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RESUMO

Foi avaliada a eficiéncia de dois kits ELISA disponiveis no mercado
para detecca@o de aflatoxina B, que permitem a triagem de milho
contaminado com aflatoxina By aos niveis de 5 e 20 ppb. Eles foram
comparados ao método de Soares & Rodriguez-Amaya que utiliza
cromatografia em camada delgada (CCD) e tem como limite de
quantificagéo 4,0pg/kg (ppb). Foram analisadas 53 amostras inclu-
indo milho, rag@o para peixe e amendoim e produtos. Os resultados
mostraram boa concordancia entre as duas técnicas quanto a
deteccéo de aflatoxina Bi. O método ELISA mostrou-se mais
rapido, menos trabalhoso, utilizando menos solventes organicos,
porém apresentou resultados presuntivos positivos, tornando ne-
cessaria a sua confirmagéo.

Palavras-chave: cromatografia em camada delgada, ELISA, afla-
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SUMMARY

EVALUATION OF THE EFFICIENCY OF TWO IMMUNOASSAY
KITS FOR DETECTION OF AFLATOXIN B1 IN CORN, FISH FEED,
PEANUTS AND ITS PRODUCTS. The efficiency of two enzyme-
linked immunosorbent ELISA assays, commercially available in
Brasil for detection of aflatoxin By were evaluated. These are screen
tests designed to detect a minimum of 5 ppb and the other 20 ppb
of aflatoxin B1 in corn extracts, were compared with the method of
Soares and Rodriguez-Amaya which utilizes thin-layer chromato-
graphic (TLC) and has a quantification limit of 4.0ug/kg (ppb). A total
of 53 samples, including corn, fish feed, peanuts and its products
were analysed. The results showed good agreement for aflatoxin By
levels. The ELISA method was much faster, less laborious, used
less organic solvents than the TLC method, but it showed some
presumptive positive samples, for this reason it is necessary to
confirm the positive samples.
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1—INTRODUCAO

Um grande numero de métodos analiticos tem sido
desenvolvido para determinar micotoxinas em varios produ-
tos, tanto para consumo humano como animal (1, 5, 9, 13,
14, 15).

Os métodos disponiveis na literatura, em sua maioria,
sd@o precisos porém necessitam de um preparo longo das
amostras e, as vezes, complexo (1, 5, 6, 9, 13, 14, 15).

Atécnica tradicionalmente utilizada para estas determi-
nacodes, ao longo do tempo, tem sido a cromatografia em
camada delgada (CCD), que vem sendo substituida nos
ultimos anos pela cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE).
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O fato das aflatoxinas estarem presentes como conta-
minante natural em varios produtos como milho, amendoim
e racao animal e serem altamente toxicas, especialmente a
aflatoxina By (AFB1), tem havido um grande interesse no
desenvolvimento de técnicas rapidas e sensiveis para de-
teccdo de AFB1 em alimentos, ragdes e fluidos bioldgicos.
Pesquisas iniciadas nos anos 70, tiveram como objetivo a
aplicagao de métodos imunoquimicos para detectar AFB1 e
outras micotoxinas, procedimentos comumente utilizados
em laboratérios de andlises clinicas (2).

Estes métodos envolvem a competi¢édo entre a micoto-
xina livre no extrato da amostra (ou padréo) e a toxina fixada
no placa pelos sitios de ligagdo do anticorpo. Ao estabelecer
o equilibrio de ligagao a guantidade de anticorpo que se
ligou a toxina fixada depende da quantidade da toxina
presente na amostra ( ou padrdo). Caso nao haja toxina livre
presente, havera um maximo de ligagdo entre o anticorpo e
a toxina fixada e, o contrario, se o nivel de toxina livre € alto,
esta se ligara ao anticorpo e havera uma reducéo na ligagédo
com a toxina fixada. A determinacdo da quantidade de
anticorpo ligado a toxina fixada se realiza pela adi¢cdo de um
segundo anticorpo. Este esta conjugado com uma nova
enzima que permite quantifica-lo pela realizacdo de uma
reacéo colorida com um substrato especifico (7).

Nos ultimos anos vem aumentando a aceitacao pelas
técnicas de imunoensaios, tanto para a detecgdo qualitativa,
que é rapida, como na determinagdo quantitativa de mico-
toxinas (8,11).

Atualmente esta disponivel no comércio um grande
numero de kits que utiliza esta técnica, sob varias formas,
para determinar nao s¢ aflatoxinas, mas também zearale-
nona, ocratoxina A, deoxinivalenol, toxina T-2 e fumonisinas
B1 e B2 (7,8).

O objetivo deste trabalho foi verificar a eficiéncia de dois
kits disponiveis no mercado, que consistem em testes de
triagem para detecgao de aflatoxina B1 em duas concentra-
coes definidas: 5 e 20 ppb. Esta avaliagdo foi realizada
utilizando o método de rotina de nosso laboratério que é o
descrito por SOARES & RODRIGUEZ-AMAYA (15).

2 — MATERIAL E METODOS

2.1 - Material

Foram analisadas 53 amostras enviadas & Segédo de
Quimica Biolégica do Instituto Adolfo Lutz para a detecgao
de aflatoxinas.

Estas amostras estavam assim distribuidas: 8 amostras
de milho; 20 amostras de amendoim cru em grao; 20
amostras de derivados (produtos a base) de amendoim; 5
amostras de racao para peixe.
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2.2 - Métodos

Foram utilizados dois métodos:

— Método descrito por SOARES & RODRIGUEZ-AMAYA
(15) que utiliza cromatografia em camada delgada
(CCD). A identidade das AFBy e AFGy foi confirmada
primeiramente por cromatografia bi-dimensional e pos-
teriormente pela formagdo de derivados especificos
com &cido trifluoroacético (11).

— Imunoensaio utilizando kit de modelo “CITE PROBE™
Aflatoxin Test Kit-IDEXX". Este kit foi desenvolvido pela
IDEXX Corporation, Portland, ME04101, Estados Uni-
dos. Trata-se de kit ELISA-placa para triagem de afla-
toxinas B+ nos niveis de 5 ppb (maior ou igual a 5 ppb)
€ 20 ppb (maior ou igual a 20 ppb).

Neste teste a amostra deve ser previamente triturada e
homogeneizada da qual serao utilizadas 20g.

A extraca@o € com 100ml da solugéo metanol-agua (4:1).
Do filtrado retira-se uma aliquota que é aplicada na primeira
cavidade do kit. Encaixa-se entdo neste mesmo orificio o
dispositivo de sonda, apés um determinado periodo de
tempo, que € diferente para cada kit, transfere-se o disposi-
tivo de sonda para o segundo , terceiro e quarto orificios.
Para determinagéo do nivel de aflatoxina B deve-se obser-
var no final, o verso do dispositivo de sonda que apresenta
dois pequenos orificios, sendo o primeiro referente ao con-
trole e o segundo & amostra. Se a intensidade da cor azul
apresentada, for a mesma nos dois orificios ou se o orificio
do controle apresentar tonalidade azul mais clara que a da
amostra, significa que o resultado é negativo para o kit
utilizado. Porém se o orificio referente ao controle apresen-
tar uma tonalidade de azul mais escura que a da amostra,
significa que o resultado é positivo, superior a 5 ou 20 ppb,
isto de acordo com o kit utilizado.

3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos pelos dois métodos sdo mostra-
dos nas Tabelas 1, 2, 3e 4.

Foi feita uma avaliagéo comparativa entre os dois mé-
todos, sendo que o método de imunodosagem é um teste
que permite fazer uma triagem, especificando-se a concen-
tracdo de AFB1 est4 acima ou abaixo da dosagem do kit
utilizado ( nivel de concentragéo conhecida) que neste tra-
balho foi de 5 ppb (ug/kg) e 20 ppb(ug/kg), enquanto que o
método que utiliza a técnica de CCD é quantitativa, com
limite de quantificagdo de 4,0 ppb.

Comparando os resultados do kit com limite de detec-
¢ao de 5 ppb e os de CCD, houve um resultado falso positivo
para amostras de milho (Tabela 1), trés resultados positivos
falsos e um negativo falso para amostras de amendoim e
seus derivados (Tabela 2e 3). Os resultados positivos falsos
indicam que o kit ELISA pode superestimar o nivel de
aflatoxina (4 amostras em um total de 53 amostras , 92,5%
de acerto), o que demonstra a necessidade de confirmar
resultados positivos. O resultado negativo falso é facil de
compreender, uma vez que foi uma amostra com apenas
tracos de aflatoxinas e, portanto, abaixo do limite de detec-
¢éo do kit.

TABELA 1. Determinacgdo de aflatoxina em amostras de
milho utilizando técnicas de CCD e ELISA.

Técnica CCD ELISA
Amostra AFB4 AFG1 te s? : ?;pb te slgz%1ppb
1 ND ND - -
2 ND ND - -
3 ND ND + -
4 ND ND - -
5 71 47 + +
6 ND ND - -
7 ND ND - -
8 ND ND - -

ND = néo detectado - limite de detecgdo do método 2,0 pg/kg (ppb)
ELISA S ppb + : maior ou igual a5 ppb  ELISA 5 ppb - : menor que 5 ppb
ELISA 20 ppb +: maior ou igual a 20 ppb  ELISA 20 ppb - : menor que 20 ppb

TABELA 2. Determinacdo de AFB1 em amostras de amen-
doim utilizando as técnicas de CCD e ELISA.

Técnica CCD ELISA
Amostra AFB; AFGy 1e;e':?5;:}-pb tesf;':gf;r;pb
1 53 134 + +
2 356 26 + *
3 ND ND + -
4 ND ND - -
5 tragcos tracos + -
6 tragos tragos - -
7 ND ND - 2
8 210 47 + +
9 64 ND + +
10 ND ND - -
11 ND ND - -
12 108 ND * *
13 530 ND + +
14 306 ND + +
15 72 ND - -
16 14 ND + -
17 480 ND + +
18 571 ND + +
19 36 ND + +
20 21 ND + H

tragos = menor que limite de quantificagéo [4,0 pg/kg (ppb)] e maior que o
limite de detecgéo [2,0 pg/kg (ppb)]. ND = ndo detectado

ELISA 5 ppb + : maior ou igual a 5 ppb

ELISA 5 ppb - : menor que 5 ppb

ELISA 20ppb + :maior ou igual a 20 ppb

ELISA 20ppb - : menor que 20 ppb
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TABELA 3. Detecgao de Aflatoxina em amostras de deriva-
dos de amendoim.

Técrica cco ELISA
Amoswa  AFBy  AFGi S’::‘g;pb tes‘::g[;‘;pb
1 ND ND R <
2 ND ND - -
3 12 ND + -
4 89 13 " +
5 143 ND + +
6 ND ND & -
7 ND ND a <
8 ND ND . ”
9 107 40 + *
10 143 40 + "
11 487 70 N *
12 12 ND " e
13 61 ND + .
14 260 ND + "
15 480 68 ¥ +
16 153 ND 5 .
17 480 ND + *
18 96 ND % "
19 229 45 + +
20 ND ND . i

ND - néo detectado, limite de detecgdo do método: 2,0ug/kg (ppb)
ELISA 5 ppb + : maior ou igual a 5 ppb

ELISA 5 ppb - : menor que 5 ppb

ELISA 20ppb + : maior ou igual a 20 ppb

ELISA 20 ppb - : menor que 20 ppb

TABELA 4. Detecgéo de aflatoxina em amostras de ragéo
para peixe, artificialmente contaminadas.

Amostras CCD-afl. By 5ppb 20ppb
1 ND - =
2 ND - -
3 ND - -
4 ND - o
5 45 - +

ND - néo detectado, limite de detecgdo do método: 2,0ug/kg (ppb)
ELISA 5 ppb + : maior ou igual a 5 ppb

ELISA 5 ppb - : menor que 5 ppb

ELISA 20ppb + : maior ou igual a 20 ppb

ELISA 20 ppb - : menor que 20 ppb

Em relagdo ao kit com limite de detecgdo de 20 ppb,
houve seis resultados negativos falsos para amostras de
amendoim e seus derivados. Todos estes resultados, po-

rém, podem ser explicados pelo fato que a concentragéo de
aflatoxinas nestas amostras variou de tracos a 14 ppb,
portanto, abaixo do limite de detecgao do kit.

Neste trabalho os resultados nao foram avaliados esta-
tisticamente uma vez que o teste ELISA utilizado era de
triagem.

A boa correlagao entre os resultados de CCD e ELISA
foi confirmada por HONGYO et al. (3) quando compararam
o desempenho de um teste ELISA com CCD e CLAE para
determinagéo de AFB1 em milho contaminado e racéo. Os
resultados obtidos indicaram boa correlagéo entre os trés
métodos analiticos. A principal aplicagdo de ELISA é como
teste rapido de triagem para verificar a presenga ou ausén-
cia de uma micotoxina em particular num determinado
produto. Tem sido observada boa correlagédo desta técnica
com métodos convencionais,como CCD e CLAE, em muitos
casos Alguns poucos kits ELISA tem sido avaliados em
estudos colaborativos interlaboratoriais (12).

HORWITZ et al. (4) avaliaram os parametros de preci-
s&o através de dados provenientes de um estudo colabora-
tivo para detecgdo de micotoxinas utilizando CCD, CLAE e
ELISA. De acordo com os resultados obtidos os autores
verificaram uma precisao insatisfatdria entre os laboratdrios
participantes deste estudo. A precisdo dos métodos CCD e
CLAE foi praticamente a mesma, mas quanto & ELISA foi
um pouco menor.

Estes kits atendem as necessidades da industria, pois
a técnica de imunoensaio é um teste rapido e simples que
permite verificar a qualidade da matéria-prima que esta
sendo adquirida, quanto & presenga de AFBj. A detecgéo
de AFB1 por outros métodos seja CLAE ou CCD requer
limpeza por parti¢cao liquido-liquido ou coluna cromatografi-
ca, que dispende muito mais tempo de analise.

Atualmente encontram-se no mercado testes de ELISA
que quantificam os teores de micotoxinas nos produtos
através de equipamento especifico (leitor de ELISA) para
leitura das diferentes intensidades de coloragdo desenvol-
vidas pelas amostras.

4 — CONCLUSAO

Pelos resultados obtidos podemos concluir que a utili-
zagao dos kits se mostrou adequada para a determina-
¢ao de AFB+ nos diferentes tipos de amostra analisadas
de modo geral.

— Entre as vantagens do uso dos kits estéo a facilidade
de operacgéo, rapidez, o uso de pouca vidraria e de
pequenos volumes de solventes organicos, nao reque-
rendo equipamento especial e com menor exposicdo do
analista a reagentes toxicos. Ficando a critério do usu-
ario a escolha do método a ser utilizado de acordo com
o nivel de precisdo e o propdsito requeridos. A maior
utilidade destes kits ELISA parece ser no campo, arma-
zéns e industrias que precisam fazer uma triagem répi-
da para aceitar ou rejeitar determinado produto ou lote.

— Como os kits testados sao limitados a dois niveis de

concentragdo ( 5 e 20 ppb), ndo determinando niveis

exatos de contaminacdo das amostras, eles ndo podem
ser utilizados nas andlises para vigilancia sanitaria. Os
laudos emitidos para fiscalizagao devem explicitar valo-
res de aflatoxinas By e G1 presentes nas amostras para
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desta forma atender a exigéncia da Legislacéo Brasilei-
ra, Resolugdo 34/76 da CNNPA que determina limite
maximo de 30ug/kg (ppb) na somatdria das aflatoxinas
B1eGi.

O presente estudo demonstra a importancia do kit ELI-
SA como teste de triagem para presenca de AFB1 em
amostras de milho, amendoim e produtos e racdes,
lembrando que este kit & originalmente indicado somen-
te para amostras de milho, porém pode ser utilizado
com sucesso nas outras amostras utilizadas neste es-
tudo, fazendo-se sempre necessario testes confirmaté-
rios usando técnicas diferentes, uma vez que
observou-se que técnicas de imunoensaio - ELISA -
algumas vezes produzem resultados positivos falsos.
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