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A salmonelose € considerada uma
das mais importantes enfermidades
veiculadas por alimentos, e a forma de
detecgédo do patdgeno usualmente em-
pregada é laboriosa, apresenta elevado
consumo de material e dura cerca de
cinco dias para resultados presuntivos.
Métodos rapidos tém sido empregados
visando a redugéo de tempo na obtengao
dos resultados e utilizados em analises
microbiolégicas de forma pratica para
fins de triagem de amostras positivas.

Entre as opgbes de métodos rapi-
dos, os imunossensores tém ganhado
espago sob a perspectiva de serem
exatos, precisos e mais rapidos do que
os meétodos convencionais de analise
(Azam et al., 2014; Piro; Reisberg, 2017;
Félix; Angnes, 2019). Imunossensores

constituem um tipo especifico de bios-
sensor baseado em uma reagéo imuno-
quimica que compreende antigeno ou
anticorpo como o componente bioldgico
utilizado no reconhecimento do analito.
A especificidade e seletividade envol-
vida na interagdo antigeno-anticorpo é
amplamente explorada, principalmente
na composi¢ao de kits para detecgao
de patégenos da area da saude e, mais
recentemente, para o desenvolvimento
de imunossensores. Contudo, nos estu-
dos até aqui desenvolvidos, observa-se
uma lacuna no que se refere ao arma-
zenamento desses dispositivos, sendo
comum nos laboratérios de pesquisa a
montagem do sistema seguida imediata-
mente da analise.



Em razéo da auséncia de solugbes
estabilizantes comerciais para imu-
nossensores, considerando-se fins de
transferéncia de tecnologia e comer-
cializacdo, que abrange a questdo de
producdo, armazenamento, distribuicao
e responsabilidade de entrega de um
produto em condic¢des ideais para a rea-
lizacdo das analises, é importante esta-
belecer uma condi¢do de estocagem do
dispositivo (eletrodos) onde esta imobi-
lizado o componente bioldgico. Nessa
perspectiva, foi formulada uma solugao
estabilizante para o armazenamento de
um imunossensor eletroquimico para
deteccao de Salmonella sp. (Melo et al.,
2016; Alexandre et al., 2018).

Montagem do
Imunossensor

Imunossensores eletroquimicos
montados a partir da técnica de
automontagem, utilizando-se eletrodos
descartaveis de ouro (Dropsense®),
foram imersos em solugdo etandlica
de cisteamina 10 mM por 3 h. Na
sequéncia, o eletrodo foi imerso em
solugdo de N-hidroxisuccinimida/N-(3-
dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida
(Sigma-Aldrich®) (EDC/NHS)
(2 mM/5 mM) contendo proteina A
de Staphylococcus aureus por 1 h
(7,5 mg mL"). Os eletrodos modificados
foram imersos por 15 h em solugéo
de anticorpo primario anti-Salmonella
(Difco®) (75 mg mL™"). Apds cada etapa

de imersao, os eletrodos foram lavados
com solugdo tampdo fosfato salino
(PBS) (Synth®) 10 mM (pH 7,4). Em
seguida, foram imersos em solugao de
albumina de soro bovino (BSA) 1% (m/v)
(Sigma-Aldrich®) por 1 h.

Formulacao da
solucao estabilizante

Uma solugao estabilizante foi formu-
lada a base de PBS 1 mM, EDTA 1 mM
(Synth®), Azida 0,2% (m/v) (Synth®)
e BSA (Sigma-Aldrich®) 1 mM. Os imu-
nossensores foram estocados nessa
solucdo em condigao refrigerada (4 °C)
e umidade relativa de 14%. Analises em
leite contaminado com o patégeno foram
realizadas a cada 30 dias para determi-
nar a validade do dispositivo.

Resposta analitica
do imunossensor

O desempenho dos imunossensores,
mantidos em solucéo estabilizante sob
condicao refrigerada, foi avaliado em
amostras comerciais de leite integral
UHT e contaminadas com Salmonella
Typhimurium ATCC® 51812TM em
laboratério na  concentragdo de
10® UFC mL™". As amostras de leite
foram centrifugadas (5.000 rpm a 4 °C
por 30 min) para remogdo da gordura.
Na sequéncia, o biossensor foi imerso na
amostra por 1 h e incubado em solugéo



de anticorpo conjugado com a enzima
peroxidase HRP (Sigma-Aldrich®) por
1h.

Para as analises eletroquimicas, foi
utilizado um potenciostato/galvanostato
(Autolab/PGSTAT12) com o software
NOVA (v.4.9). A resposta analitica para
o imunossensor foi gerada a potencial
constante de 75 mV por 120 s em so-
lugdo tamp&o PBS 10 mM (pH 7,4) na
presenca de H,O, 300 mM e hidroquino-
na 3 mM.

Estimativa do tempo
de estocagem do
imunossensor

A determinacdo da validade dos
dispositivos mantidos em solugao esta-
bilizante e sob refrigeracéo foi baseada
no tempo em que o biossensor apresen-
tou respostas positivas na presenca de
amostras de leite contaminadas com
Salmonella (Figura 1).
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Figura 1. Resposta amperométrica do imunossensor na detecgéo de S. Thyphimurium.



Para isso, foi definido um ponto de corte
(cut-off) considerando-se X + 3 DP, onde
X representa a média das correntes do
dispositivo na auséncia do patégeno
e DP é o desvio padrao amostral. Um
cut-off de -2,2 pA foi encontrado para
a amostra de leite sem o patdgeno.
Respostas foram consideradas positivas
quando os valores de corrente elétrica
situaram-se acima do cut-off, e respos-
tas negativas quando apresentaram
0 mesmo valor ou abaixo do cut-off.
O imunossensor apresentou sensibilida-
de de 10 UFC mL" de S. Thyphimurium
no leite integral, embora em condigéo
tamponante ele tenha apresentado sen-
sibilidade de 1 UFC mL" (Brito, 2020).
Meétodos comerciais rapidos de detec-
¢do para Salmonella sp. apresentam
sensibilidade em torno de 10* UFC mL™",
sendo necessaria uma etapa de enrique-
cimento para se conseguir a detecgao
do patégeno em concentragdes meno-
res (Lee et al., 2015; Silva et al., 2018).

Aos 90 dias de estocagem, o desem-
penho analitico do biossensor (mantido
em solugdo estabilizante formulada)
foi satisfatorio na analise qualitativa
(presenca/auséncia da  Salmonella).
Percebeu-se que, no decorrer do tempo,
ocorreu uma redugao gradativa na cor-
rente elétrica catodica e, aos 120 dias,
a resposta do biossensor foi comprome-
tida, com resposta amperométrica igual
ao valor do cut-off, tendo apresentado
um resultado falso-negativo.

Na Tabela 1, é possivel observar a re-
ducdo da corrente elétrica catédica (%)
em fungéo da corrente elétrica inicial ob-
tida com o eletrodo recém-preparado na
presenga de S. Thyphimurium. Apesar
da reducédo de cerca de 12% para 70%
aos 60 e 90 dias, respectivamente, o dis-
positivo, que & qualitativo, permaneceu
sensivel a presenga da S. Thyphimurium
na concentragédo de 10° UFC mL™".

Tabela 1. Percentual de redugao de corrente elétrica catodica dos dispositivos na detecgédo de
S. Thyphimurium armazenados em solucéo estabilizante.

Parametros Tempo de estocagem (dias)

15 30

60 90 120

Reducao da corrente
elétrica (%)

4,5 5,0

11,9 69,8 77,8




Os resultados mostraram que a so-
lugéo estabilizante refrigerada manteve
o0 desempenho do biossensor por 90
dias. Sugere-se que essa solugéo seja
avaliada na estocagem de outros bios-
sensores, ampliando assim a sua funcio-
nalidade. Esforgos serdo direcionados
para uso de outros componentes na
formulacao da solugao estabilizante que
possam estender ainda mais o tempo de
validade dos imunossensores.
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