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RESUMO: A freqiente ocorréncia de intoxicag&o estafilococica requer desenvolvimento de métodos rdpidos de
diagndstico, cada vez mais sensiveis e praticos para a detecgdo direta de enterotoxinas em alimentos. Considerando
que estes métodos sdo constantemente acompanhados por imprevistos, nesta revisdo apresenta-se um ponto
de vista sobre os atuais recursos disponiveis, para contornar os problemas oriundos com o langamento de novas
técnicas. Enfase foi dada aos meios de cultura que facilitam a purificacéo de enterotoxinas, assim como a
eliminagdo de componentes alimentares no método de aglutinagdo de latex - RPLA, que consiste de técnica

simples com alta sensibilidade para a detecgdo de enterotoxinas estafilocdcicas.
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1.INTRODUCAO

Staphylococcus aureus é responsavel por surtos
de intoxicagéo alimentar, devido a produgéo de nove
enterotoxinas sorologicamente distintas, denominadas
de EEA, EEB, EEC,, EEC,, EEC, ,EED, EEE
(Bergdoll, 1980), EEG (Munson e Betley, 1991) e EEH
(Su & Wong, 1995). O microrganismo é freqientemente
isolado de portadores humanos e de animais, sendo o
habitat preferido a regido nasal, garganta e pele dos
individuos sintomaticos ou séos (Kloos & Schieifer,
1986). S. aureus apresenta versatilidade nutricional e
capacidade de crescimento em condigbes ambientais,
desenvolvendo-se nos mais variados substratos, com
a produgd@o de um numero superior a 34 metabdlitos,
constituidos de toxinas, enzimas e componentes da
superficie celular (landolo, 1989; Cunha et al., 1996).

Entre os metabdlitos extracelulares, a ingestao de
enterotoxina desencadeia intoxicagao estafilocécica,
sendo essa a mais frequente nos estudos
epidemiolégicos (Artbuthnott et al., 1990). Os alimentos
envolvidos contém ingredientes nutricionalmente ricos,
que permitem o crescimento rapido de estafilococos,
sendo 10® por grama, a contagem comumente
detectada em surtos (Park et al., 1992). Todavia,
recentemente Lopes et al (1993) apresentaram 10°
UFC/g como sendo o numero de estafilococos
suficiente para causar a intoxicagao. A EEA,
freglientemente envolvida em surtos, consiste de uma
exoproteina termoestavel apresentando baixo peso
molecular, capaz de desencadear sintomatologia
caracteristica dentro de 2 a 6 horas ap6s a ingestao
de produto contaminado (Bergdoll, 1990).

Tendo em vista que a concentragao em ng de
enterotoxina é suficiente para causar intoxicagao, o
diagnostico laboratorial requer método sensivel e rapido
para a deteccao direta, em diferentes produtos
alimenticios (Evenson et al., 1988; Park et al., 1996;
Hill, 1996). Varios testes rapidos para a detecgédo de
enterotoxinas ja foram descritos na literatura, sendo o
método de aglutinagdo das particulas de latex
sensibilizadas-RPLA, um dos mais simples e rapido,
com a vantagem de estabilidade dos reagentes
(Fujikawa & Igarashi, 1988).

A produgao de EEA de alta pureza é a primeira
etapa essencial para garantir a qualidade de antisoro,
ja que a detecgao direta da enterotoxina em alimentos
baseia-se em métodos imunologicos (Bergdoll, 1990).
Salienta-se que a produgao quantitativa de antigeno
microbiano de alta pureza esta relacionada, a
caracteristica genética da linhagem e ao meio de cultivo,
gue deve apresentar exceléncia em termos de
produtividade e reducgao da quantidade de outras
exoproteinas.

Aliado a isto, a aplicagédo direta de métodos
imunolégicos em extratos alimentares associam-se a
reacdes inespecificas causadas pelos interferentes
guimicos, constituidos de agucares, lipidios e proteinas
(Souza-Cunha, 1992; Park et al., 1994; Park et al.,
1996). O problema é evidente, principalmente com o
método de RPLA, cuja simplicidade nao requer etapas
de lavagem. A solucéo consiste na utilizagédo de anti-
enterotoxinas altamente especificas, porém anticorpos
monocionais para a reagao de aglutinagéao apresenta
certa limitagao, ja que requerimunoglobulinas contendo
duas fragoes Fab funcionantes. Outra op¢ao para

' Departamento de Tecnologia de Alimentos e Medicamentos / Universidade Estadual de Londrina, Cx. Postal 6001 - 86051-970 -

Londrina - PR

Semina: Ci. Agr., Londrina, v. 20, n. 1, p. 71-78, mar. 1999

71



contornar o problema das rea¢des inespecificas seria
o desenvolvimento de um processo eficiente, capaz de
eliminar interferentes presentes no extrato alimentar.

A seguir apresenta-se os atuais avangos obtidos, na
tentativa de eliminar os constantes problemas surgidos
durante o desenvolvimento de métodos cada vez mais
sensiveis, simplificados e rapidos para a detec¢éo direta
de enterotoxina estafilococica em alimentos.

2. MEIOS DE CULTURA PARA A PRODUGCAO DE
ENTEROTOXINA

Alimentos nutricionalmente ricos, com énfase ao
teor protéico, favorecem a produc¢éo de enterotoxina
estafilocdcica (Fey et al., 1984). Seguindo este
principio, a sua producéo visando obtencéo de antigeno
especifico deve-se dispor de meios contendo teor
consideravel de peptidios, de preferéncia originarios de
alimentos que normalmente constituem causas de
toxinfecgdo. Salienta-se que a produgao de
enterotoxina estafilocécica depende do tipo de toxina,
linhagem e composi¢ao do substrato. A EEB e EEC
sao produzidas em maior quantidade, freqientemente
excedendo 100 mg/ml, enquanto que a EEA, EED e
EEE raramente excedem concentra¢des de 5a 10 mg/
mi (Tranter & Brehn, 1990).

Anteriormente, o hidrolizado de caseina NZ-amine
NAK e hidrolizado protéico-PHP, iscladamente ou
combinados, ambos enriquecidos com niacina e
tiamina, consistiram-se dos melhores meios para a
producac de enterotoxinas (Bergdoll et al., 1971;
Robbins etal., 1974; Su & Wong, 1995). Entretanto, a
falta dos ingredientes e a suspensao de producéo
comercial elegeram o caldo infusédo de coracéo e
cérebro-BHI e o caldo tripticaseina de soja-TSB,
adicionados de niacina e tiamina como meio de
escolha para contornar a dificuldade (Melconian et al.,
1983; Lopes et al., 1991; Su & Wong, 1995).

Varios meios de composicdo definida tem sido
desenvolvidos com a finalidade de produzir
enterotoxinas, porém nenhum atingiu nivel de producao
comparavel ao meio NZ-amine NAK a 3%, adicionado
de 3% de PHP ( Miller & Fung, 1973).

As exigéncias vitaminicas apontaram niacina e tiamina
entre 0os compostos essenciais para o crescimento
estafilocécico, porém a adicdo de extrato de levedura
tem substituido estas necessidades (Reiser et al., 1984;
Ueno, 1987). Conseqlentemente, a escolha de
hidrolizados protéicos adequados, suspendido a 3% ou
" 4% e suplementado com 1% de extrato de levedura seria
op¢ao, para a producgéo de enterotoxina estafilocécica
em escala maior, com baixo custo (Metzger et al., 1973).

Coleman & Abbas-Ali (1977), comparando a
producao de exoproteinas em triptona de soja-TSB e
caseina de soja adicionado de extrato de levedura-CCY,
obtiveram melhor resultado no primeiro. Su & Wong
(1995) testaram 6 meios, constituidos de BHI, NZ-
Amine a 4% e 6% acrescido de extrato de levedura,
triptona de soja-TSB, MHB, THB e acido casaminico-

CA a 4%, em cultivo sob agitagcdo em frascos ou em
saco de didlise. O NZ-Amine a 6% contendo 1% de
extrato de levedura, submetido a cultura em saco de
dialise apresentou-se melhor para produgao de EEA e
EED. A maior produtividade decorreu da separa¢ao entre
células e o meio, através de membrana semipermeavel,
obtendo-se concentracao 5 a 10 vezes superior ao
meétodo de frasco sob agitagao (Reiser & Weiss, 1969;
Robbins et al., 1974).

Entretanto, os resultados comparativos para “scale-
up” indicaram limitagdes, na producao de enterotoxina
pela técnica de cultura em saco de diélise, desenvolvido
por Donelly et al. (1968). Portanto, recomenda-se o
método de frasco sob agitacédo, em vista da versatilidade
no controle sobre o volume de fermentacéo (Bergdoll,
1990).

Neste sentido, 0 desenvolvimento dos meios de
cultivo, que facilite o processo cromatografico para a
purificacdo de enterotoxina estafilocécica torna-se
fundamental, para viabilizar a simplificacdo de
processo. A cromatografia de afinidade com RED-A,
indicado como melhor método para a obtencdo de
enterotoxina estafilococica de alta pureza, requer
aplicacao de amostras com as caracteristicas
equivalentes as obtidas pela cultura em saco de dialise
(Tranter & Brehn, 1990; Kamogae, 1994). O fato se
traduz no desenvolvimento de formula¢des com menor
complexidade de componentes orgéanicos, que permite
elevada producéo de enterotoxina, em detrimento a
outras exoproteinas (Ueno, 1987).

Atendéncia aponta o controle sobre balanceamento
ibnico, capaz de modificar a superficie celular e,
consequentemente, a liberacao de toxinas, como um
elemento chave paraaumentar o seu teor nosobrenadante.

Comparando-se 21 formulagdes baseadas em
peptona, casitona e triptona suplementados de ions,
vitaminas e extrato de levedura, observou-se que adi¢ao
de ions Mg?", K'* e extrato de levedura nos meios com
peptona e triptona promoveram maior producéo de EEA
(Kamogae, 1994).

A presenga de ion Mg?* nas concentragdes de 0,4
al1,5mM, ionPO,* de 1,44a2,87 mMeion K" de 1,5
a 3,0 mM em meios desmineralizados aumentaram a
producac de EEB em 100% (Tatini et al., 1976).

Walker & Duffs (1980) observaram uma diminuigao
constante na concentragao de Mg?+, a medida que as
células cresciam, seguida de um rapido infiuxo
imediatamente antes da divisdo celular. Os autores
propuseram participacdo deste ion na multiplicacao
celular, cuja diminuigdo na concentracao intracelular
permitiria a polimerizac&o da turbulina e a consequente
formacao de fuso; a subsequente mudancga a nivel de
membrana citoplasmatica desencadearia uma entrada
rapida de Mg*, causando a quebra do fuso, com divisao
nuclear e celular.

John & Goldberg (1980) estudaram o efeito da
caréncia de ion K, no aumento da degradagao de
proteinas e sintese de RNA em E. coli A 33 rel A*°. A
caréncia do ion K™ resultou em imediata reducao até a
parada total de crescimento, aliado ac aumento da
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degradacao de proteinas em 2 a 2,5 vezes, sendo 0
processo completamente revertido pela repasicao idnica.

A presenga adequada de ions é decisiva na fisiologia
celular. A remogdo de ions do meio NAK com alumina
afetou drasticamente o desenvolvimento de S. aureus
S-6, resultando em diminuicdo do peso seco e
madificagbes na produgdo das proteinas extracelulares
totais, nucleases e coagulase. A reposi¢éo ibnica
conduziu a recuperacao celular, porém o excesso
novamente causou efeitos adversos, indicando que o
equilibrio ibnico desempenha um papel importante nas
fungdes celulares (Hirooka et al., 1987).

Rosa (1997) analisou 30 formulagdes contendo
triptona ou peptona a 3%, adicionados de 1 a 3% de
extrato de levedura,0 a3 mM de ions K" e 0,1a 2
mM de ion Mg?*. A triptona 3%, contendo 2% de extrato
de levedura e 3mM de ion K'*, permitiu melhor producao
de EEA, gue atingiu concentra¢tes superiores a 200
mg/ml, com niveis relativamente baixos de outras
exoproteinas. A adicao de ion Mg?* reduziu gradualmente
a quantidade de EEA, sugerindo que a concentragéo
ibnica de triptona ja supre adequadamente este fon.

Os fatos apontaram que, apesar da literatura indicar
a dificuldade no controle da producéo de EEA, existe
a possibilidade de aumentar a sua concentracéo,
através da composicéo do meio de cultivo. Aliado a
isto, a adicdo de substancias como antibiodticos, que
afetam a superficie celular podem favorecer o efeito, ja
que aumentam a liberag&o de toxinas (Herrero, 1992).

3. DETECGAO DE ENTEROTOXINA

Estudos indicando que quantidades infimas como
100 a 200 ng de EEA produzem sintomas de
intoxicagao (Evenson et al., 1988), estimulam constante
procura de métodos sensiveis, capazes de detectar 1
a 2 ng de enterotoxina por grama de alimentos (Park
et al., 1994, Su & Wong, 1995; Park et al., 1996).

Considerando que as enterotoxinas sejam proteinas
simples, gs métodos quimicos s&o incapazes de
detectd-las, devendo-se recorrer a métodos biolégicos
e imunolégicos (Bergdoll, 1990). Recentemente,
introduziu-se também métodos genéticos, que
detectam diretamente os genes de toxigenicidade,
empregando-se “probes” e reagdo em cadeia de
polimerase-PCR (Matthews & Oliver, 1994;
Swaminathan & Feng, 1994; Hill, 1996).

Métodos imunolégicos detectam enterotoxinas em
alimento, porém nao distinguem toxina biologicamente
ativa de inativa. Referente a 5% de enterotoxinas,
colocadas no grupo de toxinas ainda desconhecidas,
a atividade biclégica podera ser comprovada somente
pela introducao oral de extratos suspeitas, em animais
sensiveis( Bergdoll, 1990).

O ensaio biclégico, por nao diferenciar as toxinas,
aliado a dificuldade na manutencao dos animais,
restringe-se a detec¢do e comprovacéo da existéncia
de novas enterotoxinas (Bergdoll, 1973; Minor & Marth,
1976).

Entre as técnicas de rea¢des imunologicas
existentes, preliminarmente desenvolveu-se atécnica
de precipitagdo em agar ou agarose (Bennett, 1976;
Humphrey & White 1971; Barry etal., 1973), aplicando-
se a difusdo simples unidimensional (Oudin, 1952),
difusdo dupla (Robbins et al., 1974; Bennett, 1971) e
técnica da microlamina (Zehren & Zehren, 1968; Casman
etal., 1969). Os métodos apresentaram sensibilidade,
o suficiente para detectar as enterotoxinas em extrato
de cultura, recomendando-se a imunodifusao dupla -
OSP desenvolvida por Robbins et al. (1974), com limite
de detecgao de 0,5 pg/ml.

Eniretanto, em alimentos as linhagens de
estafilococos enterotoxigénicos podem produzir 1ng/
ml ou menos de toxina (Kokan & Bergdoll, 1987;
Evenson et al., 1988), estando portanto, abaixo dos
niveis detectdveis pelos métodos anteriormente citados.

A EEA, mais comumente associada a intoxicagao
alimentar, é encontrada em concentracao inferior a 1
pg/100g de alimento (Reiser et al., 1974). Considerando
a diluicdo devida a preparacéo de extrato, torna-se
evidente que o teste deve apresentar limite de detecgéo
entre 0,5 a 1,0 ng/ml. Soma-se a isto, a necessidade
de procedimento simples e rapido, capaz de ser
aplicado diretamente em extrato alimentar (Saunders
& Bartlett, 1977; Freed et al., 1982; Fey et al., 1984;
Morgan & Lee, 1990; Swaminathan & Feng, 1994).

Neste sentido, desenvolveram-se as técnicas de
hemaglutinagéo passiva reversa-RPHA, aglutinacdo de
latex-RPLA, radioimunoensaio-RIA e ensaio
imunoenzimatico-ELISA, que apresentam sensibilidade
entre 0,1 a 1,5 ng/ml (Silverman et al, 1968; Bergdoll,
1980; Fujikawa & lgarashi, 1988). A hemaglutinacéo
reversa e passiva de Silverman et al. (1968) surgiu como
primeiro método promissor para a detecgdo rapida de
enterotoxina. Entretanto, os dois principais problemas
consistiram na impossibilidade de acoplar certos
anticarpos a superficie do eritrécito e, a ocorréncia de
agiutinagao inespecifica, causada particularmente pelo
extrato de carne (Bergdoll & Bennett, 1976). O
radioimunoensaio (Johnson et al., 1973, Orth, 1977;
Lindroth & Niskanen, 1977; Robern et al., 1978; Areson
etal., 1980, Bergdall, 1985), apesar de apresentar limite
de detecgéo de 1 a 5 ng/ml e alta especificidade, tem
como restricdo a utilizagdo de marcador radioativo
(Bennett, 1971; Johnson et al., 1971; Thompson et al.,
1988).

O ensaio imunoenzimatico substituiu o marcador
radioativo pela enzima, eliminando definitivamente o
risco de contaminagao e atualmente consiste num dos
métodos de escolha, para a deteccdo direta de
enterotoxina em alimentos (Bergdoli, 1990b; Notermans
e Wermans, 1991; Oliveira , 1994). Varios métodos de
ELISA foram introduzidos, utilizando anticorpo ou toxina
conjugado com fosfatase ou peroxidase (Freed et al.,
1982; Fey et al.,, 1984; Thompson et al., 1988;
Notermans & Wermans, 1991; Oliveira, 1994).

Igarashi et al. (1986) e Park & Szabo (1988)
melhoraram o teste de aglutinagdo passiva reversa,
substituindo hemaceas pelo latex e introduziram o
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meétodo de RPLA. O latex elimina o problema na
adsorg¢ao de anticorpos e aumenta a sensibilidade para
0,75 ng/ml. Comparado ao método de ELISA, apresenta
vantagem referente a simplicidade de execucao, rapidez,
menor complexibilidade e maior estabilidade dos
reagentes. Todavia, a reacgdo inespecifica com
determinados componentes alimentares restringe o seu
uso (Saunders & Bartlett, 1977; Freed et al., 1982;
Fey etal., 1984, Morgan & Lee, 1990). Apesar disto, o
ensaio com a etapa Unica de mistura antigeno
anticorpo, sem a necessidade de sucessivas lavagens
requeridas para o ELISA, torna o RPLA bastante
atraente, com constantes tentativas para superar a
inconveniéncia. Para minimizar a interferéncia, o latex
€ sensibilizado com imunogliobulinas purificadas através
de cromatografia de afinidade, acoplando-se a prépria
enterotoxina a sepharose (Genigeorges & Kuo, 1976;
Igarashi, 1986; Fujikawa & lgarashi, 1988).

Estudos recentes tem demonstrado, que o ELISA
também apresenta problemas de reagao inespecifica
com determinados componentes alimentares. Park et
al. (1996) analisaram o “Kit” imunoenzimatico da
TECRA e detectaram reagdes inespecificas com certos
tipos alimentares, constituidos de frutos do mar.

O Kit-RPLA para a detecgéo de enterotoxinas A,
B, C e D comercializados pela OXOID BASINGTOKE,
UK utiliza particulas de latex sensibilizadas com as
respectivas anti-enterotoxinas e, apresenta limite de
detecgao de 0,5 ng/ml (Tranter, 1990).

As inovagbes na metodologia, que introduziram
latex de alta densidade para a producdo de RPLA,
tentaram reduzir o tempo de ensaio de 24 horas, para
4 horas (lgarashi & Fujikawa, 1988).

4.INTERFERENTES ALIMENTARES NA DETECGAO
DE ENTEROTOXINA ESTAFILOCOCICA

A desvantagem de métodos imunolbégicos,
constituidos de RPLA e ELISA esté na ocorréncia de
reagoes inespecificas com determinados componentes
alimentares, antigenos microbianos e com o0s
respectivos metabdlitos extracelulares (Wieneke &
Gilbert, 1987; Rose et al., 1989; Park et al., 1993; Park,
1996; Oliveira & Hirooka, 1996).

As reagdes inespecificas decorrem de anticorpos
contra diversos componentes inerentes do ambiente,
que contaminam o proprio antisoro, utilizado como
reagente. Para eliminar rea¢des indesejaveis, o antisoro
deve ser produzido em animais jovens, empregando-
se antigenos com absoluta garantia na pureza. O
desenvalvimento de anticorpos monoclonais especificos
de alta reatividade é uma op¢éo ideal, assim como a
obten¢ao de imunoglobulinas especificas, submetendo-
se o antisoro em coluna de afinidade sepharose 4B
ligada com EEA (Genigeorges & Kuo, 1976). O
processo tem sido etapa obrigatéria no preparo de
reagentes imunolégicos, destinados a preparo de Kits
comerciais para RPLA (Fujikawa & lgarashi, 1988).

Souza-Cunha (1992) alerta sobre as freqlientes
reacdes inespecificas, ocorridas durante a detecgéo
de enterotoxina estafilocécica pelo método de RPLA
em produtos tacteos, sugerindo a interferéncia de
metabdlitos microbianos e sacarose.

Reag¢des inespecificas com Kit TECRA, que
emprega ELISA preparado com anticorpos policlonais
ocorrem em alimentos com elevada contaminagéo por
Enterobacter spp., Serratia spp., Proteus spp. e
Pseudomonas spp. (Park, 1992). Alimentos contendo
certos frutos do mar como mariscos e ostras, também
séo fontes de reagdes falso positivas, pelo método de
ELISA (Park, 1993).

No método de RPLA, alimentos que compdem
cardapios rotineiros como maionese, queijo e creme
isentos de contaminag¢ao microbiana causam
resultados falso positivos, indicando que componentes
lipidicos, protéicos e agucares determinam a
inespecificidade (Kamogae, 1994; Porto & Silva, 1995).

Recentemente, Park et al. (1996) propuseram uma
solugao para a eliminag¢ao de interferentes no método
de ELISA, através de pré-tratamento do alimento com
soro animal. Entretanto, o processo fica restrito a
determinados tipos alimentares e, dependente da
variagao de soros utilizados para absorgéo.

No momento, ainda o melhoramento no preparo
dos extratos constitui etapa universal, aplicavel nos
mais diversos produtos. O objetivo da extragao, etapa
obrigatoria precedente a analise, consiste na
transteréncia de enterctoxinas presentes no alimento
para a fase aquosa, eliminando as substancias
interferentes (Morrissete et al., 1991; Oliveira, 1994).
As proteinas soluveis sao eliminadas através da
precipitagdo em pH 4,5 e os lipidios, pela cristalizagédo
em baixa temperatura, seguida de centrifugacédo
refrigerada ou tratamento com 10 a 20% de cloroférmio
(Freed et al., 1982; Widermann et al., 1989).

Além destes fatores, o analista deve considerar a
porcentagem de recupera¢ido da toxina, cuja,
qguantidade depende da extragado, tipo de alimento e
da sensibilidade e confiabilidade do método de deteccdo
(Park etal., 1992; Oliveira & Hirooka, 1996).

A cromatografia de afinidade, denominada de “cooper
chelate sepharose gel” surgiu como metodologia capaz
de solucionar os problemas acima mencionados, ja
gue permite concentrar enterotoxina, com simultanea
eliminagdo de grande quantidade de contaminantes
(Dickie & Akhtar, 1989). A cromatografia de afinidade
se define como variagao da cromatografia de adsorgao,
onde a molécula desejada é separada especifica e
reversivelmente através de uma substancia ligante,
imobilizada no suporte insolivel. Em “cooper chelate
sepharose”, a substancia ligante é o ion cobre
imobilizado na matrix de sepharose, que seletivamente
retém as moléculas de enterotoxina estafilocécica,
seguida de eluicdo com imidazol (Porath et al., 1975).
A figura 1 esquematiza a provavel intera¢ao existente,
durante o processo de separagdo das moléculas
protéicas.
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Figura 1. Interacao entre moléculas protéicas com ion
Cu?* (Fonte: Pharmacia LKB Biotechnology, 1988).

A cromatografia de afinidade com ions imobilizados
na sepharose, destinados especificamente para a
purificacéo de proteinas foi primeiramente descrito por
Porath et al. (1975). Lénnerdal & Keen (1982)
aperfeicoaram a metodologia, concedendo-lhe alta
capacidade, poder de resolucédo e facilidade na
regeneracao do gel, que permite a reutilizacao imediata
para novas amostras de alimentos.

O mecanismo se fundamenta na formacao de
complexos entre residuos de aminoacidos,
representados pela histidina e cisteina, com os ions
Zn?*, Cu?*, Cd %, Hg?", Co?* e Ni** (Ldnnerdal & Keen,
1982; Shung et al., 1994). A ligacéo é pH dependente,
sendo que aminoacidos ligam-se ao ion metalico em
pH 6,0-8,0. A eluicao de proteinas ocorre diminuindo-
se o pH e aumentando-se a forga i6nica, como
demonstra a figura 2.

Dickie & Akhtar (1989) aplicaram coluna de
sepharose 6B ligada a ions cobre e testaram o eluido,
perante a presenca de enterotoxina estafilocdcica, pelo

método de RPLA. A metodologia eliminou as reacdes
falso positivas, oriundas de extratos preparados com
salame, batata, presunto, queijo “cheddar”, bolo de fruta,
ovo cozido, pizza e leite. O procedimento é também
valido para a recentemente descoberta EEH, ja que
Bergdoll et al. (1996) concentraram e eliminaram
possiveis interferentes em extrato de queijo,
empregando-se 0 método de RPLA e ELISA.

Em suma, as constantes inovagdes no diagndstico
rapido de enterotoxinas estafilocdcicas, afim de viabilizar
aplicacao a nivel de controle de qualidade, exigem cada
vez mais processos capazes de obter reagentes a custo
reduzido, associado a simplificacdo técnica. Resta
ainda desenvolver procedimentos praticos, adequando
a coluna de afinidade com ions cobre, passivel de ser
lancado na rotina laboratorial.

Imobilizagédo do ligante
|- —

Reagédo com a amostra

o,
31} % —_— L‘)?_‘S) + impurezas

amostra

Separacéo da substancia ligada

Figura 2. Principio da coluna de afinidade com ions
cobre (Fonte: SHUNG et al., 1994).
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ABSTRACT: The frequency of staphylococcal intoxication requires constant improvements to provide more sensitive
and practical assays for enterotoxins detection in foods. Considering that such an advantage is always related to
an unexpected events, this view point approaches about recent available resources to reduce the problems
associated with new techniques. Emphasis was appointed to the culture formulations for enterotoxin purification,
as the remotion of food components which interfire with the most simplied method of enterotoxin detection, the

latex agglutination assay- RPLA.
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