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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. The reactivity was, respectively, 15.6 LDsgp/ml and 31.2 LDsy/ml for mice, with
absorbance measured spectrophotometrically at 450 nm using an ELISA microreader. The
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 due to
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 same
limitations for the direct diagnosis of botulism in cattle as encountered with the bioassay in mice,
because of the low concentration of circulating toxin.

INDEX TERMS: Botulism, serologic diagnostic, ELISA,

SINOPSE. — Foi desenvolvido um teste imunoenzimatico (ELI-
SA) capaz de detectar toxina botulinica tipo D. A técnica empre-
gada foi a de Duplo Anticorpo (ELISA “Sandwich”) utilizan-
do-se antitoxinas botulinicas tipo D de referéncia (Statens Seru-
minstitut, Dinamarca) tanto na fase de sensibilizacdo das micro-
placas de polivinilcloreto como para a producdo do conjugado
imunoenzimético (antisoro botulinico tipo D ligado & peroxida-
se). A sensibilidade do teste foi verificada através de titulacGes
de toxina botulinica tipo D em fluidos de cultura e adicionada a
“pool” de soro bovino normal, resultando em reatividade corres-
pondendo respectivamente a 15,6. DLsg/ml e 31,2 DLsg/ml para
camundongos, determinada espectrofotometricamente em leitor
de microplacas. A especificidade, por sua vez, foi demonstrada
pela auséncia de reatividade com os diferentes tipos de toxinas
botulinicas A, B e E, toxinas tetinica e diftérica. Entretanto, foi
observado reatividade cruzada parcial com a toxina botulinica ti-
po C, devido as semelhangas antigénicas 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, sensivel,
rdpido e eficaz para a detecgdo de toxina botulfnica tipo D, em-
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bora, especificamente para o diagnéstico direto do botulismo do
bovino, o método tem as mesmas limitagGes do bioensaio em ca-
mundongos por causa da baixa concentrag@o de toxina circulante.

TERMOS DE INDEXACAO: Botulismo, diagndstico sorolégico, ELISA.

INTRODUCAO

O botulismo € uma neuroparalisia causada pela acdo de
toxinas de natureza protéica produzidas-por Clostridium
botulinum, afetando nao somente os seres humanos como
também vérias outras espécies de mamiferos, aves e pei-
xes (Tokarnia et al. 1970, Schonhofen & Garcia 1981,
Delazari & D’Avila 1983, Kelly et al. 1984, Schocken et
al. 1985).

Ha 8 tipos de toxinas imunologicamente distintas: A,
B, Cy, C,, D, E, F e G (Boroff & Das Gupta 1971). Os
casos humanos estdo geralmente associados aos tipos A,
B e E. As toxinas C e D estdo comumente associadas ao
botulismo animal (Delazari & D’Avila 1983).

No Brasil, os surtos se concentram no gado bovino,
principalmente nas regides de cerrado, tendo sido tipifi-
cadas as toxinas botulinicas C e D (Tokamnia et al. 1970,
Delazari & D’Avila 1983).

A prova mais convincente no diagnédstico laboratorial
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do botulismo baseia-se na detecgio da toxina botulinica
no soro e em outras amostras biolégicas do organismo in-
fectado. Uma das modalidades técnicas para esta detec-
¢do consiste de um bioensaio em camundongos, através
de soroneutralizacdo da toxina com antisoros especificos
(Smith 1977). Este teste mostra-se bastante -sensfvel,
permitindo a detecgdo de niveis de toxina menores que 5
DLgy/ml em amostras biolégicas (Shone et al. 1985). En-
tretanto, apresenta alguns inconvenientes, como a utiliza-
¢do de grande nimero de animais de laboratério, demora
para obtengdo dos resultados, morte inespecifica devido a
interferéncia de outras substincias que podem ser letais
ou influenciar na neutralizagdo das toxinas (Dezfulian &
Bartlett 1984).

Recentemente, tém sido desenvolvidos métodos imu-
nolégicos ““in vitro” para facilitar a identificacdo dos di-
ferentes tipos de toxinas produzidas por Cl. botulinum.
Entre eles incluem hemaglutinacédo (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 ripida e realiza-
vel, permitindo detectar toxinas mesmo em estado toxi-
cologicamente inativo (Kozaki et al. 1979).

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

MATERIAL E METODOS
Toxinas

As preparagdes de toxinas botulfnicas tipos C ¢ D foram obti-
das, respectivamente, de culturas de cepas de Clestridium botuli-
num tipos C e D, provenientes do Laboratdrio Vallée Nordeste
S/A., em meio de Wright por 5 dias a 302C (Wright 1933). As
preparagdes de toxinas botulfnicas tipos A, B e E e toxinas tet-
nica e diftérica foram fornecidas pelo Instituto Butantan, Sdo
Paulo, SP. A poténcia da toxina botulinica tipo A era de 8 x 104
DLs/ml e a toxina diftérica continha 120 Lf/ml,

Antitoxinas

As antitoxinas botulfnicas tipo D (1000UL/ml) produzidas em
eqiiinos foram obtidas do “Statens Seruminstitut” de Copenha-
gen, Dinamarca, A concentragdo protéica destes antisoros foi
realizada pelo método de Lowry et al. 1951, empregando-se co-
mo padrio a albumina humana (Behring 20%) sendo a leitura
efetuada em colorimetro Colleman Jr. no comprimento de onda
de 660nm.

Conjugado imunoenzimdtico

O antisoro botulfnico tipo D (Statens Seruminstitut, Cope-
nhagen, Dinamarca) foi ligado quimicamente 2 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 —20°C.
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Determinagdo da atividade enzimitica

O substrato utilizado para revelar a atividade enzimdtica con-
sistiu de uma solugdo de perdxido de hidrogénio (0,3%) em Tam-
pio Citrato-Fosfato 0,075M, pH = 4,0 contendo Tetrametilben-
zidina (TMB) na concentragio de 10mg/1ml de Dimetilsulf6xido
(DMSO).

Ensaio imunoenzimdtico

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

a— 3‘-eq‘\jinu antitoxina D.
b — toxina botulinica tipo D.

c-— 3‘-eqi.iinc antitoxina D marcada com a enzima peroxidase ( E)
d — substrato

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

Microplacas de polivinilcloreto com fundo em U (Hemobag,
Campinas, SP) foram sensibilizadas com 1001 de antitoxina
botulinica tipo D a uma concentragio protéica de 20w g/ml, di-
luida em Tampdo Carbonato-Bicarbonato 0,06M, pH = 9,6.
Como controle, foi utilizada gama-globulina eqiiina ndo imune,
nas mesmas condicdes.

Apbs incubagdo por uma noite a 4°C, as microplacas foram
submetidas a lavagens por trés vezes com salina tamponada com
fosfatos 0,01M, pH = 7,2, contendo Tween-20 a 0,05%
(PBS-T). Em seguida, foram adicionados 100p1 de diferentes
diluigbes de amostras padrao positiva e negativa.

As amostras padrdo positiva consistiram de filtrados de cul-
tura contendo toxina botulinica tipo D diluida em PBS adiciona-
do de gelatina a 0,2% (PBS-G) e de “pool” de soro bovino nor-
mal adicionado de diferentes diluigdes do filtrado de cultura, As
amostras padrdo negativa consistiram dos mesmos diluentes
(PBS-G e soro bovino normal) sem a adi¢do de toxina tipo D,

Ap6s incubagdo por 45 minutos a 37°C, as placas foram sub-
metidas a novas lavagens como anteriormente descrito e incuba-
das nas mesmas condi¢des com 100 .1 de antitoxina botulinica ti-
po D marcada com peroxidase, na diluigdo de 1/500 em PBS-T.

O excesso do conjugado foi removido por lavagens e adicio-
nando-se em seguida 1001 da solugdo do substrato enzimdtico.
Apés 5 minutos de incubagdo a temperatura ambiente, sob agita-
¢do, a reagdo enzimdtica foi interrompida pela adigdo de 50.1de
solucdo 2N de H,SOy. Os valores de absorbincia foram deter-
minados a 450nm em leitor de microplacas (Sanko, Belo Hori-
zonte, MG).

Os valores de absorbéncia liquida foram calculados pela dife-
renca entre os dois valores obtidos nas cavidades das microplacas
sensibilizadas com a antitoxina botulfnica e com a gama-globulina
eqiiina ndo-imune (controle).
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Determinagdo da sensibilidade
) Para a determinagdo da sensibilidade da técnica imunoenzim4-
tica, as amostras padrdo positiva foram tituladas, na razio 2, a

partir de 1000 DL5¢/ml até 1,9 DLsg/ml, sendo dilufdas em
PBS-G e adicionadas a “pool” de soro bovino normal.

Determinagdo da especificidade

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

Bioensaio em camundongos

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

RESULTADOS

A poténcia das toxinas botulinicas tipos C e D foi, res-
pectivamente, 1,4 x 104 DLgy/ml e 4 x 10* DLgy/ml,
determinada apds inoculacdo intraperitoneal em camun-
dongos.

Nas Figuras 2 e 3, estd representada a comparagdo
entre ELISA e Bioensaio em camundongos para a detec-
¢ao de toxina botulinica. O menor nivel de detecgédo pelo
ELISA correspondeu a 15,6 DLsg/ml quando a toxina foi
titulada em filtrado de cultura (Fig. 2) e a 31,2 DLs,/ml
quando adicionada a ‘““pool”” de soro bovino normal (Fig.
3).

)Quanto a especificidade, nenhuma reagdo cruzada foi
observada com amostras de toxinas botulfnicas tipos A, B
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Fig. 2. Determinagdo da sensibilidade da reagdo imunoenzimdti-

ca (ELISA) para detec¢ao de toxina botulinica tipo D em
filtrado de cultura.
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Fig. 3. Determinagdo da sensibilidade da reag@o imunoenzimdti-
ca (ELISA) para detec¢do de toxina botultnica tipo D
adicionada a soro bovino normal.

Quadro ‘1. Determinacdo da especificidade da reag¢do imunoenzimdtica (ELI-
SA) para deteccdo da toxina botulfnica tipo D com amostras de diferentes ti-
pos de toxinas botulfnicas, toxinas tetdnica e diftérica

ELISA (Valores de
Amostras Toxicidade absorbancia a 450nm)
Toxina botulfnica 8 x 104 DL5g/ml .000
tipo A
Toxina botulfnica ND2 .000
tipo B
Toxina botulfnica 1,4 x 104 DL5/ml 231
tipoC
Toxina botulfnica 4 x 104 DL5g/mi 567
tipo D
Toxina botulfnica ND .000
tipo E
Toxina tetinica ND .000
Toxina diftérica 120 Lf/ml .000

aND = ndo determinada.

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

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Pelos resultados apresentados, torna-se evidente que a
toxina botulfnica tipo D pode ser detectada pelo ELISA,
tanto em fluido de cultura como quando adicionada a so-
ro bovino normal. E um teste relativamente simples, répi-
do, ndo requerendo animais de laboratério nem tampouco
ativagdo triptica das amostras.
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Usando-se a técnica de ‘“‘sandwich”, o nfvel de deteccdo
de toxina botulfnica em filtrado de cultura correspondeu a
15,6 DLsy/ml com uma sensibilidade superior & descrita
na literatura (Notermans et al. 1982a). Quando adiciona-
da a soro bovino normal, a sensibilidade foi de
31,2 DL4y/ml, tornando-se possivel a deteccdo da toxina
botulfnica em amostras de soro bovino com suspeita clf-
nica de botulismo, sem fatores interferentes.

Nenhuma reellgéo cruzada foi observada com as toxinas
botulfnicas dos tipos A, B e E, assim como outras toxinas
testadas. Entretanto, foi observado reagéo cruzada com a
toxina botulfnica tipo C, também verificada por Noter-
mans et al. (1982a). Tal fato pode ser atribufdo a que
uma mesma cepa de Clostridium botulinum pode produzir
os dois tipos de toxinas C e D em diferentes concentra-
¢6es (Ochanda et al. 1984, Oguma et al. 1984) e estas
apresentarem determinantes antigénicos em comum (O-
guma et al. 1980).

Sendo assim, a diferenciagdo de toxinas botulfnicas ti-
pos C e D em testes imunolSgicos ““in vitro” & dificultada
em virtude da complexidade e semelhanca antigé€ncia das
toxinas produzidas por CI. botulinumn.

A especiﬁci&ade do teste ELISA est4 altamente rela-
cionada com o antisoro botulfnico utilizado (Notermans
et al. 1978). Michalik et al. (1986) observaram que anti-
toxinas botulfnicas comerciais contém anticorpos dirigi-
dos contra vérios epftopos, resultando em forte reativida-
de cruzada entre as toxinas botulfnicas tipos A e B, para
o teste ELISA. Embora tenham sido empregadas antito-
xinas botulinicas de referéncia (Statens Seruminstitut,
Dinamarca) no teste ELISA para detec¢do de toxina
botulinica tipo D, foi observado reatividade cruzada com
a toxina botulinica tipo C.

Apesar da confirmagdo de que a diferenciacdo entre
toxinas botulfnicas tipos C € D pelo ELISA foi parcial
(Notermans et al. 1982a) isto poderia ser solucionado
pela purificacdo das antitoxinas utilizadas levando a um
aumento da especificidade do teste.

Sabe-se que o diagnéstico direto do botulismo em bo-
vinos, baseado na detecgdao da toxina botulfnica, é difi-
cultado devido 2 baixa concentragao da toxina circulante,
a ndo ser em casos superagudos, inclusive pelo clés-
sico bioensaio em camundongos (Langenegger et al.
1987). Desta forma, como método adicional na elucida-
¢do do botulismo, o0 ensaio imunoenzimético descrito po-
deria ser testado quanto 2 aplicagdo para detectar toxina
botulfnica tipo D em diferentes amostras provenientes de
animais com suspeita clfnica de botulismo, bem como em
filtrados de cultura obtidos das referidas amostras e pro-
véveis fontes de contaminag@o.
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