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OMORI, Aline Myuki. Desenvolvimento de Método Imunoldgico para Deteccdo de
Fusarium verticillioides em racéo de aves. 2013. 79f. Dissertacdo (Mestrado em Patologia
Experimental) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2013.

RESUMO

O fungo Fusarium verticillioides € um patégeno primario de milho capaz de produzir diversas
micotoxinas causando prejuizos econdmicos e problemas a sadde humana e animal. Assim, é
necessario 0 desenvolvimento de métodos para detectar esse fungo e fazer o controle de
qualidade dos produtos a base de milho. Os métodos tradicionais de identificacdo e deteccdo
geralmente consomem muito tempo e apresentam baixa especificidade e reprodutibilidade. A
deteccdo de exoantigeno por meio de métodos imunolégicos é uma alternativa rapida e
sensivel. O objetivo deste trabalho, portanto, foi desenvolver um método imunol6gico para
detectar F. verticillioides em amostras de racdo de aves. Inicialmente, anticorpos policlonais
lgY contra exoantigeno de F. verticillioides 97K foram produzidos em galinhas e
caracterizados por ELISA (“Enzyme-linked immunosorbent assay”) e “Western blot”. O
anticorpo IgY reagiu com o exoantigeno de F. verticillioides 97K, porém apresentou
reatividade cruzada com exoantigeno de outras espécies fungicas. A analise da reatividade do
anticorpo com exoantigeno de diferentes isolados de F. verticillioides por “Western Blot”
mostrou que duas proteinas, de massas moleculares de 67 kDa e 113 kDa, foram reconhecidas
em todos o0s exoantigenos dos diferentes isolados e portanto, apresentam potencial para serem
antigenos espécie-especificos. Assim, visando anticorpos mais especificos, anticorpos
policlonais de coelho contra a proteina de 67 kDa do exoantigeno de F. verticillioides 97K
foram produzidos e caracterizados. Este anticorpo apresentou menor reatividade cruzada com
exoantigeno de outras espécies fungicas e foi utilizado na detec¢do de exoantigeno de F.
verticillioides em amostras de racdo por meio de ELISA competitivo indireto com limite de
deteccdo de 0,029 pg/mL. A concentracdo de exoantigeno determinada por este método
imunoenzimatico apresentou forte correlagdo positiva com a concentracdo de fumonisina
determinada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia na racdo com coeficiente de
correlacdo de Pearson de 0,76, sugerindo que o ELISA competitivo indireto desenvolvido
neste estudo tem potencial para ser utilizado na imunodetec¢do de F. verticillioides em
amostras de racdo de aves

Palavras-chaves: Fusarium verticillioides. Exoantigeno. Anticorpos policlonais. Enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA). Imunodeteccao.



OMORI, Aline Myuki. Development of Immunological Method for Detection of Fusarium
verticillioides in poultry feed. 2013. 79p. Dissertation (Master’s degree in Experimental
Pathology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2013.

ABSTRACT

The fungus Fusarium verticillioides is a primary corn pathogen, it is capable to produce
several mycotoxins, causing economic losses and health problems in humans and animals.
Therefore, the development of methods to detect this fungus and to make the quality control
of the products derivative from maize is necessary. The traditional methods of identification
and detection are usually time consuming and present low specificity and reproducibility. The
detection of exoantigen by immunological methods is a rapid and sensitive alternative. Thus,
the objective of this study was to develop an immunological method to detect F.
verticillioides in poultry feed samples. Initially, polyclonal antibodies of laying hens against
F. verticillioides exoantigen were produced and characterized by ELISA (Enzyme-linked
Immunosorbent assay) and “Western blot”. These antibodies reacted with the F. verticillioides
exoantigen, however showed cross-reactivity with exoantigens from other fungal species. The
analysis of the reactivity with exoantigen of different F. verticillioides isolates by “Western
blot” showed that two bands, which present molecular weights of 67 kDa and 113 kDa, were
recognized in all different isolates exoantigens and therefore, they present potential to be
specie-specifics antigens. In order to produce more specific antibodies, polyclonal antibodies
of rabbit against the 67 kDa protein of F. verticillioides exoantigen were produced and
characterized. These antibodies presented less cross-reactivity with other fungal species
exoantigen and was used for detection of F. verticillioides exoantigen in feed samples by
indirect competitive ELISA with detection limit of 0,029 upg/mL. The exoantigen
concentration determined by this immunoenzymatic method presented high positive
correlation with the fumonisin concentration determined by High Performance Liquid
Chromatography in feed with Pearson’s correlation coefficient of 0,76, suggesting that
indirect competitive ELISA developed in this study has potential to be used in
immunodetection of F. verticillioides in poultry feed samples.

Keywords: Fusarium verticillioides. Exoantigen. Policlonal antibodies. Enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA). Immunodetection.
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1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) é um dos cereais mais cultivados no mundo e tem grande
importancia socioecondmica por constituir a base da alimentacdo de muitos povos e
apresentar um amplo espectro de aplicagdes que vdo desde a alimentacdo animal até a
indUstria de alta tecnologia (DUARTE, 2000). Devido as suas propriedades nutricionais, é o
principal componente da racdo animal (cerca de 60% da composicdo) e constitui a base
alimentar em diversos paises (KIM et al., 2008; ROSTAGNO et al., 2011). N&o obstante, este
fator o torna também passivel de contaminagdo por microrganismos, principalmente fungos
toxigénicos, que afetam a produtividade e a qualidade dos gréos e sementes.

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de milho, totalizando 53,2 milhdes de
toneladas na safra 2009/2010 (MAPA, 2012). O levantamento Junho/2012 realizado pela
CONAB estima que a safra 2011/2012 de milho no pais chegara a 67,8 milhdes de toneladas.
O Estado do Paranad é o maior produtor nacional, sendo responsavel por 24% da producéo
brasileira (CONAB, 2012), e consequentemente, o Estado mais afetado economicamente
pelas perdas causadas pela contaminacao fungica.

Entre os fungos contaminantes de produtos agricolas, o género Fusarium destaca-se
por ser um patégeno primario do milho (GHIASIAN et al., 2004; ORSI et al., 2000). Este
género pertence a classe Sordariomycetes, subdivisdo Pezizomycotina e inclui espécies que
formam coldnias com coloragdes diversas (branca, rosa palida, roxa, alaranjada, purpura),
produzem macroconidios hialinos septados que podem ou ndo apresentar microconidios e
clamidésporos (LESLIE; SUMMERELL, 2006) (Figura 1). As espécies toxigénicas mais
importantes que ocorrem em graos e ragdes sdo: F. graminearum, F. poae, F. proliferatum, F.
sporotrichoides, F. subglutinans e F. verticillioides (CVETNIC; PEPELINJAK; SEGVIC,
2005; GLENN, 2007; SROBAROVA et al., 2002).

Estudos no Estado do Parana mostraram que 98,7 a 100% das amostras de milho
analisadas estavam contaminadas por alguma espécie de Fusarium (MEIRELLES et al.,
2006b; ONO et al., 1999). No Estado de S&o Paulo, Almeida et al. (2000) analisaram a
contaminagdo natural de 66 amostras de milho em diferentes regides e observaram uma

contaminacéo de 55,5 a 80% por fungos deste género.



16

Figural— Espécie de Fusarium em microscopia Optica produzindo macroconidios septados
(A), microconidios (B) e clamiddsporos (C).

UGA - Ext. Plant Pathology

Fonte: THE UNIVERSITY OF GEORGIA — College of Agricultural & Environmental Sciences. Acesso em:
14 de novembro de 2012.

O ascomiceto fitopatogénico Fusarium verticillioides (Sacc.) Niremberg (=Fusarium
moniliforme Sheldon) é a espécies de Fusarium predominante no milho (KEDERA,
PLATTNER; DESJARDINS, 1999; VAN DER WESTHUIZEN et al., 2003) e pode causar
uma infeccdo endofitica (assintoméatica) ou uma grave doenca, provocando danos em
plantulas e podridao de raiz, caule, espiga e grdos (BACON et al., 1992; DAVIS et al., 1989;
MUNKVOLD; DESJARDINS, 1997; OREN et al., 2003; YATES; BACON; HINTON, 1997)
(Figura 2).

A contaminagdo do milho por F. verticillioides ocorre principalmente por meio da
infeccdo dos estigmas por conidios carregados pelo ar ou dgua. No entanto, a doenca pode
estabelecer-se de outras maneiras: via contaminacdo da semente chegando a espiga e graos
por meio da circulacdo sistémica caulinar; pela infeccdo da raiz atingindo os gréos através do
colmo e espiga; e via injarias causadas por insetos, os quais, também podem atuar como
vetores de inoculo (GILBERTSON et al., 1986; LAWRENCE; NELSON; AYERS, 1981;
MUNKVOLD; CARLTON, 1997; SOBEK; MUNKVOLD, 1999).

Sendo fungo saprofitico de campo, a infeccdo de milho por F. verticillioides esta
relacionada a diversos fatores: adubac&o, tipo de hibrido, condigdes de umidade e temperatura
durante o desenvolvimento da planta e ataque de insetos, que isoladamente e principalmente
em associacdo permitem a manutencdo desta espécie no campo (BLANDINO; REYNERI;
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VANARA, 2008; GILBERTSON et al., 1986; KING; SCOTT, 1981; LIDDELL; BURGESS,
1985; MUNKVOLD; HELLMICH; SHOWERS, 1997; SOBEK; MUNKVOLD, 1999).

Figura 2 — Apodrecimento moderado (A) e grave (B) da espiga e da base do caule do milho
(C) causado por F. verticillioides.
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Fonte: MUNKVOLD; DESJARDINS, 1997.
Além de causar perdas econémicas para agricultores por afetar a produtividade e

qualidade do milho, o fungo F. verticillioides também é responsavel por produzir varias
micotoxinas, como fumonisinas, moniliformina, &cido fusarico e fusarina C, sendo esta Ultima
um potente mutagénico (BACON et al., 1996; COLE et al., 1973; GELDERBLOM et al.,
1988; WIEBE; BJELDANES, 1981).
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As micotoxinas sdo metabolitos secundarios, produzidos por fungos filamentosos que
se desenvolvem naturalmente em alimentos, capazes de causar varios efeitos toxicos em
animais e seres humanos (SMITH; MOSS, 1985). Constituem um grupo diversificado de
compostos organicos de baixa massa molecular, que possuem tanto estruturas quimicas
quanto propriedades toxicoldgicas variadas (BETINA, 1989).

A exposi¢do as micotoxinas ocorre, predominantemente, por meio da ingestdo de
alimentos e ra¢des contaminados, no entanto, a intoxicacdo por via dérmica e por inalacdo
também pode ocorrer (BOONEN et al.,, 2012; CROFT; JARVIS; YATAWARA, 1986;
EMANUEL; WENZEL; LAWTON, 1975).

As toxinas apresentam, de modo geral, grande estabilidade térmica e quimica,
permitindo sua persisténcia no alimento mesmo apos a inativacao dos fungos pelos processos
usuais de industrializacdo e, ao serem metabolizadas pelos animais podem ocorrer em carne,
ovos e leite (BULLERMAN; BIANCHINI, 2007; HERZALLAH, 2009; NORRED et al.,
1988; YOSHIZAWA et al., 1981).

As enfermidades causadas por micotoxinas sdo denominadas micotoxicoses e Sseus
efeitos gerais sobre a satde animal e humana sdo dependentes da dose, toxicidade, tempo de
exposicao, especie, raca, género e idade (BENNETT, 1987).

Embora animais e seres humanos sejam suscetiveis a esses efeitos, 0s animais
apresentam maior probabilidade de contaminacdo devido a ingestdo de grdos de baixa
qualidade, sendo o maior problema das micotoxicoses atribuido aos prejuizos
relacionados a queda no desempenho produtivo do animal (SMITH; MOSS, 1985).

As micotoxicoses podem ser de natureza aguda ou crénica. As micotoxicoses agudas
ocorrem quando ha consumo de doses moderadas a altas de micotoxinas e sdo caracterizadas,
geralmente, por hepatite, hemorragia, nefrite, necrose das mucosas digestivas e morte. A
micotoxicose cronica € mais frequente, e ocorre quando existe 0 consumo de doses moderadas
a baixas de micotoxinas e é caracterizada por redugdo da eficiéncia reprodutiva, diminuicao
da conversdo alimentar, da taxa de crescimento e do ganho de peso (SMITH; MOSS, 1985).

As fumonisinas (F), descobertas em 1988, constituem um grupo de micotoxinas
produzidas principalmente por F. verticillioides e F. proliferatum (ROSS et al., 1990; THIEL
et al., 1991). Dentre os analogos do grupo, as FBi, FB,, FB3, FB4, FCi, FC3 e FC4 sd0
contaminantes naturais de milho e derivados, sendo a FB; a mais toxica e abundante
(HOPMANS; MURPHY, 1993; HOWARD et al., 2002; SEO; LEE, 1999; SYDENHAM et

al., 1990). Esta toxina é produzida no estagio de pré-armazenagem e 0 processamento
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industrial do milho ndo elimina eficientemente a fumonisina pré-existente nos graos, sendo
detectada em seus produtos derivados (BUSH et al., 2004; HUMPF; VOSS, 2004).

A ingestdo de milho e derivados contaminados com fumonisinas é preocupante devido
a sua associacdo com doencas em seres humanos e outras espécies de animais. As
fumonisinas causam leucoencefalomalacia em equinos (ELEM) (ROSS et al., 1993), edema
pulmonar em suinos (HASCHEK et al., 1992) e reducdo no desenvolvimento e
imunossupressdo em aves (LEDOUX et al., 1992; TESSARI et al., 2006). Em ratos, foi
comprovada a acdo hepatotoxica, hepatocarcinogénica e  nefrocarcinogénica
(GELDERBLOM et al., 2001; HOWARD et al., 2001). Em seres humanos, estudos
epidemioldgicos indicam a sua associacdo com defeitos no tubo neural de fetos (MISSMER et
al., 2006) e com o cancer esofagico e hepatico primario (UENO et al., 1997; YOSHIZAWA,;
YAMASHITA; LUO, 1994), sendo classificada pela “International Agency for Research on
Cancer” (IARC) (2012) como carcindgeno do grupo 2B (provavelmente carcinogénico para
humanos). Estudos in vivo com camundongos mostraram que a exposi¢cdo materna a FB;
altera 0 metabolismo dos esfingolipideos e a concentracdo de folato, resultando em um
aumento dose-dependente nos defeitos do tubo neural dos fetos (GELINEAU-VAN WAES et
al., 2005).

A atividade toxica das fumonisinas é atribuida principalmente & sua acdo no
metabolismo dos esfingolipideos, que séo lipideos de membrana importantes na estruturacdo
da membrana plasmatica das células, podendo atuar como sitios de reconhecimento em suas
superficies. Devido a semelhanca estrutural das fumonisinas com as bases esfingoides
(esfinganina e esfingosina) (Figura 3) ocorre uma competicdo pela enzima ceramida sintase,
responsavel por converter a esfinganina em dihidroceramida e a esfingosina em ceramida. As
fumonisinas ao se ligarem a ceramida sintase promovem sua inibicdo, levando a inibi¢do da
biossintese de ceramidas, aumento de esfinganina e esfingosina livres e reducdo da
degradacdo dos esfingolipideos provenientes da dieta (MERRILL et al., 1993; WANG et al.,
1991). Estas alteracOes afetam a atividade de proteinas quinases, o crescimento e a
diferenciacédo celular e a apoptose (EDSALL; PIRIANOV; SPIEGEL, 1997; MORITA et al.,
2000; WANG et al., 1997). Além disso, as fumonisinas podem induzir a peroxidacdo lipidica
e inibir a sintese de proteinas e de DNA (ABADO-BECOGNEE et al., 1998).



Figura 3 - Estrutura quimica da FB; e dos principais metabolitos dos esfingolipideos.
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A contaminacdo do milho por fumonisinas também é motivo de preocupacao uma vez

que foram detectadas FB; e FB, em 90 a 100% de amostras recém-colhidas e em 75% de seus
subprodutos (ONO et al., 1999; ORSI et al., 2000; ZHANG; CAUPERT, 2012).

Considerando a elevada contaminagdo de milho por F. verticillioides e fumonisinas,

aliada a relevancia nutricional e econdmica deste cereal, os sérios riscos causados a saude

humana e animal pelas micotoxinas e a estabilidade das fumonisinas ao processamento

industrial, medidas de controle da contaminagdo do milho pelo fungo e por suas toxinas séo

necessarias.

A melhor estratégia para o controle da contaminacao por fumonisinas é a prevencao da

infeccdo por Fusarium spp. e da producdo de fumonisinas no campo e na armazenagem dos
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grdos. Praticas que diminuam a presenca de insetos nas plantacdes de grdos e a umidade
durante o armazenamento das matérias primas e racfes sdo de extrema importancia para
impedir as condi¢fes 6timas para o desenvolvimento flngico e a consequente producdo de
toxinas. No entanto, em muitas situacGes, devido a questdes de ordem pratica e econdmica,
ndo € possivel atender a essas exigéncias (BLANDINO et al., 2009; ONO et al., 2002; ORSI
et al., 2000).

O calor é um método fisico descrito por Dupuy et al. (1993) como sendo capaz de
diminuir de 75% a 87% as concentracdes de fumonisina B; em gréos de milho, no entanto a
temperatura deve ser em torno de 125 a 150°C, o que pode levar a perda nutricional. VVoss et
al. (1996) descreveram que a simples lavagem dos graos, usando agua e solucéo de carbonato
de s6dio, pode reduzir as concentra¢fes de fumonisina no milho. Entretanto essas técnicas sao
de pouca aplicabilidade para grandes quantidades de graos.

Outra forma de reduzir as micotoxinas em alimentos € o uso de substancias
adsorventes. VVarios minerais tém sido avaliados com esse intuito devido a facilidade com que
sdo incorporados as racbes sem a necessidade de equipamentos especiais
(AVANTAGGIATO; HAVENAAR; VISCONTI, 2007; AVANTAGGIATO; SOLFRIZZO;
VISCONTI, 2005; SOLFRIZZO et al., 2000). O principal mecanismo de adsorcdo desses
materiais estd relacionado com a troca de cargas entre o adsorvente e a micotoxina.
Entretanto, como as estruturas das micotoxinas sdo diferentes, sua eficicia ndo é igual para
todas elas (AVANTAGGIATO; SOLFRIZZO; VISCONTI, 2005), além de que, por
compatibilidade de cargas elétricas essas substancias também podem ser capazes de adsorver
outros componentes da dieta e apresentar efeitos negativos sobre a biodisponibilidade de
minerais (WARD et al., 1991).

Apesar de existirem essas praticas para controlar a contaminagao por fungos e por suas
toxinas, nenhuma delas é suficientemente eficaz para eliminar o fungo e suas toxinas dos
alimentos. Portanto, é importante desenvolver ensaios adequados para a detec¢do do fungo,
visando o controle de qualidade dos produtos destinados ao consumo humano e animal.

A identificacdo das espécies de Fusarium é complexa devido a variabilidade
morfolégica e as alteracdes resultantes de repiques sucessivos em meios de cultura
normalmente utilizados em laboratorio. Os métodos tradicionais de identificacdo e deteccéo
de fungos incluem o cultivo em diversos meios, exame microscopico e analises quimicas de
quitina, ergosterol ou metabdlitos secundarios (HOPMANS; MURPHY, 1993; LESLIE;
SUMMEREL, 2006; MATCHAM; JORDAN; WOOD, 1985; RIDE; DRYSDALE, 1972).
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Com excecdo da identificacdo de metabolitos secundarios (incluindo as micotoxinas) por
meio de cromatografia e espectrometria de massa, 0os demais métodos apresentam baixa
especificidade, reprodutibilidade, consomem muito tempo (BERMINGHAM; MALTBY;
COOKE, 1995; FLOREZ et al., 2007; SHARMA; FISHER; WEBSTER, 1977). Os métodos
microbioldgicos, por exemplo, podem demorar em torno de uma semana e a deteccdo de
micélio por microscopia nio é precisa (FLOREZ et al., 2007). Embora os métodos
cromatograficos e de espectrometria de massa apresentem alta especificidade e sensibilidade
na deteccdo de micotoxinas, apresentam algumas desvantagens, uma vez que séo laboriosos,
possuem custo elevado, consomem muito tempo para a execucdo da analise, utilizam
reagentes tdxicos como o metanol; requerem equipamentos sofisticados e processos
extensivos de limpeza da amostra (MUSCARELLA et al., 2008; SILVA et al., 2009). Os
estudos de sistematica molecular apesar de possuirem boa especificidade, também apresentam
custo elevado (STEENKAMP et al., 2000).

Por outro lado, os métodos imunoldgicos destacam-se por permitir a anélise de varias
amostras em um Unico teste, apresentar alta sensibilidade e especificidade e ndo necessitar da
utilizacdo de reagentes téxicos (SHELBY; ROTTINGHAUS; MINOR, 1994). Dentre os
métodos imunoldgicos, 0s ensaios imunoenzimaticos (ELISA — “enzime-linked
immunosorbent assay’’) que utilizam exoantigenos sao amplamente empregados na deteccao e
identificacdo de fungos patogénicos (ABRAMSON et al., 1998; LU et al., 1994;
MEIRELLES et al., 2006b; ROHDE; RABENSTEIN, 2005), uma vez que a maioria dos
fungos produz exoantigenos espécie-especificos (KAUFMAN; STANDARD, 1987).

Os exoantigenos sdo macromoléculas imunogénicas produzidas durante todo o periodo
de crescimento do fungo e geralmente independem do meio de cultivo, temperatura ou idade
do cultivo, sendo por isso sugerido que as caracteristicas antigénicas dos fungos podem ser
utilizadas como ferramentas taxonémicas (KAUFMAN; STANDARD, 1987).

O ELISA pode detectar a presenga de fungos em alimentos mesmo apds tratamento
térmico possibilitando avaliar a contaminacdo em alimentos processados. Enquanto o0s
métodos convencionais detectam o numero de propagulos viaveis, 0s imunoensaios podem
revelar a quantidade de biomassa fungica (NOTERMANS; HEUVELMAN, 1985).

Meirelles et al. (2006a) produziram e caracterizaram exoantigenos de 8 isolados de F.
verticillioides (97K, 164G, 113F, 103Br, 119Br, 103F, 162A e 104Ga). Destes isolados, o
162A, 113F e 97K apresentaram exoantigenos com maior concentragdo de proteinas e niUmero

de bandas proteicas na eletroforese, sendo assim selecionados para producdo de anticorpos
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policlonais em coelhos. O soro anti-97K produzido apresentou maior reatividade no teste de
imunodifusdo radial dupla e também o maior titulo de anticorpos (1:12.800) quando
comparado com os soros anti-162A e anti-113F que apresentaram um titulo de 1:400 e 1:800,
respectivamente. Seus resultados mostraram, portanto, que o anticorpo anti-97K € o mais
adequado para utilizacdo em imunoensaios e que 0s anticorpos produzidos contra 0S
exoantigenos de F. verticillioides apresentam potencial para imunodeteccdo deste fungo
toxigeénico.

O ELISA indireto desenvolvido por lyer e Cousin (2003) pode detectar espécies de
Fusarium mais rapidamente do que o método tradicional de contagem em placa e 0 ELISA
competitivo indireto desenvolvido por Meirelles et al. (2006b) apresentou potencial para
detectar Fusarium spp. em amostras de milho quando comparado a métodos tradicionais de
deteccdo de fungo (ergosterol e biomassa fungica), uma vez que a concentracdo de
exoantigeno determinada por este imunoensaio apresentou coeficiente de correlacdo de 0,52
com concentragdo de ergosterol e de 0,84 com biomassa em caldo BHI em amostras de milho
recém-colhido.

Portanto, a caracterizacdo de anticorpos contra 0 exoantigeno de F. verticillioides para
o0 desenvolvimento de um método imunoldgico pratico e especifico para detecgdo desse fungo
em alimento é necessaria, a fim de assegurar a qualidade e a seguranga dos produtos

destinados ao consumo e minimizar os potenciais riscos a saude humana e animal.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

e Produzir e caracterizar anticorpos produzidos contra exoantigeno de F. verticillioides
97K e contra proteina de 67 kDa do mesmo.
e Desenvolver um método de imunodeteccdo de F. verticillioides em amostras de racao

para galinhas poedeiras.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir exoantigenos de F. verticillioides 97K.

e Produzir anticorpos policlonais IgY contra exoantigeno de F. verticillioides 97K em
galinhas poedeiras.

e Auvaliar a reatividade dos anticorpos policlonais IgY produzidos com exoantigenos dos
diferentes isolados de F. verticillioides.

e Auvaliar a reatividade dos anticorpos policlonais IgY produzidos com exoantigenos de
outras espécies fungicas.

e Produzir anticorpos policlonais 1gG contra proteina de 67 kDa do exoantigeno de F.
verticillioides 97K em coelho.

e Avaliar a reatividade dos anticorpos de coelho com exoantigenos dos diferentes
isolados de F. verticillioides.

e Avaliar a reatividade dos anticorpos de coelho com exoantigenos de outras espécies
fangicas.

e Purificar a proteina de 67 kDa do exoantigeno de F. verticillioides 97K

e Padronizar um novo método imunolégico para deteccdo de F. verticillioides em
amostras de racdo destinadas a alimentacao de galinhas poedeiras.

e Avaliar a correlacdo entre as concentracBes de exoantigeno de F. verticillioides, a

contagem de Fusarium sp. e as concentragdes de fumonisinas em amostra de ragéo.
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3. MATERIAIS E METODOS:

3.1 CULTURAS FUNGICAS

Foi utilizado o isolado de F. verticillioides 97K, obtido a partir de racdo a base de
milho envolvida em intoxicacdo animal, gentilmente cedido pela Profa. Dr? Elisa Yoko
Hirooka do Departamento de Tecnologia de Alimentos e Medicamentos do Centro de
Ciéncias Agrérias da Universidade Estadual de Londrina, Parana.

A cultura fangica foi mantida em Agar Batata Dextrose (BDA) a 28°C por 7 dias.

3.2 OBTENGCAO DE EXOANTIGENOS

3.2.1 Exoantigeno de F. Verticillioides 97K

Apbs o cultivo do isolado em Agar Batata Dextrose (BDA) a 28° C por 7 dias, foram
preparadas suspensdes de esporos (10" esporos mL™) em solucdo de Tween 80 a 0,1% em
agua destilada estéril (v/v). Aliquotas das suspensdes foram transferidas para erlenmeyers
contendo caldo BHI (Brain Heart Infusion) (Acumedia, Lansing, Estados Unidos), incubadas
a 28° C em condicdo de agitagdo por 14 dias e inativadas com Thimerosal (Sigma, Saint
Louis, Estados Unidos da América) 0,02% por 24 horas a 4° C.

Apo0s a inativagdo com Thimerosal 0,02%, os cultivos foram filtrados a vacuo em
papel filtro e centrifugados a 3100 xg a 4° C. O sobrenadante contendo os exoantigenos foi
dialisado por 24 horas a 4°C contra tampdo fosfato de s6dio monobésico 5 mM pH 7,
liofilizado e ressuspenso em agua destilada. Em seguida, uma nova dialise contra PBS foi

realizada e o material foi entdo armazenado a —20° C até o momento do uso.
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3.2.2 Outros Exoantigenos

Os exoantigenos das espécies fungicas F. sporotrichioides, F. graminearum, F.
subglutinans, Aspergillus flavus, A.niger, A. ochraceus, Penicillium brevicompactum, P.
variabile, P. funiculosum e P. purpurogenum e dos isolados de F. verticillioides 119Br,
104Ga, 164G e 103Br foram gentilmente cedidos pela Profa. Dra. Elisabete Yurie Sataque
Ono, do departamento de Biotecnologia do Centro de Ciéncias Exatas da Universidade

Estadual de Londrina, Parana.

3.3 DOSAGEM DE PROTEINAS DOS EXOANTIGENOS, DA PROTEINA PURIFICADA E DOS

ANTICORPOS

A dosagem de proteinas dos exoantigenos e da proteina de 67 kDa purificada foi
realizada pelo méetodo de Bradford (1976) utilizando soroalbumina bovina como padrao.
A dosagem de proteinas do anticorpo purificado foi realizada pelo método de Biureto,

utilizando como padréo a albumina bovina.

3.4 DETERMINAGAO DO PADRAO PROTEICO DOS EXOANTIGENOS E DOS ANTICORPOS

Os exoantigenos foram submetidos a Eletroforese Desnaturante em Gel de
Poliacrilamida (SDS-PAGE) (LAEMMLI, 1970), utilizando gel de empilhamento (5%), gel
de separacdo (10%) e padrdo de massa molecular de 6 a 180 kDa (Invitrogen, Carlsbad,
Estados Unidos da América). A eletroforese foi realizada a 100 V utilizando tampdo Tris-
glicina pH 8,8 e as bandas proteicas foram reveladas pelo método da prata (NIELSEN;
BROWN, 1984) ou por Coomasie Brilliant Blue (Biorad, Hercules, Estados Unidos da
América) (BENNETT; SCOTT, 1971).

O anticorpo IgY contra exoantigeno de F. verticillioides 97K também foi submetido a
SDS-PAGE. Foi utilizado gel de empilhamento (5%), gel de separacdo (7,5%) e padréo de

massa molecular de 47 a 202 kDa (Bio-Rad, Hercules, Estados Unidos da América). A
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eletroforese foi realizada a 100 V utilizando tampdo Tris-glicina pH 8,8 e o gel foi corado

com Coomassie Brilliant Blue.

3.5 IMUNIZACAO DE GALINHAS POEDEIRAS

Os exoantigenos de F. verticillioides 97K foram utilizados para imunizacdo de 3
galinhas poedeiras (Gallus gallus domesticus) em idade de postura, gentilmente cedidas pelo
Prof. Dr. Jodo Waine Pinheiro do Departamento de Zootecnia do Centro de Ciéncias Agrarias
da Universidade Estadual de Londrina. As aves foram mantidas no Biotério Central do Centro
de Ciéncias Biologicas da Universidade Estadual de Londrina, com fornecimento de racao
comercial e dgua ad libitum.

Os exoantigenos foram homogeneizados com adjuvante completo de Freund (Sigma,
Saint Louis, Estados Unidos da América) na primeira dose e com adjuvante incompleto de
Freund (Sigma, Saint Louis, Estados Unidos da América) nas doses subsequentes e aplicados
via intramuscular em dois pontos da regido peitoral com intervalos de uma semana. Os soros
foram coletados durante as imuniza¢Ges e uma semana apés a terceira dose e titulados por
ELISA.

A galinha que apresentou maior titulo de anticorpos contra exoantigeno de F.

verticillioides 97K recebeu uma dose de reforco.

3.6 TITULACAO DOS SOROS DAS GALINHAS

A titulacdo da IgY anti-exoantigeno de F. verticillioides 97K foi realizada por ELISA
indireto desenvolvido por Engvall e Pearlmann (1972) com algumas modificacdes. Os
anticorpos policlonais foram analisados nas dilui¢cdes de 1:100 a 1:800.

A microplaca foi sensibilizada com exoantigeno de F. verticillioides 97K em tampéo
carbonato/bicarbonato 0,2 M pH 9,6. Apds lavagens com PBS-Tween 20 0,05% (PBS-T) 0s
pocos foram bloqueados com PBS leite desnatado 5% a 25°C por uma hora. A placa foi

lavada com PBS-T e entédo, foram adicionados 100 uL de soros imunes diluidos em PBS leite
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desnatado 1%, procedendo a incubacdo a 25°C por uma hora. Apos lavagens com PBS-T
foram adicionados 100 puL do conjugado anti-IgY peroxidase (Sigma, Saint Louis, Estados
Unidos da América), seguido de incubacdo a 25°C por uma hora. Apos este periodo, a
microplaca foi lavada com PBS-T, e 100 pL da solucdo de substrato/cromogeno
(H2Oo/tetrametilbenzidina) (Sigma, Saint Louis, Estados Unidos da Ameérica) foram
adicionados, procedendo-se a incubacdo por 15 minutos. A reacdo foi bloqueada com 50 pL
de H,SO4 4 N e as absorvancias determinadas a 450 nm em espectrofotdmetro de microplaca

(iMark™ microplate reader).

3.7 AVALIACAO DA REATIVIDADE DAS GEMAS

As gemas dos ovos da galinha que apresentou maior reatividade contra o exoantigeno
de F. verticillioides 97K foram selecionadas para o teste de reatividade contra exoantigeno de
F. verticillioides 97K por ELISA indireto utilizando a mesma metodologia do tépico acima,
substituindo o soro pela gema na diluicdo 1:200 em PBS-leite 1%. Foram testadas gemas
provenientes de ovos produzidos antes, durante e apds as imunizacdes.

As gemas do periodo de maior reatividade ao exoantigeno foram selecionadas para a
extracéo de IgY.

3.8 EXTRACAO DE IGY DA GEMA

A gema foi separada da clara e foi diluida em agua destilada acidificada pH 2,5 e
congelada por 24 horas. Em seguida, foi descongelada, filtrada, precipitada com sulfato de
amonio a 35%, incubada a temperatura ambiente por 1 hora e centrifugada a 4°C. O
precipitado foi solubilizado em &gua destilada e dialisado por 24 horas contra dgua destilada e
PBS. Apos a didlise, foi adicionado thimerosal na concentracdo final 0,02% e a amostra foi

armazenada no congelador até 0 momento de uso.
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3.9 AVALIACAO DA REATIVIDADE DA IGY EXTRAIDA

3.9.1 ELISA Indireto

A reatividade da IgY extraida contra o exoantigeno de F. verticillioides 97K e de
outras espécies fangicas (F. sporotrichioides, F. graminearum, F. subglutinans, A. flavus,
A.niger, A. ochraceus, P. brevicompactum, P. variabile, P. funiculosum e P. purpurogenum)
foi avaliada por ELISA indireto.

A microplaca foi sensibilizada com 100 pL/poco de exoantigeno das diferentes
espécies flngicas em tampao carbonato/bicarbonato 0,2 M pH 9,6 seguido de incubacdo a 4°C
por 16 horas. Apos lavagens com PBS-T os poc¢os foram bloqueados com PBS leite desnatado
5% a 25°C por uma hora. A placa foi lavada com PBS-T e foram adicionados 100 pL da IgY
na diluicdo 1:200 em PBS leite desnatado 1%, procedendo a incubacdo a 25°C por uma hora.
Apos lavagens com PBS-T foram adicionados 100 puL do conjugado anti-IgY peroxidase em
PBS leite desnatado 1%, seguido de incubacdo a 25°C por uma hora. Apos este periodo, a
microplaca foi lavada com PBS-T, e 100 pL da solucdo de substrato/cromogeno
(H2O./tetrametilbenzidina) foram adicionados, procedendo-se & incubacdo por 15 minutos. A
reacdo foi bloqueada com 50 pL de H,SO4 4 N e as absorvancias determinadas a 450 nm em
espectrofotdbmetro de microplaca (iMark™ microplate reader).

A reatividade cruzada apresentada pelo anticorpo policlonal de galinha com

exoantigeno de outras espécies fungicas foi calculada pela formula a seguir:

Reatividade Cruzada = Média da absorvancia com exoantigeno do fungo teste

Média da absorvancia com exoantigeno de F. verticillioides 97K

3.9.2 “Western Blot”

A reatividade da IgY extraida contra o exoantigeno de diferentes isolados de F.
verticillioides (97K, 119Br, 104Ga, 164G e 103Br) e de outras espécies fangicas (F.
sporotrichioides, F. graminearum, F. subglutinans, A. flavus, A.niger, A. ochraceus, P.

brevicompactum, P. purpurogenum) foi avaliada por “Western blot”.
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Os exoantigenos foram separados por eletroforese desnaturante em gel de
poliacrilamida, utilizando gel de empilhamento 5% e gel de separacdo 10% e padrdo de massa
molecular de 6 a 180 kDa. A eletroforese foi realizada a 100 V utilizando tampé&o Tris-glicina
pH 8,8. As bandas proteicas foram transferidas para membrana de nitrocelulose 0,45 um (Bio-
Rad, Hercules, Estados Unidos da América) a 30 V a 4°C por 18 horas utilizando tampdo tris-
glicina-metanol. Apds a transferéncia, a membrana foi bloqueada com PBS leite 5% por 1
hora. Em seguida, a membrana foi lavada com PBS-T e incubada com anticorpo IgY anti-97K
por 1 hora. Apds lavagem com PBS-T a membrana foi incubada com conjugado anti-IgY
peroxidase por 1 hora. Por fim, a membrana foi lavada com PBS-T e imersa na solucdo do
substrato (H,O./diaminobenzidina) (Sigma, Saint Louis, Estados Unidos da América) até a
revelacdo das bandas na membrana. O desenvolvimento da cor foi interrompido com &gua

destilada.

3.10 IMuNIZAGAO DE COELHO

Um coelho fémea de seis meses de idade (Oryctolagus cuniculus) da raca Nova
Zelandia, com aproximadamente 4 kg, foi mantido no biotério do Hospital Universitario de
Londrina com fornecimento de racdo comercial e &gua ad libitum.

O coelho foi imunizado com a proteina de 67 kDa destacada do gel de poliacrilamida
resultante da eletroforese do exoantigeno de F. verticillioides 97K bruto corado com
Coomasie Brilliant Blue. A proteina foi macerada em PBS e misturada com Adjuvante
Incompleto de Freund. Foram aplicadas trés doses via subcutdnea com intervalo de uma
semana entre elas e uma dose de refor¢o 3 semanas apds a terceira dose.

Amostras de soro foram coletadas antes da primeira imuniza¢do, uma semana apés
cada imunizacdo, no dia da aplicacdo da dose de reforco e uma semana ap0s a dose de reforco
e foram avaliadas por ELISA indireto e por “Western blot”.
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3.11 AVALIACAO DA REATIVIDADE DOS SOROS DE COELHO

3.11.1 ELISA Indireto

A resposta do coelho as imunizages e a reatividade dos anticorpos produzidos contra
0 exoantigeno de diferentes espécies fungicas (F. sporotrichioides, F. graminearum, F.
subglutinans, A. flavus, A.niger, A. ochraceus, P. brevicompactum, P. variabile, P.
funiculosum e P. purpurogenum) foram avaliadas por ELISA indireto.

A microplaca foi sensibilizada com 100 pL/poco de exoantigenos em tampéo
carbonato/bicarbonato 0,2 M pH 9,6 seguido de incubag&o a 4°C por 16 horas. Apds lavagens
com PBS-T os pocos foram bloqueados com PBS leite desnatado 5% a 25°C por uma hora. A
placa foi lavada com PBS-T e entdo, foram adicionados 100 pL de soros imunes e pré-imunes
na diluicdo 1:400 e 1:800 em PBS leite desnatado 1% para avaliar a resposta do coelho as
imunizacGes e na diluicdo 1:400 para avaliar a reatividade ao exoantigeno de outras espécies
fangicas, procedendo a incubacdo a 25°C por uma hora. Apoés trés lavagens com PBS-T
foram adicionados 100 puL do conjugado anti-lgG de coelho peroxidase (Sigma, Saint Louis,
Estados Unidos da América), seguido de incubagéo a 25°C por uma hora. Apo6s este periodo, a
microplaca foi lavada com PBS-T, e 100 pL da solucdo de substrato/cromdgeno
(H2O,/tetrametilbenzidina) foram adicionados, procedendo-se a incubacgdo por 15 minutos. A
reacao foi bloqueada com 50 pL de H,SO,4 4 N e as absorvancias determinadas a 450 nm em
espectrofotdbmetro de microplaca (iMark™ microplate reader).

A reatividade cruzada apresentada pelo anticorpo do coelho com exoantigeno de

outras espécies fungicas foi calculada pela formula a seguir:

Reatividade Cruzada = Média da absorvancia com exoantigeno do fungo teste

Média da absorvancia com exoantigeno de F. verticillioides 97K

Foi avaliada também a reatividade do soro do coelho imunizado a proteina de 67 kDa
purificada pela cromatografia de afinidade descrita na se¢do 3.12 por ELISA indireto. A placa
foi sensibilizada com 100 pL/pogo da proteina de 67 kDa na concentracéo 2,5 pg/mL. O soro
imune foi testado na diluicdo 1:400.
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3.11.2. “Western Blot”

A reatividade do soro de coelho imunizado contra exoantigenos de diferentes isolados
de F. verticillioides (97K, 119Br, 104Ga, 164G e 103Br) e de outras espécies fangicas (F.
sporotrichioides, F. graminearum, F. subglutinans, A. flavus, A.niger, A. ochraceus, P.
brevicompactum, P. purpurogenum) foi avaliada por “Western blot”

Os exoantigenos foram separados por eletroforese desnaturante em gel de
poliacrilamida, utilizando gel de empilhamento 5% e gel de separacdo 10% e padrdo de massa
molecular de 6 a 180 kDa e de 5 a 160 kDa (Invitrogen, Carlsbad, Estados Unidos da
América). A eletroforese foi realizada a 100 V utilizando tampéao Tris-glicina pH 8,8. As
bandas proteicas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose 0,45 pum a 30 V por
18 horas a 4°C utilizando tampao tris-glicina-metanol. Apos a transferéncia, a membrana foi
blogueada com PBS leite desnatado 5% por 1 hora. Em seguida, a membrana foi lavada com
PBS-T e incubada com IgG anti-proteina de 67 kDa (diluicdo 1:400) em PBS leite desnatado
1% por 1 hora. Ap6s lavagem com PBS-T a membrana foi incubada com conjugado anti-lgG
de coelho peroxidase em PBS leite desnatado 1% por 1 hora. Por fim, a membrana foi lavada
com PBS-T e imersa na solucdo do substrato (H,O./diaminobenzidina) até a revelacdo das

bandas. O desenvolvimento da cor foi interrompido com agua destilada.

3.12 PURIFICAGAO DA PROTEINA DE 67 KDA DO EXOANTIGENO DE F. VERTICILLIOIDES 97K

A proteina de 67 kDa foi purificada por cromatografia de afinidade, utilizando resina
Sepharose 4B ativado com brometo de cianogénio (Sigma, Steinheim, Alemanha) ligada ao
anticorpo de coelho anti-proteina de 67 kDa.

Primeiramente, o anticorpo de coelho foi purificado por cromatografia de afinidade em
coluna HiTrap Protein G HP (GE Healthcare, Piscataway, Estados Unidos da América). Em
seguida, foi dialisado contra tampé&o carbonato de sodio 0,1 M contendo cloreto de sédio 0,5
M pH 8,4 e foi ligado a 0,5 mL de resina Sepharose 4B ativada com brometo de cianogénio
em condigdes alcalinas por 2 horas. A resina foi entdo lavada para a retirada dos anticorpos
que ndo se ligaram a coluna e foi bloqueada com solucéo de glicina 0,2 M pH 8 por 2 horas.

A resina foi extensivamente lavada para a remocao da solucdo de blogueio primeiro com
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solucdo basica (tampao de ligacdo), depois com solucdo &cida (tampéo acetato de sédio 0,1 M
pH 4,0, contendo 0,5 M de NaCl). O ciclo de lavagem foi completado alternando solucgéo
bésica e acida.

Por fim, a coluna foi equilibrada com PBS, e 0,5 mL do exoantigeno de F.
verticillioides 97K foi aplicado. A coluna foi lavada com PBS para retirada de proteinas que
ndo se ligaram a resina e as proteinas ligadas foram eluidas com solug&o glicina 0,1 M pH 2,7
sendo coletadas em microtubos contendo Tris 1 M pH 9,0.

As proteinas das fracbes coletadas foram quantificadas pelo método de Bradford e a
reatividade da proteina purificada com o anticorpo anti-proteina de 67 kDa foi avaliada por
ELISA indireto.

3.13 AMOSTRAS DE RACAO

As amostras de racdo foram gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Elisabete Yurie
Sataque Ono, do Departamento de Biotecnologia do Centro de Ciéncias Exatas da
Universidade Estadual de Londrina, Parana. As amostras eram destinadas a galinhas poedeiras
e foram coletadas na Granja Experimental da Fazenda Escola da Universidade Estadual de
Londrina. A racéo (lote de 500Kg) era preparada em intervalos de 7 a 10 dias, de acordo com
a constituicdo elaborada pela zootecnista responsavel (Tabela 1). Foram realizadas
amostragens com intervalos de aproximadamente dois a trés dias compreendendo amostras do

inicio, meio e final do lote durante o periodo de janeiro a dezembro de 2010 (ROSSI, 2011).
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Tabela 1 — Composicdo da racdo utilizada na alimentacdo de galinhas poedeiras em
diferentes periodos de 2010.

Composicéo da Racgéo

Quantidade (Kg)
Periodo

08/jan 24/jan 23/abr 20/jun

23/jan 22/abr 19/jun 30/ago
Milho grédo 64,8 65,0 61,2 61,0
Farelo de soja 23,8 24,0 25,6 25,6
Calcério 8,8 9,0 8,2 9,0
Fosfato bicéalcico 1,2 1,2 2,1 1,6
Premix postura 0,4 0,5 0,5 0,4
Oleo de soja 0,4 0,1 1,9 1,7
Sal 0,3 0,3 0,3 0,3
DL — metionina 0,12 - 0,11 0,18

Lisina - - 0,036 -

Fonte: ROSSI, 2011.

A amostragem consistiu na coleta de subamostras em varios pontos a diferentes
profundidades do “bat” no qual a ragdo era armazenada (Figura 4). Apos a homogeneizacao
do material, as amostras de racdo foram conduzidas ao laboratério e estocadas a 4°C.

Posteriormente, foram trituradas até a granulometria de 50 mesh e armazenadas a -20°C até o
momento de uso (ROSSI, 2011).
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Figura 4 - Amostragem da racdo destinada a alimentacdo de galinhas poedeiras.

Fonte: ROSSI, 2011.

No presente trabalho, 81 amostras de ragdo foram analisadas quanto a presenca de
Fusarium spp. pelo método de contagem em placa, a contaminacdo por fumonisinas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia e para se avaliar o potencial do ELISA competitivo
indireto desenvolvido com anticorpo de coelho especifico para a proteina de 67 kDa do
exoantigeno de F. verticillioides 97K na detec¢do e quantificacdo de exoantigeno em racdo a

base de milho.

3.13.1 Contagem de Fusarium spp.

Dez gramas de amostras de racdo foram misturadas com 90 mL de PBS 0,15 M estéril
e diluicbes seriadas foram realizadas em tubos contendo 9 mL da mesma solucéao diluente (1
mL da suspensdo de amostra em 9 mL de solucéo diluente) até a diluicdo 10™. De cada
diluicdo, 1 mL foi transferido para placas de Petri (triplicata) contendo 25mL de BDA
adicionado de cloranfenicol (50 ug/mL) e &cido tartarico, seguido de incubacdo a 28°C por 7

dias. Apds esse periodo, a contagem de coldnias de Fusarium spp foi realizada.
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A suspensdo restante foi filtrada utilizando papel filtro Whatman No. 1 e estocada a -
20°C para a andlise da presenca de exoantigeno de F. verticillioides por ELISA competitivo

indireto.

3.13.2 ELISA Competitivo Indireto

A deteccdo e a determinacdo da concentracdo de exoantigeno de F. verticillioides nas
amostras de racdo foram realizadas através de ELISA competitivo indireto descrito por
Meirelles et al. (2006b) com algumas modificacoes.

A placa de ELISA foi sensibilizada com exoantigeno de F. verticillioides 97K em
tampdo carbonato bicarbonato 0,2 M por 16 horas a 4°C. Apds lavagens com PBS-T 0s pocos
foram blogueados com PBS leite desnatado 1% por 3 horas a 25°C. Apo6s nova lavagem com
PBS-T, 50 pL de IgG de coelho anti-proteina de 67 kDa do exoantigeno de F. verticillioides
97K e 50 pL do filtrado das amostras de racdo foram adicionados aos pocos e a placa foi
incubada por 16 horas a 4°C. Ap6s uma nova lavagem com PBS-T, 100 pL de conjugado
peroxidase anti-lgG de coelho na diluicdo 1:8000 em PBS leite desnatado 1% foram
adicionados e a placa foi incubada por 1,5 h a 25°C. Posteriormente a nova lavagem com
PBS-T, 100 pL de substrato (H,O./tetrametilbenzidina) foram adicionadis e sucedeu-se a
incubacédo por 8 minutos a 25°C. A reacdo foi bloqueada pela adi¢do de 50 pL de H,SO4 1 M
e a absorvancia foi determinada a 450nm (iMark™ microplate reader). O resultado foi

expresso em porcentagem de ligagéo:

Ligacdo (%) = Absorvancia na presenca de antigeno soluvel x 100

Absorvancia na auséncia de antigeno soluvel

O limite de deteccdo foi estimado como a concentragcdo minima que apresenta inibicdo
de 22% (3 vezes SD de Ong de exoantigeno/mL) detectado por ELISA competitivo indireto
(IJIMA et al. 1996).
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3.13.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

As fumonisinas B; e B, foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) de acordo com Shephard et al. (1990) com algumas modificagdes (UENO et al.,
1993).

Para extracdo de fumonisinas, uma aliquota de 10 g de racdo misturada a 30 mL de
metanol:agua (3:1, v/v) foi agitada a 150 rpm por 30 minutos e filtrada em papel filtro
Whatman n°® 1. O filtrado (1 mL) foi submetido a pré-limpeza em minicoluna de troca
anionica Sep-Pak accell plus QMA (Waters Co., Ltda, Milford, Estados Unidos da Ameérica),
previamente acondicionada com 5 mL de metanol seguido de 5 mL de metanol:4gua (3:1,
v/v). Apo6s lavagem da coluna com 6 mL de metanol:agua (3:1, v/v) seguidos por 3 mL de
metanol, as fumonisinas foram eluidas com 10 mL de &cido acético 0,5% em metanol. O
eluato foi seco a 45°C em chapa aquecedora e o residuo ressuspenso em 800 uL de
metanol:agua (3:1, v/v). Este foi fracionado em aliquotas de 200 uL, as quais foram secas sob
fluxo de gas N, a 45°C, procedendo-se o acondicionamento em freezer (-20°C) para posterior
anélise de fumonisinas.

A aliquota de 200 uL foi ressuspensa em acetonitrila:agua (1:1, v/v) e submetida a
derivatizacdo com 200 pL de o-ftaldialdeido (OPA) (40 mg de OPA, 1 mL de metanol, 5 mL
de tetraborato de sédio 0,1 M e 50 uL de 2-mercaptoetanol). A amostra foi injetada em 1
minuto no sistema cromatografico (isocratico de fase reversa) utilizando como fase mdvel
metanol:fosfato de sodio (CH3OH:NaH,PO,4) 0,1 mol/L (80:20, v/v) pH 3,3 ajustado com
acido orto-fosforico e fluxo de 1 mL/min. O sistema constitui-se de bomba Shimadzu LC-10
AD, detector de fluorescéncia RF-10AXL e coluna C18 Luna 5u 100A (4,6 x 250mm,
Phenomenex). Os comprimentos de onda de excitacdo e emissao foram de 335 nm e 450 nm,
respectivamente. Os limites de deteccdo para FB; e FB, foram de 0,030ug/g para ambos,
definidos como a quantidade minima de toxina que gerou um pico cromatogréafico cinco vezes

maior que a razdo altura/ruido da linha base (baseline).
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3.14 ANALISE ESTATISTICA

O Teste de Correlacdo de Pearson foi utilizado para analisar a correlagcdo entre a
concentracdo de exoantigeno de F. verticillioides e a contagem de Fusarium spp. e a
concentracdo de fumonisinas. E a presenca de correlacdo entre as varidveis do Teste de
Correlacédo de Pearson foi avaliada pelo teste t, onde p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. A Andlise Estatistica foi realizada pelo programa STATISTICA versdo 7.0

(Statsoft Inc., Tulsa, Estados Unidos da América).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O exoantigeno de F. verticillioides 97K apresentou concentracdo de proteina de 112
pg/mL.
Na eletroforese, o exoantigeno apresentou proteinas com massas moleculares

aparentes entre 26 a 145 kDa (Figura 5).

Figura 5 — Perfil eletroforético do exoantigeno de F. verticillioides 97K: (1) Padrdo de massa
molecular; (2) 3ug; (3) 5ug; (4) 7ug de exoantigeno.
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No ELISA indireto, os anticorpos policlonais da galinha Fus3 apresentaram a maior

reatividade contra exoantigeno de F. verticillioides 97K, seguido da galinha Fus2 (Figura 6).
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Figura 6 — Reatividade da IgY das galinhas poedeiras ao exoantigeno de F. verticillioides
97K avaliada por ELISA indireto.
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A galinha Fus3 que produziu anticorpos com maior reatividade contra exoantigeno de
F. verticillioides, recebeu uma dose de refor¢o 5 semanas ap0s a terceira dose e duas semanas

depois a resposta imune humoral foi avaliada por ELISA indireto (Figura 7).



41

Figura 7 — Resposta da galinha Fus3 as imunizagfes avaliada por ELISA indireto utilizando
IgY na diluicdo 1:200 e exoantigeno de F. verticillioides 97K a 12,5 ug/mL. As
setas indicam as semanas em que foram aplicadas as doses de exoantigeno de F.
verticillioides 97K na galinha.

1,2 +

o
o]
1

Absorvancia (450nm)
o o
'S o

o
N)

R T

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Semanas

Foi realizada entéo a extracdo de IgY de trés gemas. As gemas foram obtidas dos ovos
coletados na segunda semana apés a dose de reforco, pois apresentaram maior reatividade
contra o exoantigeno do fungo. A IgY extraida apresentou uma concentracdo de proteina de
30 mg/mL e a sua analise por SDS-PAGE (Figura 8) demonstrou a presenca de IgY que
possui massa molecular de 206 kDa (TENENHOUSE; DEUTSCH, 1966), além de outras
proteinas contaminantes de massas moleculares de aproximadamente 160 kDa, 95 kDa, 80
kDa, 72 kDa, 62 kDa, 59 kDa, 47 kDa e 36 kDa, 30 kDa e 27 kDa.
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Figura 8 — Perfil eletroforético da IgY extraida da gema da galinha Fus3: (1) Padrdo de massa
molecular; (2) 50ug; (3) 30 pg; (4) 20 pg; (5) 10 pg de IgY.
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Foi realizado entdo o “Western blot” utilizando exoantigeno de F. verticillioides 97K
puro e anticorpo anti-97K purificado na diluicdo 1:250 (Figura 9). A IgY reconheceu 8
proteinas do exoantigeno de F. verticillioides 97K com massas moleculares aparentes de 158

kDa; 134 kDa; 113 kDa; 95 kDa; 91 kDa; 67 kDa; 46 kDa; 29 kDa.
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Figura 9 — Reatividade do anticorpo anti-97K contra exoantigeno de F. verticillioides 97K

avaliada por “Western blot”: (1) Padrao de massa molecular; (2) Exoantigeno de
F. verticillioides 97K.
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A reatividade da IgY anti-97K contra outras espécies fungicas (F. sporotrichioides, F.
graminearum, F. subglutinans, A. flavus, A.niger, A. ochraceus, P. brevicompactum, P.
variabile, P. funiculosum e P. purpurogenum) foi avaliada por ELISA indireto (Figura 10) e
mostrou que a IgY anti-97K apresenta reatividade cruzada com antigenos de outras espécies
fangicas variando de 8% (P. brevicompactum) a 103% (F. subglutinans) (Tabela 2). Essa
reatividade foi mais evidente com exoantigeno de espécies do mesmo género (F.
subglutinans, F. sporotrichioides e F. graminearum com reatividade cruzada de 103%, 93% e
39% respectivamente) e com o exoantigeno de A. niger (73%). Com as demais espécies
fangicas, a reatividade cruzada variou de 8 a 31% (P. purpurogenum).

A comparacdo da reatividade dos anticorpos IgY pré-imune e imune contra o
exoantigeno de outras espécies fangicas (Figura 10) indicou contato prévio por A. niger, uma
vez que o0 anticorpo pré-imune apresentou reatividade semelhante ao anticorpo imune. Por
outro lado, a reatividade ao exoantigeno das outras espécies de Fusarium (F. sporotrichioides,
F. graminearum e F. subglutinans) aumentou de forma acentuada apds as imunizagdes,
sugerindo que neste caso houve reatividade cruzada do anticorpo IgY produzido contra o

exoantigeno dessas espécies fungicas. Além disso, a imunizacdo da galinha também resultou
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em aumento da reatividade dos anticorpos contra os exoantigenos de A. ochraceus, P.
variabile, P. funiculosum e P. purpurogenum, sugerindo uma possivel reatividade cruzada
com essas espécies fungicas.

Esta reatividade cruzada (Tabela 2) pode ocorrer pelo fato do anticorpo utilizado no
trabalho ser policlonal e pela presenca de epitopos semelhantes aos do exoantigeno de F.
verticillioides 97K nos exoantigenos dos outros fungos testados.

Estes dados séo semelhantes aos relatados por Gan et al. (1997) e por Biazon et al.
(2006) que observaram que anticorpos produzidos contra exoantigeno de fungos do género
Fusarium apresentam reatividade cruzada com exoantigeno de outras espécies de fungo,

principalmente com espécies do mesmo género.

Tabela 2 — Reatividade cruzada da IgY de galinha anti-exoantigeno de F. verticillioides 97K
com exoantigenos de outras espécies fungicas avaliada por ELISA indireto.

Exoantigenos Reatividade cruzada
(%)
F. subglutinans 103
F. spotrichioides 93
F. graminearum 39
A. niger 73
A. ochraceus 22
A. flavus 14
P. purpurogenum 31
P. variabile 19
P. funiculosum 17

P. brevicompactum 8
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Figura 10 — Reatividade dos anticorpos policlonais IgY pré-imune e imune contra
exoantigenos de outras espécies fungicas avaliada por ELISA indireto.
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A reatividade da IgY anti-97K contra outras espécies de fungos (F. sporotrichioides,
F. graminearum, F. subglutinans, A. flavus, A.niger, A. ochraceus, P. brevicompactum e P.
purpurogenum) também foi avaliada por “Western blot” (Figura 11). Diversas proteinas dos
exoantigenos dos fungos avaliados, principalmente os do género Fusarium, foram
reconhecidas pelo anticorpo anti-97K (Tabela 3 e Figura 11), sendo essa reatividade mais
evidente contra os componentes de massa molecular elevada, possivelmente por apresentarem

maior imunogenicidade em decorréncia da sua massa molecular e complexidade.
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Figura 11 — Reatividade da IgY anti-97K contra exoantigenos de diferentes espécies fungicas
analisada por “Western blot”: (1) Padrdo de massa molecular; (2) F.
verticillioides 97K; (3) F. subglutinans; (4) F. sporotrichioides; (5) F.
graminearum; (6) A. flavus; (7) A. niger; (8) A. ochraceus; (9) P.
brevicompactum; (10) P. purpurogenum.
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Tabela 3 — Massa molecular aparente das proteinas reconhecidas pela IgY anti-exoantigeno
de F. verticillioides 97K nos exoantigenos de diferentes fungos analisados.

Fungos Banda Massa Molecular (kDa)

F. subglutinans 168

128
119
110
102
94
84
79
76
60
51
36

© 00 N o g~ W N
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F. sporotrichoides 168

138
128
123
116
112
102
84

© 00 N o b~ w N

79
75
67

119

110
98
87
79
72
15
72

133

119

114
98
81
79
72

106
28
11
81
49
38
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A. niger
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Diversos pesquisadores buscaram desenvolver técnicas imunoldgicas para detectar
fungos em alimentos e tiveram problemas com a reatividade cruzada apresentada pelos
anticorpos produzidos. Alguns ensaios imunoenzimaticos desenvolvidos apresentaram
potencial para a deteccdo de géneros fangicos.

Notermans e Heuvelman (1985) desenvolveram um ELISA para detectar fungos em
alimentos processados e ndo processados, utilizando antigenos de Penicillium verrucosum
var. cyclopium, Mucor racemosus e Fusarium oxysporum. As fracfes antigénicas de F.
oxysporum apresentaram reacdo cruzada evidente com outras espécies do mesmo género e
pouca reacdo com outros géneros. Concluiu-se neste trabalho que os antigenos eram
termoestaveis, género-especificos e detectaveis apenas em alimentos contaminados.

Gan et al. (1997) desenvolveram um ensaio imunoenzimatico capaz de identificar
espécies toxigénicas de Fusarium. Galinhas foram imunizadas com antigenos micelianos
solGveis e exoantigenos de F. sporotrichioides, F. poae e F. graminearum, seguida de
caracterizacdo dos anticorpos por ELISA. Os anticorpos produzidos contra os antigenos
micelianos sollveis apresentaram reatividade cruzada com os antigenos de outros géneros,
inviabilizando a sua utilizacdo na imunodeteccdo. Por outro lado, os anticorpos contra o
exoantigeno de F. poae eram espécie-especificos. Os resultados mostraram que 0S
exoantigenos eram mais adequados para a producdo de anticorpos especificos do que 0s
antigenos micelianos solUveis e que ensaios imunoenzimaticos com exoantigenos podem ser
empregados para imunodeteccao de Fusarium spp.

lyer e Cousin (2003) desenvolveram um ELISA indireto para detectar espécies de
Fusarium em fub4, utilizando antigenos miceliais de F. verticillioides e F. graminearum. A
especificidade dos anticorpos policlonais foi avaliada contra 70 espécies de fungos e
leveduras pertencentes a 23 géneros. Os resultados mostraram que ndo houve reatividade
cruzada para a maioria dos fungos e para nenhuma das leveduras analisadas. Entre os fungos
avaliados, Eurotium repens, espécies de Monascus, Phoma exigua, Verticillium albo-altrum e
a maioria das espécies de Fusarium apresentaram reatividade superior a 30%. Esta reatividade
cruzada com as quatro espécies ndo pertencentes ao género Fusarium pode ser devido a
presenca de epitopos em comum com as espécies utilizadas para a producédo de anticorpos. Os
fungos puderam ser detectados por ELISA num periodo de 24 a 36 horas apds a inoculagdo no
fubd embora ainda ndo pudessem ser visualizados pelo método de contagem em placa,
indicando que o ELISA indireto desenvolvido no estudo pode detectar espécies de Fusarium

mais rapidamente que o método tradicional de contagem em placa.
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No presente estudo, a analise da reatividade da IgY anti-97K ao exoantigeno de
diferentes isolados de F. verticillioides (97K, 119Br, 104Ga, 164G e 103Br) por meio de
“Western blot” (Figura 12) mostrou que o anticorpo reage com algumas proteinas desses
exoantigenos e que existem duas proteinas com massas moleculares de aproximadamente 67
kDa e 113 kDa reconhecidas em todos os isolados de F. verticillioides. Estas duas proteinas
apresentam portanto potencial para serem antigenos espécie-especificos.

Biazon et al. (2006) obtiveram resultado semelhante com anticorpos policlonais de
coelho contra exoantigeno de diferentes isolados de F. verticillioides. Como os anticorpos
contra o exoantigeno do isolado 97K apresentaram maior titulo (1:12800) no ELISA indireto,
este foi utilizado para outros testes. No teste de “Western blot” realizado para avaliar a
reatividade do anticorpo anti-97K contra exoantigeno de outros isolados de F. verticillioides,
duas proteinas de massas moleculares de aproximadamente 67 kDa e 113 kDa também foram

observadas em todos os isolados analisados.

Figura 12 — Reatividade da IgY anti-97K contra exoantigenos de diferentes isolados de F.
verticillioides avaliada por “Western blot™: (1) Padrao de massa molecular; (2)
97K; (3) 119Br; (4) 104Ga; (5) 164G ; (6) 103Br.
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Assim, a purificacdo destas proteinas detectadas em todos os isolados de F.
verticillioides analisados seria interessante para avaliar a sua utilizacdo no desenvolvimento
de um método de imunodeteccdo especifica para F. verticillioides, uma vez que podem ser
antigenos espécie-especificos.

Para aumentar a especificidade do teste de ELISA desenvolvido neste estudo, um

coelho foi imunizado com a proteina de 67 kDa e a sua resposta a imunizacéo foi avaliada por

ELISA indireto (Figura 13).

Figura 13 — Resposta do coelho as imunizagdes com a proteina de 67 kDa avaliada por
ELISA indireto utilizando soros nas diluicdes 1:400 e 1:800 e exoantigeno de
F. verticillioides 97K bruto. As setas indicam as semanas em que foram
aplicadas as doses da proteina no coelho.
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O resultado do ELISA indireto mostrou que o coelho respondeu as imunizagdes e que
0s anticorpos produzidos reconhecem o exoantigeno de F. verticillioides 97K bruto.
Os soros do coelho também foram avaliados quanto a sua reatividade com a proteina

de 67 kDa purificada do exoantigeno de F. verticillioides 97K por ELISA indireto (Figura
14).
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Figura 14 — Resposta imune humoral do coelho a imunizacdo com a proteina de 67 kDa
avaliada por ELISA indireto utilizando soro na diluicdo 1:400 e proteina de 67
kDa purificada. As setas indicam as semanas em que foram aplicadas as doses
da proteina no coelho.
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A figura 14 mostra que a reatividade dos soros do coelho contra a proteina de 67 kDa
aumenta ap6s as imunizacdes, indicando que o coelho respondeu as imunizacgdes e produziu
anticorpos que reconhecem a proteina de 67 kDa.

O resultado do “Western blot” para avaliar a reatividade do soro do coelho as
diferentes proteinas do exoantigeno de F. verticillioides 97K bruto mostrou que o anticorpo

de coelho reconhece a proteina de 67 kDa (Figura 15).
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Figura 15— Reatividade da 1gG de coelho anti-proteina de 67 kDa as proteinas do
exoantigeno de F. verticillioides 97K bruto em diferentes concentracOes
avaliada por “Western blot”: Concentragdo do exoantigeno — (1) Padrdo de
massa molecular; (2) 50 pg/mL; (3) 35 pg/mL; (4) 17 pg/mL.
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Os anticorpos produzidos pelo coelho foram entdo avaliados quanto a sua
especificidade através de ELISA indireto com exoantigeno de outras espécies fungicas (F.
sporotrichioides, F. graminearum, F. subglutinans, A. flavus, A.niger, A. ochraceus, P.
brevicompactum, P. variabile, P. funiculosum e P. purpurogenum). A reatividade apresentada
pelo anticorpo anti-proteina de 67 kDa contra o0 exoantigeno de outras espécies fangicas
variou de 12 (P. variabile e P. funiculosum) a 130% (F. subglutinans) (Tabela 4). A alta
reatividade observada contra o exoantigeno de F. subglutinans pode ter ocorrido devido a
infeccdo prévia do coelho por este fungo, uma vez que o0 soro pré-imune também apresentou
alta reatividade contra esse exoantigeno, e a potencializacdo dessa reatividade apos as
imuniza¢Ges do coelho, uma vez que se observa um aumento na reatividade apds as
imunizagOes (Figura 16).

A reatividade do soro do coelho foi mais elevada contra o exoantigeno de F.
sporotrichoides e F. graminearum em comparacdo com a reatividade contra o exoantigeno

das outras espécies (Tabela 4). A comparacdo da reatividade dos soros pré-imune e imune
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contra os diferentes exoantigenos mostrou que a imunizacdo do coelho com a proteina de 67
kDa levou a um pequeno aumento da reatividade dos anticorpos contra o0 exoantigeno de F.
sporotrichioides, F. graminearum, F. subglutinans e A. flavus, indicando uma possivel
reatividade cruzada dos anticorpos contra 0s exoantigenos dessas espécies fungicas (Figura
16).

O aumento na reatividade dos anticorpos contra os exoantigenos das outras espécies de
Fusarium ap06s as imunizac@es (Figura 17) foi muito mais evidente com o anticorpo IgY anti-
97K. Houve um aumento de 4,2 vezes na reatividade contra o exoantigeno de F.
sporotrichioides, de 3,1 vezes contra 0 exoantigeno de F. graminearum e de 5,9 vezes contra
0 exoantigeno de F. subglutinans apds as imunizag¢Ges. Por outro lado, a reatividade do
anticorpo anti-proteina de 67 kDa aumentou 1,2 vezes contra o exoantigeno de F.
sporotrichioides, 1,4 vezes contra 0 exoantigeno de F. graminearum e 1,5 vezes contra o
exoantigeno de F. subglutinans ap6s as imunizacdes, indicando que a reatividade cruzada dos
anticorpos produzidos contra exoantigeno bruto de F. verticillioides 97K é maior que a dos
anticorpos produzidos contra a proteina de 67 kDa do exoantigeno.

Os anticorpos policlonais produzidos em coelhos contra exoantigeno de F.
verticillioides 97K por Biazon et al. (2006) também apresentaram reatividade cruzada baixa
com outros géneros flngicos (4,5% - 14,7%) e alta com fungos do género Fusarium, variando
entre 51,2% e 76,6%.

A reatividade cruzada com exoantigeno de F. sporotrichioides que era de 65,77% com
anticorpo produzido por Biazon et al. (2006) e de 93% com o anticorpo IgY anti-97K
produzido no presente trabalho, passou para 37% com o anticorpo de coelho anti-proteina de
67 kDa. A reatividade cruzada do anticorpo anti-proteina de 67 kDa contra exoantigeno de F.
graminearum também foi menor (32%) quando comparada com o anticorpo produzidos por
Biazon et al. (2006) (51,16%) e com o anticorpo IgY produzido no presente trabalho (39%),
sugerindo que o anticorpo policlonal contra a proteina de 67 kDa apresenta maior

especificidade com o exoantigeno de F. verticillioides.
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Tabela 4 — Reatividade cruzada da IgG de coelho anti-proteina de 67 kDa do exoantigeno
de F. verticillioides 97K com os exoantigenos de outras espécies fungicas
avaliada por ELISA indireto.

Exoantigenos Reatividade Cruzada
(%)
F. subglutinans 130
F. sporotrichioides 37
F. graminearum 32
A. niger 23
A. flavus 19
A. ochraceus 18
P. purpurogenum 19
P. brevicompactum 18
P. variabile 12
P. funiculosum 12

Figura 16 — Reatividade da IgG de coelho pré-imune e imune contra exoantigenos de outras
espécies fangicas avaliada por ELISA indireto.
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Figura 17 — Relacdo entre a reatividade dos anticorpos imune e pré imune contra o
exoantigenos de diferentes espécies fungicas.
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Com o intuito de avaliar quais proteinas dos exoantigenos de outras espécies fungicas
0 anticorpo anti-proteina de 67 kDa estava reconhecendo, um “Western blot” com os
exoantigenos dessas espécies fungicas (F. sporotrichioides, F. graminearum, F. subglutinans,
A. flavus, A.niger, A. ochraceus, P. brevicompactum, P. purpurogenum) foi realizado (Figura
18). O numero de proteinas reconhecidas pelo anticorpo anti-proteina de 67 kDa em
exoantigenos de outras espécies fungicas foi muito menor que o nimero de proteinas
reconhecidas pelo anticorpo IgY anti-97K (Figura 11 e Figura 18) . Os exoantigenos de F.
sporotrichoides, F. subglutinans e P. purpurogenum foram o0s que apresentaram maior
numero de proteinas reconhecidas pelo anticorpo anti-proteina de 67 kDa (Figura 18 e Tabela
5).
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Reatividade da IgG de coelho aos exoantigenos de F. verticillioides 97K e de
outras espécies fungicas avaliada por “Western blot”: (1) Padrdo de massa
molecular; (2) F. verticillioides 97K; (3) F. subglutinans; (4) F.
sporotrichioides; (5) F. graminearum; (6) A. flavus; (7) A. niger; (8) A.
ochraceus; (9) P. brevicompactum; (10) P. purpurogenum.
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Tabela 5 — Massa molecular aparente das proteinas reconhecidas pelo anticorpo de coelho
anti-proteina de 67 kDa do exoantigeno de F. verticillioides 97K nos
exoantigenos de diferentes fungos analisados.

Fungos Banda Massa Molecular (kDa)
193
127
119
111
98
75
64
35
115
98
81
75
37
81
64
64
64
50
27
13
11
8
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o B~ WO N P P P DN PP OB 0O DN P 0O N o oD

Para se avaliar o potencial do soro de coelho imunizado no reconhecimento de outros
isolados de F. verticillioides, foi feito um “Western blot” com o exoantigeno dos isolados
119Br, 103Br, 164G, 104Ga de F. verticillioides e soros pré-imune e imune do coelho. O
anticorpo de coelho ap6s a imunizacdo foi capaz de reconhecer a proteina de 67 kDa nos
exoantigenos de outros isolados, sustentando a ideia de que esse antigeno é realmente espécie-
especifica (Figura 19)
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Figura 19 — Reatividade do soro de coelho pré-imune (acima) e imune (abaixo) contra
exoantigenos de diferentes isolados de F. verticillioides avaliada por “Western
blot”: (1) Padrao de massa molecular; (2) 97K; (3) 119Br; (4) 103Br; (5) 164G;
(6) 104Ga.
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O ELISA competitivo indireto utilizando anticorpo de coelho anti-proteina de 67 kDa
apresentou potencial para ser utilizado na detecgdo de exoantigeno em racdo a base de milho
destinada a alimentacdo de galinhas poedeiras. O limite de deteccdo foi de 0,029 pg/mL
(Figura 20) e a concentracdo de exoantigeno de F. verticillioides nas amostras determinada
por este ELISA variou de 2 pg/g a 59,8 ug/g, com valor médio de 21,0 ug/g (Tabela 6). Esta
concentracdo de exoantigeno detectada em racdo a base de milho foi menor que a relatada por
Meirelles et al. (2006b), que analisaram 40 amostras de milho recém-colhidas da regido Norte
do Estado do Parand quanto a concentracdo de exoantigeno de espécies de Fusarium seguindo
0 mesmo protocolo de ELISA competitivo indireto utilizado no presente trabalho e a
concentracdo encontrada variou de 8,9 a 956,0 pg/g, com valor médio de 217,3 ug/g. Esta
diferenca na concentracdo de exoantigeno determinada nos dois trabalhos pode estar
relacionada aos tipos de amostras analisadas (racdo a base de milho e milho recém-colhido),
uma vez que foram submetidas a diferentes formas de armazenamento e processamento, ou
pode estar relacionada aos anticorpos utilizados, uma vez que o anticorpo utilizado no
presente trabalho é mais especifico para a espécie Fusarium verticillioides enquanto que o
anticorpo utilizado por Meirelles et al. (2006b) detecta espécies de Fusarium em geral.

Figura 20 — Curva de calibragdo do exoantigeno no ELISA competitivo indireto. A seta
indica o limite de deteccdo do ELISA competitivo indireto (0,029 pug/mL) para
0 exoantigeno de F. verticillioides.
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As fumonisinas foram detectadas em 89% (FB;) e 81,5% (FB;) das amostras de racgéo,
e 0s niveis variaram de 0,03 — 3,03 pg/g para FB;, com média de 0,69 ug/g, e de 0,03 — 1,27
ug/g para FB,, com média de 0,33 ug/g (Tabela 6). Concentragcdes semelhantes de fumonisina
foram encontradas por Meirelles et al. (2006b). A fumonisina B; foi detectada em 100% das
amostras e FB, em 52,5% das amostras de milho, com nivel de contaminagdo variando de
0,03 — 2,4 pg/g para FB;, com média de 0,64 pg/g, e 0,02 — 0,71 ug/g para FB,, com média de
0,28 ug/g. Por outro lado, Ono et al. (1999) e Camargos et al. (2000) detectaram niveis mais
elevados de fumonisinas em amostras de milho. Ono et al. (1999) analisaram 150 amostras de
milho recém-colhidas de trés regides do Estado do Parana (Norte, Centro Oeste e Centro Sul)
e detectaram FB; em 96,3 — 100% e FB, em 63 — 100% das amostras, com variacgdo de 0,07 —
13,46 pg/g para FB; e 0,08 — 6,92 ug/g para FB,. Camargos et al. (2000) avaliaram 23
amostras de milho cultivadas em estacOes experimentais em diferentes regides do Estado de
Sdo Paulo quanto a ocorréncia de fumonisinas B; e B, e detectaram estas micotoxinas em
todas as amostras em niveis que variaram de 1,63 — 25,79 ug/g para FB;, com média de 5,61
ug/g, e de 0,38 — 8,60 ug/g para FB,, com média de 1,86 pg/g. Segundo a “Food and Drug
Administration” (FDA) (2001), a quantidade maxima de fumonisina total (somatério de FBj,
FB, e FB3) permitida para racGes destinadas a alimentacdo de galinhas poedeiras e frangos de
corte € de 30 pg/g e de 100 pg/g, respectivamente, enquanto que na Unido Européia o nivel
maximo recomendado para aves em geral é de 20 pg/g (FB; + FB,) (JORNAL OFICIAL DA
UNIAO EUROPEIA, 2006). Portanto, apesar da alta frequéncia de fumonisinas na racéo, os
niveis encontrados no presente trabalho estdo abaixo dos limites maximos permitidos pela
FDA para aves. Em aves, a ingestdo de alimentos contaminados com fumonisina esta
associada a diminuicdo do peso corporal, aumento no peso de alguns 6rgdos, como moela,
baco e figado, aumento nos niveis de calcio, colesterol e enzimas aspartato-amino-transferase,
diarreia, atrofia cortical do timo, necrose hepatica multifocal, hiperplasia biliar e diminuicao
da producdo média e do peso dos ovos (BUTKERAITIS et al., 2004; LEDOUX et al.,1992;
TRAN el al., 2005).

Apenas uma das 81 amostras de racdo analisadas ndo apresentou contaminagao por
Fusarium spp. O nivel de contaminagéo por Fusarium spp. variou de 50 a 7,5 x 10° CFU/g,
com contaminacdo média de 6,2 x 10* CFU/g, sendo que 14% das amostras apresentaram alta
contaminacdo (nivel de contaminacéo variando entre 10° e 10° CFU/g) (Tabela 7). Ono et al.
(1999) e Meirelles et al. (2006b) obtiveram resultados semelhantes quanto ao nimero de
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amostras contaminadas por Fusarium spp., porém apresentaram maior numero de amostras
com alta contaminacdo por este fungo. Ono et al. (1999) detectaram Fusarium spp. em 98,7 —
100% das amostras da regido Centro-Oeste e Norte do Parana, sendo que na regido Norte
43,3% das amostras de milho apresentaram contagem de Fusarium spp. variando de 10° a 10°
CFU/g (alta contaminacdo). Meirelles et al. (2006b) detectaram Fusarium spp. em todas as
amostras analisadas (40 amostras), com contaminacdo média de 2,1 x 10° CFU/g e a contagem
de fungo acima de 10° CFU/g sendo verificada em 58% das amostras. Almeida et al. (2000)
analisaram a contaminacdo natural em 66 amostras de milho de diferentes regides do Estado
de Sdo Paulo e detectaram uma contaminagcdo menor por Fusarium spp. (55,5 — 80% de

amostras contaminadas).

Tabela 6 — Contagem de Fusarium spp., nivel de fumonisinas e exoantigeno em 81 amostras
de racdo a base de milho.

Parametros Variacéo Média
Contagem de Fusarium spp. (CFU/g) 50—7,5x 10° 6,2 x 10°
Exoantigeno (ug/g) 2,0-59,8 21,0
Fumonisinas (ng/g):
FB; 0,03 -3,03 0,69
FB, 0,03-1,27 0,33
Total 0,03 - 4,07 1,02

Limite de detecgédo: FB; = 30 ng/g; FB, = 30 ng/g

Tabela 7 — Nivel de contaminac¢do por Fusarium spp. em 81 amostras de racdo a base de

milho.
Nivel de contaminagéo NUmero de amostras ~ Porcentagem de amostras
Baixa (0 — 10°) (CFU/qg) 14 17%
Média (10° — 10%) (CFU/q) 56 69%

Alta (10°— 10%) (CFU/g) 11 14%
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Analisando a possivel correlacdo entre a contagem de Fusarium spp. e a concentracdo
de exoantigeno foi possivel observar que houve uma fraca correlacdo positiva entre a
concentracdo de exoantigeno e a contagem de Fusarium spp. (Coeficiente de correlacdo de
Pearson = 0,24) (p < 0,05) (Figura 21). Esse resultado foi semelhante ao obtido por Yong e
Cousin (2001) que desenvolveram um ELISA sanduiche para a deteccdo de espécies de
Aspergillus produtores de aflatoxina em milho e amendoim por meio de anticorpo produzido
para antigeno extracelular de A. parasiticus e observaram uma fraca correlagdo entre a
concentracdo de exoantigeno e a contagem total de fungos em amostras de milho. Isso pode
ocorrer devido ao fato da contagem de fungos ndo ser um método preciso para a estimacao da
biomassa total, uma vez que somente propagulos viaveis sdo detectados e a diminui¢do na
producdo de esporos afeta os resultados da contagem em placa (NOTERMANS;
HEUVELMAN, 1985).

Por outro lado, houve forte correlacdo positiva entre a concentracdo de exoantigeno e a
concentragdo de fumonisina nas amostras de ragdo de aves analisadas, obtendo-se um
coeficiente de correlacdo de Pearson de 0,76 (p < 0,05) (Figura 22). Assim, existe a
possibilidade de utilizar a dosagem de exoantigeno por ELISA competitivo indireto como
forma de estimar o nivel de contaminacdo por fumonisinas em amostras de racdo. Este
resultado é interessante, pois 0 ELISA é um método que permite a analise de varias amostras
em um Unico teste e ndo necessita de reagentes toxicos como a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia.

Meirelles et al. (2006b) também avaliaram a correlacdo entre a concentracdo de
exoantigeno e de fumonisinas em 40 amostras de milho recém-colhidas e observaram uma
correlagdo fraca, provavelmente, devido a utilizacdo de anticorpos policlonais contra
exoantigeno bruto de F. verticillioides 97K que apresentavam alta reatividade cruzada com
exoantigeno de outras espécies do género Fusarium, podendo reconhecer tanto exoantigeno
de espécies de Fusarium produtoras de fumonisinas quanto ndo produtoras, reduzindo a
correlacdo. Assim, a utilizagdo de anticorpo mais especifico para a espécie F. verticillioides,
produtora de fumonisinas, pode ter contribuido para a correlagdo positiva encontrada neste

estudo.
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Figura 21 — Correlacao entre a contagem de Fusarium spp. e a concentracdo de exoantigeno
de F. verticillioides em amostras de racdo a base de milho (n=81 e coeficiente de
correlacédo de Pearson = 0,29). (Programa: Statistica 7.0)
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Figura 22 — Correlacédo entre a concentracdo de exoantigeno e de fumonisinas em amostras
de racdo a base de milho (n=81), sendo o coeficiente de correlagdo de Pearson
igual a 0,76. (Programa: Statistica 7.0)
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5. CONCLUSAO

O anticorpo policlonal de coelho contra a proteina de 67 kDa do exoantigeno de F.
verticillioides 97K apresenta potencial para ser utilizado no desenvolvimento de técnicas
imunoldgicas de deteccdo de diferentes isolados de F. verticillioides, apresentando menor
reatividade cruzada com exoantigeno de outras espécies flngicas quando comparado com
anticorpo policlonal de galinhas contra exoantigeno de F. verticillioides 97K bruto.

O ELISA competitivo indireto utilizando o anticorpo especifico para a proteina de 67
kDa foi capaz de determinar a concentragdo de exoantigeno de F. verticillioides em amostras
de racdo, e esta concentracdo se correlacionou fortemente e de forma positiva com a
concentracdo de fumonisinas detectadas nas mesmas. Portanto, 0 ELISA competitivo indireto
¢ um método promissor para quantificacdo de exoantigeno de F. verticillioides em amostras

de racéo de aves.
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