Comunicado

Foto: Airis Maria Aratjo Melo

[Thn o=
T
“”“l! V-

Fonte: http://www.perulactea.com/wp-content/uploads

Atualmente, os métodos convencionais para
deteccao de Sa/monella sdo considerados
demorados, necessitando de, no minimo, cinco dias
para a conclusao de um diagndstico (ANDREWS

et al., 2014). Outro aspecto desfavoravel para

o0 uso desses métodos é que se faz necessaria
uma estrutura laboratorial especifica, onerosa e
com profissionais capacitados para a execucao

de técnicas complexas. Nesse contexto, os
biossensores representam uma alternativa de
resposta rapida para a deteccao de bactérias
patogénicas em alimentos, destacando-se

os biossensores que utilizam transdutores
eletroquimicos, pois podem ser miniatuarizados e
usados rotineiramente, a exemplo do que acontece
com os glicosimetros comerciais encontrados
facilmente em farmacias.
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No Brasil, no periodo de 2000 a 2014, 7% dos
surtos alimentares causados por Sa/monella foram
veiculados por leite e seus derivados (BRASIL,
2015). Sob o ponto de vista analitico, o leite é
considerado uma matriz complexa devido a sua
composicao. A presenca de lipideos, carboidratos,
proteinas complexas, antibiéticos e bactérias,
entre outros, pode reduzir a sensibilidade e a
especificidade de métodos analiticos para analise
do leite (MORTARI; LORENZELLI, 2014).

O biossensor foi desenvolvido a partir da técnica
de automontagem utilizando eletrodos de ouro
com area média de 0,020 cm?, sobre os quais
foi inicialmente formada a monocamada de
cisteamina (10 mM) e, em seguida, houve a
ligacdo da proteina A (7,5 mg mL"), que permitiu

7Bio'loga, doutoranda do Curso de Pds-graduacdo da Rede Nordeste de Biotecnologia (Renorbio) na Universidade

Estadual do Ceard, Fortaleza, CE, airismelo@hotmail.com

? Quimica pela Universidade Estadual do Ceard, Fortaleza, CE, Dalila_liale@outlook.com
aBié/oga, D.Sc. em Biotecnologia Aplicada a Agropecuadria, pesquisadora da Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza, CE,

roselayne. furtado @embrapa. br

4Farmacéutica-bioquimica, D.Sc. em Tecnologia de Alimentos, pesquisadora da Embrapa Agroindustria Tropical,

Fortaleza, CE, maria.fatima@embrapa.br

5Ouimico, D.Sc. em Quimica, professor da Universidade Estadual do Cearé, Fortaleza, CE, alvescr@yahoo.com
sBio'/oga, D.Sc. em Microbiologia, professora da Universidade Federal do Ceard, Fortaleza, CE, evanialtina@gmail.com

Emwa



Deteccdo de Salmonella sp. em Leite Utilizando Biossensor Eletroquimico

a imobilizacao orientada do anticorpo primério
anti-Sa/monella (75 mg mL"). O reconhecimento
do antigeno foi evidenciado por meio da ligagao

do anticorpo secundéario marcado com a enzima
peroxidase, aplicando a técnica cronoamperometria
(75 mV por 120 segundos). O desempenho
analitico do biossensor foi avaliado para a
deteccao de Sa/monella em trés tipos de leite

UHT desnatado, UHT integral e cru, previamente
contaminados.

As amostras de leite foram inicialmente avaliadas
para a presenca de Sa/monella. Adicionalmente,

no leite cru, avaliou-se a presenca de coliformes

e quantificacdo de bactérias aerébias mesoéfilas
(possiveis interferentes por reacao cruzada na
resposta analitica do biossensor). Posteriormente,
as amostras foram contaminadas com
concentracdes diferentes de S. Typhimurium: 107,
10%e 10° UFC mL™" (concentracdes confirmadas
aplicando-se a técnica spread-plate). Para a analise
de leite UHT desnatado, nao foi necessario nenhum
tipo de tratamento da amostra. O biossensor

foi deixado em contato com cada amostra
contaminada durante 60 minutos e, em seguida,
foi lavado com tampao PBS (phosphate buffered
saline pH 7,4). Na proxima etapa, o biossensor

foi imerso em solucdo com anticorpo secundario
marcado com peroxidase por 60 minutos e,
posteriormente, lavado com tampéao PBS. A
resposta amperométrica foi obtida, e o biossensor
foi capaz de diferenciar as amostras contaminadas
das amostras controle (auséncia de Salmonella) com
limite de deteccdo de 10 UFC mL" calculado com base
na equagdo LOD = X + ¢ ., xSD (emque X é a
média dos resultado das amostras controle; ¢ é tabelado
para a distribuicado t de Student; SD é desvio padrao),
de acordo com Inmetro (2011).

Para as analises dos tipos de leite cru e UHT
integral, foi incluida uma etapa de centrifugacao da
amostra para remocao da gordura. Desse modo, a
amostra contaminada foi inicialmente centrifugada
a 5.000 rpm por 30 minutos, e o precipitado,
contendo as células de Salmonella, foi suspenso
em tampado PBS e submetido a anélise pelo
biossensor e também a contagem para confirmacao
das concentragdes de Sa/monella testadas. A partir
dessa etapa, seguiu-se o0 mesmo procedimento
adotado na andlise do leite UHT desnatado. O
limite de deteccao do biossensor para as amostras
de leite UHT integral e cru foi de 10 UFC mL™".

Esse resultado demonstra que o tratamento das
amostras de leite por meio da centrifugacéao foi
eficiente permitindo que o biossensor apresente o
mesmo desempenho nos trés tipos de leite testados.

Os resultados das analises microbiolégicas do leite
cru, realizadas antes da etapa de contaminagdo com
Salmonella, evidenciaram contagens de bactérias
mesodfilas e coliformes termotolerantes em ordem

de 10% e 10° UFC mL", respectivamente, e auséncia
de Salmonella. A populacao bacteriana presente

no leite cru nao interferiu na resposta analitica do
biossensor. O desempenho analitico do dispositivo foi
semelhante em todas as amostras de leite testadas e
manteve-se em 10 UFC mL", confirmando se tratar
de um procedimento recomendavel para a deteccao
de Sa/monella em leite.

Diante dos resultados apresentados, o biossensor
eletroguimico desenvolvido com base na presente
metodologia podera ser aplicado como uma
ferramenta alternativa para deteccao mais rapida de
Salmonella em leite. No entanto, para as amostras
de leite que apresentam gordura em sua composicao,
como o integral e o cru, recomenda-se uma etapa

de centrifugacao das amostras, a fim de remové-la e
evitar resultados falhos na deteccao de Sa/monella.
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