionados a
um gel (agarose), sac hemolizados pela adigdo de anticorpo

especifico e complemento.

Uma técnica de Imunchemdlise Radial, em placas de Pa-
tri, foi descrita para se detectar nutantes hipotoxigenicos

de E. celi (3y e V, cholerae, mas nao fol feita, até o



prasente, nenhuma tentativa de se adaptar deste teste a
identificagac de colibacilos enterotoxigénicos, na  rotina
bacterioldygica, Considerands que ao avaliar a atividade

hemolitica do anticorpo IgG, WEILER e col,, em 1965 (38},
demonstraram a existéncia de uma relacgio linear entre a
drea de hemClise e o logaritmo da concentracdo do antiso-

ro, este teste pode ser viabilizado.

As consideragtes acima guanto as dificuldades
inerentes a cada um dos testes até agora utilizados, justi-
ficam,.poiﬁ, este trabalho, gque teve como objetive princi-
Qal'r@latar e avaliar uma adaptacac do teste de Imunohemd-
lise Radial para a detec¢do de colibacilos enterotoxigeni-

cos produtores de LT,




2. MATERIAL E METODROS
2.1 - Linhagens de b, coli

Linhagens de origem humana, provenientes da Escola
Paulista de Medicina, Sao Pauvlo, Brasil, e de origem sulna
obtidas em nosso laboratbrio, foram utilizadas para a reall
zagao deste trabalho, A designagao das amostras  estuda-
das, com as respectivas origens e caracteristicas guanto a

enterctoxigenicldade se encontram na Tabela 1.

2.2 - Reagentes

2.2.1 - Antisoro - A antitoxina colérica liofiliza
da preparada pelo "Swisgs Serum and Vaccine Institute® fol
genercgamente cedida pelo Dr. Carl E, Miller, "Enteric
Digeases Program Officer, National Institutes of flealth,
Bethesda, Maryland, Usa”. Para a reallzagac dos experimen

tos, a antitoxina colérica fol reconstitulda em dgua desti-



TABELA 1 -~ Origem, propriedades enterotoxigénicas o

déncia das linhagens de £, cofs

[
fad

DIOCe-

estudadas,

Proveniénoia Linhagens

Interotoxigenicldade

Sufno com diarria”  306,339,2423,2406,2, 406
446

I

Agua de Rio

Criangas com

36, 153

dgierréia®  156/2, 13/b, 05,75, 2161

Criangas sem

A arrdia” 13/1, 82/7, 269/7
150/2
Adulto  com
diarréia’ 38, 19927
Cantrole positivo” 40T

Centrole necativo® ﬂjrml(ﬁ.mM&Kj)

12

et
LT

w.iw
oy

LR}

o+
Ly

Ly

nan entemtoxiginica

a. Linhagens iscladas em nogso laboratdrio (Depto,

bicleogia e Imumnologia da Universidade ©

nas, Sac Paulo, Brasil).

de Micro

stadual de Campi-

b. Linhagens fornecidas por L. R. Trabulsi, Escola Paulista

de Medicina, S&c Paulo, Brasil.

¢. Linhagem fornecida por C. L. Gyles, University of Guelph,

Ontaria, Canada.
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lada como recomendado, sendo, & seguir, dilulda a 1:10 em
solugao de NaCl 0,15 M (solugho salina),  Apds inativagac
a 36° C, por 30 min., a antitoxina fol absorvida tras vézes

com hemacias de carneiro.

2.2.2 = Complemento - O sangue individual de va -

rias cobaias {(minimo de 20 animais) foi coletado em tubos
de vidro 40 X 200 mm, incubado a 370 C, por 15 min. e o so-
ro de cada tubo foi coletado e centrifugade separadamente.,
Os soros obtidos foram em seguida misturados, separados em
alligquotas (0,5 ml) e mantido em congelador a =700 C atd o

momento do uso,.

A titulagio de conmplemento nas diferentes

amostras de sorc foi realizada segundo as condicles descri-
4 o . - N

tas por MAYER (26) revelando um titulo médio de 340 - 34,78

unidades C‘.HSO/mlo

2.2.3 - Hemicias de Carneiro = As hemicias de ocay-

neiro foram coletadas em solugac de Alsever estéril, manti-
das a 4° C e utilizadas num periodo compreendido entre O

49 e o 459 dia apbs a coleta.

4.2.4 = Preparc das Interotoxinas - O preparn das

enterotoxinas extraldas pela polimixzina foi realizado de
acordo com o descrito por EVANS e col, (16). AB  amostras
foram semeadas em frascos Erlenmevers de 12% ml contendo
10 ml de meic de CAYE (16). Apds 18 horas de incubagdo a
370 ¢, sob agitagao {150 rpm), a cada 10 ml de cultura foi

adiclonado 1 wl de sclugio de polimixina (2,2 myg/ml) em so-
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lucao salina tamponada de fosfatos (PBS) 0,04 M, pH 6,7,
Apbs 15 min, de agltagdo adicionais, na mesma temperatura,
os sobrenadantes das culturas foram recuporados por centri-
fugagao e examinados concomitantemente pelos testes da  PIH

e SRIH,

Para a realizacao do teste em c&lulas da
linhagem Y-1l, o©s sobrenadantes ndao foram submetidos ao tra-

tamento pela polimixina,

A fim de simplificar ainda mais o teste da
SRIH, fol de interesse verificar se ¢ tratamento ou ndo pe-
la polimixina B alteraria a guantidade de enterotoxina LT
encontrada no sobrenadante, Para este propbsito, 2 amos-
tras humanas (156/2 e 05/75) e uma sulna {(24006), foram cul-
tivadas sob agitagao, nao sendo submetidas ao tratamento
pela polimixina B, e os sobrenadantes comparados, pelos tes
tes da SRIH e PIH, agueles provenientes de culturas trata-

das por este antibidtico.

No presente estudo, foram realizadas Com
algumas das amostras por nds utilizadas, culturas estacicond
rias (5) para se verificar se a producdo de enterotorina

LT nessas condigoes era detectivel pelo Leste da SRIH.  As

amostras foram semeadas em frascos Erlenmeyers de 500 ml
contendo 5 ml de melo de CAYE, incubadas por 24 horas enm

estufa a 37¢ C, sendo adicionado ao final deste tempo, 0,5

-
(9]

ml de solucac de polimixina, Apds min., a 37e ¢, as
culturas foram centrifugadas, € os sobrenadantes coletados

e mantidos em congelador a ~209 ¢ até o momento do uso.



2.2.5 -~ Fontes Comerciais de Outros Reagentes -
Casaminoécido, Extrato de Lovedurs, meio qur Tripsina,

EDTA, Bicarbonato de S8dic da DIFCO LABR: Cloreto de S0 =
dio, Acido 5,5 dietilbarbitirico, 3,5 dietilbarbiturates de
S6dio, Fosfato Bibisico de Potdssio, Cloreto de Cilcio,
Cloreto de Manganés, Cloreto de Magnésio da MERCK: Cloreto
Férrico e Glicose da REAGEN: Sulfato de Magnésio da M, &
B. LABORATORY CHEMICALS; GCentamicina da SHERING &/A; Fun-
glizona da SQUIBB; Agarose da SICGMA CHEMICAL CO. Polimixg

na B da WELLCOME RESEARCH LABORATORIES.

2.3 -« Teste em cdlulas Y-l

A dnvestigagdo de LT pelo teste em cBlulas V-l foi
executado de acordo com os procedimentos recomendados por

DONTA (9).

Em placas de fundo chato apropriadas pava  cultura
de tecido foram adicionados 0,25 wl de uma suspensio celu-
lar de linhagem Y-l em meic Fio contendo 2000 célu-
las/ml, Apds incubagdo por 24 horas, a 36° ¢, 25 ul  da
toxina a ser testada foram acrescentados a cada orificic,
As placas foram entao incubadas por 6 horas, a 37° ¢, pro-
cedendo-se em seguida a leitura. Aqueles grificics em que
se encontrou 50% ou mais de arredondamento celular em rela-
gﬁo a0 controle negativo corresponderam a reacoes positi~

vas para a producao de enterotoxina LT,



2.4 ~ Tegte da Imunchemblise Passiva GERRCH

K execugdo do teste da PIH [oi semelhente a descrl
ta por EVANS & EVANS (17) com a excec¢lo da salina tampona-
da wveronal (vis) adicionada de 1,5 ml de uma solucao de
cloreto de calcio 0,1 M e 5 ml de cloreto de magndsic 0,1 M
por litro de Tampao que foi usado ac invés de PRE, Foi
verificado que esta modificacdo tornava o teste muito mals

sensivel (5).

A suspensao de hemiAcias de carneiro a ser utiliza
da neste teste fol padronizada de tal manelira que gquando
diluida 1:20 em Agua destilada e lida em espectrofotdmetro
(COLEMAN Jr) a 550 nm, desee uma absorbancia de 0,42, que
corresponde a 420 nm a absorbidncia 1,3, Pgta leltura, de
acordo com testes preliminares, indicava que a suspensao de

- . . G - . .
hemacias continha 2 X 107 células/ml.

L antitoxina colérica foi utilizada na diluigao

1:80 conforme resultados preliminares {32).

O complemento fol utilizado na diluicdo 1:10 con~

forme recomendado por EVANS & EVANS (17},

Extratos de polimixina de culturas LT positiva e
LT negativa foram incluldos como controles do teste da PIH.
Além destes, para corrigir eventuais fendmencs de  hemdlise
inespecifica, tubos contendo os seguintes reagentes fo-

ram incluidos como controles:

a. Hemicilas de carnelro, extrato em teste, tampao veyro-

nals
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b. Hemécias de carneiro, extrato em teste, tampao wvero-

nal, complemento;

c. Hemaclas de carnelro, tampao veronal, antisoro e com-

plemento.

2.5 - Teste da Imunohemdlise Radial (SRIH)

2.5.1 - Preparo das Liminas - Liminas para microg-

copia comuns foram fervidas em uma solugdo de fosfato tris-
godico (5/gr/mi) por 30 min. A seguir, as lBminas foram
lavadas em dgua de torneira (10 vézes) e entic colocadas em
uma solugdo de Bcido cloridrico (250 ml/20 litros de agua
destilada). A lavagem com Gqua de torneira foi repetida

virias vezes, seguida de lavagem com agua destilada (10 vé-

28 . ApGs secagem em estufa a 560 C por 2 horas, as lami
nas tiveram uma de suas superficies cobertas com agarose
1%,

2.5,2 - Preparc da hgarose -~ Agarose foi diluida

em VBS mais Ions Ca++ e Mg * conforme descrito anterior-
mente a pH 7,4 (13) em uma concentracido final de 1%, 0
gel fol fundido por aquecimento e entio distribuido em tu-
bos de vidro de 5 ml (2,7 ml/tubo) e resfriado a 450 em

banho-maria,

2.5.3 - Teste - A execugao do teste da Imunchemd-
lise Radial fol semelhante aguela descrita para a deteccdo

de anticorpos anti-rubéola (18),



As hemdcias de carneiro foranm lavadas tris
vézes com VBS e entBo diluldas no mesmo tampic em uma con-
centragao de 10%. Para a sensibilizagic das  hemAcias,
1 nd do extrato de polimixina ou sobrenadantes provenientes
de cdulturas crescidas em melo de CAYE foi adicionado a um
igual volume da suspensac de hemfcias. e omisturas foram
incubadas em banho-maria a 37¢ C por 30 min., centrifuga~
das, sendo o sedimento ressuspenso no mesmo tampio a uma
concentragac final de 5% de hemidcias.  Voluwes de 0,3 ml
de cada preparagac de hemdcia sensibilizada foram adiciona
dos em cada tubo de agarocse {450 ), sendo os contetdos
dos tubos agitados vigorosamente para homogeinizacao sendo

em seguida colocados sobre as laminas.

Apos a solidificagac das suspenstes, fo-
ram feltos 2 crificios sobre o suporte agarose-hemicia sen-
sibilizada, distantes um do outro aproximadamente 2,5 om,
tendo cada um o diadmetro de 5 mum, Estes orificios foram

feitos na linha mediana do comprimento longitudinal da la-

mina. B cada orificic foram adicionados 2% ul de anti-
toxina colérica em diferentes diluicdes a saber: 1:10,

1:20, 1:40, 1:80 e 1:160. As ldminas foram  mantidas
a 42 C por 24 horas ou 48 horas. Apds este tempo, 2 nl de

soro de cobala (complemento) dilufdo a 1:10 em tampio vero-

nal foram pipetados sobre a superficie do gel. As laminas
foram incubadas em camara Umida a 379 C por 6 horas. o)
excegso de complemento fol entao removido e os diametros

dos halos de hermdlise medidos em wmilimetros.



17

2.6 - Tratamento Estatistico dos Dados

0 calculo do Fator de Correlaclo (r) fol realizado
segundo o método dos quadrados minimos e o do Intervalo de
Confianga (IC) a partir do Desvio Padrio da Regressio esta-
belecido o limite de confianca de 5% pelo teste de  STUDENT

{33).
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3. RESULTADOS

3.1 = Avaliagao da capacidade enterotoxigénica de anos-
tras de k. cold pelos testes da PIH e ensalo em

células da linhagem Y~-1,

Visto gque um dos objetivos do nosso trabalho era
avaliar a sensibilidade e especificidade do teste da SRIH
como método de detecgac da enterctoxina LT, havia necessida
de da capacidade enterotoxigénica das amostras de colibagi=
los a serem utillizadas neste estudo ser determinada por
testes j& padronizados e de uso corrente, no caso, o teste

da PIH e o ensaio em cé&lulas Y-1 (Tabela 2).

Estes resultados mostram gue o teste da PIH, nas
condigoes de realizagdo do mesmo & mais sensivel na detec-
cao de enterotoxina LT do que o ensaic em células Y-1.
Por este motivo, e considerando-se gue o teste da PIH @

também uma reagao de imunohemdlise, achamo-lc mails adequado



TABELA 2 - Capacidade enterotoxigénica de colibacilos de

origem humana e suina pelo teste da PIH e ensgaio

em células de linhagem Y-1,

Amostras Titulo Capacidade

- £

PIH Yl Enterctoxigenica
05/75% 4 2¢ B
36° 16 2 T
156/2% 16 2 1
497° 128 16 F
335° 4 8 B
34067 4 8 B
2423" 16 2 1
. a e B _

controle (Klz)

melo de Evans - - -

a, Origem humana.

b, Origem sulna.

c. Reciproco da maior diluicdo de sobrenadantes de ocultura
que causou no teste da PIH uma hembGlise correspondente a
A420 > 0,17 (> 30 ug de hemoglobina liberada).

d. Reciproco da maior diluicdo de sobrenadantes de cultura
que provocou 50% ou mals de arredondamento em ceélulas
¥-1 em relagao ao controle negativo (E. cold K]E)‘

@, Negativo.

Vide textc
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para ser escolhidc como método comparativo na avaliagao e
padronizacgao do teste da SRIH,  Assim sendo, no teste da

PIH, a despeito das medidas apresentadas referentes as lei-
turas de absorbincia superiores a 0,7 serem de pouca signi-
ficancia, devido a menor sensibilidade do  aparelho nesta

faixa, as amostras foram classificadas em 3 grupos, confor-

me o tItule expresso como a malor ﬁiluigﬁw da  toxina  (ue

causa no teste da PIH wuma hemdlise correspondente a
Agag > 0,17 (> 30 pg hemoglobina liberada) (Tabela 2},

Grupo I - fortemente toxigénica (F);

Grupo II - toxigenicidade intermedidria (I);

Grupo III -~ balxa toxigenicidade {B),

Desta maneira, entre os colibacilos de origem

humana, o ampostra 40T acha-se inclulda no grupo I, sendo de
¢ 2 . ¢

toxigenicidade intermedifria (grupo 1I} as awpostras 26 €
156/2 e de baixa toxigenicidade (grupo III) a  amcstra
05/75. Una representacao grafica da capacidade toxigénica

destas amostras, avaliadas pelo teste da PIH, acha-se na Fi

gura 1.

com xelaqéc as amostras de origem suina, a Figura
2 ilustra o comportamente dag mesmas, sendo a amostra 24273
incluida no grupo II (toxigenicidade intermedidria) e as
amostras 3406 e 339, inseridas no grupo 11T {baixa toxi-

genicidade) .
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- A- 40T,
35.

@~ 156/2,
d- 05/75.
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~
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Q
c
i
L Regultados
? Positivos
al
Lt
Resuttados
0 b D T— Negativos
P 2 A 8 15 32 B4 128 256 B12
Dituigdo da Toxina
FIGURA 1 - Comportamento das amostras de L. codd entero-

toxigénica de origem humana no teste da PIH.
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Diluigdo da Toxina
FICURA 2 - Comportamento das amostras de €. cofd
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enteroe

toxigénicas de origem suina no teste da PIH,



=3
Lad

3.2 - Padronizagao do teste da SRIH

3,2.1 = Influéneia da concentracao de hewmdcias - 0

estudo sobre o efeito da concentragac de hemicias sobre o
didmetro e a transparéncia dos halos de hemdlise, demons~
trou que uma varliagac na concentragéo Final de evitrdcitos,
entre 0,%% e 0,125%, ndo modificava o tamanho desses halos.
Contudo, quanto menor a concentragao de hemdcias, mais difl
cil se tornava a distingao entre a transparéncia dos halos
de hemolise e o fundo avermelhado da lamina conferido pelos
gldbulos vermelhos. Com base nestes resultados, utilizou-
~se suspensoes de hemdcias sensibilizadas a 5%, de tal modo
que, quando diluldas em agarose, para o preparo da lamina,
a concentracac final fosse de 0,5%. Ressalte~-se todavia,
que com a concentragao final de 1% de hemdcias se  obtinha
leituras semelhantes aguelas conseguidas com 0,5%, Diante
desta similaridade, optou-se pela concentracac mals  baixa
com ¢ objetivo evidente de se evitar um gasto desnecessirio

de glébulos vermelhos.

3.2,2 -~ Comparacao entre os testes da SRIH e PIH -

Devido a sua alta toxigenicidade evidenciaeda pelo teste da
PIH e pelo ensaio em células V-1, a amostra de £, cofd 40T,
de origem humana, fol selecionada para este estudo compara-
tivo. Assim gendo, foram realizados testes da PIH e SRIH
utilizando diferentes diluigoes de sobrenadantes de cultu-
ras desta amostra, frente a varias diluigdes de antlitoxina
colérica. A absorbancia a 420 nm (Figura 3) bem como a

gquantidade de hemoglobina liberada (Figura 4) encontradas



po=0,7489
no=gh

{fmm}

etnrp

1 .
/I' i ! | i 4 i
0 0.5 1 15 2

Valores de Absorbincia (A&Qgg

FIGURA 3 - Correlagac entre o teste da PIH (Absorbancia a
420 nm) e da SRIH (didmetro em mm do halo de he-
mélise) no ensaio de diferentes diluigodes de en-
terotoxina preparada com a amostra 40 T frente a

varias diluig&eﬁ de antitoxina colérica.
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r=0,7557 4
n=z 2%

50 100 150 200
Ang de Hemoglobina Liberada

FIGURA 4 - Correlacgao entre o teste da PIH (yg de hemoglobl

na liberada) e da SRIH (didmetro em mm do halo
de hemdlise) no ensaio de diferentes diluicoes
de enterotoxina preparada Com a amostra 40 T
frente a varias diluices de antitoxina coléri-

Ca .
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no teste da PIH foram comparadas com os didmetros dos halos

de hemdlise chzervados no teste ds SRIH.

0 valor de r (n = 25) para a correlagac
entre absorbancia e didmetro do halo de hemdlize foi de
0,748, Por outro lado, quando se estabelecey a Qoxralagﬁm

entre a quantidade de hemopglobina liberada na PI e o diame

tro do halo de hemflise na SRIH, o valor de r foi igual &

0,755 para n = 25,

k partir do valor critico para o teste da
PIH de 30 pg de hemoglobkina liberada, onde valores acima
deste sao considerados positivos e inferiores, negativos
{17), fei calculado o intervalo de confianga (IC)} para O

teste da SRIH,

Estes teste estabeleceu gue, para 23 graus
de liberdade ao nivel de 5% de probabilidade, diametros su-~
pericres a 12,43 mm, sac seguramente positivos e inferio=-

res a 11,33 mm, sa0 negativos.

Valores entre 11,33 e 12,43 mm sao consi
’ o

derados duvidosos, recomendando~se repetir a reagao para
amostras cujos diametros dos hales de hemblise se situem

nesta faixa.

3,2.3 - Influénecia da diluicao do antisoro (anti=~

toxina colérica) - Na Tabela 3 estao colocados os  valores

dos diametros dos halos de hemdlise no teste da SRIH  para
as reacoes feitas com os sobrenadantes naoc diluldos de cul

turas de diferentes graus de toxigenicidade, frente a dife-
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rentes diluicces de antitoxina colérica.

Considerando=-se que para algumas amostras
de enterctoxigenicidade considerada baixa ou intermediarias
foram obtidos valores duvidosos em relagao a  positividade
da reagao, guando se utilizou diluicdo de 1:160 de antito-
xina colérica, empregamos a antitoxina nas diiuiq@@s 1:80
ou 1:40, preferencialmente esta Ultima guando todas as anos
tras estudadas, inclusive as de baixa toxigenicidade, forne
ceram valores para o difmetro do halo de hemSlise bem supe-

riores a 12,43 mm,

Essas observagoes [lcaramn também  eviden-
tes quando um lote de enterotoxina produzide & partilr da
amostra 407, gque no teste da PIN estava dando 1:16 {toxige-
nicidade intermediaria), forneceu valores para © diametro
dos halos de hemdlise no teste da SRIH superiores a 12,43 mm
quando se utilizou antitoxina colérica em diluices iguals
ou inferiores a 1:80, Neste caso em particular, conside-
rando-se gue o preparado da amostra 40T, era de toxigenici-
dade baixa, nac se observou nas diluicbes 1:40 e 1:80, feng

menos de zona apreciiveis (Figura 5).

3,2,4 - Influénecia da diluicao do antigenn (ente-

rotoxina LT) - Diferentes diluicoes de sobrenadantes de cul

turas das amostras em estudo foram exanlnadas pelo teste da

SRIH utllizando antitoxina colérica a 1:40 o & 1:80,

Na Pigura 6 pode-~se observar gque nas rea-
coes feitas com a antitoxina diluida a 1:490, utilizando

amostras de origem humana, mais toxigénicas, foi verificado
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-0 0y g2 ‘0,3 04 05 (6 07 048 0,9 1.0

¥

\JDituic'a‘fa da Toxina

FIGURA 5 - Valores obtidos no teste da SRIH com diluicoes
da toxina 40 T, frente a diferentes diluicdes de

antitoxina colérica.
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um fendmeno de prozona. Isto €, nas reacdes com  amostra
40T, em gue se usou preparados concentrados (pure e L2
desta enterotoxina, ocorreu certa inibig%m dos halos de he-
molise, Com as amostras de toxigenicidade mais Caixa

(05/75, 36 e 156/2) nao se observou esta inibicio.

Com relagﬁo as amostras de origem sulna,
verificou-se que com aguelas de toxigenicidade baixa (3406
e intermediaria (2423) ainda foram obtidos alguns fendmenos

de prozona (Figura 7).

Como seria de se esperar, as amostiras mals
toxigénicas, quer de origem humana, guer sulna, foram capa-
zes de dar reagoes positivas em diluicbes maiores. De
qualquer mode, o gue ficou em evidéneia neste estudo compas-
rativo, & gue as amostras de origem humana deram nio 3 dia
metros nalores nas reagoes feitas com prepayvados hrutos, co
mo também forneceram resultados ainda positivos com Sobrenﬁ

dantes mais diluldos.

Quando estes experimentos foram repetidos
com antitoxina colérica diluida 1:80 se observou que algu-
ras amostras forneceram resultados negatives, nas e BIMa s
condigOes em que esses resultados foram positives guando se

utilizou antitoxina colérica diluida a 1:40 (Figura 6 e 7),

3.2.5 = Influéncia do tempc de difusio do antisoro

(antitoxina colérica) - Na Tabela 4 sao colocadas as leity-

ras dos diametros dos halos de hendlise medideos apds 24 &
48 horas de difusao da antitoxina colérica (1:40) em rea-

goes do teste da SRIH feitas com amogtras de di ferentes
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A6 40 T
A 36,
17 o156/2.
# 05/7%,
16 —~ antitoxina colebica diluida a 1:40
--=- antitoxina colérica diluida 2 1:80
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Diluicdo da Toxina
FIGURA 6 - Influéncia da diluigac da toxina, preparada a
partir de amostras de [, coli de origem huma-

na, no teste da SRIH.
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capacidades toxigénicas, Us resultados obtidos com 48 ho-
ras de difusao forneceram didmetros dos halos de hemdlise

para cada uma das diluigoes das toxinas estudadas, indepen-
dentemente da sua origem. Beses dados demonstram que se o

teste for feito com 48 horas de incubacao o mesmo se Loraa
&

mals sensivel, Todavia, conforme se pode verificar na mes
ma tabela, para cada uma das toxinas estudadas nao houve
variagao significante no titulo final obtido nas reagoes

feltas com difusac por 24 ou 48 horas.

3.3 - Comparagao entre os testes da SRIH e PTH na detec-
gao de enterotoxina LT produzida por cutras amos-

tras de colibacilos enterotoxigénicos,

Embora pelos testes da SRIV realizados com amostras
de origem humana (407, 36, 156/2 e 05/75) e sulna (2423,
3406 e 339) j& tivéssemos uma id8ia da eficifneia desta pro
va, havia o interesse em ze estudar o comportamento da mes-
ma frente a outraz amcstras de colibacilos enterotoxigéni-
cos, de varias origens, conforme nencionado em material e
métodos, A Tabela 5 mostra gue cs resultados obtidos nes
testes da PIH e da SRIH, de acorde com os padroes estabele-
cidos, foram coincidentes, ou seja, as amostras negativas
no teste da PIH (A420 < 0,17 ou 30 ug de hemoglobina libera

da) também foran negativas no teste da SRIN QoMo aconteceu

com as amostras 150/2, 446 e FE, opoli KlZ' esta fltima
incluida como controle negativo (Figura 8), Ag amostras

fracamente positivas, isto &, Byong = 0,18 =~ 0,25 (32 a 45

kg de hemoglobina liberada) também o foram no teste da SRIN
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TABELA 5 - Detecgao de . cold enterotoxigénica pelos testes

da PIH e da 3RIH.

Diametro dos halos de

Amostras hemdlise (mm) Absorbancia (quo}
antitoxina 1:40 antitoxina 1:80
19927 16,00 £ 0,0000® 1,32 % 0,0043°
38 15,25 ¥ 90,2500 1,32 £ g,0029
73/1 16,00 * 0,2887 1,31 % 0,0014
A 14,50 L 0,2887 1,26 £ 0,0043
2161 - 15,25 < 0,1443 1,22 + 0,0202
13/D 16,00 * 0,2887 1,21 L 0,0050
269/7 14,75 10,1443 1,13 £ g,0152
82,2 15,50 =~ 0,2887 0,99 % 0,0029
153 15,75 < 0,1443 1,14 ¥ 0,0050
406 12,00 ¥ 0,0000 0,22 £ 0,0202
306 12,00 £ o,0306 0,20 ¥ 0,0022
150 /2 -© 0,08 ¥ 0,0029
446 - 0,11 % 0,0500
40T (controle 15,75 % 0,1443 1,28 £ g,0325
positivo)
K,, (controle - - 0,09 £ 0,0029
negativo)

a. Meédia aritmética dos valores dos diametros dos halos de
- ; ; o
hemolise em 4 testes realizados para cada amostra -~ 1 EDPM

(erro padrao da média),

b, Média aritmética dos valores das absorbanciag {RQEO} em 4
. + » " -
testes realizados para cada amostra - 1 EPM (erro padrao
da media).

c. Negativo.
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FIGURA 8 - Teste da SRIH com a amostra de F. coli K, (con

FIGURA 9

trole negativo), Aumento da fotografia: & %,

A - antitoxina colérica diluida a 1:40

B -~ antitoxina colérica dilulda a 1:80

~ Teste da SRIN com a amostra de £. cold 407 {pro

dutora de enterotoxina 7). sumento da fotogra

fia: 5 X,

A - antitoxina colérica dilulda a 1:40

B - antitoxina colérica diluida a 1:80



(amostras 306 e 406), Finalmente, todas as amostras defi-

nitivamente positivas no teste da PIH, ou sedja, AQZO >o4,25
(> 46 ug de hemoglobina liberada) também foram positivos no
teste da SRIH, como ccorreu com as anostras B2/2, 38, 19927,
2161, 73/1, 269/7, 13/D, 153, A e 407, esta Tltima inclulda

como controle positivo da reacac (Pigura 9).

3.4 - Avaliagao do teste da SRIH na deteccio da entero-

toxina LT preduzida em culturas estaciondrias,

Os regultados obtidos com sobrenadantes provenien-
tes de culturas estaciondrias e cultivadas sob agitagao
(150 rpm), examinadas pelo teste da SRIE, sidc apresentados

na Tabela %,

Das 15 amostras examinadas observa~-se gue em dois
casos (13,33%) referentes as amostras 153 e 06, os resulta
dos foram negativos, Isto nos levou a crer, como era espe
rado, que o cultivo estacioniric causasse uma diminuicao da
produgac de enterotoxina LT, Desse modo, as amostras fra-
camente positivas poderiam nao ter a produgao de enteroto-
xina detectavel por esta téenica, quando cultivadas sem

agitagao,

Os resultados encentrados na Tabela 7 com algumas
amostras, que tiveram a prcdugéa de enterotoxina tituladas
pelo SRIH, em culturas estacicnirias e cultivadas sob agita
¢ao, demonstram que para algumas delas (407, 339 & 2423)
houve uma diminui¢ao da produgho de enterotoxina LT nas cul

turas estacionarias, Para a amostra 339 a diferenga nao



TABELA 6 - Influéncia de culturas estacionirias e com agi fagio na  producao  de

entersterina LT pelo teste da

SEIIT,

Diametro dos halos de hanrdlise (om) hbsorbancia {%20}
Amostras .
agl tag:%ioa estacioniria’ agltacac estacionéria
40T 15,755,144 15,50%0,2887 0,98%0,0576%  0,96%0 0058
156,/2 17,2550,1443 17,0050, 0000 0,8520,0058  0,85%0,0144
19927 15,2550,125 16,000, 0000 0,89%0,0144  0,90%0,0870
36 16,3750,2394 14,50%0,2887 0,91%,0144 0,770, 0144
73/1 16,00%0,0000 14,7550, 1443 1,02%0,0192 0,875, 0280
153 15,2550 ,1443 - 0,80%0,0060  0,08%,0818
38 15,1250,0722 15,7540,1443 0,950,0577  0,92%0,0144
A 15,00%0,0000 13,7540,1443 0,93%0,0053  ©0,62%0,0058
82/2 16,12%0,0722 16,0050,0000 0,8450,0144  0,9050,0144
269/7 16,250,1443 14,385,072 0,9120,0058  0,78%0,009]
2423 15,25%0,14473 14,7550 ,1443 0,91%0,0144  0,82%0,0059
3406 15,750,143 13,75%0,0720 0,93%0,0056  0,62%0,0029
339 15,50%0,0000 14,2550 ,1443 0,00%,0144  0,76%0,0058
05/75 15,25%0,1443 15,00%0,0000 0,570,015 0,75%0,0115
306 13,00%0,0000 - 0,45%0,0202  0,18%0,0058
K|, £ - 0,04%6,0029  ©0,03%0,0058
(controle
negativo)

a. Sobrenadmtes de culturas obtidos apbs 18 hs, de incubagao a 37°C, sob agita

cao e extraldos pelo polimixina B,

b. Sobrenadantes de culturas estaciondrias incubadas a 37¢C por 24 hs,

dos pela polimixina B,

extyral~

c. Media aritmética dos valores dos didmetros dos halos de hermblise em 4 testes

+ . e
realizados para cada amostra -~ 1 IZPM (erro padrio de nddia),

- - - +
d, Media aritmética das absorbancias om 4 testes realizados - 1 EPM ferro DE
2

drao de média),

e, Negativo,
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foi significante e, em outras {(150/2 ¢ 0L/75), © ritulo
final obtido em culturas estacicnirias e sob agltagao fol o

mesmo.

3.5 - Avaliacao do teste da SRIN na detecgac de  entero-
toxina LT em sobrenadantes de culturas nao subneti

dos ao tratamento pela polimixina,

Na Tabela 8 estac apresentados o$ resultados obti-
dos quando toxinas ndo dilufdas extraldas ou nao pela poli-
mixina P foram examinadas frente a diferentes dilulgoes da

antitoxina colérica,

Nao se observaran diferengas slyniiicantes antre
o5 difmetros dos halos de hemdlise corregpondentes as  rea-

cdes das toxinas obtidas por ambos 0% nétodns.

Apesar destes resultados, havia interesse en e
verificar se a extragac pela polimixina alteraria a quanti-
dade de enterotoxina LT a ser detectada no sobrenadante.
Por este motivo, culturas da amostra 3406, submetidas ou
nao ao tratamento pela polimixina, foram tituladas pelos
testes da PIH e da SRIH com a antitoxina colérica diluida
a 1:40. Os resultados encontrados na Tabela Y mostram gue

nao existe diferenga significante na guantidade de enteroto

xina LT presente nos sobrenadantes obtidos por ambos 05 e -

todos,

Além disso, estes resultades evidenciam novamente

a forte correlacdo existente entre os testes da PIN @ da
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SRIH pois ambos mostraram-se eficientes na detecgao da  an-

terotoxinag LT,



4, DISCUSSAD

Existem atualmente, para detecgao de enterctoxi-
na LT, varios testes soroldégicos, bem como ensains em  ocer-
tas linhagens celulares gue, quando em contacto com aguela

enterotoxina, apresentam alteragoes morfoldgicas (4, 9, 17,

As desvantagens dos testes do RIA e BLISA ae
baseiam sobretudo na necessidade de aparelhagen e reagentas
cepectals, bem como pesgsoal técenico qualificoado, 0 teste

da PTH, embora bastante simples, apresenta o inconveniente
P )2 t :

de requerer leitura espectrofotométrica. Bste fol um dos
motivos que levou BRILL e aol., (4) a estudarem umsy prova
onde fosse pozsivel uma leitura nacros scOpica, sen exigir,

por cutro lado, equipamentos ou reagentes especials, a nao

ser uma capa de Staphyloceccus auwreus, produtera de protel
nas A, bem como a antitoxina colérica. Segundc estes auto

res, esta prova apresentaria sensibilidade comparfvel aus
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demails testes em cultura de tecido,

Todavia, emn nossas c@ndiqéea, varios pesgquisado-
res que tentaram sua sdapltacao para a detecgao de LT nao re
lataram resultados favoridveis (TRABULST, comunicagio  pes-
soal; PESTANA DE CASTRO, comunicagao pesscal), principal-

mente guanto a sua especificidade e sensibpilidade.

Todos estes inconvenlientes apresentados tornam
grande parte destes testes sorolGgicos pouco apropriados
para laboratdrios menores e menos eguipados o que &, via de

regra, habitual nos paises em desenvolvimento.

Com relagao & deteccac de enterotoxina LT, atra-
ves de ensaios realizados em cultura de tecido, & importan-
te ressaltar algumas inconveniéncias proprias do sistema em
guestao, tals como: a necessidade de manutengao das  cbélu-
las e de pessoas adequadanmente treinadas para a manipulacac
das mesmas. Além disso, as principais linhagens celulares
utilizadas até o momento (¥-1, CHO e VERO) apresentan alou-
mas diferengas de natureza nac s0 qualitativa, cowo gquanti-
tativa, no gue concerne & leitura das alteragoes morfoldgl
cas produzidas (9, 22, 32). Nao existe até o momento,
estudos comparatives para avallar egses efeitos nas  linha-
gens mencionadas e, por outyo lado, ainda gue as Qonsiderﬁg
semos isoladamente existiria ainda a necessidade de se man-

ter pessoal familiarizado com a leltura destes ensaios.

Hstas razoes tormam ainda mais invidvel a  difu-
sao dos testes em cultura de tecido como método padrac para

se identificar amostras de [, cold enterotoxigenicas,



46

srodutoras de enterotoxina LT,
2

Em viste disto, tentamos no presente trabalho,
através de um teste soroldgico mais simples, estudar Lma

técnica gue fosse passivel de realizagac em laboratdrios mo

destos, 0 método escolhido foi o da SRIN, com relagac  ao
qual teceremos agora algumas consideracdes, com base nos

resultades por nds obtidos no estude comparative gue reali-

zamos com ¢ teste da PIH,

4.1 - Correlagao entre os testes da SRIH e da

PIH

Verificou-se (SERAPIM, comunicagio pes-
soal) due o teste da PIH era mais sensivel na deteceao da
enterotoxina LT do que o ensaio em células de linhagem Y-1,
Alids, com relagao a esta prova, sabla-se ser a mesma  [A0

muito apropriada para a detecgac de amostras fracamente to-

xigénicas, fornecendo por vézes resultados inconstantes em

leituras realizadas por diferentes tdcnicos (356).

Ermbora, mais adiante, venhamos fazer consl
deragtes sobre as limitacOes ou vantagens de se utilizar
testes sorolégicos, em especial © SRIH e o PIH, para a de-
tecgﬁo de enterotoxina LT, & importante salientar gue resul
tados falso-positivos, nesses testes, poderiam ser devidos
a amostras de colibacilos gue produzissem enterotoxina LT
inativa, Hessas condi¢oes, o ensaio, embora positivo  nos

testes soroldgicos, seria negativo nos ensaios bioldogicos,

em especial agueles realizados em cultura de tecido,



Ho entanto, embora & ooorre e tals

tipos de amostras seja possivel, na pritica,

e we demonse-
trado que o isolamente, a partir de especines clinicos, de
colibacilos enterotoxigénicos gue produzem una toxina e

fectiva @ hastante raro (17),

Observou-se ne presente trabalbe, que 0
teste da SRIH, como o da PIH, nas condigé&ﬁ investigadas,
sao ambos mais sensiveis do que o teste em Y-l Assim sen

do, a comparagazo do teste da SKIH com o teste da PIH demons

trou una boa correlagﬁo entre ambos (Figuras 3 e 4).

Embora neste estudo comparative tivéssemos

nos valido de apenas uma amostra de origem humana, fol pos-

sivel se estabelecer os linites de confianga para © teste
da SRIH. Em outras valavras, valores do diametro do halo
de hemdlise superiores a 12,43 mm sac seguraments positi-
VOS . Por outro lade, agueles entre este valor e 11,33 mm

poderiam sey considerados duvidosos, o que acontece, de mo-
do semelhante, no teste da PIH, quando obtemos com amostras
negativasg ou de toxigenicidade bastante baixa, valores de

; ant e T o o
AGEO entre 0,17 e 0,25,

Conforme se pode verllicar nos resultados
obtidos nos estudos comparativos entre o SRIN e o PIH, amn
diluigaes mais elevadas do antisore utilizado (1:40 e 1:30),
nao se observou qualquer halo de hemdlise visivel macroschH-
plcamente, nos testes realizados com as amostras nao enterp
toxigénicas. Como, em diluicoes mais bhailxas de antitoxina

colérica (1:10 e 1:20), foram encontrados alguns nalos de



hemblise com o controle negativo, nao enterotoxiadnico (£,

coli ¥, .), recomendamos gue o Loste da SRIN seda sempre na=
120 F : 4 g i L

dronizado no que concerne a melhor diluicao de antitoxina

colérica a ser utilizada no mesmo, de modo a evitar reacoes
r

falso-positivas,

Uma explicagac para estes resultados fal-
so-positivos, guando se utilizou antitoxina colérica madls

concentrada nos & desconhecida e merece ger melhoy investi-

gada. Contudo, apesar de termos realizado a absoxrgaoc da
antitoxina colérica com hemicias de carneirc, & possivel

gque alguns anticorpos heterdfilos tenham ainda permanecido
no soro absorvido. Todavia, somos particularmente favora-
vels a hipdtese de que a antitoxina colérice contivesse an-
ticorpos capazes de reagir cruzadamente em balxos titulos
com componentes extracelulares de sobrenadantes de cultura

de &£, cold Ky utilizada come controle negativo.

4.2 - Influéncia de algumas varidveis da reagdo

Embora nac fosse nosso intuito estudar
exaustivamente as condicoes de preparo dos sobrenadantes de
culturas a serem examinados, bem como a influéncia que algu
mas variaveis do teste viesse a ter nos resultados obtidos,
procuramos selecionar alguns aspectos, nesse particular,que
pudessem nos dar uma idéia mais precisa sobre a sua influéﬁ
cia na sensibilidade do teste, bem come torna-lo mals facil
mente adaptavel a laboratdrios mencs eguipados, aumentando

o seu rendimento diante dos reagentes disponiveis.
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Assim sendo, determincou-ss qgual a manor
concentragao final Stima (0,5%) de hemfcias a ser utilizada
no teste, Nas provas realizadas com sobrenadantes de cule-
tura nao diluldos ocorreu um fendmence de prozona, mais acen

tuado nas amostras de origem humana de toxigenicidade enqua

drada no grupo I (F) (Figura &). Contudo, visto gque oste
fendmeno s6 fol verificado com as amostras mails toxigéni-~
] b - I
cas, provavelmente devido a um excesse de antlgeno (towd -
na) , que nao fol porém suficiente para tornar negativo O

teste, julgamos que o mesmo pode ser realizado com sobrena-
dantes de culturas sem diluir. Outra possibilidade, seria
a presenga de inibidores do complemento presentes no melo

de cultura.

Com relagao ao antisoro utilizado, no tes-
te da SRIH, o ideal seria o usc de um soro anti-LT prepara-
do com toxina purificada, sendo esta de origen geme lhante

a4 das amostras em investigagio. Isto nem sempre & pos-

sivel devido &s dificuldades inerentes a metodologia de pu-

rificacao destas toxinas, Deste modo, na maioria dos tra-
balhos que estudaram testes soroldgicos para det@cgéw de

LT, tem—se lancado mac da antigenicidade cruzada existente
entre a enterctoxina LT e a toxina colérica (6, 7, B).
Egta {(ltima, bem como o seu respective antisoro, ou gela,
a antitoxina colérica, podem ser obtidas comercialmente, RO,
rém, sao dispendiosas. Conseguentemente, verificamos gual
a maior diluigao de antitoxina gue ainda era capaz de detec

tar amostras de E. cold de toxigenicidade haixa,

No caso do lote de antitoxina utilizado



qo21/ /3 C

{(2/678, contendo 4470 unidades/ml}, verificou-se que en di
luicdes superiores a 1:80 algumas poucas arcstras  delxavam
de reagir no teste em questao. Consequentements, s@  gul-
zermos aumenhtar a sensibilidade e eficiéneia do teste 1A

condicoes investigadas, & mwals recomendivel que se  utilize

este lote de antitoxina diluide a 1:40, bsta diluigao ain
da que aparentemente baixa, podendo ser inclusive aumentada
para o caso de antisoros mails potentes, permitiu que com ca
da 1 ml de antitoxina, nao dilulda, fossemos capazes de rea
lizar em duplicata 800 rea@é@sp considerandoe-se gue en cada
orificio da lamina de agarose colocivamos 25 pl de antitoxi

na diluida a 1l:40,

jo¥:

HH

S

s dados demonstram gue, o teste & bom

Py

quanto ao dispendio de antitoxina colé&rica,

Portanto com uma toxina colérica purifica-
da seriamos capazes de preparar antlsoros potentes em gquan-
tidade suficiente para atender os necessidades atuals dos
laboratdriocs brasileiros, que se dedicassen, através deste
teste, a detecgac de colibacilos enterotoxigénicos produto

res de enterotoxina LT,

O estudo sobre a influéncia do tempo de
difusao da antitoxina colérica demonstrou uma maior sensibi
lidade do teste se a mesma for deixada difundir na lamina
de agarose por 48 horas ac invés de 24 horas. Todavia,
egta malor sensibllidade se traduziuv apenas num malor ﬁiﬁmﬁ
tro do halo de hemdlise (Tabela 4), nac se observando uIsa

variacao no tlitulo final obtido,



o

Oz estuwdos realizados sobre a eficicnoia

do teste da SRIH frente a oubtras

sstras de eolibacilos

enterotoxigénicos, que naoc aguelas utilizadas na padroniza-
cao do mesmo, demonstraram que os resultados obtidos, foram

coincidentes,

Como o intuito principal de nosso trabalho
era tornar o teste da SRIH facilmente executndo em laboratd
rios mencs equipados, estudemos oulras modificagoes, a  sa-

hers

a. Produgac de onterctoxina LT detectivel  pelo

teste da SRLI, em culturas estacionarias

Verificamos, mais uma vez, a correlagao entre
o teste da SRIH & o teste da PIH. O nimero de  amostras
examinadas neste estudo comparativoe fol relativamente bai-
%o, contudo, pode-se verificar que a maioria das amostras
positivas no teste de imunohemdlise passiva, o foram tambén
no teste de imunohemdlise radial. liouve apenas duas anos-
tras que foram negativas no teste da SRIH, sendo gue uma
delas também ¢ foi no teste da PII {amostra 153) {(Tabela
6)._ L amostra restante (amostra 3061, embora om cultura
estacionaria nao tenha fornecido didpetros de halos de hemd
lise compativeis com a pesitividade do teste da SRIH, sendo
portanto considerada nao enterctoxigénica nestas condigoes,
no teste da PIH forneceu valores de absorbancia (Aézo} -
tre 0,18 e 0,25, sendo identificada come fracamente positi-
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Apesar desta discordancia, que aparentemante
poderia prejudicar a eficiéncia do teste comn culturas esta-
cionarias, somos da opiniZo que, para investigagoes epide-
mioldgicas e trabalhos de rotina, poder-se~ia dispensar a
incubagao sob agitagac das culturas de colibacilos a serem
examninadas. Além disso, o bom rendimento e a eficiéncia
do teste da SRIH, mesmo em culturas estaciondrias, nao juse
tificariam a necessidade de um elevado investimento na acgui
sigao de incubacdoras com agitagfio, tornando-se pois admis-
sivel que laboratOrics mais modestos possam langar mao des-

te tipo de ensaio para a deteccdo de enterotoxina LT,

b. Avaliagao do teste da SRIH na deteccac de
enterotoxina LT, emn scbrenadantes de culturas

tratados ou nao pela polimixina

A polimixina B & um antibidtico facilmente
consequido, como cortesia das indistrias farmacéuticas gue
a produzem (WELLCOME RESEARCH LABORATORIES) , entretanto po-
de representar uma dificuldade a mais para cs laboratérios
que gueilram adotar o teste da SRIB para a deteccao de ente-
rotoxina LT, utilizando sobrenadantes de culturas tratados
por este antibidtico, Era pols importante verificarmos se
a adigao de polimixina, como método de extracan da enteroto
xina LT era dispensavel, Os resultados por nds obtidos
neste particular, demonstraram que na inviabilidoade de se
realizar o teste da SRIH, adicionando-se polimixina no pre-
parc das toxinas a serem examinadas, o ensaio pode ser foi-

to omitindo-se esse tratamento, provavelmente sem prejulzo



significante dos resultados a serem ob+idas

4,3 - Comentirios finais

Resumidamente, esta prova, corforme se pode
verificar na metodologia descrita, & simples, sensivel e per

mite gue diversas amostras de . cold possam ser examina-

das por dia.

Qualguer auxiliar de laboratério, de nivel
médio, suficientemente treinado pode se incumbir da realiza
cao deste teste que, por sua vVen, Nao regquer nenhum eguipa-
mento especial, como por exemplo o eapectrofotCnetro, A
padronizagao das hemlcias de carneiro utilizadas na prova
também nao & feita espectrofotometricanante e o guantidade
dos reagentes utilizados & baixa, conforme 92 comentamos com

relagao a antitoxina colérica,

A malor critica gue se podervia fazer ao tes
te seria a necessidade de se utilizar a agsrase gue, como 6
do conhecimento geral, & bastante cara, Acreditamocs, toda-
via, que o agar-noble ou dgar comum, que nfio funcionaram a
contento em alguns dos experimentos preliminares realizados,
SRR~ Fype s S R T TE T ax ;
poderao eventualmente substitui-~lo, Alias, ja existen rela
tos na literatura da utilizagio de Agar-noble como reagente

no teste da SRIH, para outros sistemas {24},

Ainda que a utilizacido de Agar nio fosse
possivel, achamos que © teste, mesmo usando agarose, seria

vantajoso, sob o ponte de viste econdmico, Aggin sendo,com
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500 gramas de agarose, seria possivel a y&&lixagﬁm de 50
ensaios por dia, podendo-se com esta gquantidade de gel traba

lhar guase dois anos.

Com uma simples leitura nacroscdplica  pode-
~se ldentlificar uma amostra de [, cold cnterctoxigénica,
bem como ter-se uma idéia de poténcia da eéntoerotoxina prodi-
zida pela mesma, Desde que utilivado como descrito, o tege-
te nac mostrou nenhuma reagdo falso-positiva e apresentou to
tal concordancia com o teste da PIH 34 referido, sendo anbos

mais sensiveis do que o ensailo em células V=1,

Finalmente, apesar de nao estarmcs informa-
dos sobre as condicoes dos laboratdrios mencs ecuipados, nos
palses em desenvolvimento, incluinde o Brasil, acreditanos
gque o teste descrito no presente trabalho, serd, sem divida,
gtil na identificagac de colibacilos produtores de enteroto
xina LT, porque, conforme 44 afirmamos, € relativamente bara
to, eficiente, especlifico e nao necessita de nenhunm equipa-

mento sofisticado para sua realizacao,



5. RESUMO

Com ¢ objetivo de oferecer a laboratdrios menos
aquipados, o, portanto, sem infraestruturs para realizar
a deteccao de colibacilos enterctoxigénicos produtores de

enterotoxina termolébil (LT), féz-se uma avaliacio da prova

de Tmunchemdlise Radial (8RIH) para este Fim,

Cs principais resultados e conclusoes obtidos i pax
tir deste estudo podem ser assim resumidos:

5.1 =~ Utilizande diferentes diluigoes de  sobrena~
dantes de culturas provenientes da amostra de £, cpfl 407
(incluida no grupo I, fortemente enterotoxigénica) frente a
diferentes diluigoes de antitoxina colérica, realizou-se um
estudo comparativo entre os testes da SRIN ¢ da 1mumohemél£
se Passiva (PIH), Verificou-se, através deste estudo, gue
o teste da SRIH & tao sensivel quanto o da PIl, para a de-

teccao de enterotoxina LT, guando se corvelacionou o 4iame-
i



tro (em mm) do halo de hemdlise cow a absorbincia, a 420 nm,
ou com a guantidade de hewoglobina liberada {ug/ml), sendo
que os valores de r, para n = 25, foranm, respectivamente,

0,748 e 0,755,

Pode~se considerar como resultado positivo,
no teste da SRIH, valores dos diametros dos halos de hem@li
se, superiores a 12,43 mm; valores negativos, agueleg in-
feriores a 11,33 mm; e duvidosos, agqueles compreendidos en
tre 11,33 e 12,43 mm, conforme estabelecido pelo calculo do

intervalo de Confianga,

O teste nao apresentou nenhuma reacdo falso-

~positivo nas diluigoes de antitoxina coldrica matores
{(1:40 e 1:80), sendo, portanto, especifico, m diluigoes

renores de antisoro {(1:10 e 1:20), observou-se no controle
negativo alguns halos, nunca superiores a 8 mm de difmetro,
£ possivel que estas reacoes se devam a anticorpos contidos na
antitoxina colérica e dirigidos contra componentes extrace-

lulares da £, codd K que se fixaram nas hemicias,
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Embora os diametros dos halos de hendlise

tenham sido maiores nos testes realizados com antitoxina oo

lérica difundindo por 48 hovas, verificou-se cue o titulo
# T
final da reagac era o mesmno. Nessas condicoes, julgawos

desnecessaric gue se prolongue além de 24 horae o tenpo  de

difusao da antitoxina colérica.

5.2 - Nosg estudos realizados com a finalidade de we

obter um maior rendimento e eficiéncia do teste, sem  Aimi-



nulr a sensibilidade do mesmo, visando, conseguenteamnente,

uma economia de reagentes e equiparentos, verificou-se que:

5.2,1 - A utilizagao de hemicias sensibiliza-
das, numa concentracao final de 0,5%, permitiva que a leitu-
ra dos diametros dos halos de hemdlise, fosse foita GO
maior facilidade, o que nao aconteceu gquando ge utilivou

uma concentragac menor de gldbulos vermelhos,

5.2.2 - O ensaio pode ser realizado com a to-
xina nao diluida, visto que fendmenos de DrOEONS foram
observados somente com os sobrenadantes de culturas prove-
nientes de amostras fortemente toxigénicas, nio sendo sufi-

ciente porém para tornar o teste negativo,

92,3 - No caso do lote de antitoxina coléri-
ca estudado (lote 2/67B) a dllul¢ao recomendada, para  nio
se obter reagoes inespeclficas, e ao mesmo tampo, aumentar
a sensibilidade do teste, foi de 1:40, PBata, apesar de
ser aparentemente balxa, permite gue sedam realizadas cer-

ca de 800 reagoes com apenas 1 ml de antitoxina.

5.2.4 ~ O reagente mals caro requerido pela

técnica é a agarose, Esta necessidade, contudo, nio inva-
lida esta prova, desde gue utilizando-se este gel na concen
tragac de 1%, com 500 gramas do mesmo pode~sc proceder a
realizagao de cerca de 50 exames didrios por oum periodo  de

guase dois anos,

3.2,5 - Demonstrou-se, ainda, e laboratd-

rios sem Gondigaﬁs de adgulrir incubadoras com agitagao,
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pocemn recorrer a aesta prova, para d&ﬁecgéo de enterotoxina
LT, utilizando sobrenadantes de culturas estacionarias. Por
outro lado, o antibidtico polimiwina B requerido para )
extra§50 da enterotoxina LT também pode ser dispensado, sem
prejuizo dos resultados.

5.3 - Concluindo, com base nos resultados por  nds
obtidos, podemos afirmar gque o teste da SRIH apresenta  hom
rendimento sendo tao ou mals sensivel gue os snsalos reali-
zados em culturas de tecldo com a finalidade de detectar a
enterotoxina LT, Desde gque devidamente padronizado, guan-
to a diluicao de antitoxina colérica a ser utilizada, o teg

te & especifico.

Gracas a peqguenas modificacoes introduzidas,
tais como a observacic de gue a adigao de polimixina nao &
necessaria para ¢ preparo dos extratos a sevepn exanminados;
a nao necessidade de se utilizar incubadoras com agitacao
e, finalmente, a facilidade com que se pode obter a antito=-
wina colérica e complemento, somos da opiniac gque o teste
poderd permitir que laboratdrios mais modestos possam utili
zar a técnica em questao com o propdsitc da detecgao de

enterotoxina LT.
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