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ABSTRACT. - Silva D.A.O., Souza M.A., Beicher A.M.A.H., Mineo J.R., Ferreira F.A., Coelho 
H.E. & Bastos J.E.D. 15191. [Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for the detection 
of botulinum typy D Toxin.] Ensaio imunoenzimático (ELISA) para detecção da toxina botulínica 
tipo D. Pesquisa Veterinária Brasileira JJ(l/2):13-16. Depto Ciêncras Funcfainentais Saúde, Univ. 
Fed. Uberlândia, Cx. Postal 593, Uberlândia, MG 38400, Brazil. 

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was developed for detection of botulinum type 
D toxin. The double antibody sandwich ELISA was performed with reference to botulinum type D 
antitoxin (Statens Seruminstitut, Denmark) as in the solid phase, to sensitize plastic surface, as in 
the production of the immunoenzymatic conjugate. The sensitivity of ELISA was evaluated by 
using various dilutions of botulinum type D toxin added to liquid culture or a pool of normal bovine 
serum. Toe reactivity was, respectively, 15.6 LD5ofml and 31.2 LD5ofml for mice, with 
absorbance measured spectrophotometrically at 450 nm using an ELISA microreader. Toe 
specificity was demonstrated by the absence of reactivity with botulinum type A, B and E, tetanic 
and diphteric toxins. However, botulinum type C toxin indicated a partial cross-reactivity dueto 
comparable common antigenic determinants between type C and D toxins. Considering the results 
presented in this paper it can be concluded that the assay is particulary useful as a sensitive, fast 
and efficient screening method for detection of botulinum type D toxin, but it has the sarne 
limitations for the direct diagnosis of botulism in cattle as encountered with the bioassay in mice, 
because of the low concentration of circtilating toxin. 

INDEX TERMS: Botulism, serologic diagnostic, ELISA. 

SINOPSE. - Foi desenvolvido um teste imunoenzimático (ELI­
SA) capaz de detectar toxina botulínica tipo D. A técnica empre­
gada foi a de Duplo Anticorpo (ELISA "Sandwich") utilizan­
do-se antitoxinas botulínicas tipo D de referência (Statens Seru­
minstitut, Dinamarca) tanto na fase de sensibilização das micro­
placas de polivinilcloreto como para a produção do conjugado 
imunoenzimático (antisoro botulínico tipo D ligado à peroxida­
se). A sensibilidade do teste foi verificada através de titulações 
de toxina botulínica tipo D em fluidos de cultura e adicionada a 
"pool" de soro bovino normal, resultando em reatividade corres­
pondendo respectivamente a 15,6 DL5ofml e 31,2 DL5ofml para 
camundongos, determinada espectrofotometricamente em leitor 
de microplacas. A especificidade, por sua vez, foi demonstrada 
pela ausência de reatividade com os diferentes tipos de toxinas 
botulínicas A, B e E, toxinas tetânica e diftérica. Entretanto, foi 
observado reatividade cruzada parcial com a toxina botulínica ti­
po C, devido às semelhanças antigênicas entre as toxinas tipos C 
e D. A partir dos resultados obtidos, concluiu-se que o referido 
teste pode ser utilizado como um método de triagem, sensível, 
rápido e eficaz para a detecção de toxina botulínica tipo D, em-
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bora, especificamente para o diagnóstico direto do botulismo do 
bovino, o método tem as mesmas limitações do bioensaio em ca­
mundongos por causa da baixa concentração de toxina circulante. 

TERMOS DE INDEXAÇÃO: Botulismo, diagnóstico sorológico, EqSA, 

INTRODUÇÃO 

O botulismo é uma neuroparalisia causada pela ação de 
toxinas de natureza protéica produzidas·por Clostridiwn 
botulinum, afetando não somente os seres humanos como 
também várias outras espécies de mamíferos, aves e pei­
xes (Tokarnia et al. 1970, Schonhofen & Garcia 1981, 
Delazari & D'Avila 1983, Kelly et al. 1984, Schocken et 
al. 1985). 

Há 8 tipos de toxinas imunologicamente distintas: A, 
B, Ci, C2, D, E, F e G (Boroff & Das Gupta 1971). Os 
casos humanos estão geralmente associados aos tipos A, 
B e E. As toxinas C e D estão comumente associadas ao 
botulismo animal (Delazari & D' A vila 1983). 

No Brasil, os surtos se concentram no gado bovino, 
principalmente nas regiões de cerrado, tendo sido tipifi­
cadas as toxinas botulínicas C e D (Tokamia et al. 1970, 
Delazari & D'Avila 1983). 

A prova mais convincente no diagnóstico laboratorial 
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do botulismo baseia-se na detecção da toxina botulínica 
no soro e em outras amostras biológicas do organismo in­
fectado. Uma das modalidades técnicas para esta detec­
ção consiste de um bioensaio em camundongos, através 
de soroneutralização da toxina com antisoros específicos 
(Smith 1977). Este teste mostra-se bastante sensível, 
permitindo a detecção de níveis de toxina menores que 5 
DL:dml em amostras biológicas (Shone et al. 1985). En­
tretanto, apresenta alguns inconvenientes, como a utiliza­
ção de grande número de animais de laboratório, demora 
para obtenção dos resultados, morte inespecífica devido à 
interferência de outras substâncias que podem ser letais 
ou influenciar na neutralização das toxinas (Dezfulian & 
Bartlett 1984). 

Recentemente, têm sido desenvolvidos métodos imu­
nológicos "in vitro" para facilitar a identificação dos di­
ferentes tipos de toxinas p_roduzidas por Cl. botulinum. 
Entre eles incluem hemaglutinação (Evancho et al. 1973, 
Sakaguchi et al. 1974), radioimunoensaio (Boroff & Das 
Gupta 1971, Ashton et al. 1985) e ELISA (Kosaki et al. 
1979, Notermans et al. 1982b, Michalik et al. 1986). 

O teste ELISA, apesar da menor sensibilidade que o 
bioensaio em camundongos, tem apresentado vantagens 
como técnica alternativa relativamente rápida e realizá­
vel, permitindo detectar toxinas mesmo em estado toxi­
cologicamente inativo (Kozaki et al. 1979). 

No presente trabalho, o teste ELISA foi padronizado 
para a detecção de toxina botulínica tipo D em filtrado de 
cultura e adicionada a amostras de soro bovino normal 
com finalidade de se utilizar esta técnica para detecção da 
toxina. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Toxinas 

As preparações de toxinas botulfnicas tipos C e D foram obti­
das, respectivamente, de culturas de cepas de Clostridium botuli­
num tipos C e D, provenientes do Laboratório Vallée Nordeste 
SI A., em meio de Wright por 5 dias a 302C (Wright 1933). As 
preparações de toxinas botulínicas tipos A, B e E e toxinas tetâ­
nica e diftérica foram fornecidas pelo Instituto Butantan, São 
Paulo, SP. A potência da toxina botulínica tipo A era de 8 x 104 
DL5of ml e a toxina diftérica continha 120 Lf/ml. 

Antitoxinas 

As antitoxinas botulínicas tipo D (lOOOUl/ml) produzidas em 
eqüinos foram obtidas do "Statens Seruminstitut" de Copenha­
gen, Dinamarca. A concentração protéica destes antisoros foi 
realizada pelo método de Lowry et al. 1951, empregando-seco­
mo padrão a albumina humana (Behring 20%) sendo a leitura 
efetuada em colorímetro Colleman Jr. no comprimento de onda 
de 660nm. 

Conjugado imunoenzimático 

O antisoro botulínico tipo D (Statens Seruminstitut, Co;:,e­
nhagen, Dinamarca) foi ligado quimicamente à enzima peroxidase 
(Sigma Ch. Co, type VI) segundo o método de Nakane & Ka­
waoi (1974). O conjugado assim obtido foi adicionado de gliceri­
na neutra (E. Merck, Darmstadt), aliquotado e estocado a -20ºC. 
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Determinação da atividade enzimática 

O substrato utilizado para revelar a atividade enzimática con­
sistiu de uma solução de peróxido de hidrogênio (0,3%) em Tam­
pão Citrato-Fosfato 0,075M, pH = 4,0 contendo Tetrametilben­
zidina (TMB) na concentração de 10mg/1ml de Dimetilsulfóxido 
(DMSO). 

Ensaio imunoenzimático 

A técnica empregada para a detecção da toxina botulínica foi 
a descrita por Notermans et al. (1982b), com modificações como 
esquematizada na Fig. 1. 

a - 3"-eqüina antitoxina D. 

b - toxina botulínica tipo D. 

c - ô'-eqüina antitoxina D marcada com a enzima peroxidase ( E) 

d - substrato 

Fig. 1. Esquema da técnica imunoenzimática (Elisa) de duplo 
anticorpo. 

Microplacas de polivinilcloreto com fundo em U (Hemobag, 
Campinas, SP) foram sensibilizadas com 100µ1 de antitoxina 
botulínica tipo D a uma concentração protéica de 20 µ g/ml, di­
luída em Tampão Carbonato-Bicarbonato 0,06M, pH = 9,6. 
Como controle, foi utilizada gama-globulina eqüina não imune, 
nas mesmas condições. 

Após incubação por uma noite a 4 ºC, as microplacas foram 
submetidas a lavagens por três vezes com salina tamponada com 
fosfatos 0,0lM, pH = 7,2, contendo Tween-20 a 0,05% 
(PBS-T). Em seguida, foram adicionados 100µ1 de diferentes 
diluições de amostras padrão positiva e negativa. 

As amostras padrão positiva consistiram de filtrados de cul­
tura contendo toxina botulínica tipo D diluída em PBS adiciona­
do de gelatina a 0,2% (PBS-G) e de "pool" de soro bovino nor­
mal adicionado de diferentes diluições do filtrado de cultura. As 
amostras padrão negativa consistiram dos mesmos diluentes 
(PBS-G e soro bovino normal) sem a adição de toxina tipo D. 

Após incubação por 45 minutos a 37°C, as placas foram sub­
metidas a novas lavagens como anteriormente descrito e incuba­
das nas mesmas condições com 100µ1 de antitoxina botulínica ti­
po D marcada com peroxidase, na diluição de 1/500 em PBS-T. 

O excesso do conjugado foi removido por lavagens e adicio;. 
nando-se em seguida 100µ1 da solução do substrato enzimático. 
Após 5 minutos de incubação à temperatura ambiente, sob agita­
ção, a reação enzimática foi interrompida pela adição de 50 µ l de 
solução 2N de H2SO4• Os valores de absorbância foram deter­
minados a 450nm em leitor de microplacas (Sanko, Belo Hori­
zonte, MG). 

Os valores de absorbância líquida foram calculados pela dife­
rença entre os dois valores obtidos nas cavidades das microplacas 
sensibilizadas com a antitoxina botulínica e com a gama-globulina 
eqüina não-imune (controle). 
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Detemúnação da sensibilidade 

Para a determinação da sensibilidade da técnica imunoenzimá­
tica, as amostras padrão positiva foram tituladas, na razão 2, a 
partir de 1000 DL5ofml até 1,9 DL5ofml, sendo diluídas em 
PBS-G e adicionadas a "pool" de soro bovino normal. 

Detenninação da especificidade 

A especificidade da técnica foi determinada utilizando-se fil­
trados de cultura de toxinas botulfuicas tipos A, B, C e E, toxinas 
tetânica e diftérica. 

Bioensaio em camundongos 

A potência das toxinas botulúricas tipos C e D fora determi­
nadas mediante a inoculação do filtrado de cultura em camun­
dongos, segundo Notermans et al. (1982a), determinando-se a 
DLso pelo método de Reed & Muench (1938). 

RESULTADOS 

A potência das toxinas botulínicas tjpos C e D foi, res­
pectivamente, 1,4 x lü4 DL50tml e '4. x 104 DL50tml, 
determinada após inoculação intraperitoneal em camun­
dongos. 

Nas Figuras 2 e 3, está representada a comparação 
entre ELISA e Bioensaio em camundongos para a detec­
ção de toxina botulínica. O menor nível de detecção pelo 
ELISA correspondeu a 15,6 DL5ofml quando a toxina foi 
titulada em filtrado de cultura (Fig. 2) e a 31,2 DL5ofml 
quando adicionada a "pool" de soro bovino normal (Fig. 
3). 

Quanto à especificidade, nenhuma reação cruzada foi 
observada com amostras de toxinas botulínicas tipos A, B 
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Fig. 2. Determinação da sensibilidade da reação imunoenzimáti­
ca (ELISA) para detecção de toxina botulínica tipo D em 
filtrado de cultura. 

[:=::J Reatividade frente à 3"-eqüina antitoxina D 

o.7 i&ii Reatividade frente à d -eqüino não imune 

g 
o 
I{) .,. 
U) 
m 
"' 0.5 

0.3 

0.1 

0,3 0,6 0,9 1,2 1,5 1,8 2,1 2,4 2,7 3,0 

Log DL50 Toxina D 

Fig. 3. Detemúnação da sensibilidade da reação imunoenzim.áti­
ca (ELISA) para detecção de toxina botulfnica tipo D 
adicionada a soro bovino normal. 

Quadro 1. Determinação da especificidade da reação imunoenzimática (EU­
SA) para detecção d.d toxina botulfnica tipo D com amostras de diferentes ti­

pos de toxinas botullnicas, toxinas tetânica e diftérica 

ELISA (Valores de 
Amostras Toxicidade absorbância a 450nm) 

Toxina botulfnica 8 x 104 DL5ofml ·ººº tipo A 

Toxina botulfnica NDª ·ººº tipoB 

Toxina botulfnica 1,4 x lo4 DL5ofml .231 
tipoC 

Toxina botulfnica 4 x lo4 DLSO/ml .567 
tipo D 

Toxina botulfnica ND ·ººº tipo E 

Toxina tetânica NO ·ººº 
Toxina diftérica 120Lf/ml .000 

ªND = não determinada. 

e E, toxinas tetânica e diftérica. Entretanto, como de­
monstrado no Quadro 1, observou-se uma reatividade 
cruzada parcial com a toxina botulínica tipo C. 

DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 

Pelos resultados apresentados, toma-se evidente que a 
toxina botulfuica tipo D pode ser detectada pelo ELISA, 
tanto em fluido de cultura como quando adicionada a so­
ro bovino normal. É um teste relativamente simples, rápi­
do, não requerendo animais de laboratório nem tampouco 
ativação tríptica das amostras. 

Pesq. Vet. Bras.11(112):13-16,jan.ljun.1991 
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Usando-se a técnica de "sandwich", o nível de detecção 
de toxina botuHnica em filtrado de cultura correspondeu a 
15,6 DL5clml com uma sensibilidade superior à descrita 
na literatura (Notermans et al. 1982a). Quando adiciona­
da a soro bovino normal, a sensibilidade foi de 
31,2 DL50tml, tomando-se possível a detecção da toxina 
botuHnica em amostras de soro bovino com suspeita clí­
nica de botulismo, sem fatores interferentes. 

Nenhuma re~ção cruzada foi observada com as toxinas 
botulínicas dos tipos A, B e E, assim como outras toxinas 
testadas. Entretanto, foi observado reação cruzada com a 
toxina botullnica tipo C, também verificada por Noter­
mans et al. (1982a). Tal fato pode ser atribuído a que 
uma mesma cepa de Clostridiwn botulinwn pode produzir 
os dois tipos de toxinas C e D em diferentes concentra­
ções (Ochanda et al. 1984, Oguma et al. 1984) e estas 
apresentarem determinantes antigênicos em comum (0-
guma et al. 1980). 

Sendo assim, a diferenciação de toxinas botuHnicas ti­
pos C e D em testes imunológicos "in vitro" é dificultada 
em virtude da complexidade e semelhança antigência das 
toxinas produzidas por. Cl. botulinwn. 

A especificidade do teste ELISA está altamente rela­
cionada com o antisoro botuHnico utilizado (Notermans 
et al. 1978). Michalik et al. (1986) observaram que anti­
toxinas botuHnicas comerciais contêm anticorpos dirigi­
dos contra vários epítopos, resultando em forte reativida­
de cruzada entre as toxinas botullnicas tipos A e B, para 
o teste ELISA. Embora tenham sido empregadas antito­
xinas botulínicas de referência (Statens Seruminstitut, 
Dinamarca) no teste ELISA para detecção de toxina 
botulínica tipo D, foi observado reatividade cruzada com 
a toxina botullnica tipo e. 

Apesar da confirmação de que a diferenciação entre 
toxinas botullnicas tipos C e D pelo ELISA foi parcial 
(Notermans et al. 1982a) isto poderia ser solucionado 
pela purificação das antitoxinas utilizadas levando a um 
aumento da especificidade do teste. 

Sabe-se que o diagnóstico direto do botulismo em bo­
vinos, baseado na detecção da toxina botullnica, é difi­
cultado devido à baixa concentração da toxina circulante, 
a não ser em casos superagudos, inclusive pelo clás­
sico bioensaio em camundongos (Langenegger et al. 
1987). Desta forma, como método adicional na elucida­
ção do botulismo, o ensaio imunoenzimático descrito po­
deria ser testado quanto à aplicação para detectar toxina 
botuHnica tipo D em diferentes amostras provenientes de 
animais com suspeita clínica de botulismo, bem como em 
filtrados de cultura obtidos das referidas amostras e pro­
váveis fontes de contaminação. 
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