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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de imunorreagentes
policlonais convenientes para uso em um teste imunoenzimati-
co para detecgao rapida de Salmonella em alimentos. Foram
produzidos seis anti-soros policlonais anti-Salmonella conten-
do as aglutininas e, h; 1,6; i; 1,2; f,g,s e m,t. Como antigenos,
foram empregadas culturas formolizadas de quatro sorotipos de
Salmonella (S. Typhimurium fases 1 e 2, S. Anatum fases 1 e 2,
S. Agona monofasica e S. Oranienburg monofasica) cultivadas
em caldo tripticase de soja. O teste imunoenzimatico utilizado
foi o indireto, empregando-se anti-lgG-peroxidase como conju-
gado e OPD-H,0, como sistema cromégeno. Os testes imuno-
enzimaticos foram conduzidos com os anti-soros policlonais in-
dividuais absorvidos e ndo-absorvidos, bem como empregando-
se um anti-soro polivalente, correspondente a um “pool” de anti-
soros absorvidos e ndo-absorvidos com culturas puras de Salmonella
e outras enterobactérias. A absorg¢ao dos soros eliminou as re-
acdes cruzadas com todas as enterobactérias testadas nesse
estudo, apresentadas tanto por alguns anti-soros individuais quanto
pelo polivalente. Entre os seis anti-soros estudados, os que apre-
sentaram melhor desempenho foram o f,g,s ndo-absorvido e o
polivalente absorvido.

Palavras-chave: imunorreagentes; Salmonella; ensaio imuno-
enzimatico.

SUMMARY

PRODUCTION OF IMMUNOREAGENTS TO BE USED IN A
ENZYME IMMUNOASSAY FOR DETECTION OF SALMONELLA.
This research aimed for the development of convenient policlonal
immunoreagents to be used in an enzyme immunoassay for detection
of Salmonella. Six anti-Salmonella antisera were prepared, which
contained the following agglutinins: e, h. 1.6; i; 1.2; f,g,s and
m,t. The antigens consisted of formolized cultures of four Salmonella
serotypes (S. Typhimurium phases 1 and 2, S. Anatum phases
1 and 2, S. Agona and S. Oranienburg), grown in tryptic soy
broth. An indirect-type immunoassay was used, employing anti-
IgG-peroxidase as conjugate and OPD-H,0O, as chromogen. These
tests were developed with individual and polivalent sera (pool of
the individual sera), absorbed and non-absorbed with cultures
of Salmonella and other enterobacteria. Absorption eliminated
the cross reactions with enterobacteria, presented by some in-
dividual sera and by the polivalent serum. The best performance
in the immunoassay was achieved by the non-absorbed f,g,s
and by the absorbed polivalent sera.
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1 - INTRODUGAO

As salmonelas sdo amplamente distribuidas na
natureza, sendo o trato-intestinal do homem e de ani-
mais o principal reservatério natural [1]. A presenga
desses patdgenos em alimentos € um problema de saude
publica extremamente importante e ndo pode ser tole-
rada. Nos paises em que hé legislacdo pertinente a
qualidade microbiolégica dos alimentos, como o Bra-
sil, elas devem estar ausentes em todos os tipos de
alimentos, mas sua ocorréncia tem sido bastante co-
mum [4, 13, 25].

As técnicas convencionais para detecgao de
Salmonella em alimentos envolvem um grande numero
de etapas e o tempo para obtengédo de resultados é
muito longo. Essas séo as principais explicagdes para
o surgimento de um numero grande de novas técnicas
para pesquisa de Salmonella em alimentos, entre as
quais destacam-se as técnicas imunoldgicas, basea-
das em reagdes antigeno-anticorpo [3, 12]. Entre as
técnicas imunoldgicas, destacam-se as imunoenzimaticas
que empregam anticorpos policlonais ou monoclonais
marcados com uma enzima, normalmente cromogénica.
Essa enzima funciona como um revelador da ocorrén-
cia da ligagdo do antigeno como o anticorpo especifi-
Co, pois ao se adicionar ao sistema o substrato dessa
enzima, ha o desenvolvimento de cor.

Nos varios trabalhos conduzidos para investigar a
possibilidade do emprego da técnica imunoenzimatica
para detectar Salmonella em alimentos, verificou-se que
essa técnica, quando empregada em culturas puras
ou aplicada em alimentos experimentalmente ou natu-
ralmente contaminados, apresentou alta especificidade
e/ou sensibilidade nos varios tipos de alimentos testa-
dos [10, 11].

A presente pesquisa foi elaborada objetivando a
producdo de imunorreagentes policlonais que se mos-
trassem convenientes para utilizagdo em uma técnica
imunoenzimatica com potencial aplicagdo como teste
de triagem para pesquisa de Salmonella em alimentos.

2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 - Producgéao dos anti-soros

Quatro cepas, doadas pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL)
de Sao Paulo, foram empregadas nesse estudo: S.
Anatum fases 1 e 2, contendo as aglutininas e, h e 1,6,
respectivamente, S. Typhimurium fases 1 e 2 contendo
as aglutininas i e 1,2, respectivamente, S. Agona
monofasica, com as aglutininas f,g,s e S. Oranienburg
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monofasica, com as aglutininas m,t. As cepas foram
ativadas para a producdo de flagelos por sete passa-
gens sucessivas em meio semi-sélido MILi [32], com
incubagdes a 37°C por 24 horas. Para a obtencéo das
culturas de S. Typhimurium e S. Anatum nas duas fa-
ses separadamente, utilizou-se o meio de fase reversa,
conforme recomendado por EWING [8]. Em seguida,
as cepas foram transferidas para 20mL de caldo tripticase
soja (TSB-Difco) e incubadas a 37°C por 24 horas. Pos-
teriormente, as culturas foram tratadas com formol a
35% na concentragao final de 0,5%. Dessa forma, obti-
veram-se seis suspensdes de antigenos bacterianos
monofasicos, contendo os aglutinogénios: e,h; 1,6; i;
1,2; f,g,s e m,t, que foram utilizados para a imunizagéo
de seis coelhos Nova Zelandia, machos, albinos, com
3 meses de idade, pesando £1,800kg. Os animais fo-
ram imunizados através da inoculagdo de uma das seis
suspensdes de antigenos bacterianos na veia marginal
da orelha, injetando-se 0,2mL no 1° dia, 0,5mL no 3°
dia, 1mL no 7° dia, e 2mL nos 10°, 24°, 64° e 80° dias.
A sangria final foi feita com 104 dias de imunizagéo. A
imunizagao dos animais foi realizada no biotério da
Probac do Brasil Produtos Bacteriolégicos Ltda. Os soros
hiperimunes foram purificados utilizando-se sulfato de
amonio a 40% [14] e posteriormente dialisados a 4°C
por 48 horas em solug&o salina tamponada com fosfato,
0,01M, pH 7,5 e concentrados em sacarose [5]. Em
seguida, os soros foram absorvidos individualmente com
cepas das enterobactérias: Proteus mirabilis, Providen-
cia alcalifaciens, Citrobacter freundii, Escherichia coli,
Enterobacter aerogenes e Serratia liquefaciens, conforme
recomendado por EWING [8]. Apds a absorgéo, os so-
ros foram divididos em porcdes de 1mL e estocados a
-20°C. Posteriormente, preparou-se um soro polivalente,
correspondente a um “pool” de anti-soros nao-absorvi-
dos e absorvidos, misturando-se 0,1mL de cada um
dos seis soros.

2.2 — Microrganismos empregados como antigenos
na padronizagado da técnica imunoenzimatica

As seguintes cepas de Salmonella, adquiridas na
Secgao de Colegao de Culturas do Instituto Adolfo Lutz
(IAL), Sao Paulo, no Laboratério Fleury (LF), Sao Pau-
lo e na Faculdade de Medicina Veterinaria— USP (FMVZ-
USP), foram empregadas: S. Anatum (IAL, sem cddigo),
S. Typhimurium (IAL, sem cddigo), S. Agona (IAL 642),
S. Oranienburg (IAL 128), S. Montevideo (IAL 359/94),
S. Havana (IAL 416/94), S. Newport (IAL 459/94), S.
Give (IAL -K), S. Brandenburg (IAL, sem cédigo), S.
Bredeney (IAL12 — Fator 27), S. Panama (K IAL 1206
11/86), S. Cerro (IAL — soro), S. Infantis (IAL, sem co6-
digo), S. Belem (LF), S. Inganda(LF), S. Stanleyville
(LF), S. Dublin (LF), S. Derby (LF), S. Muenchen (LF),
S. Saintpaul (LF), S. Ohio (LF), S. Madelia (LF), S.
Gallinarum (FMVZ-USP). Foram também empregadas
as seguintes cepas de enterobactérias: S. liquefaciens
(IAL 1488 CDC 2126 9/86), P. alcalifaciens (IAL 9886 7/86),
E. aerogenes (ATCC 4280), E. coli (IAL 1872), C. freundii
(ATCC 8090) e P. mirabilis (1AL 1022).

2.3 — Protocolo do teste imunoenzimatico

Utilizou-se um teste imunoenzimatico do tipo néo-
competitivo. Como fase sdlida para fixagéo dos antigenos,
empregaram-se microplacas de poliestireno, com 96 ca-
vidades de fundo chato (Costar, EUA). Para a padroni-
zacao do teste imunoenzimatico, seguiu-se a metodo-
logia de CLARK, ENGVALL [6]. Duas cavidades (dupli-
catas) da microplaca foram sensibilizadas com 100uL
de cada uma das culturas homélogas, corresponden-
tes aos sorotipos de Salmonella utilizados na produgéao
dos anti-soros, e heterélogas, correspondentes aos outros
sorotipos de Salmonella empregados. Também foram
utilizadas as culturas de S. liquefaciens, P. alcalifaciens,
E. aerogenes, E. coli, C. freundii e P. mirabilis, diluidas
em diferentes volumes de tampao carbonato/bicarbona-
to 0,05M pH 9,6, de forma a conter de 102 a 10’"UFC/mL.
Como conjugado empregaram-se anti-lgG-peroxidase
(Sigma Chemical Co, EUA) e OPH-H,0, (Sigma Chemical
Co, EUA) como sistema cromégeno. Para a leitura dos
resultados, empregou-se um espectrofotdmetro leitor
de microplacas (Spectra, EUA) em comprimento de onda
de 492nm.

A diferenciacao entre resultados positivos e negati-
vos foi feita através da determinagéo do valor “cut-off”’
[18], empregando-se a seguinte formula: cut-off = mCN
x 1,5, onde mCN corresponde a média das leituras
espectrofotométricas obtidas nos testes com as
enterobactérias ndo pertencentes ao género Salmonella,
testadas em todas concentragcdes mencionadas ante-
riormente (controles negativos).

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta um resumo dos resultados
encontrados nos testes imunoenzimaticos. A interpre-
tacdo dos resultados seguiu o esquema proposto por
KEMENY [18], ou seja, o resultado de um teste foi con-
siderado negativo quando a densidade 6ptica determi-
nada a 492nm foi inferior a 1,5 vezes a média da densi-
dade oOptica determinada para os diversos controles
negativos (mMCN). Um resultado positivo “+” correspondeu
aquele no qual a leitura espectrofotométrica foi maior
ou igual a 1,5 vezes a mCN mas inferior a 5 vezes este
valor. Por outro lado, o resultado positivo “++”
correspondeu aquele em que a leitura espectrofotomé-
trica estava entre 5 e 10 vezes o valor de 1,5 x mCN.
Testes nos quais a leitura espectrofotométrica foi supe-
rior a 10 vezes o valor de 1,5 x mCN foram considera-
dos positivos “+++”.

Entre os anti-soros individuais nao-absorvidos, o
anti-soro f,g,s foi 0 mais sensivel pois foi capaz de
fornecer resultados positivos nas culturas contendo
103UFC/mL, enquanto os anti-soros 1,6; i; 1,2 e m,t
foram capazes de detectar 10*UFC/mL. O anti-soro e,h
nao-absorvido foi capaz de detectar 105 UFC/mL. Em
alguns casos, a sensibilidade melhorou quando os tes-
tes foram realizados com os anti-soros absorvidos: no
caso do anti-soro e,h, sua sensibilidade passou de
105UFC/mL para 10*UFC/mL, e no caso dos anti-soros
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i e 1,2, a sensibilidade aumentou de 10*UFC/mL para
102UFC/mL. O resultado da sensibilidade do anti-soro
1,6 néo foi alterado pela absorgéo. Para os anti-soros
f.g,s e m,t o efeito da adsorgdo provocou diminuicdo
em sua sensibilidade de 10° para 10*UFC/mL e de 10*
para 105UFC/mL, respectivamente.

TABELA 1. Desempenho do teste imunoenzimatico na detecgéo
de Salmonella (homdloga e heteréloga) e de outras entero-
bactérias, empregando seis anti-soros monovalentes e um
anti-soro polivalente

Reagdo com  Reagdo com Reagdo com

Anti-soros Salmonella Salmonella enterobactérias ni
homologa heterdloga pertencentes ao
género Salmonel,
eh néo-absorvido ++ +e++ +
absorvido ++ + -
1,6 ndo-absorvido +++ + +
absorvido +++ -e+
i nao-absorvido + -e+ +
absorvido + +e++ -
1,2 ndo-absorvido + +, + e +H+ +
absorvido + -e++ -
fg.s ndo-absorvido ++ ++e +++ +
absorvido +++ -, +e++
m,t néo-absorvido - +e+++ +
absorvido ++ -, + e+t
polivalente néo-absorvido + e+ e+ +
absorvido + e+ + e+

2 para todas as salmonelas testadas

Os anti-soros nao-absorvidos apresentaram reacdes
cruzadas com enterobactérias ndo pertencentes ao gé-
nero Salmonella. Todos eles apresentaram reagéo posi-
tiva com a cepa de C. freundii utilizada, e alguns foram
positivos também para as cepas de E. coli e P. alcalifaciens
incluidas nos testes. Essas reagdes cruzadas foram com-
pletamente eliminadas pela absorgdo dos anti-soros.

Quanto a capacidade de reagir com as salmonelas,
alguns anti-soros ndo reconheceram os sorotipos que
continham os mesmos antigenos (somaticos e/ou
flagelares). Assim, o anti-soro 1,6 absorvido néo foi capaz
de reagir com varias salmonelas testadas, entre elas
S. Ohio, S. Brandenburg, S. Panama e S. Inganda.
Mesmo a reagdo com outras salmonelas foi bastante
fraca, o que ja havia sido observado com o anti-soro
1,6 ndo-absorvido. O anti-soro i ndo-absorvido também
ndo reagiu com todas as salmonelas utilizadas neste
estudo: a reagdo com S. Infantis foi negativa em todas
as concentragoes testadas. No entanto, quando este
anti-soro foi absorvido, a reagdo com S. Infantis foi positiva
somente quando esta se encontrava com 10’UFC/mL.
Os anti-soros 1,2 e f,g,s absorvidos, ndo foram capa-
zes de reagir com S. Gallinarum, assim como o anti-
soro m,t absorvido, nao reagiu com S. Cerro e S. Ohio.
Alguns anti-soros apresentaram reacgao positiva com
salmonelas que apresentavam antigenos comuns quando
estas estavam em concentragdo muito elevada. Um
exemplo disto é o que ocorreu com os anti-soros e,h e
1,6 absorvidos que s6 reagiram com S. Belem, S. Newport
e S. Bredeney, quando estas estavam presentes na con-
centragdo de 10’UFC/mL.

O soro polivalente ndo-absorvido e o “pool” de anti-
soros absorvidos detectaram todos os sorotipos de

Salmonella testados, apresentando ambos sensibilida-
de de 10°UFC/mL. O soro polivalente ndo-absorvido re-
velou resultados falso-positivos com C. freundii, P.
alcalifaciens e P. mirabilis, que foram eliminados com a
absorgao.

A sensibilidade dos anti-soros testados neste tra-
balho foi concordante com a observada em varios ou-
tros trabalhos realizados com diferentes técnicas
imunoenzimaticas e sorotipos de Salmonella [15, 20,
21, 26]. Nestes estudos, a sensibilidade do teste imu-
noenzimatico variou de 10?2 a 108UFC/mL.

As reagdes cruzadas com as enterobactérias obti-
das por ocasido do estudo com os anti-soros ndo-absor-
vidos podem ser explicadas pelas estreitas relagbées
antigénicas somaticas entre Salmonella e outras
enterobactérias e que ja haviam sido descritas por
KAUFFMANN [17] e IRSKOV, IRSKOV [23]. Reagdes
falso-positivas também foram verificadas em diferen-
tes testes imunoenzimaticos ou de imunodifuséo.
KRYSINSKI, HEIMSCH [19] verificaram que um soro
comercial anti-H para Salmonella, utilizado para fins de
identificacao sorolégica e empregado em um teste imu-
noenzimatico indireto idealizado pelo autores, revelou-
se inespecifico, ocorrendo reag¢des cruzadas com C.
freundii, E. coli, E. aerogenes, P. fluorescens, Erwinia
sp. e Proteus sp. OLIVEIRA et al. [22], trabalhando com
anticorpos policlonais para deteccdo de S. Enteritidis
em alimentos, verificaram que o anti-soro apresentou
reagdes cruzadas com C. freundii, Proteus mirabilis e
Morganella morganii. SANTOS, ALEIXO [27], testando
um ELISA indireto com soro polivalente somatico anti-
Salmonella, verificaram reagdes fracamente cruzadas
com uma cepa de P. mirabilis e uma de C. freundii.

BARBER, EYLAN [2], avaliando soros policlonais
para varios sorotipos de Salmonella, através do tes-
te de imunodifusdo em gel com antigenos homodlogo
e heterélogo, bem como com antigenos de Shigella
sonnei e E. coli, verificaram que esses soros apre-
sentaram reagdo cruzada com antigenos heterélogos
de Salmonella, e também de outros membros da fami-
lia Enterobacteriaceae.

D’AOUST, SEWELL [7], avaliando a sensibilidade
e a especificidade do teste imunoenzimatico comercial
Bio-Enzabead (pérolas adsorvidas com anticorpo
monoclonal polivalente da classe IgA), relataram que 5
das 77 cepas de enterobactérias testadas deram rea-
¢Oes falso-positivas. Entre elas, quatro eram C. freundi
e uma era M. morganii.

E importante, no entanto, ressaltar que varios au-
tores reportaram auséncia de resultados falso-positi-
vos com enterobactérias [9, 16, 20, 26, 31, 33].

Reacgdes falso-negativas também eram esperadas,
visto que varias ja haviam sido relatadas na detecgao
de Salmonella em testes imunoenzimaticos. SMITH,
JONES [31], ROBISON, PRETZMAN, MATTINGLY [26];
MATTINGLY, GEHLE [20] verificaram que o anticorpo
monoclonal M 467 nao reagiu com os sorotipos tiféide
e paratiféide (S. Typhi, S. Paratyphi A e S. Paratyphi
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B). Esse mesmo anticorpo ndo reagiu também com outros
sorotipos, incluindo S. Kirkee [25], S. Tennessee e S.
Newington [20, 26] e S. Potsdan [20].

D’AQUST, SEWELL [7] encontraram resultados falso-
negativos com cepas de S. Hvittingfoss, utilizando o
teste imunoenzimatico comercial Bio-Enzabead, con-
cluindo que estas reacdes poderiam estar relacionadas
a auséncia de determinantes antigénicos comuns nes-
ta sorovariedade.

Cabe ressaltar que as reacgées falso-negativas para
Salmonella em testes imunoenzimaticos podem estar
relacionadas as condigdes de revestimento que foram
usadas para a adsorgdo dos antigenos as microplacas,
que ndo permaneceram aderidos durante os procedi-
mentos de lavagens [19]. A avidez de ligacdo entre os
antigenos e os soros testados pode ter também um papel
importante nessas reagodes [29].

As reacgbes cruzadas apresentadas pelos anti-so-
ros testados nesse trabalho com diferentes sorotipos
de Salmonella estdo baseadas nas fortes relagdes
antigénicas existentes entre estes sorotipos, conforme
relatado por varios pesquisadores [24, 28, 30].

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir
que o desempenho do anti-soro policlonal f,g,s nao-
absorvido e do “pool” de anti-soros absorvidos para a
deteccdo de Salmonella através de um teste imunoen-
zimatico é bastante promissor. Sua conveniéncia para
detecgdo de Salmonella em alimentos depende ainda
de testes com alimentos experimentalmente e natural-
mente contaminados.

4 — CONCLUSOES

Para utilizagdo em testes imunoenzimaticos para
detecgéo rapida de Salmonella, dois anti-soros policlonais
testados podem ser recomendados: o0 absorvido polivalante
e o monovalente ndo-absorvido, contendo as aglutinas
f.g,s. Este estudo mostrou que estes anti-soros, foram
0s mais sensiveis, sendo capazes de detectar Salmonella
em culturas contendo apenas 10° UFC/mL, independen-
temente do sorotipo da Salmonella. O anti-soro f,g,s
nao-absorvido apresentou algumas reagbes cruzadas
com outras enterobactérias, o que ndo ocorreu com o
soro polivalente absorvido.
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