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RESUMO

Souza, Nathalia Corréa Chagas de. Desenvolvimento de um imunossensor baseado em
fibra oOptica plastica para deteccdo de Escherichia coli em &gua. Rio de Janeiro, 2010.
Dissertacdo de Mestrado (Curso de P6s-Graduagdo em Tecnologia de Processos Quimicos e

Bioquimicos)- Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2010.

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude, o acesso a agua potavel ¢ um dos fatores
determinantes para a manuten¢do da qualidade de vida. De indubitdvel importancia, sua
utilizacdo abrange desde processos industriais até reagdes fisioldgicas, essenciais para a
sobrevivéncia dos seres vivos. Porém, a 4gua também representa uma das principais vias de
carreamento de microrganismos patogénicos. A determinacdo de microrganismos
indicadores, que normalmente compartilham espago com os patogé€nicos, mostra-se mais
simples e menos dispendiosa. Atualmente o principal microrganismo indicador utilizado ¢ a
bactéria Escherichia coli, de origem gastrintestinal. Sua presenca no ambiente indica
contaminagdo fecal na agua, solo ou vegetais. Diversas metodologias tém sido descritas
visando a detec¢do de microrganismos no ambiente, porém as técnicas propostas requerem no
minimo 24 horas para apresentarem resultados. Este intervalo pode resultar na contaminagado
de um grande numero de pessoas, além de graves perdas econdmicas. Os imunossensores sao
sensores que utilizam anticorpos para a detecg¢do especifica da substincia a ser analisada.
Estes representam uma tecnologia com grande potencial para atender a rapidez e
sensibilidade exigida nestes casos, podendo, independentemente do estado fisioldgico das
células, propiciar deteccdes em tempo real. Assim, neste trabalho foi desenvolvido um
imunossensor baseado em fibra optica pléstica (metacrilato de polimetila) para deteccdo de
Escherichia coli em dgua. Em sua elaboragao foi utilizada a bactéria E. coli, como célula alvo
e outras enterobactérias como células controle. As fibras foram modificadas para formagao de

uma area sensivel (“taper”), através de aquecimento e estiramento das mesmas, sendo as
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medidas das fibras avaliadas e diferentes conformagdes (curvas ou retas) comparadas. A
regido sensivel sofreu tratamento quimico e posterior sensibilizagdo utilizando-se anticorpos
especificos para E. coli. A eficiéncia de ligacdo dos mesmos foi analisada por microscopia
oOtica ¢ eletronica, assim como através da avaliagdo do sinal obtido durante interagdo das
fibras com as bactérias. O efeito de amplificagdo do sinal detectado com o uso de particulas
de latex revestidas com anticorpos também foi avaliado, assim como a manuten¢do da
estabilidade do sensor frente a diferentes fatores ambientais como temperatura, pH e dureza
também foram estudados. Os resultados revelaram que ocorreu ligacdo dos anticorpos a fibra,
e que o conjunto fibra - anticorpo foi capaz de ligar as bactérias de forma especifica, que
provocou variagdo do sinal, principalmente quando altas concentragdes bacterianas foram
avaliadas. A utilizacdo de particulas de latex possibilitou o aumento do sinal e deteccdo de
baixas concentra¢des bacterianas (10° células/mL), sugerindo a manutencdo da eficiéncia dos
anticorpos e do protocolo utilizado. As condi¢des ambientais, que permitiram melhor
detecgdo de E. coli, foram temperatura a 30°C e pH 7,0. A variagio destes fatores, bem como
o aumento da dureza, influenciou negativamente na ligacdo e deteccdo das bactérias pelo
sensor.

Palavras-chave: Agua. Escherichia coli. Imunossensor. Fibra dptica.
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ABSTRACT

Souza, Nathalia Corréa Chagas de. Development of an immunosensor based on plastic
optical fiber for detection of Escherichia coli in water. Rio de Janeiro, 2010. Master's
Thesis (Postgraduate Studies in Technology of Chemical and Biochemical Processes) -

School of Chemistry, Federal University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

According to the World Health Organization, access to drinking water is a major
factor for maintaining quality of life. Undoubtedly important, its use ranges from industrial
processes to physiological responses, essential for the survival of living beings. However,
water also represents a major carrier of pathogenic microorganisms. The determination of
indicator microorganisms, which often share space with pathogenic strains, is simpler and less
expensive. Currently, the main indicator strain used is Escherichia coli of gastrointestinal
origin. Its environmental presence indicates fecal contamination in water, soil or plants.
Several methods have been described aiming the detection of microorganisms in the
environment, but the proposed techniques require at least 24 hours for results to be produced.
This delay can result in contamination of a large number of people, and serious economic
losses. Immunosensors are sensors that use antibodies for detection of the analyzed
substances. These represent a technology with great potential to meet the speed and sensitivity
required in these cases, regardless of the physiological state of cells, providing real-time
detection. Thus, in this work we produced an immunosensor based on plastic optical fiber
(polymethyl methacrylate) for detection of Escherichia coli in water. In its preparation was
used E. coli as target cells and other enterobacteria as control cells. The fibers were modified
to form a sensitive area ("taper"), through heating and stretching, evaluating different
measurements and conformations (curved or straight). The region was submitted to chemical

treatment and subsequent sensitization using specific E. coli antibodies. The antibody
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binding efficiency was analyzed by light and electron microscopy, and also by evaluating the
signal obtained by the fibers during interaction with bacteria. The amplification of this signal
by latex particles coated with antibodies was also evaluated, as well as the stability of the
sensor through different environmental factors such as temperature, pH and hardness. Results
showed that antibody binding to the fiber occurred, and that the fiber-antibody set was
capable of binding bacteria specifically, resulting in attenuation of the generated signal,
especially when high bacterial concentrations were evaluated. The use of latex particles
enabled signal increase and low bacterial concentrations detection (10° cells / mL), suggesting
the maintenance of antibodies efficiency and of the protocol used. Environmental conditions
which allowed better detection of E. coli, were temperature 30 °C and pH 7.0. The variation
of these factors, as well as increased hardness, had a negative influence on binding and
detection of bacteria by the sensor

Keywords: Water. Escherichia coli. Imunosensor. Optical Fiber.
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1: INTRODUCAO

A 4gua ¢ essencial para a manuten¢do da vida, assim como para as atividades da
industria e agricultura. Sabe-se sua qualidade e seguranga sdo pontos de grande importancia
na saude publica (LIGUORI et al, 2010), uma vez que esta pode ser considerada um dos
principais veiculos de contaminantes fisicos, quimicos (NIELSEN, KUEHN & MUELLER,
2010; ROHDEN et al., 2009) e microbiologicos (DOMINGUEZ et al., 2009), causando
graves injurias ou até mesmo a morte (LIGUORI et al., 2010; MARSHALL et al., 2006).
Como exemplo, a gastrenterite aguda ¢ considerada a principal causa de morbidade e
mortalidade infantil nos paises em desenvolvimento (DOMINGUEZ et al, 2009). A
importancia da qualidade da agua na vida dos seres humanos ¢ profundamente analisada e fica
clara em estudos como de VOLPE et al (2009), que aborda o impacto de fatores, como o
acesso a agua potavel, na queda da mortalidade infantil no Estado do Rio de Janeiro.

A presenga da bactéria Escherichia coli no ambiente, na agua, solo e vegetais esta
associada a contaminacdo fecal, uma vez que este microrganismo habita exclusivamente o
trato gastrointestinal de animais de sangue quente (SCOTT et al, 2002). Assim, este
microrganismo pode ser indicativo da potencial presenga de outros microrganismos, inclusive
de enteropatdgenos, uma das razdes para sua atual utilizagdo como principal indicador da
qualidade da dgua. Apesar da bactéria E. coli e seus hospedeiros normalmente coexistirem de
forma harmoniosa e com beneficios mutuos, a ocorréncia deste microrganismo em areas do
corpo que ndo apresentam microbiota, como sangue, liquor, urina e cavidades, pode gerar
quadros infecciosos graves. Além disso, existem cepas que, por haverem adquirido atributos
especificos de viruléncia, podem causar um grande espectro de doengas, inclusive extra-
intestinais (KAPER, NATARO & MOBLEY, 2004).

Embora existam os chamados métodos rapidos para diagndstico em microbiologia,
atualmente os principais métodos de deteccdo de microrganismos em agua, requerem um
longo tempo de andlise. Estes podem levar de 1 a 7 dias para a liberagdo dos resultados, além
da necessidade de equipamentos ¢ mao de obra qualificada (LIM et al., 2003).

Uma vez que para a prevengdo de problemas graves no uso da dgua ¢ essencial o
diagnostico rapido, existe a necessidade do desenvolvimento e aprimoramento de
metodologias que fornegam resultados em menor tempo. Desta forma, os biossensores
grassam neste cenario apresentando caracteristicas outras, como baixo custo, sensibilidade e

possibilidade de miniaturizagdo (FREIRE, DURAN & KUBOTA., 2002).
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O funcionamento de um biossensor, de uma forma geral, envolve a alta sensibilidade
do componente bioldgico ao substrato de interesse. Como produto desta interagao, ocorrem
variagdes de um ou mais paradmetros fisico-quimicos, que sdo convertidos em um sinal
elétrico mensuravel, que € processado pelo uso de um transdutor adequado (DANIELSSON et
al., 1981). A combinagdo dos diversos tipos de componentes bioldgicos e transdutores
permite a elaboracao de biossensores capazes de identificar multiplas substancias, inclusive
com alta especificidade, como ¢ o caso dos imunossenores, que utilizam anticorpos como
componente biologico. Desta forma, o uso destes equipamentos apresenta um grande
potencial para o monitoramento ambiental, diagnostico clinico e industria alimenticia (DINH

etal., 1993; MARAZUELA & BONDIL, 2002; WOLFBEIS et al., 2004).

Problemas de estabilidade e a falta de credibilidade dos biossensores para aplicacao
em algumas areas sao ainda grandes desafios que contribuem para a escassez destes
instrumentos no mercado. No entanto, esfor¢cos t€ém sido realizados buscando melhorar a
confianga de modo a obter um sensor com o desempenho desejado em termos de

sensibilidade, alcance dinamico e reprodutibilidade (SILVA et al., 2009).

Dentro deste contexto, o presente trabalho teve como objetivo a elaboracdo de um
imunossensor, baseado em fibra Optica plastica, visando a detec¢do da bactéria Escherichia

coli, de forma seletiva e reprodutivel, em um curto tempo, menos de 60 minutos.



2: REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Importancia da &gua no mundo

O acesso a agua de qualidade ¢ um aspecto primordial para a boa saide humana
(OMS, 2006; SEINO et al, 2008; LIGUORI et al, 2010), apesar de mais de 1 bilhdo de
pessoas ndo serem beneficiadas com agua potavel para consumo (ILLMAN, 2006). Segundo
estudos, este ¢ um fator diferencial que influenciou na diminui¢do da mortalidade infantil nos
estados brasileiros, bem como na mortalidade pos-neonatal, entre os anos de 2000 e 2005
(VOLPE et al, 2009). O fornecimento de agua de boa qualidade versa como um dos topicos
dos “Objetivos de Desenvolvimento do Milénio”, desenvolvidos pela ONU (ONU, 2002),
dada sua importdncia e necessidade de avaliagdo, especialmente nos paises em
desenvolvimento. Isto se deve ao seu potencial de veiculacdo principalmente de
contaminantes quimicos (BLOOMFIELD et al., 2006, MARSHALL et al., 2006), bacterianos
(FAWELL & NIEUWENHUIJSEN, 2003), além de outras causas como agentes virais €

protozoarios, conforme mostrado na Tabela 1.

TABELA 1 - Numero de surtos de doencas transmitidas por alimentos, segundo categoria do
agente etioldgico, PR (1978 - 2000).

Categoria do Numero de %o
agente surtos

Bactenanos 1195 59.8
Quimicos 122 6.1
Outras causas 683 341
Total 2000 100.0

Adaptado de AMSON, HARACEMIV & MASSON, (2006).

2.2. Risco microbioldgico relacionado ao consumo de agua

Estima-se que aproximadamente 6000 criancas morrem diariamente por doengas
transmitidas pela dgua (ILLMAN, 2006). Doencas infecciosas, especialmente diarréia,
continuam a dominar o cenario global (WHO, 2010), cerca de 1,8 milhdes de pessoas morrem

de diarréia a cada ano, estando esta relacionada principalmente ao consumo de dgua mal ou

3
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nao tratada (SEINO et al, 2008). A agua também ¢ responsavel pela transmissao de diversas
outras doengas que podem tanto incapacitar quanto matar os individuos, como as
gastrenterites agudas (DOMINGUEZ et al., 2009). As possiveis conseqiiéncias para a satide,
da contaminagdo microbiana da agua, sdo tais que seu controle deve sempre ser encarado
como de importancia primordial e nunca ser comprometido (WHO, 2010). Contaminantes
microbiologicos como bactérias (MARSHALL et al., 2006; ROHDEN et al., 2009), virus
(DOMINGUEZ et al., 2009; SILVA et al., 2009) e protozoarios (OUATTARA et al, 2010)
sdo veiculados especialmente através do consumo de dgua (MINISTERIO DA SAUDE, 2006;
WHO, 2010). Tais disseminagdes podem ser aumentadas pelas mudangas climaticas
(DELPLA et al, 2009). Na Figura 1 podem ser observados os principais agentes etiologicos
causadores de surtos de transmissao hidrica e alimentar (DTHA), entre os anos 1999 ¢ 2008,

segundo o Ministério da Saude (2008).

Proporgao de surtos
r
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Agente etioldgico

FIGURA 1 - Surtos de doengas com origem hidrica e alimentar segundo o agente

etiologico, Brasil 1999 — 2008. *Necessidade de identificagao de sorotipo.
Adaptado de: http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/surtos agua 10.pdf.

Os surtos de DTHA no Brasil podem ser divididos por regides (Figura 2), entre os
anos 1999 e 2008 houve uma incidéncia de 6874 casos/100.000 habitantes (MINISTERIO DA
SAUDE, 2008)
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FIGURA 2 — Surtos de doencas com origem hidrica e alimentar segundo més e regido.
Brasil, 1999 — 2008. Adaptado de http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/surtos_agua 10.pdf.

Segundo a Portaria n°. 518, de 25 de margo de 2004, do Ministério da Saude, ¢
considerada agua potavel aquela que atende pardmetros microbioldgicos, fisicos, quimicos e
radioativos e que ndo oferega risco a satide humana. A mesma prevé que o parametro adotado
para a determinacdo de contamina¢do microbiologica em aguas ¢é a deliberacdo de
microrganismos indicadores, classificados como coliformes totais e termotolerantes (a 45°C),

sendo que o segundo grupo deve estar ausente (BASTOS et al., 2000; BRASIL, 2004).

2.2.1. Organismos indicadores de contaminacgao

A deteccdo e identificagdo dos diferentes patdogenos na agua €, via de regra, morosa,
complexa e onerosa. Por essa razdo, tradicionalmente recorre-se a identificacdo dos
organismos indicadores de contaminacao, na interpretagdo de que sua presenga possa apontar
o contato do meio analisado com matéria de origem fecal (humana ou animal) e, portanto, o
risco potencial da presenga de organismos patogénicos, que em sua maioria sdo encontrados
no intestino (BRASIL, 2004).

Segundo o Ministério da Saude (BRASIL, 2004) os organismos indicadores devem
apresentar caracteristicas como:
* ser de origem exclusivamente fecal;
* apresentar maior resisténcia que os patogénicos aos efeitos adversos do meio ambiente e aos
processos de tratamento;

* apresentar-se em maior nimero que os patogénicos;
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* ser de facil identificacao;

* ndo se reproduzir no meio ambiente.

No caso de nenhum microrganismo satisfazer simultaneamente a todas essas
condi¢des, deve-se trabalhar com o melhor indicador, isto é, aquele que apresente a melhor

correlagdo com os riscos de saude associados a contaminagao de um determinado ambiente.

2.2.2. Coliformes

Em 1855, Theodor Escherich isolou uma bactéria em fezes de criangas, a qual recebeu
a denominacao original de Bacterium coli e mais tarde foi confirmada como habitante do trato
intestinal de seres humanos e animais de sangue quente, sendo denominada Escherichia coli,
em homenagem postuma a seu descobridor (SHULMAN, FRIEDMANN & SIMS, 2007). No
desenvolvimento do conceito de organismos indicadores de contaminagdo e de sua aplicagao
na avaliacdo da qualidade sanitaria, de ambientes e de produtos de consumo humano, por
muito tempo prevaleceu o emprego da Escherichia coli. Entretanto, a busca por agilidade e
simplicidade deu lugar a utilizagdo disseminada dos “coliformes” e, mais tarde, dos
termotolerantes, diferenciados pelo teste de termotolerancia introduzido por ENKMAN em

1904 (apud BASTOS et al, 2000).

2.2.3. Coliformes totais

Sao bacilos Gram-negativos, aeroébios ou anaerobios facultativos, ndo formadores de
esporos, nao produtores da enzima citocromo oxidase, capazes de desenvolver-se na presenca
de sais biliares ou agentes tensoativos que fermentam a lactose com produ¢do de acido, gas e
aldeido a 35,0 + 0,5 °C em 24 a 48 horas. Estes microrganismos podem apresentar atividade
da enzima B-galactosidase. Estdo presentes no intestino humano e de animais de sangue
quente e sdo eliminadas nas fezes em niimeros elevados (10° — 10® células/g). A maioria das
bactérias do grupo coliforme pertence aos géneros Escherichia, Citrobacter, Klebsiella e
Enterobacter. Vérios outros géneros e suas espécies podem apresentar um comportamento
compativel com o grupo dos coliformes, podendo apresentar ou n3o uma origem
exclusivamente fecal. Por isso, na avaliagdo da qualidade de 4guas naturais, os coliformes
totais tém valor sanitario limitado. Sua aplicagdo restringe-se praticamente a avaliagdo da
qualidade da &gua tratada, na qual sua presenc¢a pode indicar falhas no tratamento, uma
possivel contamina¢do apos o tratamento ou ainda a presenca de nutrientes em excesso

(MINISTERIO DA SAUDE, 2006.), conforme mostrado na Tabela 2. Além disso,
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principalmente em climas tropicais, os coliformes apresentam capacidade de se multiplicar na

agua (OMS, 2006).

TABELA 2 - Padrao microbiologico de potabilidade da dgua para consumo humano

PARAMETRO VMP (a)
Agua para consumo humano (b)
Escherichia coli ou coliformes termotolerantes Auséncia em 100ml
(c)
Agua na saida do tratamento
Coliformes totais Auséncia em 100ml

Agua tratada no sistema de distribuic&o (reservatorios e rede)

Escherichia coli ou coliformes termotolerantes Auséncia em 100ml
(c)
Coliformes totais Sistemas que analisam 40 ou mais amostras

por més: Auséncia em 100ml em 95% das
amostras examinadas no més; Sistemas que
analisam menos de 40 amostras por meés:
Apenas uma amostra podera apresentar
mensalmente resultado positivo em 100ml.

Fonte: portaria n°. 518, de 25 de Marco de 2004, do Ministério da Saude, Brasil, 2004. (a) Valor Maximo

Permitido. (b) 4gua para consumo humano em toda e qualquer situagdo, incluindo fontes individuais como

pogos, minas, nascentes, dentre outras. (c) a deteccdo de Escherichia coli deve ser preferencialmente adotada.

A andlise da presenca dos coliformes também ¢ utilizada para a determinacao de
padrdes microbioldgicos de dguas com outras destinagdes como balneabilidade, recreagao de
contato primdrio: natacdo, mergulho, esqui-aquatico, entre outros (BRASIL, 2001), e cultivo

de hortalicas (ANVISA, 2001).

2.2.4. Coliformes termotolerantes

O grupo dos coliformes termotolerantes, anteriormente descritos como coliformes
fecais, ¢ um subgrupo das bactérias do grupo coliforme que fermentam a lactose com
producdo de gas a 44,5 + 0,2 °C em 24 horas. Compreende o género Escherichia e, em menor
extensdo, espécies de Klebsiella, Citrobacter e Enterobacter. Apesar da denominagdo, o
grupo acaba também por incluir bactérias de origem ndo exclusivamente fecal, embora em
propor¢ao bem menor que a do grupo dos coliformes totais. Uma vez que algumas espécies
sdo encontradas em aguas ricas em matéria organica ou efluentes industriais, a utilizacao dos

coliformes fecais na avaliacdo da qualidade de 4guas naturais, principalmente em paises de
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clima tropical, também tem sido questionada (OMS, 2006). Apesar disso e com base no fato
de que entre os cerca de 10°-10® coliformes fecais/100 mL, usualmente presentes nos esgotos
sanitarios, predomina a Escherichia coli (bactéria de origem exclusivamente fecal), esses
organismos ainda tém sido largamente utilizados como indicadores de poluicdo de aguas
naturais. E pouco provavel que os “coliformes fecais” se desenvolvam em sistemas de
distribuicao, a menos que exista abundancia de nutrientes, que ocorra pds-contaminagao, que
a temperatura da dgua tratada seja inferior a 13 °C e que néo exista cloro residual livre (OMS,

2006).

2.2.5. Escherichia coli

A relacdo hospedeiro-microbiota em um individuo sauddvel corresponde a uma
simbiose homeostatica, na qual os hospedeiros proveem a microbiota nutrientes € um
ambiente estdvel, enquanto a microbiota o assiste com a maturidade do sistema
gastrointestinal, ativando o sistema imune, oferecendo alguma prote¢do contra espécies
invasoras, além de contribuir nutricionalmente, por exemplo, com a produgdo de vitaminas
(LESER & M@LBAK, 2009).

A bactéria Escherichia coli encontra-se na camada mucosa do colon dos mamiferos, €
0 microrganismo anaerobio facultativo predominante na microbiota intestinal humana
(KAPER, NATARO & MOBLEY, 2004). Distingue-se dos demais coliformes por possuir as
enzimas B-galactosidase e B-glucoronidase; fermenta a lactose e o manitol com a producdo de
acido e gas e produz indol a partir de triptofano a 44,5 + 0,2 °C em 24 horas; ndo produzem a
enzima citocromo oxidase e nao-hidrolisam a uréia (OMS, 2006). Algumas cepas crescem a
37 °C, outras nio fermentam a lactose (cerca de 10%) ou sdo indol-negativas (cerca de 3%-
5%) (OMS, 2006).

Este microrganismo coloniza o trato gastrointestinal do recém nascido em suas
primeiras horas de vida, desta forma, o sistema imune humano ¢ altamente tolerante a E. coli
(NATARO, 2004). Porém, em individuos debilitados, imunossuprimidos ou quando a barreira
gastrintestinal ¢ violada, até mesmo bactérias comensais, como € o caso da E. coli, podem
causar infecgdes, como peritonites, inflamagdes do peritonio (NATARO & KAPER, 1998;
KAPER, NATARO & MOBLEY, 2004).

Além disso, existem varios clones de E. coli adaptados, que adquiriram atributos de
viruléncia especificos. Essas caracteristicas conferem uma maior capacidade de adaptacdo a
novos nichos e permite-lhes causar um amplo espectro de doengas nos seres humanos.

Freqiientemente codificado por elementos genéticos, esses atributos de viruléncia podem criar

8
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novas combinagdes de fatores de viruléncia. Sendo que apenas as combina¢des mais bem
sucedidas de fatores de viruléncia persistem, tornando-se 'patotipos’ especificos de E. coli,
capazes de causar doenca em individuos saudaveis (KAPER, NATARO & MOBLEY, 2004).
Existem pelo menos 6 patotipos de E. coli capazes de induzir doencgas entéricas (NATARO,
2004), as infecgOes originarias do patéogeno E. coli podem estar limitadas a mucosa ou
disseminadas pelo organismo. Existem 3 sindromes clinicas principais associadas as cepas
patogénicas de E. coli: infeccdo do trato urinario, sepse/meningite e entérica/diarréias
(NATARO & KAPER, 1998). Este ultimo grupo, de E. coli diarreiogénicas, ¢ dividido e
classificado baseando-se em seus fatores de viruléncia. Os grupos patogénicos incluem E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatogenica (EPEC), E. coli enterohemorragica
(EHEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli com
aderéncia difusa (DAEC) além de outros possiveis grupos ainda ndo bem caracterizados
(KAPER, NATARO, MOBLEY, 2004). Segundo os principais resultados dos estudos in vitro
as formas de atuagdo destes grupos patogénicos podem ser descritas abaixo e sdo
representadas na Figura 3:

EPEC adere aos enterocitos do intestino delgado, mas destroi a arquitetura normal das
microvilosidades, induzindo lesdes caracteristicas. O desarranjo citoesquelético ¢
acompanhado por resposta inflamatodria e diarréia. Adesdo inicial. Translocagdo de proteina
por secrecao do tipo III. Formag¢ado de pedestal (Figura 3a).

EHEC induz lesdes semelhantes, mas no célon. O que distingue as EHEC ¢ a
produgdo da toxina Shiga (Stx) (Figura 3b).

De forma similar, ETEC adere aos enterocitos do intestino delgado e induz diarréia
aquosa por secre¢do das enterotoxinas termolabel (LT) e termoestavel (ST) (Figura 3c).

EAEC adere ao epitélio dos intestinos grosso e delgado em um fino biofilme,
secretando entero e citotoxinas (Figura 3d).

EIEC invade as c¢lulas epiteliais do célon, lisa o fagossoma e se move pelas células
através dos microfilamentos de actina. A bactéria pode se mover lateralmente através do
epitélio de uma célula pra outra, ou pode sair e entrar novamente através da membrana baso-
lateral (Figura 3e).

DAEC provoca um efeito caracteristico de transducao de sinal em enterdcitos do
intestino delgado descrito como o crescimento de projecdes celulares tipo longos dedos, que
envolvem a bactéria. AAF, fimbrias de aderéncia agregativa; BFP, pilus de formacao
agregativa; CFA, antigeno do fator de colonizacdo, DAF, fator de decadéncia de aceleragdo;

EASTI, E. coli ST1 enteroagregativa (Figura 3f).(KAPER, NATARO & MOBLEY, 2004).
9



a .
Microcolony

EPEC

d

Biofiim formation

1]

C DTDXII'IS and enterotoxins

[|r1c|ud|ng ShET1, Pic, EAST1.Pet)

.

EAEC

2N

«»

Lysis of
\tacuole

Migration
Cvton i into
Cytoplasmic :
movement Bcipcent
| cell

MulLllecauon

@/

EIEC

/

T A T

/

g

REVISAO BIBLIOGRAFICA

G.:“I

Guanylate
cyclase

~

DAEC

Figura 3 — Esquema de E. coli diarreiogénicas patogénicas. Representagao das seis categorias de E.
coli diarreiogénicas reconhecidas, cada uma apresenta ferramentas unicas executadas nas interagdes
com as células eucarioticas. Adaptado de KAPER, NATARO & MOBLEY (2004).

Dos grupos patogénicos apresentados apenas os quatro primeiros tem sido citados
como contaminantes de alimentos e agua:

ETEC ¢ conhecida como agente causador da “diarréia dos viajantes”, doenca
caracterizada por diarréia aquosa com pouca ou nenhuma febre. Infec¢des por ETEC sao
comuns em paises em desenvolvimento, mas em paises como os Estados Unidos tem sido
implicados em surtos esporddicos de doengas transmitidas por d4gua, assim como ao consumo
de queijos de consisténcia pastosa, comidas mexicanas e vegetais crus. A patogénese da
ETEC esta relacionada a produgdo de varias enterotoxinas como a enterotoxina termolabil
(LT) que é muito semelhante em tamanho (86 kDa), sequéncia, antigenicidade e fungdo para a
toxina da colera (CT). ETEC também pode produzir uma toxina termoestavel (ST) que ¢ de
baixo peso molecular (kDa 4) e resistente a ebuli¢do durante 30 minutos.

Existem diversas variantes de ST, como ST1la ou STP encontrado em E. coli isoladas
de seres humanos e animais, enquanto ST1b ou STh ¢ predominante em humanos. A dose

infectante de ETEC para adultos foi estimada em pelo menos 10® células, mas os jovens, os

idosos e os doentes podem estar sujeitos a niveis inferiores. Por causa de sua alta dose

10
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infecciosa, a analise de ETEC normalmente nao ¢ realizada a menos que niveis elevados de E.

coli sejam encontrados em um alimento.

EIEC assemelham-se a bactérias do género Shigella e causam uma forma de diarréia
humana disentérica. Assim como Shigella, nao se conhece reservatorios animais, a principal
fonte de EIEC parece ser humanos infectados. Embora a dose infectante de Shigella seja
baixa, de 10 a algumas centenas de células, estudos utilizando voluntarios mostrou que pelo
menos 10° células de EIEC sdo necessarias para causar a doenca em adultos saudaveis (........ ).
Ao contrario de E. coli tipicas, EIEC ndo sdo mdveis, ndo descarboxilam lisina e ndo fazem a
fermentacdo da lactose, entdo eles sdo anaerdbios. A patogenicidade de EIEC se deve
principalmente a sua capacidade de invadir e destruir o tecido do célon. O fendtipo invasao,
codificado por um plasmidio de peso molecular elevado, pode ser detectado por testes de
invasdo usando culturas de células HeLa ou Hep-2 ou por PCR e sondas especificas para os

genes que possibilitam a invasao.

EPEC provoca uma diarréia aquosa profusa e ¢ uma das principais causas de diarréia
infantil nos paises em desenvolvimento. Surtos de EPEC tém sido associados ao consumo de
agua contaminada, bem como alguns derivados de carne. Através de estudos a dose infecciosa
de EPEC em adultos saudaveis foi estimada em 10° células. A patogénese de EPEC envolve a
proteina intimina (codificada pelo gene eae), que provoca lesdes, mas também envolve uma
proteina codificada por plasmideo denominada fator de aderéncia de EPEC (EAF), que
permite a aderéncia especifica de bactérias as células intestinais. A producao de EAF pode ser
demonstrada em culturas de células Hep-2 e a presenca do gene eae pode ser verificada por

PCR.

EHEC sdo reconhecidos como a principal causa de colite hemorragica (HC) ou
diarréia sanguinolenta, que pode progredir para a potencialmente fatal, sindrome hemolitico-
urémica (SHU). EHEC sao tipificados pela produ¢do de verotoxina ou toxinas Shiga (Stx).
Embora Stx1 e Stx2 sdo mais frequentemente implicados em doenga humana, ha diversas
variantes de Stx2. Existem varios sorotipos de E. coli produtoras de Stx (STEC), mas apenas
aqueles que tenham sido clinicamente associados com HC sdo designados como EHEC.
Destes, O157:H7 é um tipico EHEC, sendo frequentemente implicado em doengas no mundo
inteiro. A dose infecciosa para O157: H7 ¢ estimada entre 10 e 100 células, mas nenhuma
informagdo estd disponivel para outros sorotipos de EHEC. Infecgdes por EHEC sao

originadas principalmente a partir de alimentos como carne moida cozida, leite cru,
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sanduiches frios, suco de ma¢a ndo pasteurizado, brotos de verduras e d4gua contaminada. A
producao de Stx1 e Stx2 pode ser testada por ensaios de citotoxicidade em culturas de células

Vero e HeLa ou por ELISA, assim como por PCR especifico para Stx1 e Stx2.

Além da classificacao por patotipos as cepas de E. coli também podem ser avaliadas
sorologica ou antigenicamente, baeando-se no fato de cada variante expressar diferentes
antigenos em sua superficie. Kauffmann (1947) classificou os sorotipos de E. coli conforme
alguns antigenos de superficie apresentados por estas bactérias. O antigeno somatico (O,
antigeno do lipopolissacarideo - LPS) ¢ um polissacarideo termoestavel (suporta 121°C por 2
horas), presente na membrana externa das bactérias Gram-negativas. O antigeno capsular (K)
refere-se aos polissacarideos capsulares que envolvem a parede celular, entretanto 31 deles
ndo tem natureza polissacaridica. O antigeno flagelar (H) possue estrutura de natureza
protéica e ¢ termolabil (suporta 100° por 30 minutos). E o antigeno relacionado as fimbrias
(F), ilustrados na Figura 4 Os grupos soroldgicos O e H sdao normalmente utilizados em
estudos epidemiologicos (ORSKOV & ORSKOV, 1992).

As diferentes cepas de E. coli tendem a se dividir em grupos clonais caracterizados por
seus antigenos de superficie, Podem ser definidos em sorogrupos, quando apenas o antigeno
O ¢ avaliado, mais de 170 sorogrupos ja foram identifcados, ou sorotipos, quando os
antigenos O e H, e algumas vezes o K, sdo considerados (KAPER, NATARO & MOBLEY,
2004). A classificag@o soroldgica ¢ importante, pois ¢ sabido que cada sorogrupo e sorotipo
possui caracteristicas individuais quanto a resposta contra antibidticos ou com relagdo a

patogenicidade (BRITO et al., 2004).

Células do Hospedeiro ».\:;/TJ

Flagelo
Fumhnas_,______ — (Antigens H)
A - L) I-...I

(Antigeno F)

&/

Pared Celular
(Antigens O)

Figura 4 — Esquema de estruturas de superficie da bactéria E. coli. Adaptado de

http://web.usc.es/~ecoli/E.coli2_archivos/image002.jpg
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Desta forma, ha a necessidade de deteccdo deste microrganismo tanto pela
possibilidade da presenca de cepas patogénicas, quanto pela indicagao da presenca de outras

bactérias no ambiente analisado.

2.2.6. Métodos de deteccdo de coliformes

Os principais métodos de deteccao bacteriana conhecidos podem ser divididos em dois
grupos, os métodos convencionais, amplamente empregados, também conhecidos como
padrdo, e os métodos rapidos, mais recentes e que tentam encurtar o tempo de obtencao dos
resultados. Dentre estes os principais métodos para detec¢do de coliformes, igualmente

divididos nos grupos mencionados, sdo descritos abaixo.

2.2.7. Métodos Convencionais

A determinacdo de coliformes vem sendo realizada principalmente pela técnica
dos tubos multiplos, na qual se determina o Numero Mais Provavel (NMP) de células por
grama ou mililitro do produto. Esta ¢ realizada inoculando-se a amostra diluida em séries de
trés tubos para andlise de alimentos, cinco para analise de dgua, crustaceos e moluscos, ¢ dez
para avaliagdo de agua engarrafada ou amostras que ndo se espera que sejam altamente
contaminadas (APHA, 2005). Tais tubos podem conter caldo lactose, caldo lauril sulfato
triptose ou caldo lactose verde brilhante com 2% de bile, entre outros, com tubos de Durham
invertidos em seu interior. As dilui¢des sdo incubadas por 48 horas a 37°C sendo entdo
analisadas quanto ao crescimento e a presenca de gas no interior dos tubos de Durham, sendo
tal resultado considerado como positivo para a presenga de coliformes totais. Amostras dos
tubos positivos sdo entdo repicadas para tubos com caldo EC (Escherichia coli) contendo
tubos de Durham, e incubadas por 24 - 48 horas a 44 °C+ 0,2 °C. De todos os tubos positivos
faz-se uma semeadura em placa com meio seletivo agar azul de metileno — Levine com eosina
e posterior identificagao bioquimica. De acordo com o numero de tubos que apresentam gas
determina-se 0 NMP, pela consulta a uma Tabela desenvolvida por HOSKINS (1934, apud
FRANCO, 2006).

Porém, este método apresenta uma série de inconvenientes, por ser trabalhoso,
empregar grande quantidade de meio de cultura e vidrarias, exigir a manutengdo em cultivo,
além de necessitar de longo periodo de incubacdo, chegando a 96 horas para quantificacdo de
coliformes totais e fecais (BRANCHER, 1992). Segundo SHARPE, PETERKIN & DUDAS

(1979), € comum a obtengdo de resultados falso-positivos em alimentos ricos em sacarose,
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através da incorporacao deste carboidrato ao meio de cultura e, conseqiientemente produgao
de gas por bactérias ndo fermentadoras de lactose. Podem ser obtidos também resultados
falso-negativos pela presenca de inibidores naturais ou artificiais nos alimentos. Outra
desvantagem desse método ¢ a obtencdo de NMP, resultante de um calculo estatistico cuja

exatiddo esta relacionada com o numero de tubos utilizados na analise (APHA, 2005).

Outra metodologia para deteccdo de coliformes totais e Escherichia coli é o
plaqueamento em meios seletivos, como o meio Agar Vermelho Violeta Bile Lactose

(VRBA), seguido de provas confirmativas.

A andlise microbiologica da dgua pela técnica de membrana filtrante tem larga
aceitacdo em fun¢do de sua praticidade, rapidez e precisdo, sendo utilizada oficialmente em
laboratdrios do Brasil a partir de 1990 (BRASIL, 1990). Esta técnica baseia- se na filtragao de
um volume conhecido da amostra (ou diluigdes da mesma) através de uma membrana filtrante
estéril com porosidade adequada (0,45 um porosidade e 47 mm de didmetro). A filtragdo ¢
realizada com um aparelho que consta de um funil de filtragdo com tampa, suporte de
membrana e frasco receptor. As bactérias a serem detectadas, apresentando dimensdes
maiores, ficardo retidas na superficie da membrana, a qual € entdo transferida para uma placa
de Petri, contendo o meio de cultura seletivo e diferencial azul de metileno-eosina (EMB). Por
capilaridades, o meio difunde-se para a membrana, havendo o desenvolvimento de colonias

com caracteristicas tipicas, que poderao ser observadas e contadas.

A partir da contagem dessas colonias, calcula-se a densidade de coliformes presentes na
amostra. Para a determinacdo de coliformes totais apos a filtragdo da amostra a membrana
filtrante ¢ transferida para a superficie do meio M-Endo Agar LES ou Agar M- Endo, sendo
efetuada a incubagdo a 35 + 0,5°C, durante 24 * 2 horas. Apds este periodo, efetua-se a
contagem das coldnias tipicas de coliformes (com coloragdo rosa a vermelho escura e brilho
verde metalico superficial). Se houver necessidade de confirmacdo das colonias, faz-se a
transferéncia das mesmas para caldo lauril-triptose ou caldo lactosado, com posterior
confirmagdo em caldo lactosado com verde brilhante e bile a 2%. Paralelamente a verificagao
das colonias, pode-se obter sua diferenciagao para E. coli, utilizando-se o meio EC. Apesar de
eficiente, tal técnica exige longo periodo de incubagdo para a confirmacao de crescimento

microbiano (MADIGAN, MAERTINKO & PARKER, 2004).
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2.2.8. Métodos Rapidos

Os recentes avangos na tecnologia possibilitaram o desenvolvimento de técnicas que
permitem deteccdes e identificacdes mais rapidas, sensiveis e especificas do que os testes
convencionais. Alguns destes ensaios também foram automatizados. Os métodos enzimaticos,
por exemplo, sdo amplamente utilizados, porém apresentam alto custo e até 24 horas de
incubagao para a deteccao de contaminagao.

Entre estes se destacam os meios liquidos e so6lidos acrescidos do substrato 4-metil
umbeliferil beta-D-galactopiranosidio (MUG), como por exemplo, o teste IDEXX Colilert®,
baseado na capacidade de degradacdo do substrato cromogénico orto-nitrofenil
galactopiranosidio (ONPG) e fluorogénico MUG, substratos andlogos a lactose
(glicopiranosidios). Os resultados sdo dados pela oxidagdo do ortonitrofenil a ortonitrofenol,
gerando um produto de cor amarela quando o resultado € positivo para coliformes totais € um
produto fluorescente quando bactérias E. coli estao presentes, lido sob luz UV, ap6s 24 horas
de incubacao. Esta mudanga de coloracdo ocorre devido a oxidacao do 4-metil umbeliferil a
4-metil umbeliferona, pela enzima glucoronidase (KRAMER & LIU, 2002).

Apesar de tornarem o teste da agua portatil, sem a necessidade de laboratdrio, métodos
cromogénicos ou fluorogénicos ainda requerem no minimo 24 horas para a liberacdo de
resultados e sdo dispendiosos, além de haver a necessidade de emprego de incubadora. Desta
forma, este ¢ um método invidvel quando se pensa nos paises em desenvolvimento, onde em
algumas regides pessoas ingerem agua, ainda que potencialmente contaminada, por ser esta a

unica fonte disponivel (METCALF, 2010).

Me¢étodos alternativos vém sendo testados com o objetivo de diminuir o tempo de
detec¢do de microrganismo e seus produtos, em agua e alimentos, bem como de atenuar os
custos. Entre eles o uso de biossensores vem se destacando, pois apresentam diversas

vantagens.

2.3. Biossensores

2.3.1. Definicéo

Os biossensores envolvem uma area totalmente multidisciplinar, a elaboracdo desta

nova tecnologia exige que estas diferentes areas se conectem. De forma geral, os biossensores
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podem ser definidos como dispositivos compactos de andlise que incorporam um elemento de
reconhecimento biologico (4cido nucléico, enzima, receptores, anticorpos, tecidos, células) ou
biomimético (PIM-polimeros de impressdao molecular, aptdmeros) associados a um sistema de
transdugdo, que permite processar o sinal produzido pela interacdo entre o elemento de
reconhecimento e a substancia analisada (RUMAYOR et al., 2005), conforme demosntrado
na Figura 5. A aplicacdo de um biossensor permite a detec¢ao quantitativa de um determinado
alvo, pois este responde seletivamente e reversivelmente a um substrato quimico, produzindo
um sinal elétrico cuja intensidade depende da concentragdo da espécie em questdo (SILVA,
2009).

T
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¥ ? . Processamento
gl g de Dados
o' *m 3
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Analito Componente biologico |7

imobilizado

Figura 5 — Esquema geral de funcionamento de um biossensor (MELO, 2008).

A deteccao ¢ possibilitada pela interagdo do elemento de reconhecimento e o analito
(substancia a ser analisada), o que proporciona variagdes das propriedades fisico-quimicas
(pH, transferéncia de elétrons, de calor, mudanca de potencial, de massa, variacdo das
propriedades Opticas, etc.), detectadas pelo transdutor. Este sistema transforma a resposta do
elemento de reconhecimento em una sinal eletronico, indicando a presenca ou concentragao

do componente analisado (RUMAYOR et al., 2005).

Os biossensores potenciaram o desenvolvimento de uma familia de técnicas
eletroquimicas que oferecem rapidez e simplicidade. Este género de detector permite realizar
as mais variadas tarefas em diversas areas ¢ geralmente permite o uso de métodos com pouca
producdo de residuos e de baixo custo, sem a necessidade de pré-tratamentos morosos e de
grandes volumes de amostra. O seu uso, na maioria dos casos, ndo necessita de técnicos ou
especialistas podendo dispensar o uso de reagentes, além de poderem ser fabricados tanto

como aparelhos de uso continuo quanto descartavel. Assim, um biossensor deve ser
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claramente diferenciado de um sistema bioanalitico que requer etapas adicionais de
processamento, como adi¢do de reagentes, € o componente bioldgico ndo estad

necessariamente ligado diretamente ao detector (PATACAS, 2007).

2.3.2. Breve Historico dos Biossensores

O primeiro biossensor foi um analisador de glicose desenvolvido por Clark e Lyon, em
1962. Esse biossensor foi chamado de “eletrodo enzimdtico” e consistia de uma enzima
glicose oxidase acoplada a um eletrodo de oxigénio. A enzima oxidava a glicose resultando
em um declinio proporcional na concentragdo de oxigénio da amostra detectada pelo eletrodo
(RUMAYOR et al., 2005). Apesar disto, foram UPDIKE & HICKS (1966 apud PATACAS,
2007) que, extrapolando o conceito, resolveram os problemas de ordem pratica, necessarios

para construir um elétrodo enzimatico sensivel a glicose.

O desenho de Clark foi tdo bem sucedido que muitos biossensores experimentais e,
pelo menos um biossensor comercial, ainda sdo construidos segundo o original. No entanto,
hoje em dia, prefere-se, como alternativa, a medi¢do de perdxido de hidrogénio. Destes
destacam-se os biossensores produzidos pela companhia Yellow Springs Instrument Company
(Ysi; Ohio, EUA) (PATACAS, 2007). O seu biossensor de glicose foi criado em 1975,
baseado na deteccdo amperométrica do perdxido de hidrogénio, foi o primeiro biossensor a

ser produzido com fins comerciais (SILVA, 2009).

O termo biossensores entrou em uso a partir de 1977, quando se desenvolveu o
primeiro dispositivo utilizando microrganismos vivos imobilizados na superficie de um
eletrodo sensivel a amoénia. Este dispositivo foi usado para detectar o aminoacido arginina e
seus criadores chamaram-no de “bio-sensor” seletivo. O termo foi simplificado para
"biossensor" e tem-se mantido desde entdo para designar a unido de um material biologico e
um transdutor fisico (RUMAYOR et al., 2005). Durante os anos 80, foi pela primeira vez

atingido o sucesso economico em grande escala (PATACAS, 2007).

As atuais publicacdes cientificas contém descricdes de uma larga variedade de
dispositivos que exploram as enzimas, acidos nucléicos, anticorpos, células intactas e
receptores celulares (material bioldégico) em combinagdo com transdutores eletroquimicos,

opticos, calorimétricos e acusticos (sistema de transdugdo). As mudancas no material
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biologico ou no sistema de transdugdo permitem milhares de estratégias alternativas de
desenvolvimento de biossensores, cada uma apresentando novas solugdes para problemas

analiticos nas mais variadas areas de atuacdo (RUMAYOR et al., 2005).

2.3.3. Caracteristicas dos Biossensores

Tais dispositivos apresentam caracteristicas que permitem sua versatilidade e

investimento em sua elaboragdo, as seguintes podem ser citadas:

. Sensibilidade. Algumas unidades sdo capazes de detectar quantidades abaixo dos
limites prescritos pela lei, como no caso dos residuos pesticidas;

. Seletividade. Interage com o composto de interesse ¢ ndo com substincia que
tenham propriedades semelhantes. E alcancada por elementos de reconhecimento altamente
especifico;

« Baixo custo de producdo. Em geral, estes sistemas podem ser fabricados em série,
o que resulta em uma consideravel reducao dos custos de producao;

« Operacdo simples. A tecnologia normalmente nio exige pessoal especializado;

« Analises em curto prazo. Esse recurso ¢ especialmente interessante, permitindo que
os resultados sejam obtidos em tempo real;

« Possibilidade de automacao. Dispensar o controle manual dessas unidades facilita
a integragdo em sistemas que controlam processos industriais;

« Possibilidade de miniaturizacdo. Gragas a evolugdo da microeletronica ¢
nanotecnologia estes dispositivos apresentam dimensao reduzida. Aplicaveis aos ensaios em
que o tamanho fisico do dispositivo, o volume de amostra ou a localizacdo da medida sdo
fatores limitantes;

. Estabilidade operacional. A resposta do biossensor pode variar em fungdo de
diversos fatores como: geometria do sensor, método de preparo, assim como, receptores €
transdutores usados. Depende da difusdo externa e interna do substrato, e das condigdes
operacionais de trabalho (concentragdo do analito, temperatura, pH, natureza do tampao,
presenca de solventes organicos e de outras substancias e composicao da solugdo matriz que

contém a amostra).
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Portanto, os biossensores representam uma ferramenta promissora para suplementar as

técnicas analiticas existentes, devido as suas caracteristicas tnicas (ROSATTO et al., 2001).

2.3.4. Classificacao dos Biossensores

O elemento de reconhecimento ¢ o sistema de transdugdo, que constituem determinado
biossensor, variam conforme a destinagao de utilizacdo do mesmo. Os biossensores podem ser
classificados em funcdo: do tipo de interagdo estabelecida entre o elemento de
reconhecimento e o analito; do método utilizado para detectar tal interagcdo; da natureza do
elemento de reconhecimento; e do sistema de transdu¢do empregado, conforme indicado na

Tabela 3.

Tabela 3. Critérios de classificagdo dos biossensores.

Tipos de Interacio Deteccéo de Interacéo
Biocatalitica Direta
Bioafinidade Indireta

Elementos de Reconhecimento Sistemas de Transducao
Enzimas Eletroquimico
Orgéanulos, células completas, tecidos Optico
Receptores bioldgicos Piezoelétrico
Anticorpos Termométrico
Acidos nucléicos Nanomecanico
PIM, aptameros

Adaptado de RUMAYOR et al, 2005
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2.3.5. Tecnologia dos Biossensores

2.3.6. Tipos de Interacao

Em geral, dependendo das propriedades de reconhecimento dos varios componentes
bioldgicos os biossensores podem ser divididos em duas categorias: biossensores

biocataliticos e biossensores de bioafinidade (MARAZUELA & BONDI, 2002).

2.3.7. Biossensores Biocataliticos

Baseados no uso de biocatalisadores, elementos que favorecem a ocorréncia de
reacdes quimicas a partir de um ou mais substratos, havendo a formacdo de um ou mais
produtos, sem o consumo do biocatalisador, que pode ser regenerado e reutilizado. Estes
biocatalisadores podem ser sistemas que tem como elementos de reconhecimento enzimas,
organelas celulares, células inteiras ou tecidos animais ou plantas. Estes elementos podem
estar conectados a diferentes tipos de transdutores, eletroquimico, optico, termométrico e

acustico (MARAZUELA & BONDI, 2002)

Podem ser usados para detectar a presenca de um dos substratos envolvidos na reagao,
através da observacdo do desaparecimento de um co-substrato conhecido, diferente daquele a
ser detectado, ou o aparecimento de um produto. Existem substancias toxicas, tais como
inseticidas e herbicidas que inibem a atividade de certos sistemas de enzimas de forma
seletiva, de modo que estes sistemas podem ser utilizados para detectar sua presenca

(RUMAYOR et al., 2005).

2.3.8. Biossensores de Bioafinidade

Estes sensores baseiam-se na interacdo do analito de interesse com o elemento de
reconhecimento, sem conversdo catalitica, mas sim com a producdo de um complexo destes

dois componentes (MARAZUELA & BONDI, 2002).

Para medir a interagdo, ja que nao ha consumo de substrato ou geragdo de produtos,
geralmente usa-se um elemento de reconhecimento marcado ou alguma substancia que possa
competir com o analito por ligagdo no receptor. Pode-se também utilizar um sistema de

detecgdo direta da interacdo entre o elemento e o analito com base nas alteragdes que ocorrem
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na massa da superficie ou por mudancas nas propriedades da luz que ocorrem como resultado
desta unido. Este tipo de interacdo pode levar a saturagdo do receptor € muitas vezes nao
permitem o monitoramento continuo do processo de detecgdo. O elemento de reconhecimento
deve estar em contato direto com a amostra e ndo pode incorporar uma membrana externa
para separar o elemento sensivel da amostra, de modo que alguns desses biossensores tém
dificuldade em operar em matrizes biologicas complexas. Eles podem ser usados para detectar
material genético de microrganismos, para detectar a presenca de patdgenos ou pesticidas ou
qualquer tipo de substancias que possa causar uma resposta imune (e, portanto, permitir o
desenvolvimento de anticorpos). Existem diferentes tipos de elementos de reconhecimento
passiveis de serem utilizados, tais como, lectinas, receptores, células inteiras, acidos
nucléicos, PIMs, aptameros e anticorpos, sendo que a utilizagdo deste ultimo leva a producao
de imunossensores (RUMAYOR et al, 2005). O presente trabalho se insere nesta categoria,
quando a classificacdo se baseia no elemento de reconhecimento ou material bioldgico, visto

que utiliza anticorpos, para detec¢dao de bactérias, como biocomponente.

2.3.9. Imunossensores

Caracterizam-se por apresentarem anticorpos como elemento bioldgico de
reconhecimento, responsavel pala especificidade do biossensor (ANDERSON et al, 1997). Os
anticorpos (Ac) sao moléculas de glicoproteina produzidas pelos linfocitos B em resposta a
presenca de um imundgeno (substancia estranha ao organismo); com alta especificidade e
afinidade ligam-se a substancias particulares (antigenos, Ag). Sdo constituidos basicamente de
dois sitios, chamados de por¢do variavel (Fab), responsavel pela ligacdo aos antigenos, e
porcao cristalizavel (Fc), responsavel pela variagdo de classe nos anticorpos (IgG, IgA, por

exemplo), Figura 6 (AMABIS & MARTHO, 2004).
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FIGURA 6 — Esquema da estrutura bésica da do anticorpo 1gG, no detalhe é mostrada.a
regido de ligagdo com o antigeno. Adaptado de AMABIS & MARTHO, 2004.

Os sitios da porcao cristalizdvel sdo especificos para algumas proteinas, como, por
exemplo, para a proteina A, originada da parede da bactéria Sthapylococcus aureus
(ANDERSON et al, 1997). O correto funcionamento dos biossensores depende
essencialmente da correta imobilizagdo dos ligantes a superficie dos sensores, sua correta
orientacdo e homogeneidade (HOCK, SEIFERT & KRAMER, 2002). Assim a ligagdo da
proteina A ao biossensor, permite a ligacdo correta dos anticorpos, com a por¢io variavel
exposta, conforme ilustrado na Figura 7, e consequentemente aumenta a eficiéncia da captura

dos antigenos (ANDERSON et al, 1997; SERIZAWA, 2007).

a \ Anticorpos __ b } } ) / )
YN b &8¢
} I:H_ /'\‘. \ ( { ( { ‘DroteinaA
Fibra

FIGURA 7 — Ligacao dos anticorpos 19G a superficie da fibra. a — Anticorpos ligados a
fibra sem proteina A. b — Anticorpos ligados corretamente a fibra devido A utilizagdo de
proteina A.
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A maior parte dos imunossensores desenvolvidos ¢ usada nas areas clinica e médica,
visando rapidas determinagdes de células tumorais, microrganismos patogénicos, toxinas e
substancias no sangue (SILVA, 2009), suas vantagens e desvantagens sdo apresentadas na

Tabela 4.

Tabela 4. Principais vantagens e desvantagens dos anticorpos aplicados aos imunossensores.

ANTICORPOS

Vantagens Desvantagens

o o Nao existe consumo do analito (faixa estreita
Elevada sensibilidade e especificidade
de operagao)

Estabilidade quimica Requer contato direto com a amostra

] . Nao permite detectar substincias
Afinidade variavel

desconhecidas
Resposta rapida Pode necessitar de marcacgao
Baixo custo Nao amplifica o sinal

Dificil regeneragao

Adaptado de RUMAYOR et al (2005).

A reutilizagdo deste tipo de biossensor ¢ dificultada pela possibilidade de degradagdo
das estruturas dos anticorpos (RUMAYOR et al, 2005). Na pratica, para atingir uma
sensibilidade adequada é necessario que o complexo (anticorpo — analito) tenha alta afinidade,
sendo dificil sua dissociagao, por isso os sistemas sao muitas vezes de uso unico. No entanto,
o anticorpo pode ser regenerado por dissociagdo do complexo através de alteracdes das
condi¢des do meio que favorecam a separagdo, embora estas condi¢des, muitas vezes causem
danos na estrutura do anticorpo (KANDIMALLA, et al, 2004; WIJESURIYA et al, 1994).
Finalmente, outra necessidade que este tipo de biossensor apresenta ¢ a de minimizar ligagcdes

inespecificas, para garantir especificidade de detec¢ao do analito (RUMAYOR et al, 2005).
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2.3.10. Técnicas de Imobilizacao

Uma etapa fundamental para a construgdo de um biossensor ¢ a imobilizagdo do
elemento de reconhecimento a superficie do transdutor. Entre as técnicas mais comuns
utilizadas estdo a adsorcao fisica, a ligagdo cruzada (cross-linking) e a formagao de ligagdes
covalentes, estas ligagdes podem ocorrer diretamente sobre o transdutor ou de forma indireta,
sobre uma camada intermediaria, como por exemplo, a proteina A (TAITT, ANDERSON &
LIGLER, 2005). A técnica de imobilizagdo escolhida deve possibilitar uma ligagdo estavel
entre a superficie a ser sensibilizada e o elemento de reconhecimento, sem interferir na
atividade bioldgica do sistema (TEDESCHI et al, 2003). Além disso, a escolha de um ou
outro processo depende da natureza do elemento biologico, do tipo de transdutor, das
propriedades fisico-quimicas da substancia e das condi¢des de trabalho do biossensor
(RUMAYOR et al, 2005). As fibras opticas plasticas, por exemplo, permitem a formacao de
grupamentos amino em sua superficie através do tratamento com hexametilenodiamino, estes
grupamentos permitem a ligagdo de substidncias como o glutaraldeido, responsavel pela
formac¢ao de uma ponte de ligacdo covalente com substancias como a proteina A citada (FIXE

et al.,2004; ANDERSON et al., 1997).

2.3.11. Sistemas de Transducéo

De uma forma genérica, define-se transdutor como sendo todo dispositivo que
transforma uma forma de energia em outra. No ambito da instrumentacdo elétrica, define-se
transdutor como sendo todo equipamento que converte qualquer grandeza fisica ndo elétrica
(temperatura, som, luz, como exemplos) em um sinal elétrico (GIL & APODACA, 2002). Sob
o ponto de vista da confeccdo de um biossensor, transdutor € o equipamento que converte o
produto da reagdo bioldgica em um sinal elétrico mensuravel e processavel. O papel deste
equipamento consiste em detectar a presenca, a mudanca, a amplitude ou a freqiiéncia de uma
grandeza submetida a medicdo e prover na saida um sinal elétrico que, quando
convenientemente processado e aplicado a um aparelho de medicao, permita quantificar o

elemento medido (SILVA, 2009).

A combinacdo das mais variadas areas, como -eletroquimica, fisica, eletronica,
tecnologia de sistemas integrados de silicio e de fibras dpticas no desenvolvimento de novos
transdutores, aliada a bioquimica e imunoquimica, tem tornado possivel o surgimento de

micro-biossensores altamente sensiveis, especificos, seletivos e acurados (SILVA, 2009).

24



REVISAO BIBLIOGRAFICA

A escolha do transdutor ¢ realizada mediante trés requisitos basicos: que ele seja
adequado para adaptacdo ao material bioldgico imobilizado; que seja altamente especifico
para o analito de interesse, sendo capaz de detectar alguma variacdo especifica que ocorra
durante a reacdo bioldgica e que esta variagdo ocorra na faixa de concentracdo apropriada
(RUMAYOR et al, 2005). Outros aspectos também devem ser atendidos, como: freqiiéncia da
resposta; compatibilidade com o meio ambiente onde tem que operar; exatidao; caracteristicas
elétricas (relacdo entre sinal e ruido; possibilidade de amplificacdo do sinal quando
insuficiente; limitagdes da freqiiéncia de resposta) e condi¢des de aplicagdo e robustez (peso,

dimensdes, robustez mecanica e elétrica) (SILVA, 2009).

Os biossensores podem ser classificados de acordo com o seu sistema de transducao.
Dentre os varios transdutores empregados na constru¢do dos biossensores, os mais utilizados

sdo os eletroquimicos, opticos e calorimétricos (MARAZUELA & BONDI, 2002). Na Tabela

5, encontram-se os varios sistemas de transducado, seus modos de medigdo e aplicacao tipica.

Tabela 5: Tipos de transdutores empregados em biossensores.

Sistemas de Transducio | Modo de medida | Aplicacdes tipicas

Eletroquimicos

Condutimétrico Condutancia Reagdes catalisadas por enzimas
Corrente Substratos enzimaticos e sistemas
Amperomeétrico imunologicos (antigeno/anticorpo)
Potenciométrico: fons, gases, substratos
FET (Transistores de Efeito de enzqnatlcols’ e.anahtos
imunoloégicos
Campo) Voltagem &
ISE (Eletrodo fons Seletivos) Ions em meio biolégico, eletrodos
enzimaticos ¢ imunoeletrodos
Impedimétrico Impedancia Imunossensores enzimaticos
Acusticos
Cristais piezoelétricos, - .
. . - Gases volateis, vapores e analitos
equipamentos de superficie Variag¢ao de massa . .
aclistica imunoloégicos
Opticos
A " Variagdo de luminosidade o
Optoeletronicos, fibras oticas, rag N . pH, substratos enzimaticos,
. . (luminescéncia, fluorescéncia), o .-
equipamento de ondas guiadas c ~ analitos imunologicos
Indice de refracao
Calorimétricos
Enzima, organela, células integras
Termistores, diodos Calor ou tecidos, gases, poluentes,
’ antibidticos, vitaminas, analitos
imunologicos

Adaptado de: MASCINI et al .(2001) apud SILVA (2009).
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Os sinais produzidos pelos transdutores muitas vezes ndo podem ser diretamente

interpretados e necessitam de um software para seu processamento (RUMAYOR et al, 2005).

2.3.12. Transdutor Optico

Transdutores Opticos sdo baseados na medicdo das mudancas que ocorrem nas
propriedades da luz como um resultado da interagao fisica ou quimica entre analito a detectar
e o elemento de reconhecimento bioldgico do biossensor. As bases fisicas deste tipo de sensor
sdo as mudancas que ocorrem na absor¢do, fluorescéncia, luminescéncia, dispersdo ou indice
de refracdo quando a luz ¢ refletida na superficie de reconhecimento, detectadas pelo
transdutor. O sistema basico consiste em uma fonte de luz, um meio de propagacao (por
exemplo, o ar ou uma fibra optica), um elemento sensor (onde as moléculas do elemento de
reconhecimento se encontram) e um detector. Podem ser usados em métodos diretos, sem a
necessidade de marcagdo e indireto, na qual utiliza-se marca¢do do elemento sensor. Tais
transdutores podem ser conectados a elementos de reconhecimento biocataliticos ou de
bioafinidade. Os transdutores Opticos variam muito em funcdo de suas propriedades e incluem
sensores de fibra Optica (guia de onda), sensores de ressondncia de plasma e sensores de

ondas evanescentes (RUMAYOR et al, 2005).

2.3.13. Sensor de fibra dptica

Estes dispositivos podem ser caracterizados pelo emprego da fibra 6ptica como base
para o elemento de reconhecimento biologico (MONK & WALT, 2004). As fibras Opticas, ou
guias de onda, sdo estruturas projetadas para guiar luz de um ponto ao outro por um caminho
nao necessariamente reto (WERNECK, 1996).

Para aplicacdo em pequenas distancias (<100 m), sensores baseados em fibra dOptica
plastica (POF) oferecem vantagens consideraveis em relagdo as fibras de silica, incluindo
baixo custo, facilidade de manuseio, menor temperatura necessaria para modificagdes
(MARAZUELA & BONDI, 2002) e uma maior resisténcia a fraturas. POF tornou-se uma
alternativa viavel devido aos avangos em materiais e fabricacdo, havendo aumento da largura
de banda e reducdo de perdas ao longo da fibra, aumentando sua credibilidade em areas como

telecomunicacgao e sensoriamento (RUMAYOR et al, 2005; SERIZAWA, 2007).
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As POF disponiveis comercialmente geralmente tem 1 mm de didmetro, sao multi-
modo (diferentes feixes luminosos sdao transmitidos em seu interior) ¢ podem ser feitas de
diferentes materiais, sendo o metacrilato de polimetila (PMMA), cuja subunidade molecular ¢
mostrada na Figura 8, um dos mais convencionais polimeros opticos utilizados por causa de
sua resisténcia mecanica, boa estabilidade e resisténcia & mudangas do meio (YANG, 2008).
A superficie das fibras de PMMA apresenta um ambiente hidrofobico e favoravel a reagdes
quimicas e ligacdo de proteinas (FIXE, 2004; LI, HU & LIU, 2004; ATIAS ef al., 2009). Tais
fibras podem ter o nticleo composto de PMMA puro (indice de refracdo 1,492) e a casca de
PMMA fluoretado (indice de refracdo 1,405), com pico de transmissdo na janela do espectro

do visivel (500650 nm) (WONG et al., 2003).

HBC_D

Figura 8. Subunidade molecular do metacrilato de polimetila (PMMA). Adaptado de LYE et
al. , 2005.

As fibras oOpticas transmitem luz com base no principio de reflexao interna total (TIR)
na interface entre o nucleo e a casca. Quando esse fendmeno ocorre os raios de luz sao
guiados através do ntcleo da fibra com pouca perda para a casca e consequentemente para o
meio. A fibra optica ¢ formada por um nucleo com um indice de refragdo n; e um
revestimento ou casca com um indice de refracdo n,. Para que a propagagdo por TIR ocorra é
necessario que o indice de refracdo do ntcleo (n; ou ng,) seja maior do que o do revestimento
(n2 ou ny), ou seja, n;> ny. Quando um raio de luz atinge a interface entre a fronteira destes
meios de indices de refra¢do diferentes o angulo de incidéncia (0) € maior que o angulo critico
(6c), definido pela lei de Snell (Bc = sin-1 [ny/n;]), ele serd assim totalmente refletido

internamente e ocorrera a propagacao através da fibra (WEI et al., 2007), vide Figura 9.
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Regido de "Taper” Outros modos de luz
(Campo Evanescente) B

Casca LED

\

Fotodetector

FIGURA 9 — Fenbmeno da Reflex@o Interna Total. Feixes de luz emitidos por uma fonte
sdo transmitidos através da fibra optica e detectados por um fotodetector. Ha perda de luz na
regido do campo evanescente.

Quando a luz incidente ¢ totalmente refletida, sua intensidade ndo decai abruptamente
para zero na interface nucleo-casca. Uma pequena parte da luz deixa o ntcleo e penetra na
casca ao sofrer refragdo, distanciando-se o suficiente para haver o reconhecimento do indice
de refracdo do meio externo a casca. Este campo eletromagnético, chamado de campo
evanescente, tem uma intensidade que decai exponencialmente com a distancia a partir da
interface e estende-se ao meio de menor indice de refracdo (VELASCO-GARCIA, 2009). A
profundidade de penetra¢ao (DP, equagdo 1), definida como a distancia necessaria para a
amplitude do campo elétrico decair para 1/e (0,37) do seu valor na interface, aumenta com a
aproximacao dos indices da casca e do meio e ¢ também fun¢cdo do comprimento de onda da

luz e do angulo de incidéncia (MARAZUELA & BONDI et al., 2002).

A
d = Equagdo 1

P 2 2 2
27yn., sin” @—n,

Onde 4 ¢ o comprimento de onda da luz transmitida, 8 ¢ o angulo de incidéncia na
interface nucleo/casca e no, 1 s30, respectivamente, os indices de refracao (RI) do nucleo e

da casca (MARALDO, SHANKAR & MUTHARASAN, 2006).

O campo evanescente pode interagir com moléculas alcangadas pela profundidade de
penetracdo, produzindo um fluxo liquido de energia em toda a superficie refletora no entorno,
(i.e, com indice de refra¢do n;) mantendo o campo evanescente. Esta transferéncia de energia
levard a atenuagdo da reflexdo, podendo ser usada para o desenvolvimento de sensores

baseados em campos evanescentes (MARAZUELA & BONDI, 2002). Desta forma, qualquer
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interacao molecular que ocorre neste campo (como a unido de uma substancia a um anticorpo
imobilizado na superficie da fibra) produz alteracdes nas caracteristicas da luz que viaja
através da fibra optica e pode ser medida e relacionada com a concentracdo do analito

(RUMAYOR et al, 2005).

2.3.14. Formas de Exposicao do Campo Evanescente

Um aumento da sensibilidade do conjunto pode ser desejavel e até necessario
dependendo do analito. Este pode ser conseguido com a ampliagdo do campo evanescente que
poderé ocorrer de diferentes formas dependendo do material da fibra optica. Fibras plasticas
podem ter sua casca removida quimicamente (WONG, 2003 , ,; FIXE, 2004) ou a casca pode
ser removida, ou apenas diminuida, fisicamente. Neste caso, o didmetro da fibra diminui e o
campo evanescente pode interagir com o ambiente ao redor de forma mais intensa na regiao
afilada, comumente chamada de “taper” (LYE, et a/, 2005, VELASCO-GARCIA, 2009).

O afilamento de natureza fisica normalmente se da pela utilizagdo de uma chama e o
tracionamento da fibra para ambos os lados, conforme indicado na Figura 10, ou utilizando-se
maquinas adaptadas ou desenvolvidas para este fim. A baixa repetibilidade na fabricacdao de
fibras ainda ¢ um entrave, estudos demonstram que a varia¢do de determinados pardmetros,
como o didmetro e largura do “taper”, podem influenciar na sensibilidade do biossensor

(LEUNG et al, 2006).

y N FIBRA ORIGINAL
“TAPER ATRANSIQAO /

AQUECIMENTO

Figura 10. Representacdo esquematica do processo de estiramento da fibra optica. Adaptado
de XUE et al.
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Ly ¢ a metade inicial de comprimento da regido aquecida, enquanto L (¢) ¢ a metade do
comprimento da fibra afilada no momento z. No sistema de coordenadas cilindricas (7, z)
mostrada na Figura 10, a fibra a ser reduzida ¢ colocada horizontalmente, com a origem no

centro do plano médio, onde a velocidade axial ¢ 0 (em razdo da simetria).

2.3.15. Influéncia da geometria na sensibilidade e estabilidade dos sensores

A deteccdo de determinados analitos requer alta sensibilidade dos biossensores, além
de estabilidade, estes fatores parecem estar intimamente relacionados a geometria da fibra
utilizada no desenvolvimento do sensor (LEUNG et al/, 2006). A transicdo da parte nao
afilada para o “taper” da fibra, por exemplo, deve ser gradual e o mais curta possivel, segundo
XUE et al., para maior eficiéncia do sensor. Variagdes, ainda que sutis, de alguns parametros
como o didmetro, podem inclusive modificar a curva de transmissdo de negativa para positiva
quando a fibra ¢ posta em meios com diferentes indices de refragdo (do ar para dgua, por
exemplo) ou quando ¢ colocada em contato com suspensdes bacterianas (LEUNG et al,
2006). Alguns trabalhos abordam um aumento da sensibilidade ndo apenas com o afilamento
das fibras, mas também com sua curvatura (HALE & PAYNE, 1996; KHIJWANIA &
GUPTA, 2000), este modelo também apresenta como vantagens uma manipulagdo mais facil,
uma maior compactacdo e melhor resisténcia mecanica (FERREIRA, WERNECK &
RIBEIRO, 2001; FRAZAO et al.,2008). Para uma maior eficiéncia na utilizagdo dos sensores
opticos os processos de determinagdo e otimizagdo de parametros das fibras sdo essenciais,
modelos matematicos também podem contribuir pra a adequagdo das fibras (BUCHADE &

SHALIGRAM, 2007).

2.3.16. Aplicac6es dos Biossensores

A versatilidade de montagem dos biossensores, assim como de deteccao de diferentes
substancias, aliadas a sua capacidade em determinar de forma seletiva analitos em amostras
complexas, apresentarem rapidez de analise, diminuir custo e residuos (LEUNG et al,2006),

tem atraido o interesse de diferentes areas.

Desde o surgimento dos primeiros biossensores, foram desenvolvidos sensores que

atendem a diversas areas como: analises clinicas, militar, controle de processos, industrias de
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alimentos e monitoramento ambiental (MARAZUELA & BONDI, 2002), (Tabela 6). Dentre

estas, a area que mais vem se desenvolvendo na criacao e também na comercializagdo destes

instrumentos € a area médica.

Tabela 6 - Mercado potencial de aplicacdo dos biossensores.

Areas de Atuacgéo

Aplicagdes

Clinica/Médica

Testes de medicamentos; bancos de sangue, equipamento
médico; monitoracdo terapéutica de medicamentos; monitoracédo
cirdrgica e poés-operatéria; deteccao de anticorpos; diagnéstico
clinico e auto andlise; deteccdo de células tumorais e de agentes
patogénicos; controle de Orgdos artificiais (NATH, JAIN &
ANAND, 1997; BOJORGE-RAMIREZ, SALGADO & VALDMAN,
2007)

Industrial

Fermentacdo, processamento de medicamentos e alimentos,
controle de qualidade; deteccdo de contaminantes; monitoracao
de &guas e residuos toxicos; andlise de cosméticos (RUMAYOR.
et al, 2005; MELLO & KUBOTA, 2002).

Agricultura/Veterinéria

Diagndsticos de doencas em plantas ou animais; monitoracdo da
quimica da agricultura; deteccdo de produtos quimicos téxicos;
analises do solo e da agua; medida da demanda biolégica de
oxigénio (DBO); controle de qualidade da carne e produtos
vegetais; monitoracdo de transporte e armazenamento
(TSCHMELAK, PROLL & GAUGLITZ, 2004).

Seguranca/Defesa

Deteccdo e diagnostico de agentes quimicos e biologicos
perigosos incluindo explosivos, micotoxinas, virus, bactérias
patogénicas e toxinas biolégicas (INAMI et al, 2009; RIJAL et al,
2005).

Meio Ambiente

Deteccéo de produtos téxicos no ar, na agua e no solo; detec¢ao
de espécies contaminantes e medida da demanda bioldgica de
oxigénio (DBO). (VELASCO-GARCIA & MOTTRAM, 2003)

Nanotecnologia

Desenvolvimento de tecnologias para a avaliagdo de células vivas,
monitoramento do inicio da apoptose pela via mitocondrial em
células vivas - deteccdo de atividades enzimaticas das Caspases
(KASALI SONG & VO-DINH, 2004; VO-DINH, 2008)

Algumas desvantagens, porém ainda sdo atribuidas aos biossensores, como a pouca

reprodutibilidade e estabilidade dos resultados, muitas vezes relacionadas a grande variagao

geométrica entre as fibras, a variacdes no sistema de leitura utilizado ou até mesmo ao

acoplamento das fibras a estes sistemas. A maior parte dos biossensores ndo pode ser

esterilizada devido a alta sensibilidade do componente bioldgico; funcionam em uma faixa
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limitada de concentracao e re-calibragdes e substituicdo dos componentes bioldgicos podem
ser necessarias, sendo hoje pouco usados nas industrias para monitoramento on-/ine de
substratos e produtos (SILVA, 2009). A necessidade de alta sensibilidade para determinados
analitos também ¢ um entrave, levando a busca de formas de amplificacdo do sinal fornecido
pelo transdutor. Tais fatores levam a falta de credibilidade dos biossensores para a aplicagdo

em algumas areas, contribuindo para a escassez dos biossensores no mercado

2.3.17. Mercado dos Biossensores

A area de diagnéstico, como um todo, representa um grande mercado, bem
implementado e em continua expansdo, como pode ser observado no grafico da Figura 11.
Neste mercado, encontra-se uma das maiores razdes de sucesso ¢ a maior area de aplicagdo

dos biossensores.

10

Mil milhdes de dolares
1

2003 2004 2000

O Biozenzores B Outras biomoléculas

Figura 11: Valores para o mercado de biossensores e bioeletronicos até 2009 (BUSINESS
COMMUNICATIONS COMPANY apud PATACAS, 2007).

Segundo estudos, o mercado global de biossensores e outros produtos bioeletronicos
cresceu de 6,1 milhdes de dolares em 2004 para 8,2 milhdes de dolares em 2009, tendo um
crescimento anual médio da ordem dos 6,3%. Os biossensores de glicose constituiram a quase
totalidade das vendas em 2003, sendo que as aplicagdes as ciéncias biomédicas e da vida
dominam o mercado, com 99%, deixando a monitoragdo ambiental num distante segundo

lugar (PATACAS, 2007). O desenvolvimento de nano biossensores, aliando os avancos em
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nanotecnologia e sensoriamento, apresenta-se como uma alternativa para uma maior aplicagao
destes dispositivos e encontra-se em expansao, como pode ser observado no grafico da Figura

12.
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Figura 12: Expansdo do mercado para nano biossensores. Avaliada como um crescimento
composto anual (CAGR) de 92% até 2008 apenas com as aplicacdes devidas a aplicagdo da
nanotecnologia ao diagnostico médico (FRONT LINE STRATEGIC CONSULTING INC., San
Mateo, CA, 2003 apud PATACAS, 2007).

Apesar de algum sucesso comercial, a comercializacdo dos biossensores para as
diferentes 4reas ¢ muito pequena em comparacdo com o numero de estudos sobre o tema
(SMITH, 2005). A fabricacdo de um sensor para a adrea médica pode levar até cinco anos e
custar $40 milhdes de dodlares, levando a maior parte dos pesquisadores e desenvolvedores a
desistir do produto antes que este atinja a comercializacdo. Uma estratégia possivel para essas
empresas ¢ desviar alguns ou todos os seus recursos para o desenvolvimento de biossensores
para os mercados industriais ou ambientais, que apresenta menores barreiras regulamentares
no ambiente industrial e aplicagdes de sensoriamento, quando comparados com o mercado

médico (SMITH, 2005).

Como prospeccao futura de aplicagdo dos biossensores, pode-se dizer que o crescente
desenvolvimento da nanotecnologia, promovendo um aumento dos nanobiossensores, vem
ampliar ¢ muito o campo de aplicagdo e uso destes instrumentos. Além disso, o
aprimoramento dos sistemas de leitura, o desenvolvimento de mdquinas que permitam maior
reproducdo na elaboragdo das fibras, levando ao aperfeicoamento dos biossensores existentes,
bem como as necessidades do mercado, possibilitam o vislumbramento de avangos na area

dos biossensores.
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Desta forma, dado o exposto, este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento e
avaliacdo de um imunossensor Optico, utilizando fibra Optica plastica, para a detec¢ao da

bactéria Escherichia coli em agua.
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3: OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo geral desenvolver um imunossensor capaz de
detectar especificamente Escherichia coli na dgua, em menos de 60 minutos, utilizando fibra

optica plastica de metacrilato de polimetila como base para a constru¢do do mesmo.

3.2. Objetivos Especificos

a) Adquirir e avaliar a fibra Optica plastica a ser utilizada no sensor; produzir as
regides sensiveis, através de estiramento, e padronizar suas dimensdes de modo a torna-la

adequada como suporte para a montagem do imunossensor.

b) Produzir e determinar a conformagdo do taper com maior sensibilidade a variacdes

ambientais.

c) Ligar os anticorpos anti-E. coli de forma funcional a superficie da fibra.

d) Ligar especificamente a bactéria E. coli a fibra recoberta com anticorpos.

e) Detectar a atenuacdo do sinal luminoso na fibra causado pela ligacdo da bactéria E.

coli a fibra.

f) Avaliar a influéncia da modificacdo de fatores ambientais, como temperatura, pH e

dureza, nas leituras promovidas pelo imunossensor.
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4: MATERIAIS E METODOS

4.1. Fibra dptica

Para a producao do sensor foi obtida comercialmente a fibra optica plastica — POF
(Mitsubishi Eska GH4001) com nucleo de metacrilato de polimetila (PMMA) e com
superficie de PMMA fluoretado, com diametro total de 1000 um.

4.2. Producéo da regido sensivel da fibra
As regides sensiveis ou “tapers” das fibras foram produzidas através de estiramento
utilizando-se tracdo e calor. Este estiramento possibilitou maior interacdo dos feixes

luminosos com o meio externo a casca.

4.2.1. Equipamento e procedimento de estiramento

O equipamento utilizado para o estiramento das fibras foi construido especialmente
para o projeto e ¢ constituido de um sistema de aquecimento e tracdo (Figura 13a) controlado
por computador através do programa LabVIEW®. O procedimento foi iniciado com a insergéo
da fibra na resisténcia para aquecimento (Figura 13b), e assim que a temperatura ideal foi
atingida (aproximadamente 90° C), os motores fizeram o estiramento gradual. Apds o
estiramento, um ventilador foi ligado, para um rapido resfriamento, e a regido da fibra cortada

nas extremidades em tamanho ideal para a realizacdo dos experimentos.

Figura 13. Estiramento da fibra Optica. a- MAaquina de estiramento e circuito eletronico
desenvolvido para controle do processo de estiramento. b- Insercao da fibra, através dos conectores ¢
pela resisténcia, com posterior aquecimento e afilamento por acionamento dos motores de passos.
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O sistema geral de estiramento ¢ apresentado em um diagrama de blocos na Figura 14.
O circuito integrado PIC16F877A controla a operagdao de todo o processo; o sistema de
aquecimento, o “cooler” e os motores de passo sdo ativados pelo microcontrolador. O

software do microcontrolador foi desenvolvido através de linguagem de programacao C.
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SERIAL _
RESISTENCI
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e
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Figura 14. Diagrama de blocos de operagdo da maquina de estiramento.

4.2.2. Fabricacao das fibras em formato de U

Apb6s o processo de estiramento, algumas fibras foram manualmente curvadas
utilizando-se um ferro de solda. Para se obter um melhor acoplamento ao sistema, ou seja,
injecdo de luz na fibra ou transmissdo da luz da fibra para um fotodetector, tanto as fibras
apenas estiradas quanto as dobradas foram clivadas manualmente com laminas de corte e suas

extremidade foram polidas com lixas d’agua.

4.3. Determinagao da melhor conformagéo de fibra a ser utilizada
Com o objetivo de eleigdo do grupo de fibras cuja conformacdo (apenas estirada ou
dobrada) possibilitasse maior sensibilidade as variacdes do meio externo a casca avaliou-se as

dimensdes dos “tapers” das fibras estiradas.
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4.3.1. Caracterizacdo das dimensdes das fibras

As dimensdes geométricas das fibras foram caracterizadas a partir de fotos dos
“tapers” obtidas com o uso de uma cimera fotografica (Coolpix 4500, Nikon-Japan) acoplada
a um estereoscopio (NIKON SMZ645). O objetivo foi determinar qual grupo de fibras
(apenas estiradas ou estiradas e dobradas) seria o mais indicado para a elaboragdo do sensor.
Desta forma, parametros como o didmetro (d) e o comprimento dos “tapers” (c), assim como
o diametro de suas extremidades (a e b), que podem ser observados através da Figura 15,
foram investigados; essas medidas foram obtidas através do “software” ImageProPlusg apos

calibragdo feita de acordo com uma escala milimétrica escolhida.

CLADDING 151 152
\ ,CORE , CLADDING
\ ay b*
« 5\ sww /|
RN

1
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c
c A

Figura 15. llustracdes referentes as fibras apds estiramento e dobra. 15.1-fibra estirada.

15.2-fibra estiramento ¢ dobrada. Parametros utilizados para caracterizagdo das fibras: a e b

— laterais das fibras; ¢ — comprimento do “taper”; d — didmetro do “taper”.

4.3.2. Microscopia eletronica de varredura

Imagens das superficies das fibras, apds estiramento e também apo6s dobra, foram
obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV JEOL, modelo-6460LV). O preparo
das amostras foi feito por fixacdo do material com fita de carbono ou com cola de prata e
posterior metalizacdo com ouro. A aquisi¢do destas imagens teve como objetivo determinar se
o processo de aquecimento, estiramento ou de dobra ocasionava alguma modificacdo na
superficie das fibras. Assim, um controle negativo com fibra sem nenhum tipo de tratamento,

foi utilizado para efeito de comparagao.

4.3.3. Sistema de medicao
O sistema Optico-eletronico empregado para a analise das fibras ¢ representado na

Figura 16. O sistema consistiu em um LED (“light emitting diode”), operando em um
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comprimento de onda situado no espectro infravermelho, acoplado a um fotodetector através
da fibra oOptica plastica. Tanto o LED quanto o fotodetector foram envoltos por um involucro
de pléstico preto, isolando-os de variacdes da luz externa. Os acopladores, contendo o LED e
o fotodetector, variaram conforme o grupo de fibra utilizado, esticado ou dobrado (Figura 17).
O sinal obtido foi computadorizado, utilizando-se o “software” LabView® para o

armazenamento ¢ tratamento do mesmo.

Figura 16. Sistema de medic&o e leitura empregado para avaliacdo do sensor. a- software
desenvolvido, utilizando LabView@, para a visualizagdo dos dados obtidos. b- caixa com
microcontrolador a direita, responsavel por transmitir os dados para o computador e involucro
com LED e fotodetector, com fibra acoplada.

INVOLUCRO COM 1 W INVOLUCRO COM
LEDEMISSOR | FOTODETECTOR

[ roresnicaoa |

Figura 17. Acopladores utilizados para as fibras apenas estiradas.

4.3.4. Avaliacdo da sensibilidade do “taper” produzido

A sensibilidade das fibras a diferentes indices de refracdo foi analisada utilizando-se
solugdes com variadas concentragdes de sacarose (Tabela 7). Uma vez que o sensor em
questdo foi desenvolvido para a medig¢do de Escherichia coli em adgua buscou-se na literatura
o indice de refracdo de um agregado de células bacterianas. Este foi determinado por
VALKENBURG & WOLDRINGH (1984) como sendo 1,38, indice equivalente a uma massa
densa de células(colonias confluentes recolhidas de duas placas de Petri, semeadas em toda

sua superficie).
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Tabela 7. Quadro de indices de refra¢do obtidos com diferentes concentragdes de sacarose.

Concentracao de sacarose (%) Indice de refracdo correspondente
52 1,39
45 1,38
30 1,37
25 1,36
15 1,35

A regido estirada de cada fibra foi imersa em agua (utilizada como controle) ou
solucdo de sacarose, utilizando-se cadmaras de vidro para as fibras apenas estiradas e béqueres
de vidro de 5 mL para as fibras dobradas. A luz foi injetada na fibra através do sistema
descrito no item 4.3.3 ¢ as mudangas na transmissao da luz, observadas durante estas
interagdes, foram capturadas e analisadas através de um sistema eletronico desenvolvido para
este fim. Variagdes no indice de refragdo do meio alteraram o campo evanescente de luz, de
acordo com a equacdo 1, modificando assim a poténcia Optica que atinge o fotodetector
variando a voltagem detectada; as medidas obtidas foram divididas pelos valores observados
na leitura do controle, fazendo-se uma relagdo entre o branco e o resultado (tensdo/tensdo). A
medicao da voltagem foi repetida dez vezes com o objetivo de excluir alteragdes relacionadas
a acoplamento, manuseio e varia¢des na intensidade da luz do LED, e expressa em média ou

graficos de dispersao.

4.4. Preparo da fibra para ligagéo dos anticorpos
Este foi realizado baseado na metodologia proposta por FIXE ef al. (2004). Todas as
etapas, até ligagdo dos anticorpos, foram feitas sob agitacdo. Esta técnica incluiu as etapas

descritas a seguir.

4.4.1. Limpeza das fibras
As fibras foram limpas com isopropanol 99% por 5 minutos, sendo, em seguida,

lavadas com agua ultrapura e finalmente com tampao borato pH 11,2.

4.4.2. Aminacao da POF para ligacéo da proteina A
As POFs foram incubadas em hexametilenodiamina a 10% (diluida em tampao borato
pH 11,2) por 2 horas a 30°C (Figura 18). Apos trés lavagens com tampao borato, as fibras

foram secas por, no minimo, 3 horas a 37°C.
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Figura 18. Representacdo esquematica das reacdes quimicas envolvidas na aminagdo do
PMMA. Adaptado de FIXE et al., 2004.

4.4.3. Ativagéo da superficie aminada da POF

Sobre a superficie da POF foi adicionada uma solu¢cdo de glutaraldeido a 2,5%
(diluido em tampao fosfato pH 7,4) por 2 horas a 30 °C (Figura 19). Apos esse periodo a fibra
foi lavada trés vezes com tampao fosfato pH 7,4, seguida por secagem em estufa por, 3 horas

a37°C.

1 i : M Hy - compound
NH i N S
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Figura 19. Representacdo esquematica das reagdes quimicas envolvidas na formacao de ligacdo

entre o composto aminado e o glutaraldeido. Adaptado de FIXE et al., 2004.

4.4.4. Ligacdo covalente de proteina A ao PMMA
As fibras foram incubadas com solucdo de proteina A (SIGMA, P3061), que tem
como origem a parede celular da bactéria Staphylococcus aureus a 0,05 mg/mL (diluida em

solucdo de carbonato de sodio pH 9,5-0,5M) por 16-18 horas a 30° C.

4.4.5. Blogueio dos sitios inespecificos da superficie da fibra
Com o objetivo de bloquear possiveis ligacdes inespecificas a superficie das fibras foi
realizado o tratamento das mesmas com BSA 3% ou leite em p6 desnatado (Mollico) 5% por

1 hora a 30°C.
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4.5. Ligagéo dos anticorpos a fibra

O anticorpo policlonal (IgG-Pab) de camundongo, anti-E. coli O:55 foi obtidos
comercialmente (USbiological, Rio de Janeiro - RJ). Incubado por 1 hora, com a fibra
adsorvida de proteina A, a 30°C, sendo a fibra, apds este periodo, lavada trés vezes com

solugdo salina (NaCl 0,85%).

4.6. Avaliacao das etapas do processo quimico por Microscopia de Forca Atdmica

Amostras de fibras em diferentes fases do tratamento para ligacdo dos anticorpos,
descrita no item 4.4, e com anticorpos ligados a sua superficie, descrita no item 4.5, foram
fixadas em suportes adequados e visualizadas em microscopio de forgca atomica (JPK
instruments, modelo H-01-0086). O objetivo da utiliza¢do desta técnica foi a visualizacdo das
modifica¢des ocorridas na superficie das fibras Opticas ao longo do tratamento quimico. Uma
fibra sem tratamento foi utilizada como controle negativo. As imagens geradas foram
analisadas para verificagdo de modificacdes ocorridas na superficie das fibras, devido as

etapas de tratamento quimico.

4.7. Teste de ligagdo das bactérias a fibra
4.7.1. Estirpes bacterianas utilizadas

Estirpes bacterianas foram obtidas da bacterioteca do laboratério de “Microbiologia de
Alimentos”, no Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Goes e selecionadas para a
realizagdo deste trabalho. Estas foram mantidas através de cultivo seriado, em meio Agar
Nutriente, e estocadas em Caldo BHI contendo 10% de glicerol a -20 °C. A estirpe E. coli
American Type Culture Collection (ATCC-25922, sorotipo O:55 foi utilizada, além de
bactérias dos géneros Klebsiella pneumoniae (ATCC-700603), Enterococcus faecalis (ATCC-
29212) e Citrobacter freundii, selecionadas ao longo do trabalho e usadas como controles

negativos.
4.7.2. Procedimento de ligacéo das bactérias as fibras

As fibras, tratadas e com anticorpos ligados a superficie, foram expostas a suspensdes

bacterianas em agua destilada, contendo 10* UFC / mL, por lhora a 30°C.
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4.8. Determinacédo da ligacdo das bactérias a superficie das fibras
4.8.1. Avaliagdo por Microscopia Optica

Para a verificacdo da fixacdo das bactérias e relativa quantificagdo da ligacdo, as fibras
foram coradas com fucsina sodica (solugdo a 1%) por 30 segundos e em seguida lavadas duas
vezes com agua destilada. Apds secagem a 24°C £ 1°C a fibra foi observada ao microscopio

optico (Olympus, Tokyo. KHC-207269).

4.8.2. Avaliagdo por Microscopia Eletronica de Varredura

Para a verificacdo da fixagdo das bactérias e da disposi¢ao das mesmas ao longo da
superficie, as fibras foram preparadas para visualizagdo por microscopia eletronica de
varredura (JEOL; modelo JSM 5310). As amostras foram fixadas com glutaraldeido (2,5%)
em tampao cacodilato (0,1 M) por 2 horas a 24°C £ 1°C. Em seguida, foram lavadas com
tampdo Cacodilato e incubadas por 1 hora em Tetroxido de Osmio a 1%. Apés esta incubagio
a lavagem com o tampao cacodilato foi repetida, sendo em seguida feita a desidratacdo
gradativa até etanol 100% (30, 50, 70, 90 e 100%, incubando por quinze minutos a cada
concentragdo, trocando o alcool 100% trés vezes). A secagem do material foi feita a vacuo.
As amostras foram entdo metalizadas com ouro e visualizadas por microscopia eletronica de
varredura. Foi feito controle positivo, fibras tratadas quimicamente, porém sem anticorpos em
sua superficie, foram pressionadas contra cultura bacteriana (em placa de Petri), visando a

observacao de uma fibra completamente coberta com bactérias, ainda que inespecificamente.

4.9. Avaliacao da atenuacao do sinal causada pela ligacéo das bactérias a fibra

Utilizou-se, para avalia¢do da atenuacdo do sinal, o mesmo conjunto dptico-eletronico
empregado para a realizacdo das medigdes das solugdes de sacarose, formado por uma fonte
de luz (LED), um fotodetector (Fotec, modelo FM 300) e um circuito eletronico acoplado ao
detector, possibilitando a transmissdo através da fibra das possiveis variagdes do sinal,
descrita no item 4.3.3. O teste foi realizado em béqueres de 5 mL contendo a suspensao
bacteriana (E. coli) em agua destilada, colocada em contato com a fibra teste, coberta de
anticorpos (regido do “taper’”), por 50 minutos a 30°C. Apd6s 30 minutos de incubagdo a
suspensao foi homogeneizada. Como controle negativo, dgua destilada e fibras ndo cobertas
com os anticorpos foram empregadas. Houve a aquisi¢do constante dos dados, através do

sistema de medigdo descrito no item 4.3.3, para armazenagem e posterior analise dos mesmos.
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4.10. Determinacéo da sensibilidade do sensor

A sensibilidade do sensor desenvolvido foi estabelecida utilizando-se diferentes
concentragdes de E. coli, seguindo o protocolo descrito anteriormente, no item 4.8, para a
avaliacdo da atenuac¢do do sinal.

Foram preparadas suspensdes de E. coli com diferentes concentragdes, de 10° a
10%células/mL. Apos o tratamento das fibras e ligagdo dos anticorpos especificos, as fibras
foram imersas nestas suspensdes € o sinal obtido foi armazenado e expresso através de

graficos.

4.11. Amplificacdo do sinal obtido pela ligacdo das bactérias ao sensor
4.11.1. Sensibilizacao de particulas de latex

Com o objetivo de amplificar o sinal do sistema obtido com as menores concentragdes
de E. coli (10" e 10°células/mL), foram utilizadas particulas de latex vermelhas (K080-
ESTAPOR, Franga) de 0,8 pm, diluidas para 1% em tampao GBS, sensibilizadas com a
suspensdo de anticorpos monoclonais de coelho (1:2) por 2 horas a 37°C (BLOOMFIELD,
GORDON & ELMENDOREF, 1963). Em seguida as particulas foram lavadas com tampao

GBS, por duas vezes e resuspendidas no mesmo para a metade do volume inicial.

4.11.2. Avaliacdo da capacidade de ligacdo das particulas as bactérias
As particulas de latex foram colocadas em superficie contendo E. coli, sendo a
aglutinacdo visualizada por lupa (NIKON - modelo SMZ-1). O mesmo procedimento foi

realizado com as bactérias controle Klebsiella pneumoniae.

4.11.3. Interacdo de particulas de latex com bactérias ligadas as fibras

Apoés tratamento da fibra e ligacdo das bactérias, foi adicionada a suspensdao de
particulas de latex (1%) sensibilizada e foram incubadas em béquer de 5 mL a 24°C £ 1°C
por 1 hora. A suspensdo foi homogeneizada ap6s 30 minutos de incubagdo. Fibras ndo
tratadas com suspensdo de anticorpos foram utilizadas como controle negativo. Houve a
aquisi¢ao constante dos dados, através do sistema de medi¢do descrito no item 4.3.3, para

armazenagem e posterior analise dos mesmos.
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4.12. Durabilidade dos anticorpos ligados a superficie das fibras

Para avaliar a durabilidade dos anticorpos ligados a superficie das fibras foram
preparadas 25 amostras de fibras dobradas, sendo todas tratadas com Pab de camundongo
anti-E.coli, conforme descrito no item 4.5 ¢ armazenadas a 4°C em salina (0,85%). A cada
semana 3 amostras foram imersas em suspensio de E. coli com 10® células/mL, os resultados

obtidos foram armazenadas e analisados, sendo expressos na forma de graficos.

4.13. Avaliacéo do potencial de reciclagem dos sensores

Com o objetivo de se avaliar a possibilidade de reutilizacdo das fibras, o que
possibilitaria menores custos, foi realizado o procedimento de religamento dos anticorpos a
superficie das fibras apos remocao quimica dos mesmos. Desta forma, 3 amostras de fibras
dobradas foram tratadas e tiveram anticorpos (Pab) ligados em suas superficies, conforme
descrito no item 4.5. Estas foram colocadas em contatco com suspensdes de E. coli (10°
cé¢lulas/mL) e a potencia Optica transmitida avaliada conforme descrito anteriormente. Apos
este processo tais fibras foram imersas em solugdo de glicina a 0,1 M, pH 2,5, por 10 minutos
a 24°C £ 1°C, com o objetivo de desligar os anticorpos da superficie das fibras. Houve a
neutralizacdo do meio através da lavagem das fibras (3 vezes) com PBS - pH 7,4 - e nova
interagdo com anticorpos, avaliando-se a possibilidade de religamento dos anticorpos a
superficie das fibras reutilizadas. O processo de ligagdo de anticorpos foi repetido trés vezes

consecutivas com as mesmas fibras.

4.14. Determinacao da especificidade do sensor

Para a determinacio da especificidade do sensor suspensdes bacterianas, com 10°
células/mL de diferentes géneros da familia Enterobacteriaceae (Klebsiella pneumoniae
(ATCC-700603), Enterococcus faecalis (ATCC-29212 e Citrobacter freundii), foram postas
em contato com fibras tratadas e ligadas com os anticorpos especificos para E. coli. Foram
feitas interagdes apenas com suspensoes das bactérias determinadas acima ou juntamente com

suspensodes de E. coli (% v/v), visando avaliar a real especificidade do sensor.

4.15. Interferéncia de fatores ambientais nos processos de ligacéo e deteccdo da bactéria
Uma vez que o sensor serd utilizado em andlises de amostras ambientais, que podem

apresentar diferentes caracteristicas fisico-quimicas, fatores ambientais capazes de interferir

na leitura destas amostras foram estudados. Desta forma, suspensdes de E. coli foram

preparadas em agua com diferentes pHs (5,0 e 8,0), temperaturas (16°C e 25°C) e durezas
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(4gua mole e agua moderadamente dura, conforme Ministério da Saude, 2006). Fibras
dobradas foram interagidas com estas suspensdes € os sinais obtidos foram armazenados,

avaliados e expressos na forma de graficos.
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5: RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Material utilizado como base para o imunossensor

Grande parte dos estudos disponiveis na literatura aborda a fabricacdo de biossensores
tendo como base fibras Opticas de silica, o que pode ser atribuido a variedade de fibras com
este material e a sensibilidade apresentada pelas mesmas (RIJAL et al., 2005). Porém, as
fibras plasticas, material utilizado neste estudo, apresentam caracteristicas como a facilidade
de manuseio, a possibilidade de emprego de temperaturas mais baixas para modificagdes em
sua estrutura e a menor fragilidade, especialmente quando feita a exposicdo do campo
evanescente, que justificam sua utilizacdo. Tais propriedades foram verificadas neste estudo
assim como em trabalhos de WONG et al. (2003) e LYE et al. (2005). Os resultados obtidos
no presente estudo, com relacao a sensibilidade apresentada pelas fibras de PMMA, indicaram
que este material foi suscetivel as modificacdes quimicas, como a amina¢do ocorrida em sua
superficie. Fato compativel com estudos como de MERCHANT, SCULLY & SCHMITT
(1999) e WONG et al. (2003).

A maquina de estiramento desenvolvida permitiu a producdo de “tapers” e a utilizagdo

do ferro de solda possibilitou a curvatura das fibras de forma reprodutivel (Figura 20).

Figura. 20 — Fibras apds processo de tracdo sob aquecimento. a- Fibra controle, sem
nenhum tipo de tratamento; b- Fibra apds trac¢do; c- Fibra dobrada apds estiramento.

Como esperado houve aumento da sensibilidade com o estiramento, fato que pode
estar relacionado tanto a perda da casca, como proposto por MERCHANT; SCULLY &
SCHMITT (1999) na Figura 21, quanto a sua diminui¢do como demonstrado por GUO ef al.
(2009) na Figura 22, o que proporcionaria um aumento do campo evanescente € consequente

aumento da sensibilidade. Porém no segundo caso, pode haver um menor escapamento dos
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feixes luminosos da guia de onda (fibra), resultando em uma melhor interagdo do campo

evanescente com o meio.

Y Micleo

Casia Regi&o do “taper’

Figura 21. Afilamento da fibra Optica plastica. Esquema sugerindo remogao da casca.
Adaptado de MERCHANT; SCULLY & SCHMITT (1999).

Figura 22. “Taper” formado na fibra éptica. Esquema sugerindo diminui¢do da casca
Adaptado de GUO et al. (2009).

Trabalhos, como o de LEUNG et al. (2006), empregando fibras de silica, abordam a
confec¢ao do “taper” utilizando uma chama de propano e pesos nas extremidades da fibra, de
forma que com o aquecimento do centro da mesma, os pesos proporcionaram o afilamento da
regido central. Ainda que a elaboracdo do “taper” se faca possivel, pode-se observar pelas
medidas apresentadas no trabalho que ndao ha reprodutibilidade. A adequagdo de uma
maquina, normalmente empregada no acoplamento de fibras, também ¢é sugerida, mesmo
nesse caso emprega-se pesos para uma maior precisao na formagao do “taper” (KHIJWANIA
& GUPTA, 1999; LEUNG et al., 2006; MARALDO, SHANKAR & MUTHARASAN,
2006). O afilamento quimico também ¢ sugerido, para fibras de silica (FERREIRA,
WERNECK & RIBEIRO, 2001) e de plastico (WONG et al., 2003). No segundo caso, apesar
do autor defender que a utilizagdo de solventes, para diminuicdo da casca, proporcione fibras
com medidas mais regulares, os ensaios com diferentes indices de refracdo demonstram que a
sensibilidade do sensor ¢ baixa (detec¢ao de indices acima de 1,46), o que impossibilitaria sua
utilizagdo para deteccao de diversos analitos. A remoc¢do de grande parte da casca pode ser a
responsavel por esta baixa sensibilidade. No presente estudo, ndo foi possivel determinar se
houve a remog¢ao ou diminui¢do da casca através das técnicas empregadas. Devido a

sensibilidade apresentada nas leituras, de diferentes indices de refragdo e suspensdes

48



RESULTADOS E DISCUSSAO

bacterianas (demonstradas em topicos seguintes), a permanéncia da casca pode ser sugerida,
porém ¢ necessaria a utilizacao de técnicas que confirmem o verdadeiro estado da casca.

A dobra do “taper” de algumas fibras foi feita com o intuito de se aumentar a
sensibilidade do sensor, através do aumento da profundidade do campo evanescente (Figura
23), pois alguns modos, ou feixes de luz, tornam-se perdularios ao entrarem em contato com a
dobra. Isto ocorre devido ao aumento do angulo de incidéncia (6,) na regido de dobra na
interface ntcleo-casca , sendo este menor do que o angulo critico Desta forma, ainda que as
alteragdes na casca sejam pequenas, ou ndo ocorram, havera interag¢do suficiente com o meio

para haver a deteccgao de alteragdes.
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FIGURA 23. Estrutura da fibra optica em formato de U. Adaptado de WANG et al.
(2009).

A utilizacdo do ferro quente de solda foi uma solugdo encontrada para um menor
manuseio das fibras e consequentemente menor agressdo da superficie, evitando a formacao
de depressoes como as verificadas no estudo de GENG, MORGAN & BHUNIA (2004), que
podem levar a uma deteccdo equivocada do analito, seja por concentragdo do elemento de
reconhecimento, seja pela concentragao do proprio analito nestas areas. A utilizagdo do ferro
também visou a obtencdo de uma melhor reprodutibilidade. O método de curvatura
empregando uma chama, utilizado em alguns trabalhos como de WANG et al. (2009),

dificulta a reproducdo e leva a maior perda de material.

5.2. Avaliacdo da superficie das fibras por microscopia eletrénica de varredura

As imagens obtidas por MEV ndo revelaram modificagdes ou danos fisicos aparentes
oriundos dos processos de estiramento ou de dobra, tanto as superficies das TF (Figura 24)
quanto das TUF (Figura 25) mantiveram-se intactas. A utilizagdo de cola de prata, para
fixacdo das amostras de fibra, originou desniveis ao longo do “taper”. Uma vez que a
substitui¢do deste produto por fita de carbono nao revelou modifica¢cdes na superficie do

“taper”, assim como fibras sem “casca” também permaneceram intactas, pode-se inferir que a
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cola de prata provocou deformacgao no material das fibras ao reagir com a “casca” presente na

superficie.

Zaky B n COFPE COPFPE Z@kyY : g CORPE

Figura 24. Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura. a- Fibra esticada
com casca imobilizada com cola de prata, para producdo das fotos. b- Fibra esticada com
casca imobilizada com fita de carbono. c- Fibra esticada sem casca imobilizada com cola de
prata. A associacdo das irregularidades com reacdes entre a casca e a cola de prata fica
indicada pela analise da seqiiéncia de imagens.

COPFE o COPPE

Figura 25. Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura. a- Fibra dobrada
com casca imobilizada com cola de prata, para producdo das fotos. b- Fibra dobrada com
casca imobilizada com fita de carbono. c- Fibra dobrada sem casca imobilizada com cola de
prata. A associacdo das irregularidades com reacdes entre a casca e a cola de prata fica
indicada pela analise da seqiiéncia de imagens.

5.3. Caracterizacdo geométrica dos “tapers”

As medidas das regides sensiveis apresentaram variacdes segundo a poténcia
empregada, o tempo de aquecimento e o nimero de passos executados pelos motores da
maquina de afilamento.

A caracterizagdo das fibras, feita através do “software” ImageProPlusg, possibilitou a

determinag@o de alguns parametros (a, b, ¢ e d), conforme demostrado na Figura 15 a serem
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considerados para comparagdo entre as fibras, algumas medidas podem ser visualizadas na
Tabela 8. As variagdes, ocasionadas pelo processo, possibilitaram correlagdes entre os
parametros e a determinag¢do das medidas mais adequadas para a produgdo das fibras a serem
usadas no sensor em questdo. Pode-se observar que as laterais dos “tapers” (a e b)
apresentaram variagdes pequenas em cada fibra. A relagdo destes parametros ¢ dada por a/b
na Tabela 8.

As fibras foram catalogadas conforme o dia de producdo das mesmas, assim a fibra
denominada A-1 equivale a primeira fibra produzida no primeiro dia de utilizacdo da
maquina, além de serem divididas em grupos de fibra com “taper”, ou “tapered fiber” (TF), e

fibra com “taper” em formato de U ou “tapered U-shaped fibers” (TUF).

Tabela 8. Medidas obtidas através do “software” ImageProPlusg de fibras com diferentes
geometrias

Grupo-Ndmero Dié(rg;etro Lado(tc)i)ireito Lado (e:)querdo Comp(n;i)mento ab
TF/IQ-12 0,41 1,0674 1,0509 13,66 0,98
TF/Q-39 0,42 1,0311 0,9492 13,37 0,92
TF/1-51 0,44 0,9814 1,0370 13,72 1,06
TF/Q-02 0,48 0,8204 0,8487 13,49 1,03
TF/-31 0,45 1,0169 0,9998 14,88 0,98
TF/1-34 0,44 1,0397 1,0586 15,82 1,02
TF/G-31 0,47 0,9245 0,9245 12,58 1,00

TUF/N-28 0,39 0,9348 1,0327 14,11 1,10
TUF/N-07 0,37 1,0868 1,0976 14,37 1,01
TUF/Q-34 0,45 1,0065 0,9820 12,01 0,98
TUF/O-06 0,45 0,9593 0,9919 12,15 1,03
TUF/H-01 0,49 0,9900 1,0007 12,63 1,01
TUF/1-22 0,60 0,8345 0,8204 14,54 0,98
TUF/1-44 0,55 0,8911 0,9760 14,25 1,10

TF — “tapered fibers”; TUF — “tapered U-shaped fibers”. O niimero de cada fibra esta relacionado a seu dia e
ordem de fabricagdo. Os parametros didametro (d), comprimento dos “tapers” (c) e os didmetros de suas
extremidades (a ¢ b) foram utilizados para avaliagdo e comparagdo das fibras através da analise da relagdo entre
estes parametros (a/b).
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5.4. Andlise da sensibilidade das fibras a diferentes indices de refracao

As fibras foram avaliadas quanto aos parametros didmetro, comprimento e laterais
formadas apos o estiramento. As fibras esticadas com didmetros acima de 0,55 mm foram
inicialmente testadas, porém nao apresentaram sensibilidade para a deteccdo das solucdes de
sacarose utilizadas. As mesmas demonstraram-se sensiveis apenas entre os diametros 0,40 e
0,54 mm (Figura 26), indicando que a modificacdo deste parametro foi suficiente para o
aumento da sensibilidade do sistema, sem a alteracao consideravel de outras dimensdes.

A falta de sensibilidade da fibra esticada com didmetros maiores pode estar
relacionada a manutencdo da casca com sua espessura original, o que impediria uma maior
interacdo do campo evanescente com o meio. Fibras com diametros abaixo de 0,40 mm
dificultam o manuseio, pois quebram com facilidade, por isso ndo foram consideradas para
avaliacdo, além de apresentarem grande perda luminosa, dificultando a analise do meio. Estas
variagoes também foram observada por RIJAL et al, 2005 com fibras 6pticas de silica, neste
trabalho o autor observou que as variagdes de geometria das fibras sdo relacionadas as

diferentes leituras frente a uma mesma concentragao de E. coli.
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Figura 26. Determinacdo da sensibilidade dos sensores, fibras esticadas, frente a
diferentes indices de refracdo. Cada linha representa a média de duas fibras com o diametro
indicado pela cor.

Em contrapartida, as fibras dobradas foram capazes de detectar as modificagdes

ocorridas no campo evanescente ainda que com maiores diametros, Figura 27.
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Figura 27. Determinagdo da sensibilidade dos sensores, com fibras dobradas, frente a
diferentes indices de refragdo. Cada linha representa a média de duas fibras com o diametro
indicado pela cor.

Apesar de haver variagdes no grafico da Figura 27, como a maior atenuacao da tensio
(V/V) apresentada pelas fibras com diametro 0,56 mm, em comparagdo com as outras fibras,
pode ser observada uma homogeneidade dos resultados (maior linearidade da variacdo da
tensao detectada em relagdo aos indices de refracdo testados). Este fato indica que a

sensibilidade das TUF ndo sofre grande alteracdo com as modificacdes geométricas.

Com relagdo ao comprimento dos “tapers”, as TF mostraram uma variagdo maior,
durante as leituras das solu¢des de sacarose, do que as TUF (Figuras 28 e 29). Pode ainda ser
observado que as fibras TF com comprimento de 14 e 15 mm apresentaram menor
sensibilidade na leitura de todos os indices de refracdo, enquanto fibras com 11 mm ndo leram
as solucdes com indices muito proximos ao da adgua (1,33). Sendo assim, os comprimentos 12
e 13 mm podem ser considerados os ideais para a construcao do sensor.

As TUF apresentaram comportamento semelhante, sendo que, neste caso, fibras com
11 mm de comprimento apresentaram menor sensibilidade do que as fibras com 12 e 13 mm
em todos os pontos do grafico. Os extremos avaliados, 11, 14 ¢ 15 mm, apresentaram menor
sensibilidade em todos os pontos. Desta forma, pode-se aferir que fibras com “taper” muito
curto podem ndo interagir da maneira tdo eficiente com o meio, enquanto fibras cujo
comprimento de “taper” fique acima de 14 mm, podem determinar perdas excessivas de luz,

dificultando o retorno dos feixes para o interior das fibras.
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Figura 28. Fibras esticadas, com “tapers” variando de 11 mm a 15 mm de comprimento,
analisadas frente a diferentes indices de refracao.
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Figura 29. Fibras dobradas, com “tapers” variando de 11 mm a 15 mm de comprimento,
analisadas frente a diferentes indices de refracao.

O processo de dobra nao provocou modificagdes no comprimento dos “tapers”, a
média dos comprimentos foi de 13,44 mm e 13,43 mm, fibras esticadas e dobradas

respectivamente (analise feita em 40 fibras de cada grupo).
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A andlise das laterais dos “tapers” (parametros a € b mostrados na Tabela 7) foi um
dos indicativos da reprodutibilidade no afilamento das fibras, assim como da adequagao da
maquina utilizada. A relagdo entre as extremidades (a/b), medida importante para a
determinagdo do “taper”, apresentou valores em torno da unidade, com média 1,01 mm e

desvio padrao 0,05 para fibras esticadas e dobradas (analise feita em 40 fibras de cada grupo).

5.5. Analise da estabilidade de leitura

As fibras apresentaram reprodutibilidade de leitura quando a mesma fibra foi
submetida a 10 leituras, tanto para TF, fibra esticada Q-2 com 0,47 de didmetro (Figura 30),
quanto para TUF, fibra dobrada N-28 com 0,38 de diametro (Figura 31). Indicando que o
manuseio das fibras, incluindo desacoplamento e acoplamento das mesmas, nao interferiu de
forma a modificar os padroes de leitura observados. Assim a variagdo entre as leituras em
ambos os casos foi pequena, sendo a das fibras dobradas aparentemente menor do que das

fibras esticadas.
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Figura 30. Andlise da estabilidade de leitura da fibra esticada Q-2 frente a diferentes
indices de refragdo. Fibra com 0,47 mm de didmetro, leitura repetida 10 vezes.

55



RESULTADOS E DISCUSSAO

1,050
|

—=—N-28
0,950 -

0,850 -

o
~
a
<]

Tensdo (V) / Tenséao (V)
o o
[9)) (o))
a a
o o

0,450 -

0,350 -

0,250 T T T T T T |
1,330 1,340 1,350 1,360 1,370 1,380 1,390 1,400
indece de Refragdo

Figura 31. Analise da estabilidade de leitura da fibra esticada N-28 frente a diferentes
indices de refracéo. Fibra com 0,38 mm de didmetro, leitura repetida 10 vezes.

As fibras apresentaram estabilidade de leitura tanto quando uma mesma fibra foi lida
diversas vezes, como mostrado anteriormente, quanto quando diferentes fibras foram lidas
diversas vezes e comparadas entre si (Figuras 32 e 33). Fica evidente na andlise destes
graficos a diferenca de sensibilidade entre os dois grupos de fibras (TF e TUF), a relagdo de
tensdo (V/V) correspondente a leitura do maior indice de refracdo analisado, das fibras TF
ficou em torno de 0,750 V/V, enquanto que esta mesma relagdo ficou em torno de 0,400 V/V
em relagdo as fibras TUF. Os dados de tensdo fornecidos pelo sistema de medig¢ao e obtidos
na andlise de estabilidade de leitura, observados nos gréaficos das Figuras 32 e 33, foram
normalizados considerando-se os resultados de leitura na 4dgua, utilizada como controle
negativo. Na Figura 32 ¢ apresentada a expressao para a linearizagdo das curvas obtidas para
fibras esticadas; o coeficiente angular, representado pelo numero -4,3406, ¢ a medida da
sensibilidade do grupo de fibras analisado. Pode-se observar que o coeficiente angular da
expressdo de linearizagdo para o grupo de fibras dobradas foi -9,9493, sendo assim maior em
moédulo em relagdo ao grupo das fibras esticadas. Desta forma, obtem-se um pardmetro
quantitativo que expressa a maior sensibilidade das fibras dobradas em relagdo as fibras

esticadas.
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Figura 32. Relacdo da tensdo obtida em funcdo dos diferentes indices de refracéo
utilizados (cada reta representa uma média de 10 repeti¢des por fibras). Leituras feitas com
fibras esticadas de diferentes didmetros - Q-32 (0.42mm); Q-12 (0.42mm); Q-39 (0.42mm);
Q-02 (0.47mm) e O-05 (0.36mm).
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Figura 33. Relacdo da tensdo obtida em funcdo dos diferentes indices de refracéo
utilizados (10 repeti¢des por fibra). Fibras com didmetros variaveis: N-07 (0,35mm); N-28
(0,38mm); Q-34 (0,45mm); I-22 (0,50mm) e [-44 (0,50mm).

Desta forma, devido a observacdo de uma maior estabilidade das fibras TUF, uma
maior facilidade de manipulacao e maior sensibilidade das mesmas, este foi o grupo de fibras

selecionado para a elaboragdao do imunossensor.
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5.6. Avaliacéo dos efeitos do tratamento quimico e ligacdo de anticorpos na superficie das
fibras por microscopia de forca atdmica

Fibras de PMMA apresentam sua superficie como um ambiente hidrofébico com baixa
capacidade de interacdo espontdnea com outros materiais, o que pode ser interessante em
analises de amostras ambientais (FINLAY et al, 2002). No caso da necessidade de
modificagao de sua superficie, esta baixa interagao pode ser contornada pela utilizagao de
tratamentos quimicos, como a aminagdo, o que torna a superficie da fibra favoravel a ligacao
de proteinas (LI, HU & LIU, 2004, LYE et al., 2005).

As diversas fases de tratamento quimico da fibra, até a ligagdo dos anticorpos em sua
superficie, foram visualizadas por microscopia de forga atomica (Figura 34). O controle
negativo foi feito com uma fibra sem tratamento (Figura 34a), apesar de apresentar algumas
irregularidades, provindas provavelmente do manuseio excessivo, a superficie apresenta-se
homogénea. Apds o processo de estiramento e dobra (Figura 34b), a superficie deixou de ser
homogénea, possivelmente devido ao calor utilizado para tragdo. O tratamento com HMDA
ndo provocou modificagdes aparentes em relacdo a superficie apds tracionamento (resultado
nao mostrado). Quando da utiliza¢do do glutaraldeido, a superficie ganhou um aspecto mais
plano (Figura 34c). A ligacdo dos anticorpos foi verificada pelos pequenos pontos menores do
que 1 um (34d). A disposicao dos anticorpos na superficie da fibra pode ser a resposta para a
ligacdo irregular de bactérias ao longo da mesma, uma vez que as imagens revelam que os
anticorpos ndo estdo ligados de modo uniforme a fibra (formando um “tapete”). Este fato
pode estar relacionado as ligacdes quimicas ocorridas na superficie das fibras e a uma ligacao

irregular da proteina A, fato que deve ser investigado.
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Figura 34. Fases de tratamento das fibras observadas por microscopia de forca atdmica.
a- controle, superficie sem tratamento; b- superficie ap6s processo de dobra; c- apos
tratamento com glutaraldeido; d- com anticorpos ligados a superficie.

5.7. Confirmacao de ligacdo de bactérias a superficie das fibras

A determinagdo da presenca das bactérias, ligadas pelos anticorpos a superficie das
fibras, foi feita por microscopia 6tica (Figura 35) e por microscopia eletronica de varredura
(Figura 36). A coloragdo por fucsina, feita no primeiro caso, possibilitou a verificagdo das
bactérias, pontos vermelhos. Com o uso da microscopia eletronica pode-se verificar a
formagdo de pequenos grupos bacterianos na superficie (Figura 36 a e b). Como controle
positivo foram utilizadas bactérias ligadas inespecificamente a fibra (fibra sem anticorpos), o
que possibilitou a visualizagdo de uma camada uniforme de bactérias (Figuras 36 ¢ e d),
idealizando como ficaria uma fibra completamente coberta com anticorpos funcionais e

consequentemente coberta com bactérias.
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Figura 35. Imagem por microscopia optica de ligacdo de E.coli, a superficie da fibra
adsorvida de anticorpos, corada com fucsina.

15kU xX18,.888 l:l.l—‘m baBEaa

Figura 36. Visualizacdo de bactérias E. coli ligadas a superficie da fibra por microscopia
eletronica de varredura a. a- grupos bacterianos na superficie da fibra. b- algumas bactérias
isoladas também foram visualizadas ao longo da fibra. c- controle positivo, bactérias ligadas
inespecificamente a fibra, d- detalhe de ampliacdo de area com camada de bactérias.

A formagdo de grupos de células na superficie das fibras ¢ vista em outros estudos
como no de GENG, MORGAN & ARUN (2004). Neste estudo, as imagens por microscopia

eletronica mostram que a superficie da fibra ndo foi totalmente coberta com bactérias, neste
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caso Listeria monocytogenes. Estudos devem ser feitos para melhor avaliacao deste efeito que
pode estar relacionado ao material que compde a fibra, no caso do PMMA, principalmente
fluoretado, existe uma dificultado de espalhamento de substidncias em sua superficie, pois a
energia de superficie necessaria para ocasionar uma melhor adesdo da substancia ¢ baixa neste

material, levando a uma baixa tensao superficial (SABREEE, 2010).

5.8. Avaliagdo da atenuacéo de sinal por suspensdes bacterianas

A sensibilidade do sensor foi verificada através da avaliagdo da atenuacdo do sinal,
gerado apos contato do sensor com suspensdes bacterianas com concentracdes de 10* ¢ 10°
células de E. coli/mL (Figura 37). Para o controle foi utilizada fibra tratada quimicamente mas
sem anticorpo em contato com alta concentracao bacteriana (10® células/mL).

Diferentemente do que ocorre com leituras de solugdes homogéneas, como a solucao
de sacarose, a leitura da suspensdo bacteriana ndo ocorre de forma linear, especialmente com
baixas concentragdes microbianas. Isto se deve a ndo absor¢do da maior parte da luz do
campo evanescente, devido as poucas células na superficie da fibra, ha a formacdo de um

degrau de absor¢do, o mesmo foi verificado por RIJAL et al, 2005.

1,010 4 —=—N-31 (107)
1-40 (104)

—*—1-37 (103)

—— CONTROLE

1,000 4

0,990 -

Tenséo (V)/Tenséo (V)

0,980 -

0,970 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Tempo (minutos)

Figura 37. Determinacdo da sensibilidade do imunossensor frente as
concentracdes 10* e 10° células de E. coli/mL e o controle controle (fibra sem anticorpo em
contato com alta concentragio bacteriana, 10® células/mL).

5.8.1. Amplificacdo da atenuacéao de sinal
Devido ao baixo sinal obtido, quando foram utilizadas suspensdes bacterianas nas

concentragdes de 10° e 10* células de E. coli/mL, particulas de latex (0,8 pm de didmetro)
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sensibilizadas com anticorpos policlonais anti-E. coli foram empregadas. Neste caso, o
controle utilizado foi uma fibra tratada quimicamente e com anticorpos ligados a sua
superficie, porém sem contato com bactérias, incubada com a suspensdo de particulas

sensibilizadas (Figura 38).
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Figura 38. Amplificacdo do sinal atraves da utilizacdo de particulas de latex. O controle
utilizado foi uma fibra quimicamente tratada, porém sem anticorpos, incubada com a
suspensao de particulas sensibilizadas.

5.9. Determinacéo do tempo de atividade dos anticorpos empregados

Apo6s serem ligados as fibras os anticorpos tendem a degradacao devido a possiveis
variagdes do meio e a fatores que podem atuar junto a estas moléculas alterando sua
conformacdo. Desta forma, foram feitos testes semanais para determinacdo da estabilidade
dos anticorpos eleitos. O grafico da Figura 39 mostra o decaimento da atividade dos
anticorpos ao longo do tempo, indicando que a partir da quinta semana o sinal final obtido
fica menor do que 0,020 V/V, préximo ao verificado nos controles negativos. A maior relagao
de tensdo obtida na segunda semana em comparagdo com a primeira pode estar relacionada ao
conjunto de fibras utilizado, assim como o comportamento demonstrado pelas fibras das
leituras da quarta e quinta semanas, abaixo do ponto 1,0 da relagdo de tensdo ao contrario das
demais. Pequenas variacdes na geometia das fibras podem ser responséaveis por esta inversao,

como visto por LEUNG et al.(2006).

62



RESULTADOS E DISCUSSAO
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Figura 39. Determinacgédo da atividade dos anticorpos ligados ao imunossensor ao longo
das semanas.

5.10. Reaproveitamento de fibras com o religamento de anticorpos

A reutilizagdo das fibras proporciona a diminui¢cdo dos custos do sensor, além de
contribuir para um menor acumulo de residuos no ambiente. Desta forma, o desligamento dos
anticorpos com solugdes de glicina (0,1 M, pH 2,5), seguido de seu religamento, foi testado
(Figura 40). Observa-se que apods o terceiro religamento a sensibilidade de leitura cai
drasticamente quando comparado a primeira leitura, atingindo valores proximo aos
observados nos controles negativos, fibras sem anticorpos incubadas com suspensdes

bacterianas. Desta forma, a reutiliza¢do do imunossensor s6 poderia ocorrer uma vez.
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Figura 40. Reaproveitamento de fibras com a religacao de anticorpos.
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5.12. Avaliacao da especificidade do sensor

A especificidade do imunossensor foi observada através de sua interacdo com outros
géneros bacterianos (Klebsiella, Enterococcus e Citrobacter). O imunossensor foi testado
com suspensodes de culturas puras (Figura 41) ou mistas (Figura 42), indicando que os sinais
obtidos, quando da interagdo com outros géneros bacterianos apenas, foram muito proximos
aos obtidos com controles negativos, isto €, sem anticorpos, mas em contato com suspensao
de E. coli. Isto ocorreu provavelmente devido a ligagdes celulares inespecificas com os

géneros controle.
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Figura 41. Avaliacdo da especificidade do sensor na presenca de culturas bacterianas puras.
Suspensdes de 10° células/mL dos géneros bacterianos Klebsiella, Enterococcus ¢ Citrobacter foram
incubadas com fibras previamente tratadas com anticorpos anti-£.coli.

Quando leituras de suspensdes mistas foram realizadas, os sinais finais obtidos
revelaram que suspensdes de E. coli + Enterococcus e E. coli + Citrobacter proporcionaram
sinais semelhantes aos detectados com suspensdes apenas de E. coli, sugerindo que o
diferencial nestes casos foi a cultura de E. coli utilizada. A suspensdo mista E. coli +
Klebsiella, apesar de haver sido observada uma menor diferenga de tensdo (V/V), houve um
aumento visivel quando comparado com a cultura pura (apenas Klebsiella). Nesta leitura de
cultura mista pode ter ocorrido interferéncia da propria Klebsiella, dificultando a ligacao da
bactéria E. coli aos anticorpos. A inversdo verificada neste caso, aumento ao invés da
diminuicdo do sinal, pode estar associada a geometria da fibra, como observado por RIJAL et

al. (2005). Neste mesmo estudo, quando duas cepas de E. coli foram submetidas ao
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imunossensor avaliado pdde-se observar especificidade semelhante a observada na Figura 42,
a adicdo de 50% da bactéria especifica para o anticorpo levou ao aumento da resposta do

sensor, neste caso com fibra de silica.
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Figura 42. Avaliacdo da especificidade do sensor na presenca de culturas bacterianas
mistas. Suspensdes mistas de 10® células/mL de E. coli + Klebsiella, E. coli + Enterococcus,
E. coli + Citrobacter foram incubadas com fibras previamente tratadas com anticorpos anti-
E.coli.

5.13. Avaliacao de interferentes ambientais no processo de leitura

Devido a possiveis interferentes em amostras reais do meio foram realizados testes
com a modificagdo de alguns fatores, comumente varidveis na natureza, para verificar se
havia alguma alteracdo nas leituras.

A variagdo do fator dureza da dgua promoveu modificagcdes nos sinais obtidos (Figura
43). Segundo o Ministério da Saude (2006) pode-se classificar em mole ou branda a 4gua que
contétm 4,29mg/mL de CaCO; e em dureza moderada a que contém 52,62 mg/mL,
concentragdes correspondentes as das amostras analisadas. Os resultados demonstraram que o
aumento da concentragdo de CaCOj; resultou na diminuicdo da sensibilidade de leitura do
sensor (Figura 44), chegando a proximo de 0 quando da avaliacdo de agua com dureza
moderada. Este fato indicou que os sais presentes nas amostras foram capazes de influenciar

na resposta do imunossensor, havendo possivel necessidade de corre¢do de dureza durante
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analises de amostras ambientais. A presenca dos sais, mais concentrados nos meios com

maior dureza, pode ter prejudicado a ligagdo das bactérias aos anticorpos.
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Figura 43. Avaliacdo do sensor frente a variagdes do fator dureza da &gua. Foi utilizada
agua destilada como controle negativo, leitura correspondente a 0 mg/ml.

O fator temperatura também influenciou nas leituras realizadas, sendo a temperatura
ideal a normalmente utilizada (controle-30°C), abaixo deste valor a sensibilidade do sensor foi
menor (25° e 16°C), como pode ser visto no Figura 44. Como o tempo de interagcdo das
bactérias com os anticorpos ndo ¢ muito longo, apenas 1 hora, ha a necessidade da utilizagao
da temperatura ideal para que a ligacdo seja beneficiada. A exposi¢ao de sitios bacterianos

devido ao aumento da temperatura também pode ser considerada.

—e— Temperatura 25°C
1,050 -
—=— Temperatura 16°C

—4— Controle-30°C

1,040 -

1,030 ~

1,020 -

1,010 ~

Tenséo (V)/Tensao (V)

1,000 4

0,990

0,980

Tempo (minutos)

Figura 44. Avaliacdo do sensor frente a variacdes do fator temperatura (25°C, 16°C, 30°C).

66



RESULTADOS E DISCUSSAO

O pH também demonstrou influéncia na sensibilidade do sensor. Quando em valores
de pH em torno de 7 (controle) foram observadas maiores diferencas de tensao (V/V) e ao se
utilizar um pH 4cido (5,0) pode-se observar uma reducdo na sensibilidade, mas ainda passivel
de ser lido como positivo. Porém, quando se adotou pH basico (8,0) a sensibilidade foi
proxima a 0 (Figura 46). A utilizagdo de pH é4cido ¢ normalmente atribuida a dissociagdo do
complexo antigeno-anticorpo ou ao desligamento do anticorpo, mas a acidez ¢ maior do que a

apresentada, abaixo de 3 (RIJAL et al., 2005).
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Figura 45. Avaliacdo do sensor frente a variacdes do fator pH (5,0, 7,0-controle- ¢ 8,0)

Assim como sugerido por FIXE et al, as condi¢gdes normalmente abordadas nos
trabalhos que propdem deteccdes em ambientes aquosos utilizando sensores, indicam o
emprego de condi¢des ideais, como temperatura a 30°C e pH neutro. Estes fatores, porém,
assim como a dureza, quando alterados demonstraram influéncia na ligacdo e consequente

deteccao da bactéria E. coli.
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CAPITULO 6. CONCLUSOES

Devido as suas caracteristicas como sensibilidade, especificidade e rapido

fornecimento de resultados, os imunossensores tem sido bastante estudados, com objetivos de

analises, principalmente nas areas de saude, de alimentos e ambiental. A partir dos resultados

obtidos durante este trabalho, podem ser tiradas as seguintes conclusdes descritas a seguir:

l.

O material escolhido para a constru¢do do imunossensor, fibra oOptica plastica de

PMMA, mostrou-se adequado, pois ¢ de facil e segura manipulagao.

A maquina de estiramento foi capaz de produzir “tapers” com mesmas medidas,

porém alguns ajustes devem ser feitos para que a repetibilidade seja aumentada.

Variagdes nas medidas das fibras promoveram diferentes leituras, indicando que a
geometria ¢ um fator de grande influencia e deve ser considerado na elaboragdo de

sensores a fibra Optica.

As fibras dobradas apresentaram-se mais estdveis a variacdes de didmetro e
comprimento do “taper”, mais sensiveis aos diferentes indices de refracdo analisados,

além de serem de mais facil manuseio e transporte.

Nao foi possivel determinar se houve perda da casca ou apenas seu estiramento, outras

técnicas devem ser empregadas para a verificagdo deste ponto.

Através da microscopia eletronica de varredura ndo foi possivel notar modificagdes
significativas na superficie das fibras ap6s aquecimento e dobra. A microscopia de
forga atOmica permitiu uma analise mais detalhada e revelou que a fibra tornou-se

menos homogénea com o aquecimento.

O procedimento de ligagdo dos anticorpos a fibra mostrou-se eficiente e possibilitou
fibras revestidas especificamente com as células alvo, mesmo quando desafiados com

bactérias da mesma familia da bactéria £. coli.
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10.

11

12.

13.

CONCLUSOES

Os anticorpos apresentaram queda de atividade ao longo das semanas, ficando vidveis,

apos ligacao a superficie das fibras, por até¢ quatro semanas, quando estocados a 4° C.

O sensor foi capaz de detectar a presenca da bactéria E. coli em baixas concentragdes
(10* e 10° células/mL) quando o sinal foi amplificado, no caso, com a utilizagio de

particulas de latex, adsorvidas de anticorpos anti-E. coli.

Foi possivel realizar a reutiliza¢do das fibras, com religagdo dos anticorpos, por duas

vezes, sendo assim, as fibras s6 podem ser reaproveitadas uma vez.

. A diminuicao de sensibilidade do imunossensor frente a modificacdo dos fatores

ambientais temperatura, pH e dureza, pode requer um ajuste da amostra para que a

detecgdo ndo seja comprometida. Novos testes, com mais amostras, devem ser feitos.

Os resultados obtidos foram promissores, uma vez que abrem oportunidade para a
realizagdo de pesquisas que levem a amplificagdo do sinal, portanto uma deteccdo
mais apurada da bactéria E. coli, assim como a deteccdo de outras bactérias em meio

liquido.
O sistema, assim, demonstrou-se aplicavel, atingindo os objetivos aos quais se propos.

Novos testes devem permitir seu aperfeigoamento, culminando na obtengdo de um

imunossensor de amplo interesse ambiental, industrial ou clinico.
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CAPITULO 7. SUGESTOES

Segundo os resultados obtidos pode-se indicar algumas alternativas e aprimoramentos

para a obtencdo de melhores resultados:

e Visando atenuar as variagdes na geometria das fibras, através da diminuicao das
trocas de calor com o ambiente externo ao sistema de estiramento, a resisténcia pode

ser acondicionada em um compartimento isolador;

e Aperfeigoamento do sistema de leitura com um melhor acoplamento das fibras aos

conectores, possibilitando menor perda de luz;

e A amplificagdo do sinal pode ser realizada com o emprego de anticorpos marcados
com fluordéforos ou cromoforos, aumentando a sensibilidade do sistema e permitindo

sua utilizagdo em analises clinicas;

e Avaliagdo de alteragdes nas leituras relacionadas ao aumento do teor salino e
protéico, possibilitando posteriores analises de amostras de agua salgada, salobra e

originadas de esgotos;
e O imunossensor desenvolvido pode ser adaptado para a deteccdo de outros

microrganismos que apresentem maior dimensao (fungos, protozodrios e algas) e para

a avaliacdo de amostras ambientais, através da utilizagdo de anticorpos especificos;
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