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RESUMO

STELLA RICARDO DOS SANTOS

AVALIACAO DA SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DE UM BIOSSENSOR
PARA DETECCAO DE Escherichia coli EM AGUA

Orientadores: Marco Antonio Lemos Miguel, Marcelo Martins Werneck
Coorientador: Regina Célia da Silva Barros Allil

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gdes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencio do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Conclusao de Curso.

Atualmente, os métodos para detecgao de Escherichia coli em agua demandam, em sua
maioria, de 24 a 48 horas para obtengdo dos resultados. Por esse motivo, estudos quanto
ao desenvolvimento de métodos alternativos que sejam mais rapidos, porém ainda
especificos e sensiveis, tém crescido a fim de substituir os métodos convencionais. Os
biossensores sdo os dispositivos que se encaixam nessas caracteristicas, sendo capazes
de realizar analises em apenas alguns minutos, com boa especificidade e sensibilidade ao
microrganismo de interesse. No presente estudo, um biossensor de fibra éptica plastica
(POF) para detecgao de Escherichia coli em agua foi avaliado quanto a sua sensibilidade e
especificidade. Para tal, amostras de POFs foram testadas quanto a sua capacidade de
detectar a diferenca do indice de refracdo dos meios externos a eles submetidos através de
solugbes com diferentes concentracdes de sacarose. Apds a confirmagao da sensibilidade
da POF, os biossensores foram testados com suspensdes de microrganismos diferentes de
E. coli, a fim de verificar se 0s mesmos gerariam alguma resposta do biossensor. Por fim, os
biossensores foram testados com suspensdes de diferentes concentragbes de Escherichia
coli para determinagdo do limite de detecgdo minimo do sistema. A montagem do sistema
sensorial é constituida de um fotodiodo LED que emite luz em uma das extremidades do
biossensor, e um fotodetector responsavel por captar a luz que atinge a outra extremidade
do sensor, comparando a variagdo da intensidade da luz antes e depois da fixacdo dos
microrganismos na superficie do biossensor. Os testes mostraram que a fibra éptica plastica
foi capaz de detectar as diferengas de indice de refracdo do meio externo, confirmando sua
capacidade de detectar E. coli em amostras a partir da variagcdo do indice de refracdo do
meio externo. A especificidade do biossensor se mostrou adequada, uma vez que 0 mesmo
nao respondeu as suspensdes de diferentes microrganismos de modo a gerar resultados
positivos. Quando testado frente a diferentes concentragdes de microrganismos, o
biossensor mostrou-se capaz de detectar células de Escherichia coli em amostras de no
minimo 10?unidades formadoras de col6nia por mililitro em aproximadamente 15 minutos de
andlise.

Palavras-chave: biossensor, Escherichia coli, analise de dgua, fibra dptica plastica
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ABSTRACT

STELLA RICARDO DOS SANTOS

EVALUATION OF THE SENSIBILITY AND SPECIFICITY OF A BIOSENSOR FOR
Escherichia coli DETECTION IN WATER

Orientadores: Marco Antonio Lemos Miguel, Marcelo Martins Werneck
Coorientador: Regina Célia da Silva Barros Allil

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gées da

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para

obtencao do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovaciao no RCS Trabalho de Conclusao de Curso.

Currently, most methods for detecting Escherichia coli in water require 24 to 48 hours to
obtain the results. For this reason, studies into the development of alternative methods that are
faster but still specific and sensitive have been growing in order to replace conventional
methods. Biosensors are devices that fit these characteristics, being able to carry out analyses
in just a few minutes, with good specificity and sensitivity to the microorganism of interest. In
this study, a plastic optical fiber (POF) biosensor for detecting Escherichia coli in water was
evaluated for its sensitivity and specificity. To this end, samples of POFs were tested for their
ability to detect the difference in refractive index of external media submitted to them through
solutions with different concentrations of sucrose. After confirming the sensitivity of the POF,
the biosensors were tested with suspensions of microorganisms other than E. coli, in order to
see if they would generate any response from the biosensor. Finally, the biosensors were
tested with suspensions of different concentrations of Escherichia coli to determine the
system's minimum detection limit. The sensory system assembly consists of an LED
photodiode that emits light at one end of the biosensor, and a photodetector responsible for
capturing the light that reaches the other end of the sensor, comparing the variation in light
intensity before and after the microorganisms were attached to the surface of the biosensor.
The tests showed that the plastic optical fiber was able to detect differences in the refractive
index of the external medium, confirming its ability to detect E. coli in samples based on the
variation in the refractive index of the external medium. The specificity of the biosensor
proved to be adequate, since it did not respond to suspensions of different microorganisms in
such a way as to generate positive results. When tested against different concentrations of
microorganisms, the biosensor proved capable of detecting Escherichia coli cells in samples
of at least 10° colony-forming units per milliliter in approximately 15 minutes of analysis.

Key-words: Escherichia coli, water analysis, biosensor, imunosensor, plastic optical fiber.
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RESUMO PARA LEIGOS

STELLA RICARDO DOS SANTOS

AVALIACAO DA SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DE UM BIOSSENSOR
PARA DETECCAO DE Escherichia coli EM AGUA

Orientadores: Marco Antonio Lemos Miguel, Marcelo Martins Werneck
Coorientador: Regina Célia da Silva Barros Allil

Resumo para leigos da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de
Goes da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios
para obtencio do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia
e aprovaciao no RCS Trabalho de Conclusao de Curso.

A qualidade da agua pode ser avaliada a partir da presenca de algumas bactérias na
mesma, como Escherichia coli. Nos dias atuais, os métodos para detecgcao dessa bactéria
demoram em média de 24 a 48 horas. Com isso, estudos para o desenvolvimento de uma
técnica de deteccdo mais rapida tém crescido, na qual os biossensores sdo aqueles que
melhor se encaixam nessa necessidade. Os biossensores sao dispositivos capazes de
reconhecer um alvo especifico gerando um sinal eletrénico quantificavel. Nesse estudo, um
biossensor foi avaliado para detecgao da bactéria E. coli em agua. Para isso, eles foram
testados quanto a sua capacidade de medir as diferengas dos meios externos a partir de
solucdes com diferentes concentracdes de acucar. Além disso, foram testados na deteccao
de outras espécies de bactérias diferentes de Escherichia coli para avaliar a sua
especificidade, e testados na detecgao de diferentes concentragdes da bactéria E. coli para
verificar o valor minimo que o sistema do biossensor pode detectar. Os resultados
mostraram que o biossensor € capaz de medir as diferengas dos meios externos,
detectando Escherichia coli em um valor minimo de 1000 unidades formadoras de col6nia
da bactéria por mililitro de amostra em aproximadamente 15 minutos. Além disso, 0
biossensor ndo foi capaz de detectar as bactérias diferentes de E. coli, mostrando uma boa
especificidade ao alvo de interesse.
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1 Introducao

1.1. Defini¢do de biossensor

Biossensores sdo dispositivos analiticos capazes de detectar a presenca de um analito
especifico no meio de interesse, transformando o sinal biol6gico obtido através das moléculas
alvo aderidas ao sensor, em um sinal elétrico, o qual € traduzido em uma medida
analiticamente quantificadvel (Chadha et al., 2022; Samuel e Rao, 2022).

Esses dispositivos possuem grande importdncia no cendrio atual na pesquisa e
diagnéstico, uma vez que permitem a obtencdo de resultados das andlises com maior
velocidade, adequada especificidade e sensibilidade, sem a necessidade da utilizacdo de
laboratérios, equipamentos especializados e pessoal treinado. Tais caracteristicas tém
influéncia na qualidade de vida da populacdo, que passa a poder monitorar indicadores de sua
saide em qualquer ambiente e rapidamente tomar medidas corretivas em caso de nao
conformidades, evitando assim danos graves a saide. O mesmo se aplica a0 monitoramento
ambiental.

Os sensores sdo compostos de 5 elementos bésicos, sendo eles o analito, biorreceptor,
transdutor, sistema eletronico e visor de leitura (Haleem et al, 2021).

O biorreceptor consiste em uma biomolécula de reconhecimento que interage de maneira
especifica com a molécula alvo, responsdvel por converter o analito em um produto
mensuravel capaz de ser lido pelo sistema sensorial (Chada et al, 2022). Este pode ser
caracterizado por um 4cido nucleico, enzimas, anticorpos, células, microrganismos, tecidos,
dentre outros. A adesdo do biorreceptor na superficie do sensor ocorre por meio de técnicas de
imobilizacdo ou de adsorcdo, como ligacdo covalente, micro-encapsulamento e ligacao
cruzada (Velusamy et al, 2022).

O transdutor, por sua vez, € o responsdvel por converter o sinal biologico, obtido da
amostra na forma de medidas fisicas, como massa e carga, em um sinal elétrico, como
voltagem, podendo ser de cardter eletroquimico, piezoelétrico, Optico ou calorimétrico
(Wadhera et al, 2019; Velusamy et al, 2022).

Em seguida, o sinal elétrico gerado € capaz de ser lido pelo sistema eletronico - circuito
elétrico - cuja fungdo € amplificar e processar o mesmo em medidas analiticas quantificdveis e
em formato legivel (Wadhera et al, 2019; Velusamy et al, 2022). A informagdo gerada pelo
sistema eletronico do biossensor poderd entdo ser digitalizada e exibida no visor de leitura

(Wadhera et al, 2019). Existem diversos tipos de displays utilizados nos sensores



comercializados, como computadores ou liquid crystal display (LCD), que irdo variar de
acordo com a forma em que a informacdo € processada e liberada, podendo ser de cariter

numérico, tabelas, graficos ou imagens (Velusamy et al, 2022).

analito

biorreceptor

conversao
do sinal

sistema
visor de leitura eletrénico

Figura 1 - Representagdo esquemadtica do funcionamento dos componentes do biossensor.

1.2. Propriedades dos biossensores

Os biossensores possuem 6 principais propriedades de funcionamento, caracterizadas nas
suas especificidade, sensibilidade, linearidade, reprodutibilidade, estabilidade e reuso
(Velusamy et al, 2022).

A especificidade determina o tipo de biorreceptor utilizado no sensor, que deve ser
especifico para o analito alvo, muitas vezes presente em um meio com diferentes moléculas,

espécies, microrganismos e/ou contaminantes indesejaveis. A baixa especificidade de um



sensor pode levar a um resultado falso positivo, cuja ocorréncia é devido ao reconhecimento
de outras moléculas diferentes do analito alvo, presentes na amostra (Chada et al, 2022;
Velusamy et al, 2022).

A sensibilidade € tida como a relacdo entre a intensidade do sinal elétrico gerado e as
concentragdes do analito na amostra. Quanto melhor for a resposta do biossensor em menores
concentragdes amostrais, maior a sua sensibilidade. Além disso, a sensibilidade de um
biossensor pode ser determinada baseada em limites maximos e minimos de deteccdo, de
acordo com a concentracdo do analito de interesse na amostra (Chada et al, 2022).

A linearidade de um biossensor diz respeito a obtencdo de um resultado - proveniente do
sinal elétrico gerado - ser diretamente proporcional a concentracdo da molécula alvo na
amostra, dependendo da resolu¢do do sensor e da concentracdo do analito. Essa propriedade

e 9 A4

pode ser determinada por meio da equagdo matematica y= mx+c, na qual “y” ¢ o sinal gerado,
“m” ¢ a sensibilidade, e “c” é a concentra¢ao do analito. Quanto maior a linearidade, melhor
serd a detec¢do de amostras com altas concentragdes de analito (Velusamy et al, 2022).

Reprodutibilidade consiste na producdo de vérios sensores idénticos que serdao capazes de
gerar resultados concordantes quando realizar a medi¢do de amostras com a mesma
concentragdo do analito de interesse (Chada et al, 2022; Velusamy et al, 2022).

A estabilidade de um biossensor € importante para aplicagdes que requerem um
monitoramento continuo da amostra, dependendo de fatores como a afinidade do biorreceptor
e a degradacdo dos mesmos com o tempo (Chada et al, 2022). Esta pode ser definida como a
capacidade do sensor de suportar modificacdes dentro e fora do sistema bio sensorial. A falta
ou baixa estabilidade de um biossensor pode causar erros nas medi¢des, afetando a precisdo
do mesmo (Velusamy et al, 2022).

Alguns sensores podem, ainda, serem reutilizados, dependendo da sua aplicacdo. Essa
propriedade é definida pela habilidade de um biossensor ser usado diversas vezes, garantindo
a confiabilidade na obtencido dos resultados em todas as anédlises. O reuso ird depender da
interacdo do analito com o biorreceptor, que deve ser reversivel, deixando o sitio de ligacao
livre para uma nova andlise. A dissociacdo do analito com o biorreceptor pode ocorrer de
forma natural ou com o uso de solventes (Velusamy et al, 2022).

Dentro dessa perspectiva, a avaliacdo das propriedades do sensor, individualmente e
como um todo, sdo necessdrias para conferir a precisdo dos biossensores para cada aplicagdo,

determinando a sua confiabilidade (Thévenot et al, 2001).



1.3. Classificagdes dos biossensores

Os biossensores podem utilizar diferentes elementos biolégicos de reconhecimento,
transdutores, e ter diferentes analitos como molécula alvo (Chada et al, 2022). Sua
caracterizacdo pode ser feita, principalmente, analisando o tipo de transdutor utilizado,
possuindo diferentes principios fisicos de transducdo do sinal bioldgico em sinal elétrico.
Nessa perspectiva, os biossensores sdo divididos em 6pticos, piezoelétricos ou baseados em
massa, calorimétricos e eletroquimicos (Huang, Zhu e Kianfar, 2021; Amaral et al, 2022).

Outro modo de classificacdo dos biossensores € dividindo-os em label-free e labeled, que
diz respeito ao método de deteccdo utilizado pelo dispositivo (Chada et al, 2022).
Biossensores label-free baseiam-se nas modificagdes que ocorrem no biorreceptor, como
mudangas no indice de refracdo ou no peso, envolvendo diretamente a interacao do sistema de
transdu¢do com o analito (Chada et al, 2022). Os biossensores classificados como labeled, por
sua vez, utilizam um método de deteccdo dependente de um composto externo ligado a
molécula alvo, como fluoréforo ou nanoparticulas, cujo funcionamento necessita da marcagao
das propriedades desse composto, podendo adicionar uma etapa supletéria no processo
(Chada et al, 2022).

Os biossensores podem, ainda, ser classificados de acordo com o bioreceptor utilizado,
classificando-os em biossensores cataliticos e biossensores de afinidade (Naresh e Lee, 2021).
Os biossensores cataliticos possuem enzimas imobilizadas na superficie do transdutor, e o
sinal gerado pelo sistema eletronico ird depender dos produtos gerados na reagdo enzimdtica e
a adesdo dos mesmos na superficie do tradutor (Singh et al, 2021). J4 os biossensores por
afinidade sdo aqueles em que o biorreceptor imobilizado é uma biomolécula capaz de detectar
o analito através de uma interacdo receptor-ligante especifica, sendo eles os imunossensores,
os baseados em 4cidos nucleicos ou aptameros, € 0s baseados em microrganismos ou células
inteiras (Naresh e Lee, 2021; Singh et al, 2023).

Na Tabela 1, € possivel visualizar todas as classificagdes dos biossensores de acordo com

0s parametros mencionados.



Tabela 1 - Classificagcdo dos biossensores de acordo com os elementos utilizados e seus
principios de funcionamento.

Parametro Princivios de
. 5 incipi . ~ A
Classificacao de . P Subclassificacoes Referéncia
. » funcionamento
classificacao
Fibra 6ptica;
Ressonador de anel
optico; Interferdmetro; Huang, Zhu e
Guia de ondas 6pticas; Kianfar, 2021;
2 Mudancas em a
Optico Transdutor ropriedades pticas Ressonancia de Amaral et al,
prop P plasmon de superficie  2022; Singh et
(SPR); Fluorescéncia  al, 2023
e/ou luminescéncia;
Cristal fotonico
Monitoramento de
mudangas Amaral et al,
Calorimétrico Transdutor  termostaticas de Nao se aplica 2022; Velusamy
carater endotérmico ou et al, 2022
exotérmico
Variacao de potencial
e corrente gerada e
. £ Amperométrico; Huang, Zhu e
devido a . .
L. ) N Potenciométrico; Kianfar, 2021;
Eletroquimico Transdutor movimentagao de ..
) Condutimétrico; Amaral et al,
elétrons causada pela .
. ~ . Impedimétrico 2022
interagdo analito-
eletrodo
Mudanga da massa do
: . analito através da " . Velusamy et al,
Piezoelétrico Transdutor . Nao se aplica y
aplicacdo de uma forca 2022
mecanica
Dependente dos
o produtos gerados na Naresh e Lee,
Enzimatico ou ) - .. - . .
.. Biorreceptor reacdo catalitica e de  Nao se aplica 2021; Singh et
catalitico ~
sua adsor¢ao no al, 2021
biossensor
Mudangas causadas
. ¢ Naresh e Lee,
Imunossensor Biorreceptor pelo complexo labeled ou label-free 001
antigeno-anticorpo
Mudangas causadas
Baseado em ] -
) . . pela interagdo das N . Naresh e Lee,
células inteiras ou Biorreceptor N3o se aplica

microrganismos

c€lulas com diferentes
tipos de analitos

2021



Mudangas quimicas

Baseado em &cidos causadas pela Naresh e L

. . . ~ . . ~ . aresh e Lee
nucleicos ou Biorreceptor interacdo do dcido Nao se aplica 2001 ’
aptameros nucleico ou aptdmero

com o analito

Dependente de um

Método de
Labelled detec¢do do SOIPESE GRS, Nao se aplica Cligyit o't
e .9 como fluoréforos ou p 2022
analito 0
nanoparticulas
Mudangas que
Método de Of:orrern no 5
Label-free deteceio do biorreceptor através da Niio se aplica Chada et al,
anali t(i) interacao direta do p 2022

analito com o
transdutor

1.4. Aplicacdes dos biossensores

A primeira descri¢ao de um biossensor foi feita por Clark e Lyons em 1962. Estes autores
desenvolveram um biossensor enzimdtico para a quantificacdo da glicose no sangue baseado
na deteccdo da glucose oxidase, permitindo diagnosticar pacientes diabéticos de forma
imediata, sensivel, especifica, e sem a necessidade de um pré-tratamento da amostra (APUD:
Chada et al, 2022).

Nos dias atuais, biossensores t€ém sido aplicados em dreas como a industria alimenticia,
biomédica e meio ambiente. Suas aplicacdes podem variar de acordo com o transdutor
aplicado no dispositivo, ou o tipo de biorreceptor utilizado.

Na cadeia de produgdo de alimentos, os biossensores podem ser empregados na avaliagio
de compostos quimicos e biologicos para garantia da qualidade de alimentos e dgua, além da
avaliacdo de residuos de drogas veterindrias em animais destinados para o abate (Oliveira e
Pereira, 2016). Os biossensores também possuem aplicagdo no meio ambiente, sobretudo,
para deteccdo de poluentes em corpos d’agua, solo e ar (Wanjari et al, 2022).

Biossensores utilizados na drea medicinal atuam na deteccdo de patdégenos e
bioelementos, e no diagndstico de doencas (Singh et al, 2021). Outro modo de atuacdo € na
avaliacdo da progressdao de doengas, sendo capaz de medir temperatura corporal, pressdo e
biomarcadores (Mohankumar et al, 2021).

Alguns exemplos de aplicagdes de biossensores podem ser visualizados na Tabela 2.



Tabela 2 - Aplicagdes dos biossensores de acordo com as dreas de atuacao.

Area Aplicacoes Exemplo Referéncia
Compostos quimicos
componentes naturais, _ )
( .. . . Deteccao de glicose em
L. aditivos alimentares, ) - .. .
Inddstria . alimentos; Detec¢dao de Oliveira e Pereira,
. . pesticidas) e Compostos ) L.

alimenticia C toxina colérica em 2016

biolégicos .
) ) alimentos

(microrganismos e
toxinas)

Campo biomédico

Meio ambiente

Pecuaria

Diagndstico de doengas;
monitoramento de
aspectos fisiol6gicos;
avaliacdo da progressao
de doengas

Detecc¢do de poluentes
quimicos e bioldgicos na
agua, solo ou ar

Residuos de drogas
veterinarias em animais
destinados ao abate

Deteccdo da glicose no
sangue, Diagndstico de
doencas
cardiovasculares;
Diagnéstico de cancer

Detecc¢do de pesticidas
em agua e plantas;
detecgdo de
microrganismos em
agua; avaliacdo da
toxicidade do ar através
da detecgdo de gases
téxicos

Deteccao de hormonios
esterdides; diagndstico
de mastite bovina

Oliveira e Pereira,
2016; Mohankumar
et al, 2021; Singh et
al, 2021

Eltzov et al, 2011;
Wanjari et al, 2022;

Dominguez et al,
2023

Oliveira e Pereira,
2016

No que diz respeito a avaliacdo da qualidade microbioldgica da dgua, os biossensores

podem ser empregados para a deteccio de microrganismos indicadores de condig¢Oes

sanitarias (MICS), que sd3o utilizados para avaliacdo do estado da dgua quanto a presenca de

patogenos (Machado et al, 2021). Dentre os MICS estd o grupo dos coliformes fecais,

composto principalmente pela Escherichia coli (Machado et al, 2021). Atualmente existem

diversas metodologias para a detec¢do deste microrganismo em &dgua, porém ainda

considerados demorados em comparagdo com a necessidade da obtengdo dos resultados e com

o tempo de andlise realizado pelos biossensores.



1.5. Escherichia coli: caracteristicas e detec¢do na avaliacdo da qualidade da dgua

Escherichia coli é um bastonete Gram-negativo pertencente a familia Enterobacteriaceae
que faz parte da microbiota anfibidntica intestinal de humanos e animais de sangue quente. O
microrganismo, quando portador de fatores de patogenicidade, é associado a infecgdes
gastrointestinais, marcadas principalmente pela diarreia, além de infec¢des no trato urindrio.

O método convencional de deteccdo e quantificacdo de Escherichia coli em dgua consiste
na Técnica de Miltiplos Tubos, também chamada de técnica do Numero Mais Provavel
(NMP), a qual se baseia na inoculagdo da amostra, diluida em diferentes concentracdes, em
séries de tubos de ensaio contendo o meio de cultivo adequado, e permite estipular o niimero
mais provavel de microrganismos presentes em uma amostra em até 96 horas (APHA, 2017;
Leal e Vieira, 2015). Nesse método sdo utilizados meios de cultivo seletivos, como o Caldo
Lauril Sulfato Triptose, Caldo Verde Brilhante Bile e o Caldo EC (Leal e Vieira, 2015).

Outro método convencional de deteccao de E. coli em dgua € por meio da técnica de
filtracdo em membrana, onde uma amostra do liquido € filtrada por uma membrana de
nitrocelulose com poro de 0,45um, sendo posteriormente transferida para a superficie de um
meio de cultura seletivo e indicador. Este método tem como vantagem a possibilidade de
andlise de um grande volume de liquido, o que aumenta o limite de deteccdo. Entretanto,
possui limitacdes quanto a dguas com alta turbidez e elevada quantidade de bactérias ndo
coliformes. A presenca de material particulado ou de muitas bactérias heterotréficas pode
dificultar a filtracdo (APHA, 2017).

Atualmente, t€m sido utilizados os meios de cultivo fluorogénicos e cromogénicos, como

®

o Colilert™, que demandam 24 horas para a obtencdo dos resultados, também sendo

considerados métodos rdpidos de deteccdo, sem a necessidade de testes confirmatorios
(Marquezi, Gallo e Dias, 2010; Leal e Vieira, 2015). Tais meios possuem em sua composi¢ao
o substrato fluorogénico 4-metil-umbeliferil-B-D-glucurdnico (MUG), que € clivado pela
enzima B-glucuronidase produzida pela E. coli, gerando um produto fluorescente que pode ser
visto a olho nu em comprimento de onda (366 nm) ultravioleta, indicando a presenca do

microrganismo na amostra, fendmeno representado na Figura 4 (Leal e Vieira, 2015).



E.coli

MUG
_ 4-methyl-umbelliferyl

B-glucuronidase
f3-D-glucuronide

c 4-methyl-umbelliferone

Figura 2 - Principio de funcionamento do meio Colilert para deteccdo de Escherichia coli. Fonte:
https://www.idexx.com/en/water/water-products-services/colilert/.

Outro método de deteccdo de Escherichia coli é a técnica da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR - polymerase chain reaction), que pode ser realizada dependente ou nao
dependente de métodos de cultivo, além de ndo requerer posteriores etapas confirmatorias,
possuindo alta sensibilidade e especificidade, demandando de 3 a 24 horas para obtencdo dos
resultados (Heijnen e Medema, 2006; Silva e Domingues, 2015; Nascimento e Van Der Sand,
2018). Entretanto, em andlises para o monitoramento da qualidade da dgua, é necessaria uma
etapa de pré-enriquecimento da amostra através do cultivo da mesma em meios de cultura
seletivos, aumentando o tempo de andlise em mais 24 horas (Silva e Domingues, 2015).

A tabela 3 apresenta os métodos de detec¢do de E. coli mais utilizados e seus tempos de

analise.

Tabela 3 - Relacdo entre o método de deteccdo da Escherichia coli em dgua e o tempo
de andlise.

Métodos de deteccao Tempo de analise Referéncia
Ndmero Mais Provdvel (NMP) 96 horas Leal e Vieira, 2015
Filtracdo em membrana 24 horas APHA, 2017
Meios fluorogénicos e cromogénicos 24 horas Marquezi, Gallo e Dias,
(ex.: colilert) 2010

Silva e Domingues,
Reacdo em cadeia da polimerase 3 224 horas 2015

(PCR)



https://www.idexx.com/en/water/water-products-services/colilert/
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Nas dltimas décadas, estudos quanto ao desenvolvimento de biossensores vém crescendo,
tendo potencial para substituir os métodos convencionais de andlise laboratorial (Wandermur

et al,2014).

1.6. Biossensores na deteccdo de Escherichia coli em dgua

Alguns biossensores ja foram estudados com o objetivo de detectar E. coli (Tabela 4),
principalmente imunossensores, além dos baseados em aptameros, dcidos nucleicos, peptideos
antimicrobianos, polimeros impressos, ou papel (Huang et al, 2022). Entretanto, os estudos
para desenvolvimento desses biossensores ainda estdo no estdgio inicial, inviabilizando, no
momento, a comercializacio e seu emprego com a mesma frequéncia dos métodos
convencionais j utilizados (Huang et al, 2022).

Eksi et al (2014) descreveram um imunossensor eletroquimico baseado em
nanoparticulas bimetdlicas acopladas a anticorpos com capacidade de deteccdo em amostras
com concentracdes de no minimo 3 unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/mL),
demandando 96 minutos de andlise. Entretanto, a incorporacdo de nanoparticulas durante a
producdo deste biossensor aumenta significativamente o custo de produgdo, tornando-o
invidvel comercialmente com a tecnologia disponivel atualmente. Em outro estudo, Costa
(2022) retrata um biossensor eletroquimico baseado em um eletrodo de prata (Ag) com a
incorporagdo de nanoparticulas capaz de detectar células de E. coli em amostras com no
minimo 10° UFC/mL em 15 minutos.

No estudo realizado por Amaya et al (2019) foi desenvolvido um biossensor baseado em
aptameros conjugado com complexos de nanoparticulas de ouro para a deteccdo especifica de
E. coli O157:H7 dentro de 20 minutos, com limite de deteccio de 10> UFC/mL. J4 o estudo
de Gambino et al (2022) mostra um biossensor produzido com arranjos de eletrodos
interdigitados, que consegue detectar concentracdes de no minimo 10° UFC/mL. A equipe

ndo especificou o tempo de andlise necessério para o funcionamento desse biossensor.
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Tabela 4 - Biossensores para detec¢do de Escherichia coli em dgua descritos na literatura atual.

Biossensor Sensibilidade Tempo de deteccio Referéncia
Imunossensor
eletroquimico baseado em 3 UFC/mL" 96 minutos Eksi et al (2014)

nanoparticulas bimetalicas

Biossensor eletroquimico

baseado em eletrodos de

prata (Ag) com 1000 UFC/mL 15 minutos Costa (2022)
incorporacdo de

nanoparticulas

Biossensor baseado em
aptameros conjugado com 100 UFC/mL 20 minutos Amaya et al (2019)
nanoparticulas de ouro

Biossensor com arranjos

. . . 1000 UFC/mL Nao definido Gambino et al (2022)
de eletrodos interdigitados

*UFC/mL: Unidade Formadora de Col6nia por mililitro.

Apesar de existirem diversos estudos sobre o desenvolvimento de um biossensor para
deteccdo de Escherichia coli em &gua, problemas relacionados a reprodutibilidade,
padronizacdo e producdo em escala industrial continuam sendo fatores que impedem a sua
comercializacdo. Desse modo, existe atualmente a necessidade do desenvolvimento de um
dispositivo com potencial comercial cuja metodologia de produgdo apresente

reprodutibilidade e praticidade na execugao.

1.7. Biossensores de fibra 6ptica pldstica na deteccdo de Escherichia coli

Os biossensores Opticos sdo os dispositivos sensoriais mais reportados na literatura atual,
oferecendo vantagens em compara¢cdo com outros métodos de andlise, como o baixo custo e a
possibilidade de miniaturizagdo do dispositivo (Damborsky et al., 2016). Dentre os
biossensores Opticos estdo os biossensores de fibra Optica que utilizam guias de onda
interferométricas para obtencao dos resultados, produzindo um sinal elétrico cuja a variagdo é
proporcional ao indice de refragdo do meio externo, o que possui relacio com a concentracao

do analito na amostra (Damborsky et al., 2016).
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Existem dois tipos de biossensores baseados em fibra 6ptica, sendo eles os sensores de fibra
Optica de silica e os sensores de fibra Optica plastica, feitos com polimetilmetacrilato
(PMMA). A fibra 6ptica plastica € mais comumente utilizada na fabricagdo de biossensores
por apresentar baixo custo de producdo, e permitir diferentes formatacdes do dispositivo

devido a sua maior flexibilidade (Chen et al., 2019).
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2 Justificativa

Atualmente, os métodos de deteccdo e quantificacdo de Escherichia coli necessitam de no
minimo 24 a 48 horas para obten¢do dos resultados. Além disso, eles exigem equipamentos e
pessoal especializados, como laboratérios e estrutura de biosseguranga e descarte. Por outro
lado, a crescente urgéncia na obtencdo dos resultados tem aumentado a necessidade de
métodos mais rdpidos de deteccdo, uma vez que as condigdes microbiolégicas das dguas
analisadas podem se alterar entre 0 momento da coleta e a obten¢do dos resultados das
andlises, bem como hd a falta da disponibilidade do tempo de andlise antes do consumo ou
utilizacdo da dgua. Nessa perspectiva, é desejdvel a aplicacdo de uma metodologia que seja
rapida, sensivel, especifica e de fécil realizacdo para a deteccio de microrganismos de
interesse em satde publica, sendo os biossensores os equipamentos que melhor se enquadram
nestas caracteristicas. Apesar do grande niimero de estudos e tentativas de desenvolvimento
de um equipamento baseado em sensor para deteccdo de microrganismos, nenhum apresenta
reprodutibilidade e praticidade na produg@o que viabilize sua comercializacao.

Nos ultimos anos, nossa equipe vem trabalhando nos fundamentos para o
desenvolvimento de um imunossensor baseado em fibra Optica plastica - que tém sido mais
utilizada devido a sua flexibilidade e resisténcia quando comparada com a fibra 6ptica de
vidro - para a deteccdo de Escherichia coli. Acreditamos que os resultados obtidos até o
momento possibilitem avancos que resultem em um produto comercial, uma vez que ele é de
facil construgdo e ja apresentou, em estudos prévios, uma sensibilidade e tempo de resposta
que permitem seu uso pratico. Para avancar em dire¢io a um produto com potencial de
industrializacdo ainda é necessario calibrar sua leitura, a partir do entendimento dos padrdes

de adesdo das células de Escherichia coli.
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3 Objetivos

3.1. Objetivo geral
Este estudo tem como objetivo geral avaliar a resposta de um imunossensor de fibra

optica plastica (POF) para a deteccdo especifica e rapida de Escherichia coli em 4gua.

3.2. Objetivos especificos

e Avaliar a sensibilidade da fibra dptica plastica na deteccdo da variacdo do indice de
refracdo do meio externo;

e Avaliar a especificidade do biossensor frente a diferentes estirpes de Escherichia coli
e diferentes microrganismos Gram positivos e Gram negativos;

e Determinar o limite de deteccdo do biossensor frente a suspensdes com diferentes

concentragdes de Escherichia coli.
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4 Metodologia

Figura 3 - Fluxograma da metodologia do estudo.

4.1. Principio fisico de leitura

O principio de funcionamento do biossensor consiste na interagdo da amostra biolégica
com o campo de leitura do biossensor, localizado na sua secdo curvilinea, através da variaciao
do indice de refracdo (IR) do meio externo em relacdo a fibra dptica plastica (POF). Desse
modo, a leitura do biossensor € feita a partir da detec¢do dessa variagdo, uma vez que quanto
maior for o indice de refracdo do meio externo, mais raios de luz serdo refratados da POF
ocasionando um maior escape de luz e consequentemente um menor valor de sinal de saida da
luz captado pelo fotodetector. Isso acontece porque os raios de luz incidentes em uma fibra
Optica ndo se propagam de maneira linear, levando ao encontro ocasional do raio de luz com a
interface nucleo-casca, podendo este ser refletido de volta para o nicleo da fibra 6ptica ou
refratado para o meio externo, como mostra a Figura 6. O indice de refracdo € a razdo entre as

velocidades da luz de dois meios distintos pelos quais ela se propaga, (Lopes et al, 2018).
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—
i raio refratado — i casca
__..-"'

raio refletido

/ nicleo

raio incidente 1 casca

Figura 4 - Propagacdo dos raios de luz em uma fibra dptica. Fonte: IME 2018

*0a: theta a. angulo critico do raio incidente.

Com o processo de imunocaptura do biossensor, realizado a partir da incubagdo do
mesmo em suspensdo bacteriana, o microrganismo aderido a superficie do biossensor passa a
ser o novo meio externo em relacdo a fibra optica plastica. Nessa perspectiva, levando-se em
consideracdo que o IR da bactéria pura € de 1,39 enquanto o IR do ar € de 1, torna-se possivel
detectar a presenca ou ndo da bactéria em uma amostra a partir da comparacao da leitura do

biossensor no ar antes e apds a imunocaptura.

4.2. Sistema eletronico de leitura e aquisi¢ao de dados do biossensor

Para avaliagdo do indice de refracdo das fibras, foi utilizado um sistema na qual estdo
acoplados um diodo emissor de luz (LED) e um fotodiodo detector de modo que cada um
fique direcionado a uma das extremidades do biossensor.

O conjunto do sistema LED e fotodiodo € alimentado por uma fonte de corrente. O
sistema consiste em amplificadores de transimpedancia simétricos (OPA 4140, Texas
Instruments Inc.), com conversores A/D em um fundo de escala de 600 mV, resolug¢io de 15

bits e um ruido total de aproximadamente 1 mV a 15mV.

4.3. Produc@o de fibras 6pticas plasticas em formato de U

A fibra a ser utilizada no estudo é a Fibra Optica com casca CK40 Eska Mitsubishi
Rayon com 1 mm de espessura. Para a produc¢do do biossensor, foi removida a casca de
aproximadamente 1 cm do comprimento da fibra ndo moldada na sua regido sensivel - secdo
central - por friccdo de um lengo de papel absorvente com acetona. Posteriormente, as fibras

foram dobradas e moldadas em formato de U com o auxilio de um molde (Figura 7) feito sob
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medida em impressora 3D (GTMax3D Core A3, Brasil) para obten¢do de uma curvatura com

raio de 5 mm, (Lopes et al, 2018).

Figura 5 - Molde para obtencéo da fibra em formato de U feito em impressora 3D. Foto autoral.

As fibras posicionadas no molde foram incubadas a 70 °C por 90 minutos, € em seguida
mantidas a 25 °C por no minimo 12 horas. Apds este periodo, as pontas das fibras foram
cortadas de modo que todas possuam 5 cm de comprimento e lixadas a fim de se obter lados

simétricos, como visto na Figura 8.

Figura 6 - Fibra 6ptica plastica em formato de U com 5 cm de comprimento. Foto autoral.

4.4. Funcionalizagdo das fibras em formato de U - imobilizacdo dos anticorpos
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O processo foi realizado segundo a metodologia descrita por Khnouf et al. (2016). As
fibras foram submersas em dlcool isopropilico 99% por 5 minutos para limpeza.
Posteriormente elas foram lavadas com &dgua ultrapura estéril e secas em temperatura
ambiente. As fibras foram submetidas a hidrélise 4cida, que consistiu na incubacdo em
solu¢ao de HoSO4 95% (3:1) durante 15 minutos a 25 °C, e posteriormente a 60 °C por 2
horas, seguido de lavagem com dgua ultrapura estéril e secagem a 25 °C.

Com o intuito de realizar a aminacdo da superficie da fibra, os sensores foram
mergulhados em solucdo de polietilenoimina 0,2% (v/v) durante 24 horas a 25 °C. Apds esse
periodo, as fibras foram lavadas com dgua ultrapura estéril, secas em temperatura ambiente e
submersas em solu¢do Glutaraldeido 2,5% (v/v) em tampao fosfato de sédio pH 7,0, 0,1 M a
37 °C durante 24 horas, seguido de lavagem com tampao fosfato estéril e secagem por 18
horas a 37 °C.

Para garantir o direcionamento da ligacio de anticorpos a fibra na sua porcdo Fc,
deixando a porcao Fab - regido de interagdo com o antigeno - livre, foi feita a incubag¢do do
sensor em solucdo de proteina A estafilococica (Sigma, EUA) a 0,05 mg/mL em solugdo
salina de NaCl 0,85% pH 9,5 estéril por 1 hora a 30 °C. A proteina A estafilocdcica se liga
aos grupamentos de glutaraldeido da superficie da POF por ligacdo covalente.

Por fim, os sensores foram incubados em solucdo de anticorpos anti Escherichia coli
(Bio-rad, EUA) 0,1 mg/mL em tampao fosfato-salino (PBS) pH 7,4, 0,01 M estéril durante 4
horas a 30 °C, depois lavados com solucdo tampao PBS. Os anticorpos se ligam as proteinas
A imobilizadas na superficie da POF por ligacdo sitio especifica na sua regidao Fc. Os
anticorpos utilizados sdo Imunoglobulinas G policlonais de coelho que se aderem tanto aos
antigenos somdticos O - compostos de complexos lipopolissacarideos - quanto aos antigenos
capsulares K - compostos de polissacarideos acidos, segundo a descricdo do fabricante

(Anexo A).

4.5. Estirpe microbiana

O microrganismo a ser utilizado no estudo € a bactéria Escherichia coli ATCC 11229
pertencente a colecdo de cultura do Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Instituto
de Microbiologia Paulo de Goes da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). A estirpe
foi estocada a -25 °C em Caldo Triptona de Soja (TSB) com glicerol e a cultura de trabalho a

4 °C em meio Agar Triptona de Soja (TSA).
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4.6. Fixacdo dos microrganismos no biossensor

Os biossensores sdo acoplados em um suporte sobre uma bancada (Figura 9), onde sdo
incubados por 10 minutos em uma suspensdo contendo 1,5 x 10® unidades formadoras de
colonias por mililitro (ufc/mL) de Escherichia coli, fendmeno denominado de imunocaptura.
A suspensdo bacteriana foi preparada a partir de uma cultura em meio TSA incubada a 37° C
durante 24 horas. As células de uma coldonia foram ressuspendidas em solucdo salina (NaCl

0,85%) e comparada com a escala nefelométrica 0,5 de MacFarland.

¥

() (b) ‘
Figura 7 - Set up de leitura das amostras (b) com biossensor funcionalizado no suporte de acoplamento (a). Foto
autoral.

A Figura 10 mostra a representacio do processo de imunocaptura realizado pelo
biossensor, o qual ocorre na se¢do curvilinea da fibra dptica plastica, que também € a regido

sensivel e de leitura do biossensor.

Bactéria

Suspensao

Biossensor bacteriana

Referéncia

Figura 8 - Processo de imunocaptura do biossensor. Foto autoral.
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4.7. Modo de leitura das amostras

A leitura das amostras € realizada a partir da medicao do valor de amplitude do sinal de
saida da luz da fibra dptica pléstica no ar de 1 a 2 minutos, seguido da medi¢do na suspensao
bacteriana durante 10 minutos e por fim no ar de 2 a 4 minutos, como representado na Figura
11.

Sao considerados resultados positivos biossensores que apresentam queda de no minimo
0,1 milivolts (mV) do valor de amplitude do sinal de saida da luz apds incubagdo na amostra
quando comparado com o valor de amplitude inicial, ou seja, previamente ao processo de

imunocaptura do biossensor.

Deteccao de Escherichia coli pela
Variagao do indice de refragéo (lR) Computador + Processador de dados

IRdoar: 1 +
IR da bactéria pura: 1,39
LabVIEW

Microcontroller

Suporte '

. LED  Fotodiodo N Bactéria @
t",,, o .,"-}}': . \
£ ‘K : <12 )

'ls:;‘ =k \y
Biossensor
Suspensdo bacteriana
Referéncia L
Medida inicial do IR no ar " Imunocaptura . Medida final do IR no ar
Tempo: 1 a 2 min Tempo: 10 min Tempo: 2 a4 min

Figura 9 - Representagdo esquemadtica do modo de leitura das amostras pelo set up do biossensor. Foto autoral.

4.8. Avaliacao da sensibilidade da fibra dptica plastica

Com o objetivo de testar a sensibilidade dos biossensores em detectar variagdes do indice
de refracdo em diferentes meios externos a eles submetidos, foram realizados testes de leitura
da POF em 4gua e solugdes de sacarose de 15, 25, 30, 45 e 52% (p/v) de concentragdo. O
indice de refracdo de cada solucdo de sacarose foi avaliado com o uso de um refratrometro
ABBE digital de bancada Quimis, modelo Q76780. As leituras foram realizadas durante 2

minutos para cada meio externo utilizado.
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4.8.1. Avaliagdo da sensibilidade da fibra 6ptica pléstica nao funcionalizada

A fim de verificar a sensibilidade da fibra dptica pldstica pura, o teste foi realizado com
as fibras ndo funcionalizadas, ou seja, sem o anticorpo imobilizado. Foram utilizadas 10

amostras de biossensores para o teste.

4.8.2. Avaliacdo da sensibilidade da fibra Optica plastica funcionalizada e com Escherichia

coli aderida

Posteriormente, o teste de leitura do indice de refracdo foi repetido utilizando-se as
mesmas fibras, porém ja funcionalizadas e com Escherichia coli aderida a superficie do
biossensor, utilizando uma suspensdo de 1,5 x 10 unidades formadoras de coldnias por
mililitro (UFC/mL). A imunocaptura foi realizada através da incubagdo dos biossensores na
suspensdao bacteriana durante 10 minutos, previamente a leitura do IR nos meios externos

utilizados no teste.

4.9. Avaliacdo da especificidade do biossensor

Para verificar a especificidade do biossensor em desenvolvimento, o sistema foi avaliado
utilizando duas estirpes de Escherichia coli, sendo essas do ATCC 25922 (sorotipo O6,
biotipo 1) e ATCC 35218 (sorotipo O6:H31:K). Da mesma forma, o teste foi realizado com
outros microrganismos Gram negativos e Gram positivos pertencentes ou niao a familia da

enterobactérias, conforme descrito na Tabela 5.

Tabela 5 - Espécies bacterianas utilizadas para avaliagdo da especificidade do biossensor.

Microrganismos Gram Referéncia
Klebsiella pneumoniae | Negativo " ATCC 13883
Pseudomonas aeruginosa Negativo  ATCC 15442
Staphylococcus aureus Positivo ATCC 25923

Bacillus cereus Positivo DMS F4433
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A interpretagdo dos testes de especificidade foi realizada pela leitura dos biossensores

através do seu sistema eletronico. O teste foi realizado em triplicata para cada microrganismo.

4.10. Determinacao do limite de detec¢dao do biossensor frente a suspensdes bacterianas com

diferentes concentragdes

Com o intuito de determinar o limite de deteccio do biossensor quanto a diferentes
concentragdes microbianas, foram realizados testes de leitura do imunossensor nas
concentracdes decimais de 10°a 108 UFC/mL.

Para tal, foram preparadas as suspensdes bacterianas a partir de uma ressuspensdo da
colonia de trabalho em solucdo salina NaCl comparada com a escala nefelométrica 0,5 de
MacFarland. A partir dessa primeira suspensdo, foram feitas diluicdes decimais seriadas em
solucdo salina NaCl para obtencdo das concentragdes de 107, 10°, 10°, 10* e 10° UFC/mL. O

teste foi realizado em triplicata para cada concentragio avaliada.
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5 Resultados

5.1. Avaliacdo da sensibilidade da fibra dptica plastica

O indice de refrac@o obtido pelo refratometro digital de cada solucio de sacarose pode ser

visualizado abaixo (Tabela 6).

Tabela 6 - Indice de refracio das solucdes de
sacarose.

Concentracao (%) da

- Indice de refracao
solucao de sacarose

Agua (controle) I 1,33
15 1,35
25 1,36
30 1,37
45 1,38
52 1,39

A partir dos resultados obtidos das 10 POFs utilizadas, foi obtida a média aritmética,
gerando um udnico valor para cada meio externo utilizado. Na interpretacdo da leitura do
indice de refracdo para a POF nao funcionalizada e POF funcionalizada com Escherichia coli
aderida foi obtida uma queda do valor de amplitude do sinal de saida da luz entre 0,03 a 0,1

mV como resposta ao aumento do indice de refracdo de cada meio externo testado (Figura 12).

Do
—07 4gua ——_
E o, 15% h—
— LY, : e
2 05 23 30% Ty
‘—3 0.4 4 52%
By
e a3
£ 02

01

1,32 133 1,34 1,35 1,36 137 1,38 1,39 1,4
Indice de refragdo
—8—POF nido funcionalizada &— POF funcionalizada

Figura 10 - Avaliacdo da sensibilidade da POF utilizada no sensor, ndo funcionalizada e funcionalizada com
Escherichia coli aderida, frente a diferentes solucdes de sacarose. mV: milivolts; 15, 25, 30, 45 e 53% de
sacarose em solug@o.
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5.2. Avaliacdo da especificidade do biossensor

Em relacdo a avaliacdo da especificidade do biossensor frente a diferentes sorotipos de
Escherichia coli (O6 biotipo 1 e O6:H31:K), todos os biossensores testados foram capazes de
detectar a presenca de bactérias nas amostras. A partir das leituras das triplicatas, foi
calculada a média aritmética dos resultados obtidos, resultando em uma queda média do sinal
de saida da luz de 0,2 mV para o sorotipo O6 biotipo 1, e 0,3 mV para o sorotipo O6:H31:K
(Tabela 7). Foi detectada uma diferenca de 0,1 mV entre os sorotipos testados.

Quanto a avaliacao da especificidade do biossensor frente a microrganismos pertencentes
a géneros diferentes de Escherichia coli, apenas Klebsiella pneumoniae foi capaz de gerar
alguma resposta do sensor (Tabela 7), com uma média da triplicata de 0,03 mV. Os demais
microrganismos testados obtiveram uma média de resposta de 0 mV entre as triplicatas, ou

seja, nao conseguiram gerar respostas do sensor (Tabela 7).

Tabela 7 - Avaliagdo da especificidade do
biossensor frente a diferentes microrganismos.

Microrganismo Média das leituras
(1,5x10° UFC/mL) (mV)*

E. coli O6 biotipo 1 I 0,2

E. coli O6:H31:K 0,3

Klebsiella pneumoniae 0,03
Pseudomonas aeruginosa 0
Staphylococcus aureus 0
Bacillus cereus 0

mV: milivolts; UFC/mL: Unidades formadoras de col6nias por
mililitro. Foram considerados como resultados positivos valores
superiores a 0,1 mV.

Os gréficos dos resultados obtidos a partir da leitura de cada biossensor testado quanto a

sua especificidade estdo presentes no Anexo B.

5.3. Determinacao do limite de detec¢dao do biossensor

A Tabela 8 apresenta as médias aritméticas dos resultados obtidos nas leituras do valor de

sinal de saida da luz apds incubagdo dos biossensores em suspensdes com diferentes
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concentragdes de Escherichia coli. O sensor foi capaz de detectar a presenca de bactérias em
concentragdio minima de 10° UFC/mL. Este valor foi considerado o limite de deteccdo

minimo do biossensor.

Tabela 8 - Determinacdo do limite de deteccdo do
biossensor para deteccdo de Escherichia coli.

Concentracao microbiana Meédia das leituras

(UFC/mL) (mV)
108 ' 0.2
107 0.2
10° 0.25
10° 0.1
10* 0,25
10° 0.2

mV: milivolts; UFC/mL: Unidades formadoras de coldnias
por mililitro. Foram considerados como resultados positivos
valores superiores a 0,1 mV.

Com exce¢io da suspensdo com 10° UFC/mL de concentraciio bacteriana, nio foram
observadas diferencgas significativas entre os valores médios de detec¢ao do sinal de saida da
luz frente a diferentes concentracdes bacterianas testadas (Tabela 8). A diferenca entre a
suspensdo bacteriana com concentracio de 10° UFC/mL com as demais concentracdes
testadas foi igual a 0,1 mV.

Os gréficos das leituras dos biossensores frente a diferentes concentracdes de Escherichia

coli estdo presentes no Anexo C.
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6 Discussao

Nos ultimos anos, pesquisas quanto ao desenvolvimento de biossensores como métodos
alternativos de diagnéstico e pesquisa t€m crescido a fim de diminuir o tempo de andlise
atualmente requerido pelos métodos convencionais. No presente estudo, um biossensor para
deteccdo de Escherichia coli em amostras de dgua foi avaliado quanto a sensibilidade e
especificidade.

Em relacdo a aplicabilidade do sensor, todas as fibras dpticas testadas foram capazes de
detectar as diferencas quanto ao indice de refracdo de dgua pura e solucdes de sacarose em
concentragdes de 15, 25, 30, 45 e 52%. Esses resultados vdo de encontro com os estudos
prévios da equipe realizados por Lopes et al (2018), Rodrigues et al (2017) e Wandermur et al
(2014), os quais demonstraram a capacidade da fibra Optica plastica em medir diferentes
indices de refracdo externos ao biossensor a partir de solu¢des de sacarose, de modo que o
valor de saida do sinal da luz apresentasse uma queda com o aumento continuo do indice de
refracdo, que variou de 1,33 a 1,39. Desse modo, levando em consideracdo que o IR da E. coli
¢ de 1,39 e o IR da 4gua é de 1,33, foi possivel demonstrar que o biossensor é capaz de
detectar células de Escherichia coli em uma amostra. A sensibilidade do biossensor em
detectar a presenca de bactérias em uma amostra pode ser confirmada pela capacidade do
sistema em medir os diferentes indices de refracdo dos meios externos a ele submetidos.

Quando o sensor foi avaliado em diferentes concentragdes bacterianas, o limite de
deteccio minimo foi de 10° UFC/mL, dentro das concentracdes testadas. O nivel de
sensibilidade encontrado no presente trabalho foi igual ao observado nos estudos de Costa
(2022) e Gambino et al (2022), porém foi menor que o oferecido pelos biossensores descritos
por Eksi et al (2014) e Amaya et al (2019) (Tabela 9). Ainda que a sensibilidade do
biossensor avaliado tenha sido inferior a alguns outros descritos na literatura, este apresenta
como vantagem o menor tempo para obten¢do dos resultados, uma vez que outros podem
chegar a mais de 1 hora de andlise. Os resultados das leituras do biossensor foram obtidos
ap0s aproximadamente 15 minutos de leitura. A velocidade de resposta mostrou-se
semelhante ao sensor desenvolvido por Costa (2022), que utilizou o mesmo tempo de
deteccdo. Este resultado representa uma melhoria em relacdo aos dispositivos existentes
atualmente e aos métodos convencionais, que demandam de 3 a 96 horas.

Em razdo do biossensor em estudo nao ter sido testado em amostras com concentracdes
menores a 10> UFC/mL, ndo é possivel afirmar que o dispositivo ndo tem capacidade de

detectar células de E. coli em concentracdes mais baixas, sendo necessdrio a realizacdo de
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testes para avaliacdo da sua sensibilidade em amostras com concentragdes menores que 1000
UFC/mL. O limite de deteccdo encontrado permite atualmente seu uso na avaliagdo da
adequacdo a legislacdo microbioldgica vigente (Instru¢do Normativa 161) para alguns
alimentos como, hortalicas, raizes, tubérculos, fungos comestiveis, carne de aves, suina, cafés,
chds, entre outros (ANVISA, 2022), que determinam que lotes com contagem de E. coli

acima deste valor sejam considerados impréprios para o consumo humano.

Tabela 9 - Comparacdo dos biossensores para deteccao de Escherichia coli em
dgua descritos na literatura atual com o biossensor de fibra dptica plastica (POF).

Sensibilidade Tempo de deteccao

(UFC/mL) (minutos) Referéncia

Biossensor

Imunossensor
eletroquimico

baseado em 3 96 Eksi et al (2014)
nanoparticulas

bimetalicas

Biossensor
eletroquimico
baseado em eletrodos
de prata (Au) com
incorporacdo de
nanoparticulas

1000 15 Costa (2022)

Biossensor baseado
em aptameros
conjugado com 100 20 Amaya et al (2019)
nanoparticulas de
ouro

Biossensor com
arranjos de eletrodos 1000 Nao definido Gambino et al (2022)
interdigitados

Biossensor de POF 1000 14 - 16 Estudo atual

UFC/mL: Unidades formadoras de coldnias por mililitro.

Os testes realizados com os sensores, tanto para a avaliagdo da sensibilidade quanto o
limite de detec¢do mostraram pequenas diferencas entre as unidades testadas, mas ndo entre
as médias dos diferentes lotes (dados ndo mostrados). Uma vez que a reprodutibilidade tem

sido um dos principais fatores que fazem questionamento ao uso dos biossensores, estes
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dados, ainda que preliminares, sugerem a aplicacdo dos testes em triplicata, de modo a
aumentar a confiabilidade dos resultados. Além disso, pelo presente estudo ter um carater
preliminar, torna-se necessdrio a realizacdo de mais testes com um maior nimero de
repeticoes, além de um estudo estatistico avangado para uma determina¢do mais acurada da
reprodutibilidade dos resultados obtidos pelo dispositivo.

A média dos resultados obtidos na detec¢do de diferentes concentracdes de Escherichia
coli foi em sua maioria 0,2 mV, ndo refletindo as diferencas entre as concentragdes
microbianas, que em teoria, deveriam ser maiores nas maiores concentragdes de
microrganismos. Estes resultados sugerem que o biossensor em estudo € capaz de detectar a
presenca ou auséncia de bactérias em uma determinada amostra, ndo relacionando os
resultados com uma quantificacdo. Esta propriedade pode estar relacionada com o tempo de
contato entre a amostra a ser analisada e o sensor, que pode resultar em uma saturagdo do
sistema, ou seja: depdsito cumulativo dos microrganismos na superficie da fibra. Um estudo
mais aprofundado relacionando a acentuacdo da curva gerada pela queda do sinal com o
tempo de contato serd realizado posteriormente, de modo a tentar determinar a necessidade de
reducdo do tempo de leitura do teste.

Para investigar a especificidade do sensor, foram utilizados microrganismos da familia
enterobacteriaceae e de outras familias. Os microrganismos pertencentes a familia
enterobacteriaceae podem compartilhar antigenos semelhantes, o que, na teoria, ocasionaria
em possiveis resultados falsos positivos, uma vez que o anticorpo escolhido para produgao do
biossensor pode reconhecer tais antigenos. Jann (1987) mostrou que algumas enterobactérias
podem apresentar antigenos semelhantes ou idénticos entre si. Os antigenos capsulares K do
grupo 1 de Escherichia coli, por exemplo, estdo relacionados com antigenos capsulares de
Klebsiella pneumoniae, enquanto que os antigenos K do grupo 2 de E. coli estdo relacionados
com antigenos capsulares de Neisseria meningitidis e de Haemophilus influenzae. Os
antigenos somaticos O de E. coli, por sua vez, possuem relacdo com os antigenos O das
demais enterobactérias por apresentarem semelhancas nas estruturas dos polissacarideos que
compdem esse antigeno.

De acordo com a descri¢do do fabricante (Anexo A), o anticorpo utilizado reconhece e se
adere tanto em antigenos somaticos O quanto antigenos capsulares K, fato que pode resultar
em reacOes cruzadas com outros microrganismos pertencentes a familia enterobacteriaceae,
como Klebsiella pneumoniae, que compartilha antigenos semelhantes ao de Escherichia coli.
No presente estudo, todos os biossensores testados apresentaram resultados negativos para

microrganismos diferentes de E. coli. Ainda que um sinal tenha sido detectado na presenca de
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K. pneumoniae, o teste foi considerado negativo uma vez que o valor detectado estava abaixo
do valor minimo considerado para um teste positivo. Estudos adicionais com um maior
nimero de enterobactérias devem ser realizados, de modo a entender se outros géneros ou
espécies relacionadas com E. coli podem gerar resultados falso-positivos. Da mesma forma, a
escolha de anticorpos monoclonais ou que sejam especificos para antigenos mais numerosos
na superficie das células poderiam ser utilizados para aumentar a especificidade e a
sensibilidade do sensor.

Devido a caracteristica do processo de funcionalizacdo do imunossensor, torna-se vidvel
a utilizacdo desse protocolo no desenvolvimento de biossensores para detec¢do de outros
microrganismos por meio da troca do anticorpo imobilizado na superficie da fibra 6ptica
pldstica para um especifico ao novo antigeno de interesse. Com isso, o dispositivo em estudo
pode ser utilizado futuramente para diagndstico de diferentes doengas de forma rdpida,
sensivel e especifica. Vale ressaltar que o aspecto dos resultados positivos pode variar para
cada microrganismo, em razdo de uma possivel diferenca no indice de refracdo entre eles
devido a suas diferencas morfoldgicas.

Entre as principais falhas detectadas nos sensores durante o estudo, o erro no
acoplamento da fibra 6ptica ao suporte de leitura do sistema sensorial, foi 0 mais comum.
Esse erro gerou um mau acoplamento na interface entre as pontas finais da POF com o LED
e/ou fotodetector, comprometendo a passagem da luz pelo comprimento do biossensor e
consequentemente sua detec¢ao pelo fotodetector. Com isso, esses biossensores apresentaram
leituras erroneas, dado que o principio fisico do funcionamento do dispositivo baseia-se,
principalmente, nas propriedades dpticas do sensor através da medicdo da quantidade de luz
detectada pelo fotodetector em comparacdo com a luz emitida pelo LED. Uma medida
corretiva para minimizar este problema estd em andamento.

Este estudo avaliou a aplicabilidade de um biossensor para a deteccdo rdpida de
Escherichia coli. Os resultados obtidos servirdo de base para estudos quanto ao

aprimoramento do sensor, de modo ao desenvolvimento de um produto comercial.
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7 Conclusoes

A fibra optica plastica utilizada na produgdo do biossensor mostrou boa sensibilidade na
deteccdo da variacdo do indice de refracdo de diferentes meios externos a ela submetidos,
demonstrando boa sensibilidade para detec¢ao de Escherichia coli.

O uso dos testes em triplicata mostrou que as médias obtidas apresentaram uma
reprodutibilidade que garantem a confiabilidade do sistema.

Os biossensores produzidos foram capazes de detectar seletivamente duas estirpes
Escherichia coli pertencentes a dois diferentes sorotipos, mas nao outros microrganismos,
incluindo a enterobactéria Klebsiella pneumoniae, além de outros Gram-negativos e Gram-
positivos. Esse fato mostra a especificidade do sistema montado.

Os biossensores foram capazes de detectar baixas concentragdes de Escherichia coli,
apresentando um limite de detec¢io minimo de 10° UFC/mL, dentro das concentracdes
testadas, que permite atualmente seu uso como método de triagem no controle de alguns
alimentos, conforme a legislacao vigente.

O método de quantificacdo do sensor merece estudos complementares, uma vez que ele
ndo foi capaz de distinguir a intensidade do sinal gerado por diferentes concentragdes de E.

coli.
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ANEXO A

Datasheet: 4329-4906

Description:
Specificity:
Format:
Product Type:
Isotype:
Quantity:

Product Details

Applications This product has been reported to work in the following applications. This information is derived
from testing within our laboratories, peer-reviewed publications or personal communications from
the originators. Please refer to references indicated for further information. For general protocol
recommendations, please visit www.bio-rad-antibodies.com/protocols.

Yes No Not Determined Suggested Dilution
Flow Cytometry .
ELISA . 1/2000
Western Blotting )
Where this product has not been tested for use in a particular technique this does not necessarily
exclude its use in such procedures. Suggested working dilutions are given as a guide only. It is
recommended that the user titrates the product for use in their own system using the appropriate
negative/positive controls.

Target Species Bacterial

Product Form Purified IgG - liquid

Buffer Solution Phosphate buffered saline

EASMAIS 0.1% Sodium Azide (NaN)

Stabilisers

Approx. Protein Concentrations IgG concentration 4.0 mg/ml

Immunogen A mixture of all antigenic serotypes.

Specificity Rabbit anti Escherichia coli antibody recognizes Escherichia coli and is broadly reactive with all

RABBIT ANTI ESCHERICHIA COLI

ESCHERICHIA COLI
Purified

Polyclonal Antibody
Polyclonal IgG

1ml

somatic and capsular (O and K) antigenic serotypes. The somatic O antigens are composed of

34

lipopolysaccharide complexes which form part of the cell wall structure of E. coli whilst the capsular

K antigens are mainly composed of acidic polysaccharide.

This antibody will remove E.coli proteins from recombinant preparations. Rabbit anti Escherichia
coli antibody has not been absorbed and may cross-react with related enterobacteriaceae. Rabbit
anti Escherichia coli antibody has been used in ELISA with serotypes O157:H7, 020, 0125, 055,
0111 and K12.
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Deteccdo de Pseudomonas aeruginosaa 1,5 x 108 UFC/mL
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Deteccdo de Bacillus cereus a 1,5 x 108 UFC/mL
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ANEXO C
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