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I- INTRODUCAQ

A Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) & um im-

portante agente etioldgico de doengas diarréicas que acometem
o homem e animais de varias espécies (28, 50, 52).

Essa agao patogénica decorre da elaboragao simultd-
nea, ou nao, de duas enterotoxinas distintas, uma termolabil
e por isso designada LT e a outra termoestidvel conhecida como
ST.

Para gue estas toxinas exergam a sua agao a nivel
intestinal, com consequente producgac de diarréia, & necessa-
rio que as células bacterianas possuam estruturas capazes de
fixa-las a receptores especificos localizados nos enterdcitos
da mucosa intestinal do hospedeiro.

As estruturas responsaveis pela aderéncia da ETEC
acs receptores intestinais sao antigenos localizados na super
ficie da célula bacteriana, que tem a estrutura de fimbria.
Estas fimbrias sdo denominadas fatores de colonizagéo, adegi~
nas ou antigenos de aderéncia. Foram inicialmente identifi-
cados em amostras de ETEC patogénicas para suinos e receberam

a denominacao de K88 (36, 37), sendo atualmente conhecidas as



variedades K88 ab, K88 ac e K88 ad. Em 1977, foi descrito o
antigeno P987, também identificadc em amostras originarias
de suinos(35). O antigeno K99(41, 43, 46), inicialmente relatado
para amostras de E. coli de origem bovina e ovina, foi pos-
teriormente identificado como sendo importante em amostras de
origem suina(42). Em 1982, foi descrito o antigeno F41(21),
encontrado em amostras de origem bovina e suina. Fiia amostras

de Escherichia coli de origem humana, até hoje foram caracte-

rizados os antigenos CFA/I(13,14), CFA/II(12), e E8775(61).
Recentemente, Yano et alii (62) descreveram um novo antigeno

(F42) encontrado em amostras de Escherichia coli de "origem

-

suina.
Outros antigenos de aderéncia tém sido ultimamente

descritos em amostras de Escherichia coli de origem humana,

porém, naoc estd ainda definida a importincia desses antigenos
no processo de colonizagao do intestino do hospedeiro(22). Com
excegao da fimbria P987, a producao de antigenos de aderéncia
assim como a de enterotoxinas, sao codificadas por genes pre-
sentes no DNA extra-cromossomico (plasmidios) (30, 53).

A enterotoxina ST, uma das responsaveilis pela produ-
cao de diarréia, & um peptidio de baixo peso molecular (1000-
6000), resistente ao aguecimento a 1009C por 30 min e imuno-
génica somente quando acoplada a uma proteina carrea-
dora{ll, 26).

Existem pelo menos dois tipos de §T: a STa ou STI,

solivel em metanol e ativa em camundongos recém-nascidos e



leitoes de um a trés dias de idade(2), e a STb ou STII, in-
soliivel em metanol e com atividade somente em alca ligada de
leitces ja desmamados (7 a 9 semanas) (2). Ambas sao antigé
nica e geneticamente diferentes (20, 55).

A atividade bioldgica da STa & devido a sua ligacao
a receptores, aparentemente de natureza proteica, localizades
nas células epiteliais da mucosa intestinal (1l). Uma vez aco
plada a esses receptores, ela ativa a enzima guanilciclase,
gue promove a elevacac dos niveis de GMP ciclico, o que re-
sulta em um aumento da secregao intestinal com producio de
diarréia(26). O mecanismo de agao de STb & desconhecido e pa
rece nao envolver aumento nos niveis de nucleotideos cicli-
cos (19).

Para a detecgéo da enterotoxina STa, © teste roti-

neiramente empregado & © teste de Dean, conhecido como teste

do camundongo recém-nascido(9). A técnica de alca ligada de
intestino de coelho(42) foi a primeira a ser utilizada na
detecgao dessa enterotoxina, porém, os resultados obtidos

através desse métodc parecem ser bastante inconsistentes (18).
Qutros métodos "in vitro", como radiocimuncensaic(20) e a
técnica de hibridizacao de colonias({44), também tem sido empre
gados, porém, nao na rotina laboratorial.

Por outro lado, a enterotoxina LT produzida por

amostras de Escherichia coli enterotoxigénica, & uma proteina

de alto pesc molecular (91.000), termolabil e imuncgenica, e

assemelha-se 3 toxina colérica em inlmeros aspectos {6, 7).



Estruturalmente, a toxina colérica e a LT, sao cons
tituldas por duas subunidades, A e B, sendo A formada por uma
Gnica cadeia polipeptidica, gque pode ser desdobrada nos frag-
mentos Al e A, apds tratamento enzimidtico, e B disposta sob
a forma de cinco cadeias polipeptidicas(24).

Quanto ao mecanismo de agao, esse também & idéntico
tanto para a LT como para a toxina colérica, sendo a subuni-
dade B a responsavel pela ligacac da toxina ac seu receptor,
o gangliosideo GM1l, localizado na superficie de enterdcito.
A seguir, ocorre a penetragao da subunidade A na célula da mu
cosa intestinal, que provoca a ativagao da adenilciclase le-
vando ac acimulo de AMP ciclico intracelular, propiciando o
aumento de liguido no l0mem intestinal e aparecimento de diar
réia (23).

As relagoes antigénicas entre a enterotoxina termo-

1abil LT de Escherichia coli e a toxina produzida pelo Vi-

bric cholerae foram inicialmente estudadas por Gyles & Bar-

num (29}, que demonstraram a neutralizacao da atividade da
LT suina, em alca ligada de intestino de porcce, usando antis=-

SOoro contra Vibric cholerae.

Na mesma época Smith & Sack(54) também mostraram
a existéncia de similaridades antigénicas entre a LT e a en-
terotoxina colérica, usando o teste de alca ligada de intes~-
tino de coelho.

Em 1978, Clements & Finkelstein demonstraram gque a

identidade antigénica, entre as duas toxinas, reside em ambas



as subunidades, A e B(4). Posteriormente, estes autores de
monstraram que a LT nao sb tem determinantes antigénicos em
comum com a toxina colérica, como também gue as duas toxinas
possuem determinantes antigénicos nicos (5).

Os primeiros métodos descritos para a deteccao da
enteroctoxina LT foram baseados na sua atividade bioldgica,
como © teste em alga ligada de intestino de coelho(42) e de
cutros animais (39, 51}, e o teste de permeabilidade
capilar(1l6).

Posteriormente, foram realizados ensaios em cultura

de tecidos utilizando-se células de ovario de hamster chinés

(CHO) (27), células tumorais de adrenal de camuen-—
dongos (¥-1) (106, 47), e cé&lulas tumorais de rim dJde macaco
{VERO) (56;.

Com base nas similaridades antigénicas existentes
entre as toxinas LT e colérica, foram desenvolvidos inQmeros
testes soroldgicos para a detecgdo de LT, que utilizam a an-
titoxina colérica em lugar da antitoxina LT.

Assim sendc, em 1977, Evans & Evans(l15) e mais tar-
de Serafim et alii(49) desenvolveram o teste de imunchemdli-
se passiva (IHP), no gual hemidcias de carneiro s3o sensibili-
zadas com a enterotoxina LT, sem necessidade de gqualguer 1i-
gante, e posteriormente expostas 3 antitoxina colérica e com-
plemento, observando-se entdo a reacac entre o antligenc e seu
anticorpo especifico, com o rompimento da hemicia e liberacao

de hemoglobina, pela acao do complemento de cobaia adicionado



elm excesso na reacgao.

Posteriormente, Castro et alii(3) introduziram mo-
dificagOes que aumentaram a sensibilidade do teste, principal
mente na detecgao de amostras enterotoxigénicas de Escheri-
chia coli, originarias de suinos.

A seguir, outras reacoes de imunohemdlise aecorren—
tes do teste de IHP, tais como imunohemdlise radial (48) e imu
nohemdlise radial modificada (63), foram desenvolvidas. Como
esses testes ainda requerem alguma infra-estrutura, esforgos
tem sido feitos no sentido de se estabelecerem provas labora-
toriais mais simples e igualmente eficientes na detecgao de

amostras de Escherichia coli produtoras de LT.

Com isso, inlmeras té&cnicas tem sido propostas como
a hemaglutinagao passiva reversa({38), coaglutinacdo por eg~
tafilococos(l), teste imuncenzimdtico (ELISA) (58) e radioi-
muncoensaio(25), mas todas elas apresentam inconvenientes,
tais como a utilizacao de equipamentos sofisticados ou o uso
de reagentes de alto custo, nao sendo portanto indicadas para
uma rotina laboratorial, principalmente por parte de labora-
£O0rios pouco equipados.

Em 1981, Honda et alii(32) adaptaram o teste de
ELEK para a detecgaoc da enterotoxina LT, dencminando-o teste
do Biken. Este método pareceu identificar amostras de Es-

cherichia coli produtoras de LT de uma maneira simples e efi-

caz, eliminando, inclusive, © uso de aparelhos para leitu-

ra dos resultados. Segundo seus idealizadores, o teste de



Biken, mostrou-se bastante adequado para ser utilizado em la=-
boratdorios com poucos recursos. Além disso, esse teste possi
bilitava uma investigacao das relag¢oes antigénicas entre as
diferentes LTs.

Diferengcas antigénicas, entre as LTs de origem hu-
mana e sulna, j& haviam sido observadas ncos trabalhos de Se-
rafim et alii(49).

Recentemente Honda et alii(33, 34, 60) demonstraram
que as LTs sulna e humana, embora estejam relacionadas anti-
genicamente, nao sao idénticas, e aprofundando seus estudos
propuseram um esquema antigénico para as trés enterotoxinas:
colérica, LT de origem humana e LT de origem sulna(59).

Tendo em vista a facilidade com que © teste de Bi-
ken pode ser realizado em laboratdrios menos equipados, tive-
mos como objetivo nesse trabalho analisar essa prova como meio

de identificacao de amostras de Escherichia coli produtoras de

LT, comparando-a com o teste de imunchemdlise passiva, roti-

neiramente usado por nds na detecgao da LT.



I1I- MATERIAL E METODOS

Amostras

Foram estudadas 64 amostras de Escherichia co-

1li, sendo 40 de origem sulna, produtoras de LT e perten-
centes ao Departamento de Microbioclogia e Imunologia da
UNICAMP. As demais amostras, de origem humana (17 amos-
tras), de alimentos (4 amostras) e de agua de rio (3 amos-
tras), também produtoras de LT, foram gentilmente cedidas
pelo Prof. Dr. L.R. Trabulsi, da Escola Paulista de Medi-
cina. Utilizamos como controle negativo a amostra padrao

de Escherichia coli K 12, nao enterotoxigénica e de ori-

gem humana. Como controles positivos foram usadas as amos
tras, 40T e 0149/8, produtoras de LT, sendo a primeira de
origem humana e a segunda de origem suina. NoOs processos
de purificagao da LT humana e suina, as amostras escolhi-
das foram: H-10407 <{(humana) e 0149%/32 {suina).

Durante toda realizacao do trabalho as amostras
em estudo foram mantidas a -209C no meio de Brain Heart

Infusion (BHEHI) com 15% de glicercl.



Meios de cultura
Os meiocs de cultura utilizados eram originarios
da DIFCO ou BBL, enquantc que os demais reagentes proce-

diam da MERCK, CARLO ERBA, REAGEN ou SIGMA.

2.1. Meio de "Brain Heart Infusion" (BHI)

2.2. Meio de Mundell (45)

L Mo Lo T = 0,25%
Casaminoacidos ........ C e h e ee s e e 2%
Extrato de levedura .........c.cvevernnnnn. 0,6%
Cloreto de sOdi0 ....iiiiinnrnnennnrennnnn 0,25%
Fosfato de potassio bibasico ............. 0,671%

Sclugao de sais (Cloreto de mangan@s 0,5%;

Cloreto férrico 0,5%; H2864

Agua destiladd8 eS.P: veeverearrnneenannns 1000 ml

0,0001 N) .... O0,1%

O pH do meio foi ajustado para 8,5, com hidrdxido de
sodio 1N, sendo o meio esterilizade em autoclave a
1219C por 15 minutos. Apds a esterilizacao, adicio=-
nou-se assepticamente cloridrato de lincomicina

(UPJOHN) na concentragao de 90 ug/ml (40).

2.3. Meio de "Casamino Acids Yeast Extract" (CAYE) (17)

CasaminNOaCidOs v et i ossesoesosssnsoneenns 2%
Extrato de levedlra . ..ove e eeensesseseenns G,6%

Cloreto de SOA10 it it o e e e te e eneeseeanan 0,253
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Solucao de sais (Sulfato de magnésio 5%;
Cloreto de manganés 0,5%; Cloreto férri-

co 0,5% em HZSO 0,0001 MY vvererennnnnn 0,1%

4
Agua destilada g.S.P. ccvetrecennanaann 1000 ml

O pH do meio foi ajustado para 8,5 com hidroxido de
sddio IN e o meio esterilizado em autoclave a 121C

por 15 minutos.

Meio de Biken (32)

Casaminodcidos ...ttt ittt nnnn 2%
Extrato de levedura ........cecvevenenes 1%
Fosfato de pot@ssio bibasico ........... 1,5%
8 o o = 1,5%
Cloreto de S80di0 tuevuevenvrnnnsnneeansan 0,25%
Agar "Noble" ... ..ttt 1,5%

Sclucgac de sais (Sulfato de magnésio 5%;

Cloreto de cobalto 2%; Cloreto férrico

0,5% em agua destilada) +.eeevevennranns 0,1%

Agua destilada g.S.P.  crviernnonnonnnon 1000 ml
O pHE do meio de cultura, quando necessario, foi
ajustado para 7,4 com hidroxido de sodio 1N. ApOS

esterilizacao em autoclave a 1219C por 15 minutos,
foi acrescentado assepticamente, ao meio ja res-—
friado, cloridrato de lincomicina {40} na concentra-

cao de 90 ug/ml.
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3. Solucoes tampao

Os sais utilizados e demails reagentes eram

de fabricacao MERCK, SIGMA, REAGEN ou CARLO ERRA.

3.1. Tampao TEAN (tris hidroximetil-aminometano, acido

etilenodiominotetracético, azida s&dica e NaCl) (4)

Trizma Hase .t.iivviecennosnrnnsns 6,057 g
12350 - 0,3362 g
Azida s0dicCa tiiveivrranenanans 0,19506 g
Cloreto de 80di0 .t vvvnaenns 11,692 g
Agua destilada g.sS.pP. c.e.avan 1000 ml

O pH do tampao foi ajustado para 7,4 com acido clo-

ridrico 1N.

3.2. Tampao fosfato salina 0,04M pH 6,7

Solugao de fosfatoc de sddio mono-
BEASICO 0,2M ittt nannes 22,6 ml

Solucao de fosfato de sddio biba-
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Tampac tris HC1 0,01M NaCl 0,9%

TriZma DASE v o v veevasnrvsosnerssasasensas 1,2114 g
Solucao de Cloreto de sddio 3M ......... 50 ml
Agua destilada g.S.P.  sececccneraaaann 1000 ml

O pH do tampaoc foi ajustado para 8,6 com acido clo-

ridrico 0,1N.

Tampao trietanclamina

Sulfato de Magnesio ....ceceeenn 1,232 g
Cloreto de calcio ..iieieiiinnn 0,2 g
Cloreto de sOdi0 v ercevinans 75 g
Trietanolamina ......c00veseas . 28 mi
Agua destilada g.S.P: cesesaaans 1000 ml

O pH do tampao foi ajustado para 7,4 com acido clo-
ridrico IN. ©Para ser usado no teste de imunochemdo-
lise passiva (IHP) o tampac foi diluido 10 vezes em

agua destilada, acrescentando-se 0,05% de gelatina.

4. Outros reagentes e solucgoes utilizados

4.1,

Sclucac de polimixina B (para uso no teste de IHP)

Sulfato de polimixina {Welcome Burroughs,

England) .. e it ien ittt snonnenanea 0,220 g

Tampao fosfato salina 0,04M pH 6,7 ..... 100 ml
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Solugao de polimixina B (para uso no teste de Biken)

Sulfato de polimixina (Welcome Burroughs,
England) cueueeeeirieeeocasoonraonocnscasens 1 g

Agua destilada g.S.P+ eeeveveernnnnonens 100 ml

Hemacias de carneiro

O sangue de carneiro foi coletado em so-
lugao estéril de Alsever, volume a volume, por pun-
gao da veia jugular do animal.

Foi em seguida distribuido em aliquotas
de 5 ml, que foram mantidas a 49C e utilizadas den-

tro de um prazo maximo de 45 dias.

Complemento

Como fonte de complemento foi utilizada
uma mistura de soros provenientes de 30 cobaias
adultas normais, gue foram sangradas por pungao car
diaca.

C complemento foi estocado em aliquotas

de 1 ml mantidas a -209C até o momento do uso.

Extracao da enterotoxina LT pela polimixina

A extracao da enterotoxina LT pela poli-
mixina foi realizada segundo o método descritc por

Evans et alii(l17).
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As amostras em estude foram semeadas em
Erlenmeyers de 125 ml contende 10 ml de meio de
CAYE, e incubadas a 379C em estufa com agitagao
(150 rpm), pox 18 horas. A cada cultura foi adicio
nado 1 ml de uma solugao de polimixina B na concen-
tracao final de 0,22 mg/ml de meio, incubando-se no-
vamente a 379C, em estufa com agitacao ( 150 rpm )
por mais de 15 minutos. As culturas foram entao
centrifugadas a 3000 rpm por 40 minutos a 49C.

0Os sobrenadantes de cultura, assim obti-
dos, foram cuidadosamente retirados com pipetas Pas
teur e conservados a -209C até o momento da reali-

zagao do teste de IHP.

Purificagac da enterotoxina LT

Essa técnica foi realizada de acordo com
o método descrito por Clements & Finkelstein (6).

Inicialmente amostras de Escherichia coli

produtoras de LT, de origem humana e sulna, Foram
tituladas pelo teste de IHP, com soro antitoxina co
l8rica diluido 1:40.

A escolha das amostras com as gquais se
prepararam os extratos de LT para a purificacao, re
caiu sobre aguelas gue forneceram um titulo elevado
(superior a 1:64) no teste de IHP. A amostra de

origem suina ou humana selecionada foi cultivada em
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153 ml de meio de Mundell e incubada por 6 horas a
379C.

Essa pré-cultura foi semeada num  micro-
fermenfador de bancada (Microferm Fermentor -MF 114
~New Brunswick Scientific Co. Inc.) contendo 3000 ml
de meio de Mundell, e incubada a 379C com aeragéo
vigorosa (15 psi) a 200 rpm, por 18 horas. Apds uma
hora de incubagéo, foli acrescentada ao cultivo,
90 ug/ml de uma solugao de cloridrato de lincomici-
na.

Completado o tempo de incubagao, a cultura
foi centrifugada a 10.000 rpm por 10 minutos a 49C,
sendo o seu sobrenadante desprezado e 0 sedimento res
suspenso em 100 ml de tampao tris - HCLl G01M, NaCl 0,9%.
Essa preparacgao foi mantida em banho de gelo e sub-
metida a ultra-som {(Heat Systems Ultrasonics, 1Inc.
- W 185 - Branson Sonic Power Co.) com 50 watts de
voltagem por 18 minutos, em trés periodos interrom-
pidos de seis minutos cada um.

Apds a sonicagac, foi realizada nova cen-
trifugacao a 10.000 rpm por 30 minutos a 49C. O so-
brenadante foi separadc do sedimento gue fol dispen
sado, e ao sobrenadante, imerso em banho de gelo e
sob agitagao constante, foi adicionado ientamente

sulfato de amdnia, até atingir uma concentracac de
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Esse material foil entao mantido por 2 ho-
ras a 49C, sendo a seguir centrifugado a 10.000 rpm
por 30 minutos a 49C, eliminando-se o sobrenadante
e ressuspendendo-se o sedimento em 80 ml de tampao
TEAN.

Esse preparadoe foi dialisado contra 10
volumes do mesmo tampao, numa temperatura de 49C,
com agitagéo, até a eliminagéo total do sulfatoc de
amdnia (aproximadamente 48 horas), que foi verifica-
da adicionando-se algumas gotas do reativo de Ness-
ler no tampao da didlise.

Posteriormente, em coluna (90 X 2 cm) de
Bio Gel Abm (Bio Rad Laboratories - Richmond, Cali-
fornia) equilibrada com tampac TEAN e mantida cons-
tantemente a 49C, aplicou-se 80 ml do material dia-
lisado.

A eluicgao desse material procedeu-se com
250 ml de tampao TEAN, sendo feito um controle de
eluicao das proteinas n@o adsorvidas & coluna, atra
vés de leitura espectrofotométrica (espectrofotdme-
tro Carl Zeiss - PMQ II - cubeta de quartzo caminho
Otico 1 cm) a 280 nm, das fragdes coletadas.

A etapa seguinte foi a lavagem da coluna
com mais 250 ml de tampac TEAN, porém, agora acres-—

cido de D-galactose 0,3M, para gue a LT adsorvida
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ao gel fosse eluida.

O volume coletado por tubo foide 5ml, sen
do o contelGdo de cada tubo analisado guantoc a pre-
senga de LT por leitura espectrofotométrica (espec-
trofotdometro Carl Zeiss - PMQ II - cubeta de guart-
zo caminho &tico 1 cm) a 280 nm e pelo teste de imu
nohemdlise radial modificado (IHR) -

Utilizou-se esse teste na deteccdo da en-
terotoxina LT nas fragoes coletadas durante a puri-
ficagao, porque o nimero de fracdes a serem exami-
nadas era muito grande, e o teste de IHR modificado
além de ser de facil execucao nao necessita do uso
de aparelhos para leitura dos resultados, permitin-
do o exame rapido de um grande nimero de fracgdes.

As fragoes nas quais detectou-se LT foram
reunidas e concentradas até 2 ml por ultrafiltracao
em membrana AMICON PM-10 (Amicon Corp., Lexington,
Mass.), a uma pressao de nitrogénio de 70-80 psi.

Quando necessario, essa preparacao fol es
tecada a -209C e posteriormente aplicada a uma co-
luna (9,5 X 1,3 cm) de Sephacryl S-200, mantida a
49C e equilibrada com tampdo TEAN.

O material foi eluido com 250 ml desse mes
mo tampao, e as fragdes coletadas automaticamente
(coletor de fragOes LKB-2070 Ultrarac - Sweden) fo

ram lidas no espectrofotdmetro (Carl Zeiss -~ PQM II
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- cubeta de quartzo caminho Otico 1 cm) a 280 nm, e
analisadas no teste de IHR quanto a presenca de LT.

As fracoes contendo LT foram identifica-
das e reunidas para concentracao até 2 ml por ul-
trafiltracao em membrana AMICON PM-10 (Amicon Corp.,
Lexington, Mass.), a uma pressao de nitrogénio de
70-80 psi.

A LT purificada foi entaoc conservada a
-209C para posterior verificacao de sua atividade
atraves de eletroforese em gel de poliacrilamida (8)

@ teste de IHR modificado.

Obtencao dos antissoros

Os antisscoros anti-LT humanc (anti-LTh),
anti-LT suinco (anti-LTs), anti-toxina coclérica (an~
ti=-TC) e anti-coleragendide (anti-Cg), foram obti-
dos através da imunizac¢do dos animais com LT humana
e LT suina purificadas, de acordo com Honda et
alii (33).

0 soro anti~LTh foi obtido inoculando-se
intramuscularmente em coelhos adultos (de 2 kg apro
ximadamente) 25 ug de toxina LT humana purificada,
diluida em 1 ml de PBS 0,01M (pH 7,4) e emulsionada
com igual volume de adijuvante completo de Freund

(DIFCO).
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O teor de proteina da toxina foi previa-
mente dosado pelo metodo de Lowry modificado (31).

Nos 259 e 509 dias, os animais receberam
por via intramuscular, novas doses de 25 ug de to-
xina emulsionadas em adjuvante incompleto de Freund
(DIFCO). A sangria de prova foi realizada noc 609
dia.

Foi considerado como titulo do soroamaior
diluigao do mesmo, capaz de causar uma hemdlise cor-
respondente & A 420 = 0,17 no teste de IHP.

C soro anti-LTs foi obtido seguindo-se
esse mesmo esquema de imunizacao, porém, com a toxi
na LT suina purificada.

Para obtencao de soro anti-TC, inoculou-se
em um cavalo, por via intramuscular, 200 ug de to-
xina colérica purificada {(gentilmente cedida pelo
Dr. Carl E. Miller, Enteric Diseases Program Officer,
National Institute of Healt, Bethesda, Marvland,
USA), diluida em 1 ml de solugao salina 0,15M e
emulsionada no mesmo volume de adjuvante completo
de Freund (DIFCO).

Apds 25, 50 e 75 dias foram administradas
novas doses de 150 ug emulsicnadas em adjuvante in-

complete de Freund (DIFCO).
O animal foi sangrado para prova, por pun

cao da veia jugular 15 dias apds a dltima inocula-
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¢ao, e o soro obtido titulado pelo teste de IHP.

Conseguindo-se um titulo superior a 1:80,
realizava-se a sangria final, obtendo-se de 1000 a
1500 ml de sangue.

Caso o titulo estivesse abaixo de 1:80 o
animal recebia uma dose de reforco de 150 ug de to=-
xina, emulsionada em adjuvante incompleto de Freund.

Vinte dias apbs esta inoculacdo era feita
nova sangria de prova, e o soro titulado pelo teste
de IHP. Confirmado o nivel de antitoxina menciona-
do acima, procedia-se a sangria.

O cavalo para esta finalidade tem sido man
tido pelo Jockey Club de Sao Paulo, em seu haras de
Campinas, e atravées de doses de reforgo constantes
(a cada 6 meses - 1 ano) nos tem suprido com anti-
toxina colérica para os nossos trabalhos, inclusive
0O presente.

0 soro anti-Cg, que foi obtido inoculan-
do~se a subunidade B da toxina coléerica em ani-

mais, nos fol cedido pelo Dr. Carl E. Miller.
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Titulacao dos antissoros

Os antissoros anti-LTh, anti-LTs, anti-TC
e anti-Cg, antes de serem utilizados na detecgao

de LT em amostras de Escherichia coli de diferentes

origens, foram titulados no teste de Biken frente
as amostras padroes 40T e 0149/8.

As mesmas titulacgoes foram realizadas no
teste IHP, frente aos extratos brutos das amostras
40T e 0149/8. No teste de Biken os soros fo-
ram diluidos até& 1:16, enguanto que no teste de

IHP foram feitas diluicdes até 1:1024.

Teste de imunchemOlise radial modificado (IHR)

O teste de imunchemélise radial modifica-

do foi realizado de acordo com Yano et alii (63).

A uma solucdo de agarose (Sigma Chemical
Co.) a 1% em tampac trietanolamina, adicionou-se
uma suspensao de hemdcias de carneiroc a 5% no mes
mo tampao, para se obter uma concentracdio fi-
nal de 0,5%. A mistura foi agitada atéd ficar com-
pletamente homogénea e vertida sobre placas de plas

tico retangulares {10 x 16 cm), sendo deixadas a
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temperatura ambiente para solidificacio.

Orificios de 4 mm de didmetro foram esca-
vados no suporte de agarose, colocando-se em cada
um deles 0,02 ml dos extratos de cultura a se
rem examinados.

As placas foram incubadas em camara Umi-
da a temperatura ambiente ou a 49C por aproximada-
mente 12 horas, quando entao foram colocados nos
orificios 0,02 ml de soro anti-TC, incubando-se neo
vamente as placas em camara Umida a 379C ou a tem-—
peratura ambiente por 4 a 5 horas.

A seguir, complemento de cobaia diluido

1:10 em tampao trietanolamina foi colocado SO=-

bre teda a superficie da placa de agarose e fei

ta incubagao em camara Gmida a 379C por 4 horas.
ApOs esse tempo, o excesso de complemento

foi removido das placas, e realizada a leitura

através da medida dos dildmetros dos halos de he-

molise.
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Teste de ImunohemOlise Passiva (IHP)

QO teste de IHP fol realizado, seguindo-se as
indicacoes de Serafim et alii(49) e Castro et alii(3).

A {nica alterag¢do introduzida por nods foi a
substituigdo do tampdo veronal, cujos reagentes sao de
dificil aquisicido, pelo tampaoc trietanolamina, © gue em
nada influi na eficiéncia do teste, para a deteccao de
amostras produtoras de LT.

Hemacias de carneiro foram lavadas 3 vezes com
tampac trietanolamina, fazendo-se a seguir uma suspensao
das mesmas a 5% nesse tampao. Essa suspensao foi padro-
nizada de tal maneira que, quando diluida 1:20 em agua
destilada, e lida em espectrofotdmetro {Micronal-B295 II)
em cubetas de 13 X 130 a 550 nm, desse uma absorbancia
de 0,42, o gue corresponderia a 2 X 109 células por
ml.

0s soros anti-LTs, anti-LTh, anti-TC e anti-Cqg,
de acordec com resultados preliminares foram utilizados
nas diluicgoes 1:80, 1:10, 1:80 e 1:20,respectivamen~-
te.

Tubos em duplicata, contendo 0,05 ml de tam-
pac trietanolamina, com igual volume de extrato de cul-
tura e mais 0,1 ml de suspensac padrdnizada de hemacias
de carneiro, foram incubadosg em banhe-maria a 379C por

30 minutos. Adicionou-se a seguir 0,1 ml de antisscro,
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e incubou-se novamente em banho-maria a 379C por 30 mi-
nutos.

Apds esse tempo, foram adicionados 0,1 ml de
complemento diluido 1:10 em tampdo trietanolamina e mais
3,6 ml do mesmo tampao, incubando-se os tubos em banho-
-~maria a 3792C por 60 minutos.

Findo esse tempo, os tubos foram centrifugados
a 1500 rpm durante 10 minutos a 49C. A leitura dos so-
brenadantes foi realizada em espectrofotdmetro {Micronal
- B 295 II) em cubetas de 13 X 130, a 420 nm.

Consideraram-se positivas aquelas reacOes cu-
ja 1iberag§o de hemoglobina foi igual ou malior que

30 ug/ml, o que significa uma absorbancia igual ou maior

a 0,17.

Os seguintes controleg foram utilizados nesse
teste:
a) Controle da toxina extraida pela polimixina {extra-

to da cultura, hemédcias de carneiro, tampao).

b) Controle de antissoro (hemicia de carneiro, antisso

ro, complemento, tampao).

<) Controle do complemento {extrato da cultura, hema~

cias de carneiro, complemento, tampao.
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Teste de Biken

0 teste de Biken fol realizado de acordo com a
metodologia descrita por Honda et alii (32).

Em placas de Petri (90 X 15 mm) contendo omeio
de Biken numa espessura de aproximadamente 5 mm, foram

semeadas as amostras de Escherichia coli em estudo. A se

meadura foi feita em duplicata, e as amostras foram po-
sicionadas lado a lado, formando-se um circulo com gua-
tro amostras. ApOs incubacgao a 379C por 48 horas, um
disco de papel de filtro estéril (CECON) de 7 mm de did~
metro e saturado com 20 ul de solugéo de polimixina, foi
colocado sobre cada uma das areas de crescimento, e fei-
ta nova incubacao a 379C por 4 a 5 horas.

A segulr em orificios localizados centralmente
em relacao as areas de crescimento das amostras semea-
das, foram colocados 0,02 ml de antissoro, € as placas
mantidas a 379C por 48 horas.

Todas as amostras foram examinadas frente aos

soros anti-LTs, anti-LTh, anti-TC e anti-Cg nao diluidos
As leituras foram realizadas com 24 e 48 horas
sendo gue as amostras produtoras de LT apresentaram li-

nha de precipitacaoc entre a zona de crescimente bacte-

riano e o orificio contendo antissoro.
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Purificacao da Enterotoxina LT

Conforme descritoc em material e métodes 80 ml
de extrato bruto de enterotoxina LT de origem humana ou
suina, foram aplicados em uma coluna de BIO GEL A5m. A
eluicaoc desses materiais no qgue concerne as proteinas ad-
sorvidas & coluna, foi feita com tampao TEAN, seguindo-se
nova eluigéo com © mesmo tampaco, contendo agora 0,3 M de
D-galactose, para gue a toxina LT adsorvida ao gel de aga
rose pudesse ser eluida.

. Todas as fragoes foram lidas em espectrofotdme=-
tro a 280 nm, e o resultado padrao desta cromatografia po
ce ser visto na figura 1. Das fracdes obtidas, a partir
da sexagésima, todas foram examinadas pela t&cnica de IHR,
utilizando-se a antitoxina colé&rica na identificacao da
enterotoxina LT. De maneira geral, a presenca da mesnma,
guer de origem humana ou suing esteve compreendida entre
as fracoes 115 a 130.

Apds concentragdo das fracdes positivas, por ul
trafiltragéo em membrana Amicon PM~10, um volume final de

2 ml quer da LT de origem suina, guer da de origem humang
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foram aplicados em uma coluna de Sephacryl $-200, proce-
dendo-~se a eluicao desses materiais com tampao TEAN.

O resultado padrao da cromatografia em Sephacryl
5-200 pode ser visto na figura 2.

A identificagao da enterotoxina LT nas fracdes
coletadas nessas cromatografias foi realizada, principal-
mente, atraveées de sua anilise antigénica pelos testes de
IHR modificado, uma vez que a densidade dtica de algumas
fracoes coletadas era muito baixa, apesar da presenca de
LT.

A determinacaoc de quantidade de proteinas, pelo
método de Lowry modificado, para as enterotoxinas LT humana e LT sul
na, assim purificadas, revelou que fol possivel obter
1,15 mg de proteina para LT humana e 0,980 mg para LT de
origem suina.

A comprovagao desta purificagéo foi feita atra
vés da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida,
na qual obtivemos uma Unica panda correspondende a holo-

toxina purificada.

Titulacao dos antissoros nos testes de IHP e Biken

Honda et alii tem afirmado em alguns traba-
lhos (33, 34), que © teste de Biken seria tao sensivelequag
to o teste de IHP na deteccdo de amostras enterotoxigéni-

cas de Escherichia coli, pordm, ni3c fazem mencaoc a con-
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centxagéo dos antissoros anti-LTh, anti-LTs, anti-TC e
anti-Cg a ser utilizada nesse teste.

Entac, passamos a investigar a concentracgao dos
antissoros a ser utilizada nos testes de IHP e Biken
verificando gue esta variava consideravelmente.

De um modo geral, na realizacdo do teste de Bi-
ken, os antissoros em questdo foram utilizados em dilui-
coes muito baixas, para cue pudessem fornecer resultados

positivos.
Contrariamente, no teste de IHP foi possivel
utilizarem-se os antissoros em diluigdes mais altas, sem

que isso interferisse nos resultados.

Assim sendo, nossa primeira preocupagac, antes
da realizagao dos testes de IHP e Biken para detectar

amostras de Escherichia coli enterotoxigénica, foi veri-

ficar qual a maior diluicdo dos antissoros a ser utiliza-
da nesses testes, que ainda daria resultados positivos.
No teste de Biken, trabalhamos com as amostras

padrao de Escherichia coli: 40 T e 0149/8, constatando

gue os melhores resultados eram obtidos com os antisso-
ros puros, isto &, nao diluidos. Quando em dilui-
¢oOes mais altas, ou seja, 1:2 e 1:4, os resultados apre-
sentavam-~se inconstantes.

Para nos era fundamental que, no teste de Bi-
ken, os antissoros fossem capazes de reagir com as amos=-
tras 40 T e 0149/8, altamente toxigénicas, uma vez que

em estudos posteriores examinarlamos amostras de toxige-
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nicidade variavel.

Idéntico procedimento foi adotado com relagdo
ac teste de IHP, no qual os antissoros foram titulados
frente aocs extratos brutos, nac diluideos, das amostras
40 T e 0149/8. Em alguns casos, nas reagoes homdlogas
obtivemos titulos maiores do que com as reacdes heterdlo-
gas. Por exemplo, o soro anti-LTh diluido 1:20 foi capaz
de reagir com extrado da amostra 40 T (produtora de LTh),
a0 passo gque com o extrato da amostra 0149/8 (produtora de
LTs) foram obtidas reacdes apenas com o soro anti-LTh di-
luido 1:10.

Nesses casos, a nossa conduta na escolha dos me
lhores titulos dos antissoros, foi utilizar a menor dilui
gao capaz de reagir com as amostras heterdlogas.

Sendo assim, os soros anti-LTh, anti-LTs, anti-
TC e anti-Cg foram utilizados, no teste de IHP nas dilui-
goes 1:10, 1:80, 1:80 e 1:20, respectivamente, nao impor-

tando a origem da amostra em estudo.

Comparacao entre 08 testes de IHP e Biken na deteccao de

amostras de Escherichia coli produtoras de LT

Tivemos aguil, como principal objetivo avaliar

©s testes de IHP e Diken na detecgac da enterotoxina LT em  amos—

tras de Escherichia coli de diferentes origens (sulnas, humanas, de ali
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mentos e de agua de rio). Para isso utilizamos os antis-
soros anti-LTh, anti-LTs, anti-TC e anti~Cg, analisando o
desempenho de cada um deles na detecgdo dessas amostras.
Sabiamos, como j& citado anteriormente, que a toxigenici-
dade das amostras era variavel, pois as mesmas haviam si-
do examinadas no teste de IHP frente & anti-TC {dados

nao apresentados).

3.1. Amostras de origem suina

Verificamos pela Tabela 1 que as amostras
de origem suina independentemente do antissoro uti-
lizado, nas diluigOes por nds convencionadas, foram
todas positivas no teste de IHP. Em contrapartida,
no teste de Biken, mesmo usando antissoros nao di-
luidos, o comportamento das amostras LT positivas
foi variado. Neste iltimo teste, os soros anti-TC
e anti-Cg detectaram apenas 19 (47,5%) de quarenta
amostras e 6 (15,3%) de 39 amostras, respectivamen-
te. Quando foram utilizados os antissoros anti-LTs
e anti-LTh verificamos que o antissoro anti-LTh
foi capaz de detectar 31 (77,5%) de 40 amostras LT
positivas, enquanto gue o sore anti-LTs detectou

26 (65%) das mesmas 40 amostras examinadas.
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Sem considerarmos por ora os parametros
origem das amostras e soros utilizados, a anilise da
variancia determinou que o teste de IEP foi muito
mais sensivel que o teste de Biken na deteccao de
enterotoxina LT. Por outro lado, uma anidlise dos
resultados obtidos no teste de Biken com estas amos
tras frente aos antissoros anti-LTs e anti-LTh, pe-
lo teste de Xz, através de uma tabela de contingén
cia 2x2, verificamos que para grau de liberdade
igual a 1, o valor de p foi > 0,05, portanto, nao
significativo. Ainda com relacdo ao teste de Biken

verificamos que a comparacdo dos antissoros anti-Cg

e anti-TC frente as mesmas amostras suinas, confor-
me se pode depreender da Tabela 1, deu resultado al
tamente significativo, ou seja, o wvalor de
p=<70,0L.

Comparagoes semelhantes, realizadas entre
©s antissoros anti-LTh e anti-Cg, anti-Cg e anti-LTs
forneceram também resultados altamente significati-
vos (p << 0,01), ja com os antissoros anti-TC e an-
ti-1LTs foi obtido resultado nao significativo

{p>=> 0,05).



32

Amostras de origem humana

Todas as amostras de origem humana, assim
como as de origem suina, gquando submetidas ac teste
de IHP, mostraram-se positivas com qualquer um dos
antissoros ja menciocnados. O mesmo ndac ocorreud no
teste de Biken, no qual foram detectadas porcenta-
gens variaveis de amostras LT positivas, com os di-
ferentes antissoros. Nesse teste, os antissoros an
ti-LTs, anti~LTh, anti-TC e anti-Cg, revelaram, res
pectivamente, Como LT pesitivas 9 (52,9%),
14 (82,3%), 10 (58,8%) e 7 (41,1%) das 17 amos
tras examinadas (Tabela 2). No grupo de amostras
humanas, o antissoro anti-LTh foi capaz de detectar
um numero maior de amostras que © antissoro anti-
-LTs. Uma analise, pelo teste do X2, dos resulta-
dos obtidos com estes dois antissoros mostrou dife-
renga significativa (p = 0,05). Entretanto, as di-
ferengas entre os antissoros anti-Cg e anti-TC, an-
ti-TC e anti-LTs, anti-TC e anti-LTh, nao foram sig
nificativas (p> 0,05).

Somente para as comparagﬁes entre 0s so-
ros anti-Cg e anti~LTh, anti-LTs e anti-LTh, oS re-

sultados mostraram;se significativos (p=<0,01).
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Amostras de alimentos

As amostras de Escherichia coli origina-

rias de alimentos foram tcdas detectadas no teste
de IHP pelos antissoros anti-LTs, anti-TC e an-—
ti-Cg. O antissoro anti-LTh detectou apenas 25%
das amostras positivas (Tabela 3).

Examinando as amostras de alimentos no
teste de Biken, observou-se que os antissoros an-
ti-ILTs e anti-TC detectaram 3 (75%) amostras posi-
tivas, o anti-Cg, 2 (50%) amostras positivas, en-
quanto gue o anti-LTh n3oc detectou nenhuma amostra
positiva.

Em virtude do baixo nimerc de amostras
examinadas (n<{5), seguindo recomendagao do Dr. Ar
mando Conagin (Instituto Agrondmico de Campinas),
foi utilizado o Teste Exato de Fisher para tabela
de contingéncia 2X2, tendo sido obtidas para as
comparagoes entre os antissoros, valores de p nao

significativos.

Amostras de Aagua de rio

Apenas 3 amostras de &agua de rio foram
examinadas nos testes de IHP e Biken, sendo todas
elas detectadas no teste de IHP com os antissoros

utilizados.
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No teste de Biken, assim como ocorreu em
outros grupos de amostras, a porcentagem de positi-
vidade, com cada um dos antissoros, foi variavel
(Tabela 4). Nesse teste, os SOros anti-
-LTs, anti-TC e anti-Cg detectaram, respectivamen-
te, 2 (66,6%), 1 (33,3%) e 2 (66,6%) amos tras
positivas. O antissoro anti-LTh nao detectou nenhu
ma amostra produtora de LT.

Da mesma forma que no grupo anterior, por
causa do nimero baixo de amostras pesquisadas, foi
usado o Teste Exato de Fisher para tabela de con-
tingéncia 2X2, gque mostrou n3o serem as variacdes

observadas no teste de Biken significativas.
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FIGURA 1 - Purificagdo da enterotoxina LT de origem suino através de
cromatografia em Bio Gel A5 m
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FIGURA 2 - Purifica¢do da enterotoxina LT de origem suina através de
cromatografio em Sephacryl S-200
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TABELA 1

COMPARAGAO ENTRE OS TESTES DE IHP E BIKEN NA DETECCAO
DA ENTEROTOXINA LT EM AMOSTRAS DE Escherichia coli DE
ORIGEM SUINA

N¢ (%) de amostras

Total de Amostras Antissoros positivas nos testes
Utilizados
IHP Biken
40 anti-LTs® 40 (100%) 26 (65%)
40 anti-LThC 40 (100%) 31 (77,5%2)
40 anti-rcc 40 (100%) 19 (47,5%)
39 anti-cg® 39 (100%) 6 (15,3%)

Significdncia dos resultados no teste de Biken frente

aocs antissoros usados:

a vs b - xi = 2,19 (p>0,05) - nioc significativo

a vs ¢ - Xi = 3,25 (p>0,05) - nao significativo

avs d - Xi = 22,28 {p=<0,01) - altamente significati
Vo

b vs ¢ =~ Xi = 9,01 (p<<0,01l) - altamente significati
VO

b vs d = Xi = 33,14 (p=<c0,01l) - altamente significati
VO

c vs d - Xi = 10,95 (p<<0,01) - altamente significati

VO
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COMPARAGCAO ENTRE OS TESTES DE IHP E BIKEN NA DETECCAQ
DA ENTEROTCXINA LT EM AMOSTRAS DE Escherichia coli DE
ORIGEM HUMANA

Total de Amostras

Antissoros

Utilizados

N? (%) de amostras
positivas nos testes

IHE Biken

17

anti~LTsa
antiwLThb

anti-rc®

anti—ng

17 (100%) 9 (52,9%)
17 (100%) 14 (82,3%)
17 (100%) 10 (58,88%)

17 (100%) 7 (41,1%)

Significancia dos resultados no teste de Biken frente

aos antissoros usados:

a vs
a vs
a vs
b wvs
b vs
c Vs

P Pa b
R PR b B R ke BO

>

pd

Mo

il

4,83 (p<0,05)
0 p = 0,99
1,06 (p=>0,05)
3,54 (p>>0,05)

7,97 (p=<0,01)

1,88 (p=0,05)

significativo

nao significativo
nao siagnificativo
nao significativo

altamente significati
Vo

nao significative
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TABELA 3

COMPARACAO ENTRE OS TESTES DE IHP E BIKEN NA DETEC-
CAO DA ENTEROTOXINA LT EM AMOSTRAS DE Escherichia co

1i ORIGINARIAS DE ALIMENTOS

N? (%) de amostras

Antissoros LV
Total de Amostras positivas nos testes
Utilizados
IHP Biken
anti-LTs 4 (100%) 3 (75%)
4 anti-LTh 1 ( 25%) 0
anti-TC 4 (100%) 3 (75%)
anti-Cg 4 (100%) 2 (50%)

Significancia dos resultados no teste de Biken fren-
te aos antissoros usados:
Em virtude do baixo nimerc de amostras examinadas

(n 5), seguindo recomendagdo do Dr. Armando Conagin

r
(Instituto Agrondmico de Campinas), foi utilizado
O Teste Exato de Fisher para tabela de contingéncia

2X2, tendo sido obtido para todas as comparagoes en-—

tre os antissoros, valores de p nao significantes.
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TABELA 4

COMPARAGAC ENTRE OS TESTES DE IHP E BIKEN NA DETEC-
GCAO DA ENTEROTOXINA LT EM AMOSTRAS DE Escherichia co
1i ORIGINARIAS DE AGUA DE RIO

[ ] 9
Antissoros Ne (%) de amostras

Total de Amostras positivas nos testes
Utilizados
IHP Biken
anti-LTs 3 (100%) 2 (66,6%)
3 anti~LTh 3 {100%) 0
anti-TC 3 (100%) 1 (33,3%)
anti-Cg 3 (100%) 2 (66,6%)

Signific@ncia dos resultados no teste de Biken fren

te aos antissoros usados:

Em virtude do baixo nimero de amostras examinadas
(n 5), seguindo recomendagao do Dr. Armando Conagin
{Instituto Agrondmico de <Campinas), £01 utilizado
o Teste Exato de Fisher para tabela de contingéncia
2X2, tendo sido obtido para todas as comparacoes en-

tre os antissoros, wvalores de p nao significantes.



TABELA 5

41

COMPARAGAO ENTRE OS TESTES DE IHP E BIKEN NA DETECCAO DA
ENTEROTOXINA LT EM AMOSTRAS DE Escherichia coli DE DIVER
SAS ORIGENS (SUINA, HUMANA, DE ALIMENTO, DE AGUA DO RIO)

N¢ {%) de amostras

Total de Amostras Antissaros positivas nos testes
Utilizados
IHP Biken
64 anti~LTs 64{(100%) 40(62,5%)
64 anti-LTh 64 (100%) 45(70,3%)
64 anti-TC 64 (100%) 33(51,5%)
63 anti-Cg 63{(100%) 17(26,9%)




IV~ DISCUSSAD

Existem atualmente inlmeros testes para a deteccao
da enterotoxina LT, poreém, todos eles apresentam inconvenien-
tes para uso por parte de laboratdrios menos equipados (1, 10,
15, 16, 25, 27, 42, 58). Esses inconvenientes seriam a ne-
cessidade de equipamentos, de pessoal técnico especializado e
de reagentes de alto custo.

Tendo em vista estas dificuldades, procuramcs ava-
liar nesse trabalho, o teste de Biken proposto por Honda et
alii(32), que & uma prova de facil realizagao e gque nao re-
quer o uso de nenhuma aparelhagem especial. De acordc com es
tes pesquisadores, o teste de Biken & t3o eficiente na detec-

¢ao de amostras de Escherichia coli produtoras de LT guante o

teste de IHP, gue embora seja de facil execucao, exige lei-
tura espectrofotométrica.

Também Sutton et alii(57), em trabalho recente, pa-
ra © gual contaram com a participacao de cinco diferentes la-
boratdrios na identificagao de amostras produtoras de LT, sen
do todas elas de origem humana, isocladas em Osaka, Japao, ava

liaram o teste de Biken, comparando-o com seis outros testes,
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inclusive o IHP utilizado na rotina de um dos laboratdrios en
volvidos nesta pesquisa. 0Os resultados obtidos nesta inves-—
tigagao demonstraram gue o teste de Biken poderia ser usado
como técnica eficiente na detecgdo da enterotoxina LT, prin-
cipalmente por parte de laboratdrios de palses em desenvolvi-
mento.

Tivemos entao, come objetive principal neste traba-
lho, reavaliar o teste de Biken, comparandoc-o ao teste de IHP
na detecgao da enterotoxina LT.

Considerando-se a experiéncia acumulada em nosso la
boratdrio em relagdo a sensibilidade e especificidade do tes-
te de IHP na detecgao da LT, e, levando—se em conta as wvanta-
gens apontadas por Sutton et alii(57) e Honda et alii(32) no
gue diz respeitc ao teste de Biken, achamos que seria altamen
te recomendavel uma reavaiiagéo dessas duas técnicas, utili-
zando amostras de ETEC de diferentes origens.

Em seus trabalhos a respeito das relagoes antigéni-
cas entre a enterctoxina LT de origem humana e de origem sul-
na, Honda et alii(33, 34) utilizaram os antissoros anti-LTs,
anti-LTh e anti-TC. Embora nao pretendessemos realizar um es
tudo a respeito das relagCes antigénicas entre as diferentes
toxinas, analisamos nao s o comportamento de amostras de Es

cherichia coli provenientes dessas duas fontes, como também

de alimentos e agua de rio, frente aos mesmos antissoros 33
mencionados, além do anti-Cg, avaliando principalmente a sen-

sibilidade dos testes Biken e IHP,
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A inclusao deste Ultimo antissoro, neste trabalho,
deveu-se ao conhecimento de gue as diferencgas antigénicas en-
tre a TC, LTh e LTs residem nao somente na subunidade A como
também na subunidade B(5, 33, 34, 60). Desta forma, a utili-
zacao do anti-Cg poderia permitir, ainda gque superficial-~
mente, avaliar as relagoes antigénicas entre as subunidades B
das toxinas LTs, LTh. e TC.

Para a realizagao deste trabalho, era essencial que
dispuséssemos dos antissoros especificos contra a TC, LTh,
LTs e Cg. Tanto a TC purificada, como o anti~Cg nos foram
doados pelo Dr. Carl E. Miller ( Enteric 'Diseases Program
Officer - National Institute of Health, Rethesda, Marvyland,
Usa ). A purificagao das LTh e LTs foi realizada de acordo
com metodologia ja& descrita(6), nos permitindo obter guanti-
dades suficientes de LTh e LTs purificadas para imunizacdo de
coelhos. A Onica modificagdo introduzida em relacdc a téc-
nica original, foi o uso da IHR,ac invés da dupla difusdoc em
gel na detecgao da LT nas fragdes coletadas durante a purifi-
cagao, uma vez que a IHR & muito mais sensivel do que a dupla
difusao em gel na deteccao de pequenas guantidades de LT ou
toxina colérica (dados nao publicados).

Quanto & andlise dos resultados obtidos nos testes
de IHP e Biken, temos gue, com relagéo as amostras de origem
suina (Tabela 1), o teste de IHP apresentou uma eficidncia de
100% na detecgao da enterotoxina LT nessas amostras, indepen-

dentemente do antissoro utilizado.
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J& no teste de Biken, obtivemos resultados bastante
variaveis, conforme o antissoro empregado.
Analisando estatisticamente os resultados do teste

de Biken, para as amostras de Escherichia coli de origem sui~-

na frente ao antissoro anti-Cg, vimos gue as diferencas obser
vadas entre esse antissoro e os demais, sao altamente signi-
ficativas (p<0,01), com muitas amostras ETEC apresentando re
sultados negativos. Também na comparacdo entre os antissoros
anti-TC e anti~LTh, obtivemos resultados altamente significa-
tivos (p<<0,01), com melhor desempenho do anti-LTh, que detec
tou 77,5% das émostras, enquanto que o anti-TC detectou 47,5%

Os resultados das comparagoes entre os antissoros
anti-LTs e anti-LTh e também anti-LTs e anti~TC ndoc foram es-
tatisticamente significativos (p>0,05} e portanto nao se-
rdo comentados.

As amostras enterotoxigenicas de Escherichia coli

de origem humana, foram também 100% detectadas no teste de
IHP, independentemente do antissoro empregado. Ja no teste
de Biken, muitas delas deixaram de ser detectadas como produ-
toras de LT, na dependéncia do antissoro que foi utilizado
(Tabela 2). Mais uma vez, como o teste de IHP mostrou uma
eficiéncia de 100% na detecgdo da enterotoxina LT, foram ana-
lisados estatisticamente apenas os resultados obtidos no tes-—
te de Biken frente aos diferentes antissorcs.

Neste Ultimo teste, comparando-se os antissoros an-

ti-LTs e anti~LTh, observamos diferencas significativas entre
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os dois, com o anti-LTh detectando 82,3% das amostras huma—
nas, enguanto gue o anti-LTs detectou apenas 52,9% das mesmas
amostras. As diferenc¢as nos resultados entre os antissoros
anti-Cg e anti~LTh também foram significativas, com melhor de
sempenho do anti-~LTh. Quanto & comparagéo entre os antisso-

ros anti-LTh e anti-TC, embora o resultado nao fosse signifi-

cativo ( Xi = 3,54; p=>0,05 ), este esteve muito proximo do
nivel de significdncia ( xi = 3,84; p =0,05). As dife-

rengas observadas entre os antissoros anti-LTs e anti-TC, an-
ti-LTs e anti-Cqg, anti-LTh e anti-TC e finalmente anti-TC e
anti—-Cg, nao foram significativas (p>0,05).

08 resultados obtidos, no teste de Biken, com esses
dois grupos de amostras, nos permitiram observar algumas vé-
zes relacoes antigénicas entre a LT de origem humana e suina.
Exemplificando, para as amostras de origem suina, o antissoro
anti-LT humano foi capaz de detectar um maior nlimero de amos-
tras gque o anti-TC. Esses resultados demonstram, gque © an-
£i~TC nao deve ser utilizado no teste de Biken com a finali-
dade de detectar producgac de LT por amostras de origem suina.
Embora o antissoro anti-LTh detectasse mais amostras suinas que
o anti-LTs, esses resultados nao foram estatisticamente sig=-
nificativos. Ja entre as amostras de origem humana, o antis-
soro que melhor desempenho teve na detecc¢ao dessas amostras
foi o anti-LTh, e nesse casoc a expectativa de que os diferen-—
tes antissoros apresentassem maior especificidade nas reagoes

homdlogas foi confirmada. Tendo em vista, ©s resultados obti
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dos com as amostras suinas e humanas no teste de Biken, estes
sdao concordantes com as fdrmulas antigénicas propostas por Ta
keda et alii (59}, para as trés toxinas: LTs, LTh e TC.
Esses autores, trabalhando com as trés toxinas purificadas e
suas respectivas antitoxinas, propuseram as seguintes formu-

las antigénicas:

r¢ = [ci [c2-u2-p2] [c3-m3]
LTh = [H1] [c2-H2-P2] [c3-H3] [P4—H4]
Lrs = [p1] [c2-n2-P2] [p4-u4]

Os antigenos especificos para cada uma dessas toxi-
nas, sao representados pelc Indice 1, ao passo gue o epitopo
comum as trés toxinas estid representado pelo indice 2, enquan
to gue o Indice 4 representa um epitopo comum & toxina LT hu-
mana e & toxina LT suina, porém, ausente na toxina colérica.

Tomando-se como base as formulas antigénicas apre-
sentadas, podemos concluir que a LTs embora relacionada an-
tigenicamente a LTh e a TC, tem mais semelhangas com a LTh do
gue com a TC,

Tanto para as amostras de origem suina, como para
as de origem humana, ¢ antissoro menos eficiente em detectar
a enterotoxina LT no teste de Biken, foi o anti-Cg. A expli-
cagao que temos para esse achado, considerando gque © sSCro an-

ti~Cg & dirigido unicamente contra a subunidade B da toxina



48

colérica, & que ele seria incapaz de detectar a subunidade A,
presente quando ocorre a liberacao de LT pela amostra, dimi-
nuindo a sensibilidade do teste.

Por outro lado, como o anti~Cg foli capaz de detec-
tar no teste de Biken um nimero maior de amostras humanas
(41,4%) do gue suinas (15,3%), esses resultados sugerem a
semelhanga do que ja comentamos em relacaoc as holotoxinas TC,

LTh e LTs, gue as relagoes antigénicas da subunidade B da TC

estejam mais proximas da subunidade B da LTh, do que da res-
pectiva subunidade da LTs.

No gue se refere as amostras de Escherichia coli

originarias de alimentos e de Agua de rio (Tabela 3 e 4), fi-
ca dificil tirarmos conclusdes, devido ao pegueno ntmero de
amostras analisadas nesses dois grupos. Entretanto, & curio-
sOo notar gue o teste de IHP gquando realizado com ¢ antissoro
anti~LTh, detectou entre as amostras de alimentos, apenas uma
amostra LT positiva, enguanto que o teste de Biken realizado
com esse mesmo antissoro nac foi capaz de detectar nenhuma
amostra produtora de LT dessa origem. Por outro lado nota-se
na Tabela 3, gue melhor desempenho do teste de Biken foi ob~
tido com ¢ antissoro anti-1Ts. #sse resuitado nos sugeriria,

gue as amostras de Escherichia coli isocladas de alimentos po-

deriam ser provavelmente de origem suina, uma vez gue deixa-
ram de reagir com o antissoro anti-LTh, reagindc com ¢ antis-
soro anti-LTs. Contudo, o antissoro anti-TC também detectou

no teste de Biken o mesmo nimero de amostras gque o anti-LTs.
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Entretanto, esta aparente eficiéncia do anti-TC com as amos-—
tras de alimentos, gue poderiam ser de origem suina, fica di-
ficil de ser analisada, devido ao pequeno nimero de amostras
examinado.

Com relagao &s amostras de Escherichia coli isola-

das de agua de rio, todas foram detectadas no IHP, independen
temente do antissoro utilizado. PoderIamos supor, gue estas
amostras seriam provavelmente de origem humana, provenientes
talvez de agua de esgoto. Contude, os resultados cbtidos no
teste de Biken, nao foram compativeis com essa suposicio pois
o soro anti-LTh nao detectou nenhuma amostra de ETEC isolada
de Agua de rio, ao contrario do anti-LTs, gue foli capaz de de
tectar 66,3% das amostras.

No teste de Biken, assim como occorreu com os outros
grupos de amostras analisados, os resultados frente acs dife-
rentes ‘antissoros foram variaveis. Entretanto, essas varia-
¢oes nao foram estatisticamente significativas.

Por todos os resultados observados neste trabalho,
podemos concluir gue o teste de IHP foi mais sensivel gue o
de Biken na detecgao de amostras ETEC de diferentes origens,

independentemente do antissoro utilizado.
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Consideragoes Gerais

Analisando agora conjuntamente os resultados obti-
dos com os diferentes grupos de amostras, frente aos antisso-
ros anti-LTs, anti-LTh, anti-TC e anti-Cg, nos testes de IHP
e Biken, comentaremos dois aspectos ja mencionados e aparen-
tes em nossos resultados, mais julgados relevantes no gue tan

ge a:

1) O comportamento dos diferentes antissoros nos testes de
THP e Biken, na detecgﬁo de enterotoxina LT de amostras

de Escherichia coli de diferentes origens.

2) A comparagac global dos testes de IHP e Biken na detecgao

da entercotoxina LT em amostras de Escherichia coli de di-

versas origens.

Quanto ao primeiro aspecto, podemos concluir gue no
teste de IHP, todos os antissoros apresentaram um bom desem-—
penho, independentemente da sua poténcia. J3 no teste de Bi-
ken, além da poténcia dos antissoros, uma maior sensibilidade
do teste parece estar na dependéncia de uma maior relagdo an-—
tigénica entre a origem da LT pesguisada e o antissoro utili-
zado no teste, sendo desaconselhavel a utilizagéo do anti-TC

e do anti-Cg.
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Com relagao ao segundo aspecto, ou seja, a compara—
gao propriamente dita do teste de Biken com o teste de IHP,
independentemente da origem das amostras, fica muito clara a
superioridade do teste de IHP com relacac ao teste de Biken
no gue diz respeito a detecgao da enterotoxina LT (Tabela 5).

Atravées do teste de IHP foi possivel detectar ente-

rotoxina LT em amostras de Escherichia coli de qualquer ori-

gem, sem gque uma menor toxigenicidade dessas amostras tenha
influenciado no desempenho do teste. Com relagao ao Biken,
ficou aparente gque esta maior ou menor toxigenicidade das
amostras em estudo teria influéncia nos resultados a serem
obtidos por este teste, estando também este teste na dependég
cia do antissoro a ser empregado.

Os nossos resultados sao discrepantes com relacao
agueles obtidos por Sutton et alii (57), porgue provavelmente
as amostras estudadas por esses pesquisadores em seu trabalho
fossem mais toxigénicas do que as nossas, além do mais a com-
paragao feita por esses autores entre o teste de Biken e prin
cipalmente o IHP fica prejudicada, por ndo terem os mesmos tra
balhado com aenterotoxina LT de diferentes origens (suina e
humana), hoje sabidamente n3o idénticas socb o ponte de vista

antigéenico.



v- RESUMO E CONCLUSOES

Trabalhamos com 64 amostras Escherichia coli, ja sa

bidamente produtoras de enterotoxina termoldbil (LT), prove-
nientes de diversas fontes, {(humanas, suinas, alimentos e agua
de rio}.

Essas amostras foram examinadas nos testes de imu-
nohemdlise passiva {(I¥) e ELEK modificado (Biken), procuran-
do-se comparar o desempenho desses dois testes na deteccgao de
LT, utilizando-se para isso os antissoros: anti LT humano (an
ti-~LTh); anti-LT suino (anti-LTs); antitoxina colérica (an-
ti=-TC) e anti-coleragendide (anti-Cg).

As toxinas LT de origem humana (LTh) e de origem
suina (LTs), necessarias para obtencao dos respectivos antis-
soros, foram purificadas segundo o método de Clements & Finkels
tein (6), & posteriormente inoculadas em coelhos sequindo-se
o esqguema de imunizagao proposto por Honda et alii (33). Ja
o soro anti-Cg, e a toxina colérica purificada nos foram doa-
dos, sendo o soro anti-TC obtido através de inoculagao da mes
ma em cavalo, seguindo—se © mesmo esguema de imunizagéo uti-
lizado para a obtencao des antissoros anti~LTh e an

+i-1L.Ts (33).
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Os antissoros foram entao titulados nos testes de

IHP e Biken, frente as amostras padrao de Escherichia coli

produtora de LT, de origem humana e de origem suina. Uma vez
conhecidos os titulos dos mesmos, passamos ac exame das 64
amostras com cada um dos antissoros, em ambos os testes, IHP
e Biken.

Os principais resultados e respectivas conclusces a

gque chegamos foram as seguintes:

1) Todas as amostras de Escherichia coli estudadas, indepen-

dentemente da sua origem foram identificadas no teste de
IHP como produtcoras de LT, ao passo gue no teste de Biken
©s resultados positivos para a detecgao desta enterotoxi-
na foram varidveis. A comparacdo de ambos os testes re-
velou resultados altamente significativos, que mostraram

uma maior sensibilidade do IHP sobre o teste de Biken.

2) O teste de Biken apresentou resultados positivos somente
com og antissoros nao diluidos, enquanto que no teste de
IHP obtivemos resultados positivos utilizando os antisso-
ros diluidos; em razio disso o consumo de antissoro nes-

te Gltimo teste foi menor do gue no teste de Biken.

3) O soro anti-TC nao deve ser utilizado no teste de Biken
para a detecgac de enterotoxina LT em amostras de Echeri-

chia coli de origem suina.
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5)

6}
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O soro anti-Cg nao deve ser utilizado no teste de Biken
na detecgao da enterotoxina LT em amostras de gualgquer

origem,

Os resultados no teste de Biken apresentaram variacgoes,
na dependéncia da maior ou menor toxigenicidade das amos-
tras examinadas, sofrendo influéncia também da poténcia
do antisscoro usado no teste, Contrariamente, o tegte de
IHP foi capaz de detectar a enterotoxina LT em amostras
de baixa toxigenicidade, mesmo guando foram utilizados an

tissoros menos potentes.

Uma vez gque o teste de THP detectou a enterotoxina LT em
100% das amostras estudadas, enquantc gque o teste de Bi-
ken nao foi capaz de detectar LT em todas as amostras,
apresentando resultados falsos negativos, o mesmo nao de-
ve ser recomendado como teste de rotina para detecgao de
LT, a nao ser guando o objetive for apenas a triagem de

amostras LT positiwvas.
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