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RESUMO

Padronizou-se o teste de ELISA sanduiche para a deteccdo da beta toxina produzida
pelo Clostridium perfringens tipos B e C. A toxina beta foi purificada pelos métodos da
afinidade metdlica e imunoafinidade e destoxificada pelo método da iodagdo controlada
para a produgdo de imunoglobulinas e conjugado de I1gG de carneiro antibeta toxina. O
ELISA sanduiche mostrou-se sensivel detectando 2,44ng/mL de toxina beta purificada
em PBS e em contetdo intestinal. Quando comparado com o teste de toxicidade em
camundongos o ELISA mostrou ser 1000 vezes mais sensivel, detectando 0,01
DMM/mL de toxina beta ndo purificada em contetido intestinal artificialmente
contaminado.

Palavras-chave: Clostridium perfringens, toxina beta, ELISA sanduiche.
ABSTRACT

An ELISA test was developed and standardized to detect beta toxin produced by the
Clostridium perfringens types B and C. The beta toxin was purified by metal affinity
chromatography and immunoaffinity chromatography and detoxified by the method of
controlled iodination. Anti-toxin IgG raised in sheep were purified on a beta toxin
affinity column and conjugated to horse radish peroxidase. The sandwich ELISA
detected 2.44 ng/ml of the purified beta toxin in PBS buffer and intestinal content. The
ELISA compared favourably to the toxicity test in mice, showing an 1000 fold higher
sensitivity, detecting 0,01 DMM/mL, of nonpurified beta toxin in intestine content
artificially contaminated.

Key words: Clostridium perfringens, beta toxin, sandwich ELISA.
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INTRODUCAO

As clostridioses compreendem um grupo de
infecgdes e intoxicagdes causadas por
bactérias anaerobias do género Clostridium.
Estes microorganismos representam um
risco significativo a populacdo humana e
animal por esporularem quando submetidos
a  condi¢cdes  adversas, mantendo-se
potencialmente infectantes no solo por
longos periodos.

Clostridium perfringens pode ser encontrado
como integrante da microbiota normal do
trato digestivo do homem e dos animais. A
multiplicag@o bacteriana resulta na produgdo
de toxinas. Sdo produzidos quatro principais
tipos de toxinas conhecidas como alfa, beta,
epsilon e iota, que determinam a
classificagdo do Clostridium perfringens em
tipos A, B, C, D e E. A toxina alfa estd
presente em maior quantidade no tipo A e
em menor quantidade em todos os outros
tipos. O tipo B produz beta e epsilon
toxinas, o tipo C produz beta toxina, o tipo
D produz epsilon toxina € o tipo E produz
iota toxina.

A proliferagio bacteriana anormal, no trato
intestinal dos ruminantes, com produgdo e
absorc¢do de grandes quantidades de toxina,
leva ao desenvolvimento de quadros
conhecidos como enterotoxemias. Quadros
esses normalmente associados a fatores
predisponentes como alteragcdo brusca da
alimentacdo. O fornecimento de dietas ricas
em carboidratos e pobres em fibras, e a
sobrecarga alimentar promovem alteragdes
na microflora ruminal permitindo a
passagem de alimentos ndo digeridos para o
intestino delgado, havendo entdo
estabelecimento de ambiente favordvel a
rapida proliferagcdo do agente, Niilo (1980).

As enterotoxemias causadas pela beta
toxina,  produzida  por - Clostridium
perfringens tipos B e C, e epsilon toxina
produzida pelo Clostridium perfringens tipo
D devem ser destacadas, pois podem levar a

o)
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obito  os animais acometidos.  Sdo
acometidos principalmente animais de trés
dias a seis meses de idade. A doenca
também tem sido descrita em animais
adultos (Sigurdarson e Thorsteinsson, 1990;
Silveira et al., 1995).

Nos ultimos anos no Brasil, houve um
incremento na produ¢do e comercializagio
de vacinas contra clostridioses que contém
em sua formulagdo toxoides beta e epsilon.
O pais possui um efetivo bovino da ordem
de 171 milhdes, 12 milhdes de caprinos e 18
milhdes de ovinos (Sincorte 2003), € hoje
um dos principais mercados consumidores
de vacinas contra clostridioses no mundo.
Somente na década de 90 foram produzidas,
no Brasil, um bilhfo cento € noventa e trés
milhdes de doses de vacinas contra
clostridioses ( Nascimento, 2003).

O diagnostico da enterotoxemia ¢ feito a
partir da analise de historicos, achados
clinicos, achados de necropsia e exames
laboratoriais, que consistem no isolamento
do agente e detec¢ao da toxina presente em
material clinico, em especial conteudo
intestinal. Para a detecgdo da toxina em
contetido intestinal a técnica reconhecida
mundialmente € a soroneutralizagio em
camundongos, o que torna o diagndstico
bastante dispendioso e tem gerado inimeras
discussoes no campo da bioética pelo uso de
animais nesses testes.

Apesar do elevado ndimero de vacinas
comercializadas no Brasil, existem poucos
laboratérios de diagndstico capazes de
realizar com seguranga a detec¢do da toxina,
assim a grande maioria dos diagndsticos de
campo ¢ feita sem comprovacio laboratorial.
A wvacinagdo, desde que realizada com
vacinas comprovadamente eficientes, ¢ a
forma de profilaxia indicada para se evitar
os prejuizos econdmicos causados pelas
doencas clostridiais, pois os animais estdo
sujeitos a infecgdo em todas as etapas de sua
vida produtiva (Lobato et al., 2000).
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A auséncia de diagndsticos definitivos
respaldados por exames laboratoriais
confidveis ndo permite avaliar com

seguranc¢a a situacdo da doenga no Brasil e
nem tido pouco justificar o grande nimero de
antigenos constituintes das polivacinas e o
consumo exagerado desses imundgenos.

Este trabalho teve como objetivo padronizar
um teste “in vitro” ELISA sanduiche para
detectar a presenga da toxina beta produzida
pelo Clostridium perfringens tipos B e C.
Podendo futuramente ser utilizado como
alternativa no diagnostico da enterotoxemia.

2 LITERATURA CONSULTADA

Clostridium perfringens € classitficado em
cinco tipos toxigénicos A, B, C, D e E. Esta
classificag¢io foi baseada primeiramente na
presenga de toxina ou toxinas alfa, beta,
epsilon e iota, letais para camundongos, em
sobrenadantes de cultura, e na neutralizagdo
desta letalidade por anticorpos gerados
contra estas toxinas (Sterne e Warrack,
1964). Na figura 1 sdo apresentados os tipos
de Clostridium perfringens, suas toxinas
principais ¢ as doen¢as causadas por este
agente.

Tabela 1: Doencas produzidas pelos tipos toxigénicos de C. perfringens™

Tipos de C. perfringens

Principal toxina presente

Doengas associadas

Mionecrose, intoxicagdo alimentar,
enterite necrotica em aves,
enterotoxemia em bovinos e
cordeiros, enterocolite necrotizante
em leitGes, possivelmente colite
eqliina, gastroenterite hemorragica
canina.

a, B, e

Desinteria dos cordeiros recém
nascidos, enterite cronica em
cordeiros mais velhos, enterite
hemorragica em bezerros e potros e
enterotoxemia hemorragica em
OVINos.

o, B

Enterite necrotica (pigbel) em
humanos, enterotoxemia
hemorragica ou necrdtica em
bezerros, potros, cordeiros, leitdes e
cabritos neonetais e enterotoxemia
aguda (Struck) em ovinos adultos.

Enterotoxemia em cordeiros (doenga
do rim pulposo) e bezerros,
enterocolite em caprinos recém
nascidos e adultos, possivelmente
enterotoxemia em bovinos adultos.

o, 1

Enterotoxemia em bezerros e
cordeiros, enterite em coelhos.

A-E

Enterotoxina

Enterite canina e suina,
possivelimente enterite bovina e
eqiiina.

* Dados extraidos e adaptados de Songer (1996).

Clostridium perfringens tipo C foi descrito
por McEwen em 1930 quando investigava
um surto de enterotoxemia em 0vinos
adultos conhecido como “Struck”, a bactéria
recebeu primeiramente o nome de Bacillus
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paludis sendo posteriormente denominada
como Clostridium perfringens tipo C
(Pivnick et al., 1963).

A enterotoxemia causada pela beta toxina
quando de curso agudo, apresenta pouco ou
nenhum sinal clinico, ja quando o curso da




doenga ultrapassa 24 horas sdo freqiientes
achados como mucosa intestinal enegrecida,
sangramento na cavidade abdominal e em
cursos  mais  cronicos  ocorre  até
despreendimento da mucosa intestinal.
Todos os quadros estdo associados a intensa
dor abdominal (Songer, 1996).

As toxinas alfa e beta de Clostridium
perfringens sdo sensiveis a agdo de enzimas
proteoliticas. A tripsina é capaz de reduzir
em 100% a letalidade da toxina beta quando
¢ adicionada a ela e incubada por 30 minutos
a 37 °C (Sakurai e Duncan, 1978). A maior
susceptibilidade de animais neonatos a agdo
das toxinas alfa e beta pode ser explicada
pela presenga no colostro e no leite de
fatores inibidores de tripsina nos primeiros
cinco dias apds seu nascimento (Azevedo et
al., 1998).

Quanto ao mecanismo de agdo da beta
toxina, pouco se conhecia até que Hunter et
al. (1993), apos analise molecular do gene
que a codifica, revelarem haver homologia
com a alfa toxina, gama toxina e leucocidina
do Staphylococcus aureus que sdo toxinas
formadoras de poros, sugerindo assim um
possivel mecanismo de agdo da toxina beta.
Sintomas como opistétono e tetania que
antecedem a morte do animal sugerem
envolvimento neurolégico (Songer, 1996). A
formagdo de canais condutores de cations
em células susceptiveis, sem
necessariamente haver lise celular foi
relatada por Shatursky et al. (2000),
aventando a possibilidade da letalidade da
toxina beta ser resultado da perturbagdo
direta da distribui¢do de cations através das
membranas de células associadas ao sistema
Nervoso.

A importincia da toxina beta tem sido
demonstrada com a redugdo da severidade
da doenga e até mesmo diminuindo a
mortalidade, através de estudos de
imunizagdes usando o toxoOide beta. A
vacinagdo contra infecgdes causadas pelo
Clostridium  perfringens tipo C ¢
universalmente difundida a fim de se evitar

as grandes perdas econOmicas causadas pela
doenga (Songer, 1996).

Pivnick et al. (1963) definiram a quantidade
de toxina beta produzida como sendo
dependente de trés fatores: a amostra, o
meio de cultura e as condigdes de
crescimento. O controle do pH permitiu um
aumento significativo no titulo da toxina
beta produzida de 6.000 DMM para até
140.000 DMM, aumentando também a
estabilidade da toxina. Segundo Jorge
(2003) quando ha queda no pH durante a
producdo de toxina botulinica observa-se
uma diminui¢do da quantidade de toxina
produzida por uma paralizagio do
crescimento dos Clostridium botulinum tipos
C e D, e o contrario foi observado quando o
pH foi controlado automaticamente.

Durante o processo de produgdo de toxina
sdo liberados no meio os produtos do
metabolismo anaerobio, moléculas organicas
pequenas e volateis tais como; acidos
orginicos e 4lcoois. O actumulo destes
produtos causa a inibi¢do do crescimento
bacteriano e em concentragdes muito altas
toda a atividade microbiana € interrompida.
A produgio de toxina botulinica em
fermentadores com fluxo continuo de
nitrogénio, provou ser eficiente na remogao
destes produtos volateis favorecendo o
crescimento bacteriano e conseqiientemente
levando a um aumento da quantidade de
toxina produzida (Mozzer, 2004).

Muitos testes “in vitro” vém sendo
desenvolvidos numa tentativa de
substituicdo do método de soroneutralizagdo
em camundongos, adotado ainda hoje, para
o diagnostico da enterotoxemia e avaliagdo
da poténcia de vacinas, destacando-se o
ensaio imunoenzimdtico ligado a uma
enzima (ELISA) sanduiche (Naylor et al,
1987; Nagahama et al., 1991; Wood, 1991;
El Hidrissi e Ward, 1992a; El Hidrissi e
Ward, 1992b; Uzal et al., 1997; Brane, 1999;
Parreiras, 2001; Uzal et al., 2003).
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Dificuldades no diagnostico das
enterotoxemias em animais podem estar
relacionadas a inativagdo das toxinas no
contetdo intestinal apés a morte do animal.
Fermentagdo, mudancas no pH, composi¢do
e temperatura do contetdo intestinal podem
contribuir na ativagdo, preservagdo ou
destruigdo das toxinas (Niilo, 1965).

A necessidade do desenvolvimento de testes
para substituir a soroneutralizagdo deve-se
ao fato que embora este seja reconhecido
como sensivel, ele ¢ lento e pode ser em
parte impreciso, pois pode haver variagdo
quanto a sensibilidade de cada animal e
presenca de toxicidade inespecifica causada
por outras substincias que podem estar
presentes em amostras clinicas, em especial
de conteudo intestinal (Naylor et al., 1987).
Outro fator de grande relevincia nesta busca
para a substituicio do teste de
soroneutralizagdo ¢ o custo em razdo do uso
de um grande nimero de animais (Wood,
1991).

O teste de ELISA pode ser de 10 a 1000
vezes mais sensivel que a soroneutralizagdo
em camundongos como descrito por
Nagahama et al. (1991). Razdo pela qual o
uso do ELISA para teste de poténcia de
vacinas contra Clostridium botulinum ja esta
previsto pela British Pharmacopeia (1998) e
o ELISA para controle do toxoide tetinico -
CFR - ja esta implementado.

Segundo Nagahama et al. (1991) a
sensibilidade do ELISA com anticorpos
especificos para detec¢do da beta, epsilon e
iota toxinas de Clostridium perfringens pode
chegar a 1,0ng/mL para toxinas beta e iota
purificadas e 0,Ing/mL de toxina epsilon
purificada. El Hidrissi e Ward (1992a)
conseguiram detectar 2,0ng/mL de toxina
epsilon purificada em PBS acrescido de
0,05% de Tween 20.

A comparagdo entre o ELISA sanduiche

para detec¢do da beta e epsilon toxinas, em
conteido intestinal, e a soroneutralizagdo

16

mostrou sensibilidade e especificidade de
90,5% e 89,2% para a toxina beta ¢ 97,4% e
94,6% para a toxina epsilon (El Hidrissi e
Ward, 1992b).

Uzal et al. (2003), relataram ter conseguido
detectar no ELISA sanduiche com
anticorpos policlonais 0,075 DLsy/mL de
toxina epsilon em contetdo intestinal.

3 MATERIAL E METODOS
3.1. Local de realizagdo do experimento

O experimento foi realizado no laboratério
de Doengas Bacterianas da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de
Minas Gerais (EV-UFMG), Laboratorio de
Imunologia da Fundagdo Ezequiel Dias
(FUNED) e Laboratorio Regional de Apoio
Animal do Ministério da Agricultura
Pecudria e Abastecimento (LARA — PL) em
Pedro Leopoldo.

3.1.1 Animais utilizados

Camundongos de ambos os sexos da raga
Swiss, linhagem Webster, pesando entre 17
e 22 gramas, fornecidos pelo LARA — PL e
biotério da FUNED.

Carneiros, adultos, da raga Santa Inés
fornecidos pelo LARA — PL.

3.1.2, Toxinas e antitoxinas

Antitoxina beta padrio, produzida em
eqiiino contendo 1020 unidades
internacionais por ampola, e toxina beta
padrdo adquiridas junto ao National Institute
for Biological Standards and Control
(NIBSC) da Inglaterra.

Toxina beta concentrada 20 vezes
gentilmente fornecida pelo laboratério
Vallée S.A.




3.2. Produgdo e purificagdo de toxinas
3.2.1.  Amostra de Clostridium
perfringens tipo C

A toxina beta foi produzida a partir de uma
amostra  liofilizada de  Clostridium
perfringens tipo C fornecida pelo Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA) — Bariloche, Argentina.

3.2.2, Meios de cultura

Para avaliacdo da pureza da amostra e
produgdo de toxinas foram empregados os
seguintes meios de cultura: Caldo
tioglicolato, Agar sangue com 5% de sangue
de eqiiino, Agar Sahid Fergunson
Perfringens (SFP) e meio para produgdo de
toxinas (MPT) (Uzal et al., 2000).

3.2.3.  Preparo do indculo e avaliagdo da
pureza da amostra

Para o preparo do indculo a amostra
liofilizada fornecida pelo INTA foi
reconstituida com 1,0 mL de caldo
tioglicolato e transferida para dois tubos de
ensaio com tampa de rosca contendo cada
um 10,0 mL de caldo tioglicolato e
incubados por 18 horas a 37 °C. Ao final
deste  periodo, depois de observado
crescimento bacteriano caracterizado por
intensa produgdo de gas e turvagdo do meio,
amostras das culturas foram semeadas em
placas de Agar sangue com 5% de sangue de
eqiiino € em placas de Agar SFP e incubadas
em anaerobiose a 37 °C por 24 horas. Apos o
crescimento em meio so6lido, col6nias
caracteristicas de Clostridium perfringens
foram semeadas novamente em tubos
contendo 10,0mL de caldo tioglicolato e
incubadas em anaerobiose por 24 horas a 37
°C, para servirem de indculos na produgdo
de toxina. Todas as incubagdes foram feitas
em jarra de anaerobiose com mistura gasosa
contendo 10% de CO,, 10% de H, e 80% de
Ng.
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3.2.4.  Producdo e concentracdo da toxina
beta

Para a produ¢do de toxina beta os indculos
foram transferidos para um erlemeyer
contendo 450ml de meio para produgao de
toxina (MPT) na proporgdo de 10% v/v e
incubados em anaerobiose por oito horas a
37°C

Apds o periodo de incubagdo a cultura em
MPT foi centrifugada a 10.000 x g por 20
minutos a 4°C, em centrifuga refrigerada
(Sorvall, U.S.A.). O sobrenadante da cultura
foi concentrado a 10% do volume inicial
com o auxilio do sistema de filtracdo
Amicon (Millipore) a 4°C, utilizando
membrana de retencdo de 10 Kda e as
fragcdes concentradas foram mantidas a
-80°C, até que fosse obtido volume
suficiente para a purificagdo de toxina beta.
Foi retirada uma amostra De cada fragao
para posterior confirmagdo do tipo de toxina
produzida.

Em seguida, de acordo com a metodologia
proposta por Sakurai e Fujii (1987)
acrescentou-se, sob agitagdo lenta, sulfato de
amonio (313g/L) ao sobrenadante
concentrado na propor¢do de 1:2 e a mistura
foi mantida durante a noite a 4 °C. A mistura
foi centrifugada a 10.000 x g a 4°C, por 20
minutos e o precipitado sedimentado foi
ressuspendido em tampdo fosfato 0,1 M (pH
7,7) contendo 0,5M de NaCl e dialisado
contra 0 mesmo tampdo com o auxilio de
membrana de dialise com capacidade de
retengdo superior a 12 kDa.

3.2.5. Teste de toxicidade em camundongos
da toxina beta produzida

Para a realizacdo do teste de toxicidade duas
aliquotas de toxina beta foram separadas,
sendo uma acrescida de 10ul de solugdo de
tripsina a 1%, ambas foram mantidas em
estufa a 37 °C por 30 minutos, em seguida
0,2mL foram inoculados via endovenosa em
quatro camundongos para cada preparagdo.
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Os animais foram observados por 72
horas.(Sakurai e Duncan, 1978).

3.2.6. Confirmagdo do tipo de toxina
produzida

Para a confirmagdo do tipo de toxina
produzida foi realizado o teste de
soroneutralizagdo em camundongos:

Para a realizagdo da soroneutraliza¢ao foram
preparadas misturas de 1,0mL de toxina beta
contendo 20 DMM/mL (dose minima
mortal, menor quantidade de toxina que
mata 100% dos animais inoculados) com
1,0mL da antitoxina homdloga contendo 2,0
Ul/ml e 1,0 mL de toxina beta contendo 20
DMM/mL com 1,0 ml de antitoxina epsilon
contendo 2,0 Ul/mL. Apo6s 30 minutos a 37
°C  foi administrado 0,2mL por via
endovenosa em quatro camundongos para
cada preparagdo. Os animais foram
observados por 72 horas. Como controle
foram feitas inoculagdes semelhantes de
toxina beta sem adi¢do de antitoxina. O tipo
de toxina foi determinado pela sobrevivéncia
dos camundongos inoculados com a mistura
de toxina e antitoxina homologa.(Batty e
Glenny, 1947).

3.2.7. Titulagdo de toxinas

As toxinas beta produzida e recebida do
Vallée S.A. foram tituladas utilizando-se
diluigdes duplas de toxina beta em agua
peptonada a 1%, para determinagdo da
DMM, para cada diluigdo foram inoculados
dois camundongos pesando entre 17 e 22
gramas, com 0,2mL por via endovenosa. Os
animais foram observados por 72 horas.
Cada titulacdo foi repetida uma vez € os
resultados dos dois testes agrupados para
efeito de célculo da DMM (European
Pharmacopeia, 1998).

3.2.8. Purificagio da toxina beta

Para a purificagdo da toxina beta foram
adotados dois métodos:
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A toxina beta produzida, precipitada pelo
sulfato de amoénio e dialisada foi purificada
pela cromatogratia por afinidade metalica,
descrito por Sakurai e Fujji (1987), realizado
com o auxilio do sistema de cromatografia
liquida de baixa pressdo Pharmacia
(Sweden), constituido de detector de luz
ultravioleta no comprimento de onda de
280nm, registrador de cromatografia e
coletor de fragdo, automaticos. Foram
coletadas fracoes de 3,0mL em tubos
contendo glicerol para uma concentracao
final de 20 % (v/v) de glicerol.

Na cromatografia por imunoafinidade as
imunoglobulinas antitoxina beta foram
fixadas a wuma coluna de proteina G
preparada conforme as instrugdes do
fabricante (Amershan Bioscience). Nesse
método a toxina recebida do Vallée S.A. foi
aplicada diretamente na coluna, sem
qualquer tratamento prévio, em tampdo Tris
0,IM pH 8,0 e eluida através da passagem
de solugio de glicina 0,IM pH 2,5, as
fracoes coletadas foram de 2,0 mL que
também foram acrescidos de 20% (v/v) de
glicerol. Todo o processo foi monitorado
através de leitura espectrofotométrica a
280nm, este método foi uma adaptagdo da
técnica utilizada por Parreiras (2001) para
purificar anticorpos antitoxina epsilon.

Ao final das purificagbes as fragoes
coletadas foram agrupadas por tipo de
purificagdo, concentradas e dialisadas contra
solugdo de glicerol a 20% (v/v) em 4agua
destilada com auxilio de célula de filtracdo
Amicon (Millipore) com membrana de
retencdo de 10 kDa. As toxinas purificadas,
concentradas e dialisadas foram aliquotadas
e mantidas a -20°C.

3.2.8.1. Dosagem de proteina

Para a dosagem protéica da toxina beta
purificada pela cromatogratia de afinidade
metélica foram utilizados o método descrito
por Layne (1953) e o método do coeficiente
de extingdo descrito por Worthington et al.




(1973). Para a toxina beta purificada pelo
método da cromatografia de imunoafinidade,
utilizou-se o coeficiente de extingdo
(Worthington et al. 1973). A leitura da
toxina a 280 nm foi dividida pelo coeficiente
de extingdo da toxina beta para este
comprimento de onda que é 1,24 e o valor
encontrado multiplicado pelo volume da
toxina purificada.

3.2.8.2. Eletroforese

Toxina beta ndo purificada, purificada por
afinidade metalica e purificada por
imunoafinidade  foram  submetidas a
cletroforese de acordo com a metodologia
descrita por Laemmli (1970).

O volume aplicado por canaleta foi de 19uL.
Em todas as eletroforeses foram incluidos
marcadores padroes de peso molecular
(Sigma Chemical Company, St Louis,
USA), pré-corados: d-macroglobulin
(193kDa), p-galactosidase (112 kDa),
Frutose-6 phosphate kinase (86 kDa),
Piruvate kinase (70 kDa), Fumarase (57
kDa), Lactic dehydrogenase (39,5 kDa) e
Triosephosphate isomerase (36 kDa).

3.2.8.3. Coloragdo do gel

A coloragdo pela prata foi realizada de
acordo com protocolo adotado pelo
laboratério de imunologia da FUNED/MG.
Apods o término da eletroforese o gel foi
lavado, rapidamente, em agua destilada e
colocado em solucdo fixadora (Metanol
30%, acido acético 10% e agua destilada
60%) por cinco minutos. Em seguida foi
lavado em agua destilada por cinco minutos.
Apds a lavagem foi imerso em solucdo de
dicromato de potassio (K;Cr;05), por cinco
minutos. Lavado em d&gua destilada por
cinco minutos e corado com solucdo de
nitrato de prata (AgNO;) por 20 minutos.
Apébs este periodo foi lavado rapidamente
em agua destilada e a reacdo revelada com
solucdo de carbonato de sédio 3% e
formaldeido 0,05% até o aparecimento das

bandas desejadas. A reacdo foi interrompida
com acido acético 1% e em seguida o gel foi
colocado em solugdo fixadora até o
momento de sua secagem. Todas a etapas da
coloragdo pela prata foram realizadas sob
agitagdo lenta.

3.2.9. Teste de toxicidade em camundongos
da toxina beta purificada

O teste de toxicidade foi realizado
inoculando via endovenosa 0,2ml de toxina,
em dois camundongos para cada diluigdo,
utilizou-se fator de diluicdo dois e as
quantidades de toxina foram de 20, 10, 8, 6,
4, 2, 1, 0,75, 0,50, 0,25ng em A4gua
peptonada 1%.

3.2.9.1. Destoxificagdo da toxina beta
purificada

Para a produgdo do toxoide, utilizado na
produgdo de antitoxina beta, parte da toxina
beta  purificada pelo método da
cromatografia por afinidade foi
destoxificada pelo método da iodagdo
controlada descrito por Heneine e Heneine
(1998).

3.3. Producdo de antitoxina beta

Para a produgdo de antitoxina beta foram
hiperimunizados dois carneiros, testados
previamente para a auséncia de anticorpos
contra toxina beta pela técnica de
soroneutralizagdo, com  quatro  doses
crescentes do toxdide beta produzido
conforme o item 3.2.9.1. As inoculagdes
foram feitas por via subcutinea com
intervalo de 21 dias:

1* imunizagdo: 100pg de toxoide beta +
adjuvante Completo de Freund.

2* imunizagdo: 100pg de toxoide beta +
adjuvante Incompleto de Freund.

3* imunizagdo: 400pg de toxoide beta +
adjuvante Incompleto de Freund.

4% imunizacdo: 800ug de toxoide beta +
adjuvante Incompleto de Freund.




Os carneiros foram sangrados no 14° dia
apos a tltima inoculag@o. A sangria foi feita
pela veia jugular empregando tubos de
10mL com vacuo, sem anticoagulante.

3.3.1. Avaliagdo dos soros hiperimunes

Os soros obtidos foram separados por
animal e avaliados por ELISA indireto para
a presenga de anticorpos da classe IgG
antitoxina beta. As placas de ELISA foram
sensibilizadas, com 1,0pg/mL de toxina beta
purificada e iodada, durante a noite a 4°C.
Diluigdes seriadas dos soros hiperimunes,
com fator de diluicio 2 de 1:100 até
1:51.200 e a partir dai com fator de dithigdo
1,3, foram adicionadas em duplicata aos
pocos das placas. Foi utilizado um
conjugado antilgG de carneiro comercial
(Sigma), diluido conforme indicagdo do
fabricante.

3.3.2. Purificagio da IgG de carneiro
antitoxina beta

Os anticorpos policlonais foram purificados
por cromatografia de afinidade em coluna de
Sepharose 4B ativada com brometo de
cianogénio, preparada conforme instrucdes
do fabricante (Amershan Bioscience), onde
se utilizou toxdide beta como ligante,
segundo a metodologia proposta por
Parreiras (2001). Ao final da purificacdo as
imunoglobulinas foram concentradas por
liofilizagdo. Avaliou-se a atividade das
imunoglobulinas purificadas por ELISA
indireto. Duas placas foram sensibilizadas,
em dias diferentes, com 1,0pg/mL de toxina
beta purificada e iodada, a imunoglobulina
purificada foi adicionada a placa de ELISA,
em duplicata, a partir de uma concentragdo
inicial de 620ug/mL e foi feita diluigido
seriada com fator de diluigdo 2 até preencher
todos os pogos restantes. Para o controle do
conjugado a imunoglobulina de carneiro foi
substituida por PBS 0,1M pH 7,2 acrescido
de 0,05% de Tween 20.
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3.3.3. Produgdo do conjugado de IgG de
carneiro antitoxina beta

Parte da imunoglobulina purificada foi
conjugada a horseradish peroxidase - HRP
(Sigma Chemical Company, St Louis, USA)
pelo método modificado do m-periodato de
sodio (Nakane e Kawaoi, 1974)

Dissolveu-se 5,0mg de HRP em 1,2 mL de
agua destilada. Adicionou-se 0,2mL de
solucdo recém preparada de m-periodato de
sodio 0,1 M (Sigma) a solugdo de
peroxidase que tornou-se imediatamente
verde. Misturou-se a solugdo lentamente, a
temperatura ambiente, por 20 minutos ao
abrigo da luz. A peroxidase foi submetida a
dialise, durante a noite, contra um grande
volume de tampdo de acetato de sédio 1,0
mM, pH 4,0 a 4 °C.

No dia seguinte ressuspendeu-se 10mg da
IgG de camneiro purificada em 1,0mL de
tampdo carbonato/bicarbonato 0,02M, pH
9,5. Elevou-se o pH da peroxidase para 9,0 —
9,5 com adigdio de 40pul. de tampio
carbonato/bicarbonato de sodio 0,2M, pH
9,5. Em seguida misturou-se a peroxidase e
a IgG de carneiro lentamente por duas horas
em temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
Foram adicionados 100uL de solugdo recém
preparada de borohidreto de sddio 4mg/mL
em agua destilada. A mistura foi deixada em
repouso por duas horas a 4 °C e foi
submetida & dialise durante a noite contra
um grande volume de tampdo borato 0,1 M
pH 7,4

334, Titulagio e  avaliagio da
especificidade do conjugado de IgG de
carneiro antitoxina beta

A titulagdo e avaliagdo da especificidade do
conjugado de carneiro antitoxina beta foram
feitas através de ELISA indireto, foram
testadas duas placas de ELISA em dias
diferentes, as placas foram divididas ao
meio, linhas A, B, C e D foram
sensibilizadas com 1,0pg/mL de beta toxina




purificada e as linhas E, F, G e H foram
sensibilizadas com 100ul de solugdo de
albumina bovina na concentragio de
100pg/mL. O conjugado foi adicionado em
duplicata nas duas metades das placas a
partir da diluigdo 1:500 até 1:128.000, sendo
2 o fator de dilui¢do.

3.4. Amostras negativas de conteudo
intestinal

Foram coletados, em abatedouro com
servico de inspegdo federal (SIF), 10
segmentos de intestino delgado de bovinos
adultos saudaveis. Foi feito um “pool” dos
conteudos intestinais apds a extragdo, o
volume obtido foi diluido em igual volume
de agua peptonada 1% para redugdo de sua
viscosidade, e centrifugado a 20.000 x g por
30 minutos a 4 °C (Beckman J2-MC
centruge, U.S.A)) e o sobrenadante foi
separado cuidadosamente, parte do material
foi filtrado 0,45um e outra parte permaneceu
sem filtracdo, as amostras foram mantidas a
—20°C.

Os conteudos intestinais foram submetidos
aos testes ELISA sanduiche e toxicidade em
camundongos, para avaliar a interferéncia. O
teste de toxicidade foi realizado inoculando
via endovenosa 0,2 mL de cada conteudo em
dois  camundongos, e esses foram
observados por 72 horas.

3.5, ELISA sanduiche para detec¢do da
toxina beta produzida pelo Clostridium
perfringens tipos B e C.

3.5.1. Determinacao das diluigoes da
imunoglobulina de carneiro, antigeno e
conjugado de IgG de carneiro antitoxina
beta.

Para a determinagdo das diluigées da
imunoglobulina de carneiro item 3.3.2 e do
conjugado antitoxina beta, a serem utilizadas
no ELISA sanduiche, trés placas foram
testadas em dias diferentes tendo sido
sensibilizadas, cada uma, no dia anterior
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com 2,5 e 1,0pug/ml de imunoglobulina de
carneiro antitoxina beta, durante a noite a
4°C. As placas de ELISA foram lavadas
duas vezes com solugdo de lavagem de
ELISA - TSE (0,9% de NaCl, 0,05% de
Tween 20 em agua destilada, pH 7,2). Cada
pogo das placas foi bloqueado com 100ul de
solucdo de albumina a 3% + 0,05% de
Tween 20 por uma hora em estufa a 37 °C.
Apds este periodo as placas foram lavadas
duas vezes com solucdo de lavagem de
ELISA — TSE e em seguida foi adicionado
uma curva padrdo, em duplicata, de toxina
beta  purificada pelo método da
imunoafinidade ¢ iodada em PBS 0,1M +
0,05% de Tween 20 com concentragdo
inicial de 2,5pg/ml e feita uma diluigdo
seriada com fator de diluicio 2 até a
concentragdo de 4,88 ng/ml, as placas
permaneceram por mais uma hora em estufa
a 37 °C. As placas entdo foram lavadas seis
vezes com solugdo de lavagem de ELISA —
TSE e foi adicionado 100ul por pogo de
solugdo de conjugado nas diluigdes
1:25.000 e 1:30.000 permanecendo as placas
por mais uma hora em estufa a 37 °C. As
placas foram lavadas seis vezes com solugdo
de lavagem de ELISA — TSE e em seguida
adicionou-se 100pl por pogo de substrato
enzimatico (orto-fenilodiamino, OPD) com
peroxido de hidrogénio em tampdo citrato
pH 50. A reagdo enzimatica foi
interrompida apés 20 minutos de incubagio
em estufa a 37 °C com adicdo de 50ul de
solu¢do de 4acido sulftrico 1:20. A
intensidade da reacdo foi determinada em
leitor de ELISA (BIO RAD model 550,
microplate reader) a 490nm.

3.5.2. Avaliagio da
ELISA sanduiche

especificidade do

O ELISA sanduiche foi testado quanto a sua
especificidade frente a toxina epsilon
produzida pelo Clostridium perfringens tipo
D, as placas de ELISA foram sensibilizadas
com 2,5pug/mL de IgG antitoxina beta e
foram adicionadas, em duplicata, curvas de
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toxina epsilon e toxina beta purificadas e
iodadas na concentragde inicial de
2,5pug/mL. O protocolo dos ELISA foi o
mesmo adotado para o item 3.5.1..

3.5.3. ELISA sanduiche para detecgdo de
toxina beta em conteudo intestinal

Definidas as diluigdes da imunoglobulina de
carneiro antibeta toxina, da toxina beta
purificada e iodada e do conjugado de
carneiro antibeta toxina produzida pelo
Clostridium perfringens tipos B e C, varios
ensaios foram repetidos a fim de se
padronizar o teste para a detecgdo de beta
toxina em conteudo intestinal. Com essa
finalidade padronizou-se uma curva de
toxina beta em conteudo intestinal. O
protocolo dos testes de ELISA foi o mesmo
adotado para o item 3.5.1..
//
3.5.4. Comparagdo entre o ELISA sanduiche
e o teste de toxicidade em camundongos

O contetdo intestinal foi contaminado
artificialmente com toxina beta ndo
purificada na dilui¢do de 25DMM/mL e foi
feita dilui¢do seriada, com fator de dilui¢do
2, até 0,003 DMM/mL.. :

Todas as diluigdes foram submetidas a
analise pelo ELISA sanduiche. Para o teste
de toxicidade em camundongos utilizou-se
diluigdes que continham de 25 DMM/mL
at¢ 0,003 DMM/mL. Inoculou-se dois
camundongos por via endovenosa com 0,2
mL de cada diluigdo e estes foram
observados por 72 horas.

Os testes ELISA sanduiche foram realizados
em paralelo com o teste de toxicidade em

camundongos, a mesma amostra de
contetdo intestinal, artificialmente
contaminada, era mmoculada em
camundongos imediatamente apds ser

utilizada no ELISA.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Avaliagdo da pureza da amostra

As coldnias caracteristicas de Clostridium
perfringens, umbilicadas, lisas acinzentadas
com halo de dupla hemolise e negras no SFP
foram avaliadas pelo método de Gram e
apresentaram somente bastonetes Gram
positivos, sem a presenga de qualquer
contaminante.

4.2. Titulacdo da toxina beta produzida e da
toxina beta recebida do Vallée S.A.

A toxina beta produzida e concentrada 10
vezes, apresentou titulo de 3.840 DMM/mL,
a toxina “Vallée”, concentrada 20 vezes,
apresentou titulo de 41.848,2 DMM/mL. A
grande diferenca de titulos entre as toxinas
pode ser explicada pelas condi¢des em que
elas foram produzidas, j& que como descrito
por Pivnick et al. (1963) e Jorge (2003) o
controle do pH influencia diretamente na
quantidade de toxina produzida e na
manutencdo de sua atividade por um periodo
mais longo de tempo. A toxina recebida
além de ter sido duas vezes mais
concentrada foi produzida em fermentador
com controle automatico de pH e sob fluxo
continuo de nitrogénio ‘que, promove a
remogdo dos produtos volateis do
metabolismo anaerébio que podem interferir
no crescimento bacteriano e
conseqiientemente afetar a quantidade de
toxina produzida, Mozzer (2004). Neste
experimento a toxina foi produzida em jarra
de anaerobiose, com frasco estatico e sem
controle do pH que ao final de varios
ensaios havia caido de 7,8 para até 5,7.

4.2.1. Teste de toxicidade e avaliacdo da
toxina produzida

A leitura do teste de toxicidade teve como
resultado a morte dos animais inoculados
com a toxina beta sem adi¢io de tripsina, e o
teste de soroneutralizacdo teve como
resultado a sobrevivéncia somente dos




animais inoculados com a mistura de toxina
beta mais antitoxina beta, o que de acordo
com Batty e Glenny (1947), caracteriza a
toxina produzida como sendo o tipo beta. A
sobrevivéncia dos animais inoculados com a
toxina beta tripsinizada confirma a
sensibilidade desta toxina frente a agentes
proteoliticos como a tripsina, provocando
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perda de sua toxicidade, como descrito por
Sakurai e Duncan (1987).

4.2.2. Dosagem de proteina

Os resultados dos niveis de proteina de
quatro partidas de toxina beta purificadas
expressos em miligramas sdo mostrados na
tabela 2.

Tabela 2: Resultados das quantidades de toxina beta purificadas pela coluna de afinidade metalica em dias diferentes.

4 uFM©

Métodos utilizados

Dosagem | Dosagem 2 Dosagem 3 Dosagem 4 z
para do's'agem (mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
proteica
Método do
coeficiente de 1,36 1,88 1,42 3,97 8,63
extingdo
Método de Layne 1,51 1,49 1,41 3,93 8,34

Como pode ser visto na tabela 2 ndo houve
grande diferen¢a nas quantidades de toxina
beta purificada quando comparados os
meétodos de Layne (1953) e o método do
coeficiente de extingdo de Worthington et al.
(1973), assim optou-se por realizar as
dosagens protéicas das demais purificagdes
através do método do coeficiente de
extingdo que se mostrou mais rapido pois a
leitura € feita apenas em comprimento de
onda de 280nm reduzindo - assim a
manipulagdo da toxina purificada. O
coeficiente de extingdo se mostrou confiavel

e repetitivo quando utilizado para dosagem
protéica da toxina epsilon purificada,
conforme também verificado por Parreiras
(2001). .

4.2.3. Purificagio da toxina beta:

Antes do inicio da purificagio da toxina
beta, esta foi submetida a eletroforese para
confirmagdo da presenga da banda referente
a0 seu peso molecular que € de
aproximadamente 36,65 kDa. (Fig. 1)
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Figura 1: Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida (SDS — PAGE) corado pela Prata para visualizagdo da banda
referente a0 peso molecular da toxina beta. (1) Padrio pré-corado de alto peso molecular, (2) Toxina bruta, (3)

Toxina diluida 1:10, (4) Toxina diluida 1:50. &

Com a confirmac¢ido da presenca da toxina descrito por Sakurai e Fujii (1987), o
beta através da visualizacdo da banda processo de purificacio ndo apresentou
referente ao seu peso molecular iniciou-se o resultados  satisfatérios  como  estd
processo de purificagdio. Nas primeiras demonstrado na figura 2.

tentativas de purificacio utilizando o método

123 45 6 7 8 9 1 1112

e

193
112
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Figura 2: Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida (SDS — PAGE) corado pela Prata das fragdes coletadas de
diferentes tubos nas primeiras tentativas de se purificar a toxina beta produzida e concentrada através do método da
cromatografia por afinidade metdlica.

A figura 2 mostra a presenga de bandas de sugere ndo ter havido separa¢io da toxina
peso  molecular diferentes, semelhantes beta das demais proteinas presentes no meio.
aquelas visualizadas na figura 1. o que Isso provavelmente ocorreu por ter havido
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saturacdo da coluna de afinidade metdlica e
ndo haver zinco suficiente para reter a toxina
e possibilitar, apds a eluicdo, a visualizacio
da toxina beta pura, através da presenca de
uma banda tnica com peso molecular
proximo de 38 kDa como a obtida por
Sakurai e Fujii (1987).

Na tentativa de melhorar o desempenho da
coluna de afinidade metdlica na purificacdo
da beta toxina adotou-se como norma limpar
e recarregar a coluna com zinco ao final de
cada purificagdo. O resultado obtido pode
ser visto na figura 3.

12 3 4 5 6 7 8 91 1112 13 14 15

Figura 3: Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida (SDS — PAGE) corado pela Prata de toxina beta purificada por
coluna de afinidade metdlica. (1) padrdo pré-corado de alto peso molecular, (3) Toxina beta padrdo, (4, 5, 6 ¢ 7)
amostras coletadas dos primeiros tubos apds a passagem de um volume de coluna. (8, 9, 10 e 11) amostras coletadas
apds a troca para o tampio de eluicdo, (12, 13, 14, 15) amostras coletadas apds passagem de dois volumes de coluna

do tampdo de eluigdo.

Como observado na figura 3, a mudanga no
protocolo resultou resultado da purificagao
por coluna de afinidade metélica, pois apds a
troca do tampdo de corrida para o de eluigio,
a toxina eluida apresentou-se pura,
confirmado pela visualizacdo de banda tinica
com peso molecular aproximado de 36,65
kDa. como o descrito por Sakurai e Fujii
(1987).

Embora o processo de purificagcio pelo
método da afinidade metdlica tenha
apresentado resultados satisfatérios
evidenciado pela visualizacdo de bandas
unicas com  peso  molecular  de

aproximadamente 36,65 kDa (figura 3), o
processo mostrou ser lento e o rendimento
obtido muito baixo, aplicava-se 15.0 mg de
proteina total e recuperava-se em média
1.5mg. Esse processo gasta em torno de 10
horas para a purificagao de
aproximadamente 1,5mg de toxina beta, ¢
mais 10 horas para preparar a coluna para
novo processo, ou seja, para cada
purificagdo gastam-se dois dias.

Assim fez-se necessdrio buscar um método
de purificagio mais rdpido. Avaliou-se a
purificacdo pelo método da imunoatinidade
e os resultados sdo mostrados na figura 4.
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Figura 4. Eletroforese em gel de poliacrilamida corado pela Prata das fragoes coletadas apds a troca para
o tampdo de elui¢do na cromatografia de imunoafinidade. A figura evidencia a presenca de uma banda de
peso molecular de aproximadamente 36,453kDa da toxina beta, forma monomérica, e bandas de pesos
moleculares superiores referentes as formas oligoméricas da toxina beta. (1) Padrao de alto peso
molecular. (2 e 3) fragdes 4 e 5 cromatografia 1. (4, 5 e 6) fragdes 3,4 e 5 cromatografia 2. (7, 8 ¢ 9)
fragdes 3, 4 e 5 cromatografia 3. (10, 11 e 12) fracdes 3, 4 e 5 cromatografia 4. (13) fragdo 3

cromatografia 5.

Como pode ser visto na figura 4 o processo
de  purificagio  pelo  método da
imunoafinidade foi eficiente, o aparecimento
de bandas com peso molecular superior aos
36,65 kDa da toxina beta, isso pode ser
explicado pois essa pode ser encontrada, no
MPT, sob duas formas. Uma forma
monomérica, ativa, de peso molecular
proximo dos 36,65 kDa e outra tforma
oligomérica, inativa, de peso molecular
superior ao da forma monomérica. As
formas oligoméricas da toxina beta, embora
inativas, ainda possuem atividade
imunogénica como descrito por Sakurai et
al. (1997) e Hunter et al. (1993), o que
explica  seu  reconhecimento,  pelos

anticorpos  fixados a  coluna de

imunoafinidade.

Para confirmar a presenca da toxina beta na
forma oligomérica foi realizado um
“Western blot” no qual o conjugado de IgG
de carneiro antitoxina beta reconheceu as
bandas de pesos moleculares superiores aos
36.65 kDa da forma monomérica da toxina
beta (Fig. 5).
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Figura 5: “Western blot” mostrando a presenga da toxina beta nas formas oligoméricas, peso molecular superior aos
38 Kda da forma monomérica, reconhecida pelo conjugado de IgG de carneiro antitoxina beta. (1) Padrao de peso
molecular pré-corado: (2) 1,0pg de toxina beta purificada e iodada em PBS 0,1 M; (3-6) 2,5pg de toxina beta

purificada e iodada em PBS 0,1 M.

A banda de peso molecular visualizada logo
abaixo da banda referente ao peso da toxina
beta na sua forma monomérica (36.65 kDa).:
¢ indicativo de que houve degradagdo da
toxina beta antes do processo de iodagao, o
mesmo foi relatado para a toxina epsilon por
Parreiras (2001).

A purificacio pelo método da
imunoafinidade mostrou-se mais rdpida e o
rendimento foi 680,4% maior que o método
de purificacao por afinidade metdlica. Em
um dnico dia foi possivel purificar
10,206mg de toxina beta, em nove
cromatogratias levando-se em consideracdo
os dois dias gastos para purificar
aproximadamente 1,5mg de toxina beta pelo
método da afinidade metélica.

4.2.4. Teste de toxicidade da toxina beta
purificada

A  menor quantidade de toxina beta
purificada que matou 100% dos animais
inoculados foi 0,5ug/mL, e embora a
titulacio ndo tenha sido feita em DLsy o
resultado estd dentro da faixa de valores
obtidos por diferentes autores que vao desde
4.0ug/mL (Mcdonel, 1980) a 0.310ug/mL
(Sakurai e Fujji, 1987).

4.3. Avaliagado dos soros hiperimunes
A avaliagdo dos soros hiperimunes dos

carneiros imunizados com o toxdéide beta €
apresentada na figura 6.
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Dilui¢Ges seriadas dos soros dos carneiros, 1=1:6.400 fator de
diluigao 2 até 1: 51.200, a partir dai fator de diluigao 1,3.

Figura 6: Avaliagao por ELISA indireto dos soros hiperimunes produzidos em carneiros. As placas foram
sensibilizadas com 1,0pg/mL de toxina beta purificada e iodada.

Os soros dos carneiros imunizados com o
toxoide beta, no ponto 11 (Fig.6) que
equivale a diluicdio 1: 321.272 ainda
apresentavam IeiturQ_de 0,3 o que demonstra
a presenga de grande quantidade de
imunoglobulina de carneiro antitoxina beta
nos soros, pois a leitura ¢ real, ja que a
média dos valores do controle negativo
foram subtraidos de todas as médias do
valores para cada diluigdo antes da
montagem do grafico.

A iodagdo controlada mostrou ser um
eficiente método para a preparagio de
toxoides, pois os resultados obtidos para a

toxina beta neste experimento estdo de
acordo com os resultados obtidos para a
toxina epsilon por Parreiras (2001). O alto
titulo de anticorpos mostra eficiéncia do
protocolo de imunizagdo adotado.

4.3.1. Purificagdo, avaliagdo e conjugagdo
das imunoglobulinas de carneiro

O processo de purificagio das
imunoglobulinas de carneiro foi
acompanhado por leituras

espectrofotométricas em comprimento de
onda de 280nm e o resultado apresentado na
figura 7.

31




1,0
0,8+
g 0,6 -
2
o~
<
.0
S 044
=
«g
a
—
@
a 0,2
<
0,0 4
T T T T

—— IgG de carneiro antitoxina beta.

6 7 8 9 10 1

Ndmero da fragdo coletada.

Figura 7: Gréfico ilustrando a purificagio da IgG de cameiro antitoxina beta com a utilizagdo da coluna de
imunoafinidade, fragdes de 2,0 mL coletadas ap6s a troca para o tampio de eluigdo.

O acompanhamento do processo de
purifica¢ao das imunoglobulinas de carneiro
por leituras espectrofotométricas permitiu
avaliar a capacidade da coluna a fim de se
padronizar um volume de soro a ser aplicado
otimizando assim o seu uso.

Para a purificagio das imunoglobulinas
padronizou-se a passagem de 1,5 mL de soro
hiperimune o que gerou um rendimento
médio de 1,2mg de IgG de carneiro para
cada cromatografia. Para uma
hiperimunizagdo eficiente espera-se que
10% do volume de soro obtido seja
representado por imunoglobulinas
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especificas. Os resultados mostraram valores
bem préximos, comprovando a eficiéncia do
protocolo de imunizagdo adotado.

Apés a purificagdo por imunoafinidade, as
imunoglobulinas  de  carneiro  foram
avaliadas pelo teste de ELISA indireto, que
certificou que o processo de purificagio ndo
alterou a atividade imunologica.
Comprovada a manutengdo da atividade
imunolégica parte das imunoglobulinas foi
conjugadas a horseradish peroxidase (Sigma
Chemical Company, St Louis, USA). A
titulagdo do conjugado produzido foi feita
por ELISA indireto (Fig.8).




—&— Placa sensibilizada com toxina
beta purificada e iodada.

34 Q- Placa sensibilizada com albumina

bovina.

Leitura Amnm.

DiluigZo seriada do conjugado, fator de diluigdo 2. 1=1:500.

Figura 8: ELISA indireto mostrando a titulago do conjugado de 1gG de carneiro antitoxina beta. A placa foi
sensibilizada com 1,0pg/mL de toxina beta purificada e iodada e 100pg/mL de albumina bovina.

A partir do resultado mostrado na figura 8
foram realizados outros ensaios com o
conjugado de IgG de carneiro antitoxina
beta nas diluigdes 1:20.000, 1:25.000 e
1:30.000 que permitiram a padronizacdo da
diluicdo de uso do conjugado em 1:25.000.
A figura 8 mostra ainda que o conjugado
produzido ndo reage com a albumina bovina
que € utilizada para preparo da solugdo de
bloqueio do ELISA e que a partir deste
resultado foi utilizada também para a

dilui¢ao do conjugado, para prevenir reagoes
inespecificas.

A especificidade do ELISA sanduiche para a
detecgdo da toxina beta € comprovada pelo
resultado apresentado na figura 9, pois ndo
houve reconhecimento da toxina epsilon
produzida pelo Clostridium perfringens tipo
D e a toxina beta produzida pelos
Clostridium perfringens tipos B e C foi
reconhecida normalmente.
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Figura 9. ELISA sanduiche mostrando a especificidade para a detecgiio da toxina beta frente & toxina epsilon
produzida pelo Clostridium perfringens tipo D. As Placas foram sensibilizadas com 1,0pg/mL de IgG de carneiro
antitoxina beta purificada, adicionou-se uma curva de toxina beta purificada e iodada na concentragio inicial de
2,5ug/ml e uma curva de toxina epsilon purificada ¢ iodada também na concentragio inicial de2,5pg/mL.
Conjugado de IgG de carneiro antitoxina beta foi utilizado na dilui¢io de 1:25.000.

4.4,  Amostras contetudo

intestinal

negativas de

O resultado para o teste de toxicidade em
camundongos foi negativo, todos os animais
inoculados com os contetidos intestinais

filtrado e ndo filtrado permaneceram vivos
até o momento da leitura do teste.

Os contetidos intestinais filtrado e ndo
filtrado foram avaliados por ELISA direto ¢
o resultado apresentado na figura 10.
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Diluigao seriada da curva padrao de toxina beta e dos conteddos intestinais.

Fator de diluigao 2.

Figura 10: ELISA direto mostrando nfio haver interferéncia do conteiido intestinal coletado com o teste proposto para a detec¢do da
toxina beta. Placas sensibilizadas com 1,0pg/mL de 1gG de cameiro antitoxina beta purificada. Foi adicionada uma curva padrio de
toxina beta purificada e iodada na concentragdo inicial de 2,5ug/mL, e os conteiidos intestinais filtrado e nio filtrado foram
adicionados na diluigdo inicial 1:2. Conjugado de 1gG de cameiro antitoxina beta foi utilizado na diluigdo de 1:25.000.
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Como mostra a figura 10 ndo houve
interferéncia dos contetidos intestinais com o
teste de ELISA sanduiche, a filtragdo nao se
faz necessaria quando o contetudo intestinal
¢ processado da maneira proposta neste
trabalho, isso € comprovado pelo resultado
negativo do teste de toxicidade em
camundongos € no resultado do ELISA
direto que ndo mostraram diferenga entre o
conteudo intestinal filtrado e o ndo filtrado.
A filtragdo de pequeno volume de conteudo
intestinal consome um nimero muito grande
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de unidades de filtros o que acabaria por
encarecer a técnica.

4.5.Detecgdo de toxina beta pelo ELISA
sanduiche

Para testar a sensibilidade do ELISA
sanduiche em detectar a toxina beta, uma
curva de toxina beta purificada e iodada foi
adicionada a placa de ELISA, uma em
conteudo intestinal diluido 1:8 € outra em
PBS 0,1M acrescido de 0,05% de tween 20,
o resultado ¢ apresentado na figura 11.

0. —&— Curva de toxina beta em contéudo intestinal.
1.4 1 Tl -0+ Curva de toxina beta em PBS 0,1M + 0,05%
) de tween 20.
1,2 4 s
; O.
£ .
c 1.0 4
s
-
< 0,8
B
=
«g 0,6
a
=
s}
3 04
<
0.2 1
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6 7 8 9 10 11 12 13 14

Diluigao seriada das curvas de toxina beta, fator de diluigao 2.

Figura 11. Detecgdo da toxina beta purificada e iodada
em conteudo intestinal diluido 1:8. As curvas de toxina

Como controle negativo substituiu-se a
toxina beta por PBS 0,1 M acrescido de
0,05% de Tween 20 para a curva em PBS e
conteudo intestinal diluido 1:8 sem toxina
para a curva em conteudo intestinal. Antes
da confecgdo do grafico a média dos valores
negativos para curva em PBS foi subtraida
de cada média de cada ponto da curva em
PBS e a média dos valores negativos para a
curva em conteudo intestinal também foi
subtraida de cada média de cada ponto da
curva em conteudo intestinal. Assim, o
resultado mostrado na figura 11 € real e o
critério adotado para estabelecer o ponto de
corte foi o primeiro valor antes da leitura

pelo ELISA sanduiche em PBS 0,1 M + 0,05% de tween 20 e
beta tiveram como concentragdes iniciais 2,5ug/mL.

entrar no platd, representado na figura 11
pelo ponto 11 ou 2,44 ng/mL.

O ELISA sanduiche conseguiu detectar
2,44ng/mL de toxina beta purificada e
iodada em PBS 0,1M acrescido de 0,05% de
tween 20, o que caracteriza uma boa
sensibilidade quando comparados com os
valores de 8 ng/mL, descrito por El Hidrissi
e Ward (1992a) e 1ng/mL, por Nagahama et
al. (1991), quando comparada com a
sensibilidade =~ do  ELISA  sanduiche
desenvolvido para a deteccio da epsilon
toxina ela ainda ¢ baixa, pois Nagahama et
al. (1991) relataram uma sensibilidade de
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0,Ing/mL. A deteccdo de 2,44 ng/mL de
toxina beta purificada e iodada em conteudo
intestinal ¢ 12,29 vezes mais sensivel que os
30ng/mlL detectados por Nagahama et al.
(1991).

4.5.1. Comparacdo do limite de detecgio

de toxina beta entre o ELISA

’ sanduiche ¢ o teste de toxicidade em
camundongos

0.8 1
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0.4 4
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Absorbancia A, nm.
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—e— Conteddo intestinal artificialmente

contaminado com toxina beta.
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Figura 12. Titulagdo por ELISA sanduiche das dilui¢des usadas no teste de toxicidade em camundongos, contetdo
intestinal contaminado artificialmente com toxina beta ndo purificada na concentragio inicial de 25 DMM/mL em

diluigdo seriada com fator de diluigdo 2 até 0,003 DMM/mL.

A sensibilidade do teste de toxicidade em
camundongos, como esperado, se limitou a
10 DMM/mL de toxina beta ndo purificada.
O ELISA sanduiche foi capaz de detectar
0,01 DMM/mL, o que significa dizer que o
ELISA sanduiche foi 1000 vezes mais
sensivel que o teste de toxicidade em
camundongos. Nagahama et al. (1991),
afirmaram que a sensibilidade do ELISA
pode ser de 10 a 1000 vezes maior que a
sensibilidade do teste de toxicidade em
camundongos. Uzal et al. (2003) relataram
ter conseguido detectar 0,075DLsy/mL de
toxina epsilon em conteido intestinal de
ovinos, com a utilizacdo de um ELISA com
anticorpos policlonais semelhante ao
desenvolvido neste trabalho, dado este que
comprova a boa sensibilidade do ELISA
sanduiche desenvolvido para a detecgdo de
toxina beta em conteudo intestinal.
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Os bons resultados obtidos na padronizagdo
desta técnica de diagndstico remetem ao seu
aprimoramento para a utilizagdo como op¢ao
futura aos bioensaios, contribuindo para a
redugdo do numero de animais utilizados. O
ELISA sanduiche para o diagndstico da
enterotoxemia necessita ser testado frente a
um numero maior de amostras de conteudos
intestinais para que o seu desempenho seja
avaliado com maior seguranga, a fim de
disponibiliza-lo para o uso no diagndstico. A
implementagdo de um teste como esse em
um programa bem conduzido viria a
contribuir  significativamente  para 0
entendimento da real situagdo da doenca no
pais. Outra aplicagdo desse teste seria a
avaliacdo da qualidade das vacinas que
contém em sua formulagdo o toxodide beta. A
utilizagio do ELISA para detecgdo de
anticorpos vacinais foi proposta com sucesso
por Parreiras (2001).




A quantificagdo da toxina produzida para
utilizagdo em pesquisa ou para a produgio
de vacinas também pode ser realizada
através do ELISA, desde que o teste seja
padronizado para esse fim.

5 CONCLUSOES

A purificagdo da toxina beta produzida pelo
Clostridium perfringens tipo C pelo método
da imunoafinidade se mostrou eficiente,
pratica e rapida.

O ELISA sanduiche mostrou ser mais
sensivel para a detec¢do da toxina beta em
conteudo intestinal que o teste de toxicidade
em camundongos.
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