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RESUMO: Métodos visando deteccio de enterotoxina estafilocécica tem recebido constante atengdo e modificagdo, com a
finalidade de acelerar diagnéstico numa intoxicagdo alimentar. A revisdo expde a situacdo atual e as perspectivas sobre o de-
senvolvimento e aplicacdo de métodos ripidos com elevada sensibilidade, para o controle de qualidade nos alimentos.
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A versatilidade nutricional de estafilococos resulta
nas mais variadas doencas humanas e animais, desde sfn-
dromes mediadas por toxinas e infecgBes contfguas ou
metastdticas (ARBUTHNOTT et al. 1990). Entre os meta-
bélitos de estafilococos patogénicos, a enterotoxina desem-
penha papel crucial na intoxicagdo alimentar, cuja doenga
é caracterizada pelos sintomas gastrointestinais de apareci-
mento rdpido e fugaz (BERGDOLL, 1970; MINOR &
MARTH 1976; BERGDOL, 1983).

As enterotoxinas estafilocécicas sdo protefnas simples
com PM de 28.000 a 29.000 Da, ricas em lisina, acido
aspartico e glutamico, apresentando duas cisternas forman-
do ponte de dissulfeto (BERGDOLL et al. 1981). A sua
estrutura bastante compacta e ndo hidratada confere es-
tabilidade sob extensa variacdo fisico-quimica, salientando-
se a termorresisténcia como caracteristica principal (Ml-
NOR & MARTH, 1976; NISKANEN, 1977; HERTEN
et al. 1989). Além da persisténcia de integridade em alta
temperatura, ndo sdo destrufdos pelos processos normais
de cura, fermentacdo e armazenagem dque inviabilizam o
estafilococo (MINOR & MARTH, 1972; HERTEN et
al. 1989). ¢

Considerando que as enterotoxinas sdo proteinas
simples, os métodos quimicos sdo incapazes de detecté-las,
e por esta razdo, somente os métodos biolbgicos e imuno-
l6gicos sdo utilizados (BERGDOLL, 1970).

O ensaio biolégico, devido a incapacidade de diferen-
ciar as toxinas e ainda pela dificuldade de manutengao dos
animais, é utilizado somente para detectar a existéncia
de novas enterotoxinas (BERGDOLL, 1970; MINOR
& MARTH, 1976).

Entre as varias técnicas de reagbes imunolégicas,
preliminarmente desenvolveu-se técnica de precipitagio

em &gar ou agarose {BERGDOLL, 1970; HUMPHREY
& WHITE 1971; BARRY et al. 1973), aplicando a difusdo
simples unidimensional (OUDIN, 1952), difusdo dupla
(ROBBINS et al. 1974, BENNETT 1971), técnica da micro-
lamina (ZEHREN & ZEHREN, 1968, CASMAN et al.
1969) e difusdo em tubo capilar (FUNG & WAGNER,
1971). Estes métodos apresentam sensibilidade suficiente
para detectar as enterotoxinas em extrato de cultura,
recomendando-se a imunodifusdo dupla — OSP de
ROBBINS et al. (1974), com limite de detecgdo de 0,6
ug/ml,

Linhagens de S. aureis enterotoxigénicas produzem
toxinas em torno de 1ng/ml ou menos em alimentos (KO-
KAN & BERGDOLL, 1987; EVENSON et al. 1988), es-
tando, portanto, abaixo dos niveis detectdveis pelos mé-
todos anteriormente citados.

A enterotoxina, mais comumente associada a into-
xicacdo alimentar é normalmente encontrada em con-
centracdo inferior a 1ug/100g de alimento (REISER et al.
1974).

Considerando a diluicdo devida a preparacdo de
extrato, torna-se evidente que o teste deve ser sensfvel a
nivel de 0,5 a 1,0ng/ml, apresentar procedimento simples
e répido, e ser aplicado diretamente em extrato alimentar
(SAUNDERS & BARTLETT, 1977; FREED et al, 1982;
FEY et al, 1984; MORGAN & LEE, 1990).

Neste sentido, vem-se desenvolvendo as técnicas de
hemaglutinagio passiva reversa-RPHA, aglutinagdo de I4-
tex-RPLA, radioimunoensaio-RIA e ensaio imunoenzima-
tico-ELISA, apresentando sensibilidade entre 0.1 a 1,5
ng/ml.

Aglutinagdo reversa passiva de SILVERMAN etal, 1968;
surgiu como primeiro método promissor para detecgdo
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rdpida de enterotoxina. Entretanto, os dois principais pro-
blemas estdo na impossibilidade de acoplar certos anticor-
pos a superficie do eritrocito e, a ocorréncia de aglutinagao
inespecifica, causada pelos componentes alimentares,

particularmente o extrato de carne (BERGDOLL & -

SENNETT, 1976).

O radioimunoensaio (JOHNSON et al, 1973, ORTH,
1977; LINDROTH & NISKANEN, 1977; ROBERN et
al, 1978; ARESON et al, 1980, BERGDOLL et al, 1985),
apesar de sensibilidade de 1 a bng/ml e alta especificidade
tem como restrigdo a utilizagdo de marcador radicativo
(BENNETT. 1971; JOHNSON et al, 1971; THOMPSON
et al. 1986).

A substituigdo de marcador radioativo pela enzima
elimina completamente o risco de contaminagdo e, atual-
mente, 0 ensaio imunoenzimatico consiste em método de
escolha para a detecgdo direta de enterotoxina em alimen-
tos (JOHNSON et al, 1971).

Vérios métodos de ELISA foram introduzidos, uti-
lizando conjugados de fosfatase ou peroxidase com anticor-
po ou toxina (FREED et al, 1982; FEY et al. 1984; THOM-
PSON et al, 19886).

0O método de “Sandwish’ com anticorpos marcados,
tem apresentado maior reprodutibilidade, atingindo limite
de deteccido da ordem de 0,1ng/ml de enterotoxina (FEY
et al, 1984).

Recentemente, PARK & AZABO (1986) e IGARA-
SHI et al. (1986), melhoraram o teste de aglutinagdo pas-
siva reversa, substituindo hemaécias pelo ldtex, introduzin-
do o método de RPLA. O RPLA elimina o probiema com
adsorgdo de anticorpos e aumenta a sensibilidade para
0,75ng/ml e comparado ao método de ELISA, apresenta
vantagem quanto a simplicidade na execucdo do teste,
rapidez, menor complexibilidade e maior estabilidade dos
reagentes. Entretanto, reacdo inespecifica com determi-
nados componentes alimentares restringe © SsSeu uUso
(SAUNDERS & BARTICTI, 1977; FREED et al, 1982;
FEY et al. 1984; MORGAN & LEE. 1990).

Ja é de conhecimento que estafilococos produzem
enterotoxinas EEA a EEE e Toxina TSST-1, protefnas
apresentando uma estrutura quimica semelhante e que para
cada toxina existe o antisoro especifico (BERGDOLL
et al, 197]; LEE & BERGDOLL, 1983). Aliado a esse
fato, as enterotoxinas atuam como superantigenos, ligando-
se a protefnas de classe Il de histocompatibilidade MHC,
ativando células T que expressam produto génico TCRVD,
produtores de anticorpos (DOLSTEN et al, 1991).

Para o laboratério de controle de qualidade, esta
alta especificidade do antisoro torna a analise de entero-
toxina onerosa ja que se deve dispor de todos os antisoros.
Em termos préticos, seria ideal que existisse uma imuno-
globulina capaz de detectar os mesmos epitopos em todas
as enterotoxinas, independentemente de variacOes estru-
turais, uma vez que estas desencadeiam intoxicacdo ali-

mentar com as mesmas caracter(sticas sintomatol6gicas
(SUGIYAMA et al, 1960; BANNY et al, 1984; MEYER
et al. 1984).

Uma opg¢ao seria o “Dip Stich Test”, um ensaio
imunoenzimitico que contém os reagentes necessarios para
a deteccdo de todas as enterotoxinas (MORGAN & LEE,
1980, MORISSETTE et al. 1991). Entretanto, uma solu-
¢do mais simples e racional seria a utilizacdo de um anticor-
po monoclonal, capaz de reagir com diferentes enterotoxi-
nas (MEYER et al. 1984; EDWIN et al, 1984), baseado no
principio de que existe um sftio téxico na molécula, co-
mum as enterotoxinas (SINGH et al. 1988; IANDOLO,
1989).

THOMPSON et al. (1984; 1986) e MEYER et al.
(1984) realizaram trabalhos com anticorpos monoclonais e
obtiveram clones capazes de reagir com mais de uma ente-
rotoxina, porém os resultados obtidos ainda estio longe
da meta final, ou seja, a reatividade total com diferentes
enterotoxinas.

Apesar de avangos atingidos nestes Gltimos anos, de-
ve-se salientar que, estes métodos sdo adeguados para de-
tectar enterotoxinas em alimentos envolvidos em intoxi-
cagdo, mas ainda gquestiondveis quanto a utilizacdo em de-
termina¢do de contaminagio estafilocteica a nivel de con-
trole de qualidade (informacgio pessoal, Dr. Bergdoll).

Perspectiva promissora, emergente na atualidade é a
introducdo de substratos fluorigénicos e marcadores biolu-
minescentes em imunoensaios (SWAMINATHAN & KON-
GER, 1986; MORGAN & LEE, 1990). Os substratos fluo-
rigénicos tem conseguido aceitabilidade cada vez maior e o
4-metil umbeliferil fosfato aumenta a sensibilidade de de-
tecciode H. influenzae em B4 vezes, em relagdo ao método
colorimétrico (YOLKEN & LEISTER, 1982). Consideran-
do a otimizagdo de ensaio, a sensibilidade poderd atingir
3 a 10 attos, ou seja, 10“1sg/rnl de toxina (SWAMINA.-
THAN & KONGER, 1986). Uma outra alterantiva seria
aproveitar a afinidade expecionalmente elevada de avidi-
na a biotina, em métodos imunolégicos (THERASSE et
al., 1990; MORISSETTE et al. 1991).

Progressos em tecnologia de DNA recombinante
oferecem a possibilidade de sintetizar nucleotideos sondas
capazes de detectar diretamente o gen tox no microrga-
nismo contaminante, permitindo aplicagdo a nivel de con-
trole de gualidade (TRANTER & BREHM, 1990). Além
deste fator, existe possibilidade de obter uma sonda reati-
va com todas as enterotoxinas, se considerarmos um si-
tio comum (BETLEY et al. 1986; BETLEY & MEKA-
LANOS 1988, IANDOLO, 1989).

Tendo em vista que a elevada resisténcia fisico-qui-
mica faz com que enterotoxinas permanegam nos alimen-
tos, cuja contam'inac;go estafilocdeica € nula, o desenvol-
vimento de ambas as técnicas, a de imunoensaio e de DNA
recombinante € importante para o laboratério de controle
de qualidade.
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