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Introducio

Salmonella sp. ¢ um dos principais agentes causadores de doencas transmitidas por
alimentos, podendo ser contaminados durante a producdo e armazenamento. A detec¢do do
patogeno-padrao ¢ realizada por plaqueamento, que pode demorar até cinco dias; mas, para um
controle das caracteristicas microbiologicas de forma rotineira, podem ser adotados testes
rapidos que sdo considerados métodos de triagem eficientes e mais rapidos do que o método-
padrdo, apesar do tempo de resposta ser em torno de 24 horas, podendo ou nio ter uma etapa
de pré-enriquecimento. Esta etapa ¢ importante para que se alcance a sensibilidade necessaria
para um resultado positivo do teste em baixas concentragcdes do patdgeno na amostra. Nesse
sentido, varios estudos focaram no desenvolvimento de métodos para a detec¢ao de Salmonella
com menor tempo de resposta para o patdogeno em amostras de alimentos. Nos tltimos anos, os
métodos de deteccdo alternativos para Sa/monella incluem cultura bacteriana (JIA et al., 2023),
ELISA (HU etal., 2018), reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (BEN HASSENA et al., 2015),
espalhamento Raman aprimorado na superficie (SERS) (CHUESIANG et al.,, 2021),
imunossensor eletroquimico de grafeno (FENG et al., 2022), dentre outros. No entanto, esses
métodos geralmente apresentam algumas desvantagens, incluindo operagdo experimental
demorada, equipamentos sofisticados e caros, além da necessidade de técnicos bem treinados.
Portanto, h4a a necessidade de explorar métodos rapidos de deteccao de custo competitivo,
simples, de alta sensibilidade e especificidade para essas bactérias.

Os imunossensores eletroquimicos possuem a capacidade de identificar microrganismos
patogénicos devido a presenga do anticorpo referente ao seu antigeno, caracteristica que o torna
altamente sensivel, seletivo com alta precisao e reprodutibilidade durante a medigdo elétrica
(SUBHAN; MUZIBUR RAHMAN, 2022). Os pontos quanticos de carbono (PQ) sdo um novo
tipo de material nanoestruturado a base de carbono que apresenta fluorescéncia. Sao
nanoparticulas de carbono quase esféricas exclusivas ultrafinas e tamanho inferior a 10 nm (LIU
et al., 2020) normalmente compostos por um nucleo carbogénico, com grupos funcionais
ligados a locais da superficie, que aumentam a possibilidade de interagdo quimica com outras
moléculas. Os PQs que foram sintetizados a partir da biomassa da améndoa do pequi para este
estudo proporcionou um aumento do sinal elétrico e identificagao da molécula alvo cada vez
mais rapido. Os pontos quanticos foram testados na conjugacdo do anticorpo em substitui¢ao a
enzima peroxidase como alternativa no desenvolvimento de um dispositivo de baixo custo e
com capacidade maior de transferéncia eletronica, conseguindo aumentar a sensibilidade de
sinal em nano ampére (nA) e com limite de deteccao (LOD) cada vez menor.

O objetivo desse estudo foi realizar a montagem do imunossensor com o anticorpo
previamente conjugado com os pontos quanticos e avaliar o desempenho para identificagdo de
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salmonella Typhimurium, sua seletividade em meio a bactérias gram positivas e gram negativas
como também avaliar sua sensibilidade ao patdgeno vivo e morto.

Material e Métodos

Purificacao e marcacao do anticorpo com pontos quanticos

O soro polivalente anti-Salmonella Poli A-1 e Vi com foi saturado com (NH4)>SO4 45%
sob agitacao (15.303 x g) por 30 minutos a 4°C, seguido de repouso por 24 horas. O precipitado
foi dialisado contra tampao PBS 10 mM, pH 7,4 por 24 horas e a concentra¢io foi determinada
em espectrofotdmetro digital UV. A conjugacao do anticorpo com os PQs (anti-PQ) foi feita
através da mistura em tampao PBS usando uma relacdo de 1:6 (m/m), deixando sob agitacdo
por 24h.

Cultura de bactérias

A cepa de Salmonella Typhimurium ATCC® 51812 foi cultivada em caldo BHI a 37 °C
por 24 horas. A dispersao bacteriana foi centrifugada a 3,826 x g por 30 minutos e o
sobrenadante foi descartado. O pallet foi lavado com tampao PBS estéril 10 mM pH 7,4 e, com
o mesmo tampdo, foram preparadas suspensdes bacterianas nas concentragdes de 10 a 10’ UFC
mL"! pelo método turbidimétrico de McFarland. As concentragdes foram confirmadas por
contagem em placas. Uma aliquota de 100 puL de cada concentragdo bacteriana foi retirada e
adicionada em 2 mL da solucdo de PBS para a montagem do biossensor. Cepas de
Staphylococcus aureus ATCC® 12600 e Escherichia coli ATCC 4157 foram também usadas
para os ensaios de especificidade do biossensor com concentragio de 10 UFC mL™ das
bactérias, utilizando-se a mesma metodologia reportada para Sa/monella Typhimurium. Os
ensaios para sensibilidade de Salmonella inativa foram feitos utilizando a concentracdo 10
UFC/mL! apds aquecimento de 70°C durante 30 minutos.

Montagem do imunossensor

O eletrodo foi inicialmente mergulhado em uma solugao etanolica de cisteaminaa 10 mM
durante 3 horas. Em seguida, foi lavado com etanol e deixado secar a temperatura ambiente.
Posteriormente, a proteina foi adicionada a uma solucdo de EDC a2 mM e NHS a 5 mM, com
uma concentragao de 7,5 mg/mL, permanecendo por 1 hora para ativar os grupos carboxilicos.
Ap0s essa ativagdo, o eletrodo foi imerso na solugdo de proteina A ativada por 1 hora. Em
seguida, realizou-se a lavagem com tampao fosfato (PBS) a 10 mM e pH 7,4. O eletrodo
modificado foi imerso overnight em uma solugdo de anticorpo primario a 2 mg/mL e lavado
novamente com PBS. Este eletrodo foi entdo imerso em uma solugdo de BSA a 1% durante 1
hora para bloquear os sitios inespecificos de ligac¢do, seguido por uma nova lavagem com PBS.
Terminado a montagem, o eletrodo foi mergulhado na solu¢do do patdégeno por lh nas
concentragdes supracitadas e finalizado com a imersdao em solu¢do do anticorpo secundario
(Anti-PQ) por 1h.

A caracterizacdo elétrica foi realizada na célula eletroquimica contendo PBS, peréxido
de hidrogénio 300 mM e hidroquinona 3 mM. A resposta foi determinada polarizando o
eletrodo de ouro a -75 mV até que uma linha de base estavel fosse alcangada em 120 s. Todas
as medig¢des eletroquimicas foram executadas em temperatura ambiente e realizadas utilizando-
se um potenciostato/galvanostato AUTOLAB e o seu software NOVA 1.2 para saida dos dados.

Resultados e Discussiao

Observando a Figura 1 constatou que o imunossensor foi capaz de distinguir diferentes
concentragdes de Salmonella (p <0,05). Isso permitiu a constru¢do de uma curva analitica capaz
de determinar o limite de detec¢do (LOD) do dispositivo. O LOD determinado a partir da curva
analitica obtida através da equagdo da reta fornece o coeficiente linear e o desvio padrao do
branco para determinar este valor baseado na relagao 1:
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LD = Y, + 35; (1)

Onde Y1 ¢ o coeficiente linear e Sz o desvio padrdo do branco. O valor de LOD para este
dispositivo foi de 0,005 UFC/mL. O resultado indica que o biossensor funcionalizado com
Cdots tem potencial para atingir um limite de deteccao (LOD) inferior aos de métodos
tradicionais, como os que utilizam enzima peroxidase, de acordo com estudos anteriores
(MELOcetal., 2016,2021). Esse avancgo tecnologico aponta para o desenvolvimento de métodos
mais sensiveis e eficientes na deteccdo de patdogenos alimentares, abrindo caminho para
diagnosticos mais rapidos e precisos. Exemplos disso foi o desenvolvimento de um biossensor
a base de carbon dots com 48,8 % de rendimento quantico para a detec¢do de Salmonella
typhimurium, apresentando um limite de detec¢do de 0,079 uM (GARG; PRASAD, 2024).
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Figura 1. Curva de calibragdo para o patégeno em diferentes concentragdes, variando de 10 a
10’ UFC/mL".

Com o objetivo de verificar a sensibilidade do imunossensor, o desempenho foi testado na
presenca do patdgeno vivo e morto na concentragio de 10 UFC mL™! em meio tamponado.
Observa-se na Figura 2 que a variac¢do do sinal elétrico diminuiu consideravelmente quando a
Salmonella foi morta, pois o A ¢ igual a zero. De outro modo, o sinal amperométrico do
dispositivo aumentou na presenca de Salmonella viva, atingindo um A igual a — 2,2 mA. Sabe-
se que a grande maioria dos sorotipos de Salmonella apresentam flagelos ao longo de sua
estrutura fisica, o que favorece a interagdo com o anticorpo imobilizado no biossensor em meio
estatico. Apos a pasteurizagdo (morte), a bactéria com suas proteinas desnaturadas precipita no
meio, e por isso as interagdes ndo acontecem.
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Figura 2. Comparativo do sinal elétrico dos biossensores com S. Typhimurium viva e morta.
O delta da corrente elétrica (Ai) € caracterizado pela diferenga de corrente elétrica da resposta
do biossensor sem Sal/monella em tampao fosfato 7,4 na concentracdo de 10 mM (—) e do
biossensor com Salmonella viva (—) e morta (—) na concentracio de 10 UFC mL™!, na
presenca de hidroquinona 3 mM e peroxido de hidrogénio 300 mM.

As diferencas estruturais entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas podem ser
um desafio para boa a especificidade do imunossensor. Gram-positivas possuem uma camada
espessa de peptidoglicano, enquanto Gram-negativas apresentam uma parede celular mais
complexa, incluindo uma fina camada de peptidoglicano ¢ uma membrana externa rica em
lipopolissacarideos (HUANG et al., 2018; LI et al., 2021; SHEN et al., 2022). Essas diferengas
influenciaram a interagdo entre o anticorpo imobilizado no biossensor, como mostrado na
Figura 3. O biossensor conseguiu diferenciar a presenga de Sa/monella de maneira eficaz,
minimizando reagdes cruzadas com E. Coli e S. Aureus. A mistura das trés culturas diferentes
nas concentragdes de 10 UFC mL™! (MIX) a fim de avaliar o reconhecimento da Salmonella na
presenga de E. Coli e S. Aureus foi de -4,83 = 0,02 mA em relagdo ao sinal elétrico para o
biossensor apenas com Salmonella (-5,22 + 0,03 mA). A diferenca para as duas condi¢des nao
foi significativa, podendo afirmar que nao houve alteragcdo no sinal para as duas condigdes.

Testes de especificidade para o biossensor a base de Ni-TCPP(Fe?"), uma porfirina de
tetracarboxifenil de niquel e ferro (Fe*") revelaram alta seletividade para Salmonella, sem
reatividade cruzada significativa com outras bactérias testadas. Além disso, o biossensor
mostrou boa reprodutibilidade e estabilidade, sendo eficaz em amostras bioldgicas clinicas,
como urina humana diluida, com taxas de recuperacao variando entre 98,7% e 102,7%. (Zheng
etal., 2024).
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Figura 3. Andlise de especificidade das amostras do imunossensor frente a bactérias gram
positiva (S. Aureus) e gram negativas (S. Typhimurium e E. Coli). Apresentacdo das
concentracdes individuais e mistura, contendo cada uma na concentra¢io de 10 UFC mL"!.

Conclusoes

O imunossensor apresentado neste trabalho teve um limite de deteccdo baixo para a
Salmonella, eliminando a etapa de enriquecimento que alguns métodos convencionais precisam
para obter um resultado positivo quando as bactérias estdo presentes em baixas concentragdes.
O curto tempo de resposta do biossensor representa outra grande vantagem do imunossensor
em comparagdo com outros testes de triagem no mercado que demandam uma média de 24 h
para um diagnostico. A capacidade do biossensor em diferenciar as formas inativas e ativas da
Salmonella é uma grande vantagem desse dispositivo frente aos métodos utilizados no mercado.
A seletividade do biossensor a Salmonella na presenca de bactérias como Escherichia coli e
Staphylococcus aureus também foi aceitavel.
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