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IMUNOSSENSOR AMPEROMETRICO PARA DETECCAO DE
ENTEROTOXINA ESTAFILOCOCICA EM QUEIJO

Maria Gardenny R. Pimenta-Martins', Roselayne Ferro Furtado®, Maria de Fatima Borges®, Luiz Guilherme
Dias Heneine’, Luiz Henrique Caparelli Mattoso®, Paulo Sérgio de Paula Herrmann®,
Juliano Elvis de Oliveira*, Carlucio Roberto Alves'

'Universidade Estadual do Ceara, Departamento de Quimica, Fortaleza- CE, *Embrapa Agroindustria
Tropical, Fortaleza-CE, JFundagﬁo Ezequiel Dias, Belo Horizonte-MG, 4Embrapa Instrumentagio
Agropecudria, Sao Carlos —SP. E-mail: roselayne(@cnpat.embrapa.br
Projeto Componente: PC 2 Plano de Agdo:4

Resumo

Um biossensor amperométrico para detecgdo de enterotoxina estafilocdcica A (SEA) em alimento a partir da
técnica de automontagem foi desenvolvido. Proteina A oriunda de Staphylococcus sp. foi utilizada na
orientagdo do anticorpo priméario contra SEA. Um sistema sanduiche foi montado sobre superficie de ouro e
a resposta foi avaliada por cronoamperometria. O biossensor apresentou uma boa linearidade (r = 0.99) na
faixa de concentragdo de 30 a 160 ug mL"' de SEA e limite de detec¢do e quantificagio de 33,9 ¢ 112 ng
mL"', respectivamente.

Palavras-chave: Biossensor, monitoramento, contaminante bioldgico, detecgio, intoxicagio alimentar
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Introdugio exoproteinas capazes de provocar intoxicagdes, a
partir da ingestdio da toxina pré-formada nos

As doengas transmitidas por alimentos constitue ~ 2liMentos [l]. Ent‘re as emerotoxinffls estaﬁloc()cica.s,
um problema crescente de saude piblica ¢ o 2@ enterotoxina tlp(.} B i . das‘ .
monitoramento de micro-organismos tem sido um importantes envolvidas nos casos de Hinxicagio
instrumento de grande importincia na gestio e alimentar. = .

controle dos riscos potenciais a satide humana. i i refere - detecgéio Fle  Slbeeotaxinas
No Brasil, as intoxicagdes alimentares, apesar de mtaﬁlococncas‘ g ahrpentos, prlr{c‘lpalt’nen‘te e
freqiientes, principalmente, em alimentos de amgstras d? leite e derivados, * atnghse e felfa Ry
produgdo artesanal, sdo pouco notificadas em il d? .klts baseac_ios.em e v de métodos
relacio ao numero de pessoas acometidas e aos ¥munolgg1cgs: ensau? u‘ilunoenzrlmatlco (EL[SA)’
agentes etiologicos. imunodifusio e agh.stmat;ao em litex [2]. Estes kits
O género Staphylococcus ¢ responsavel por sdo,  geralmente, }mport.a‘d 8 Pommen ousty
aproximadamente 45% das toxinfecgdes no mundo. ele:«ac_lo, fato que EF“flab'h.Za o IS Vezes © o
Entre as bactérias do género, algumas cepas de S, rotmelro’ em labora_tono_s B’II'.ldUStl‘laS; Sendo assim,
aureus produzem uma grande variedade de 35 analises microbioldgicas  sdo voltadas,
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principalmente, para detecgéo do patégeno produtor
das enterotoxinas (Staphylococcus sp), apesar da
possibilidade de se encontrar as enterotoxinas no
alimento apés a eliminagéo do patégeno.

De uma forma geral, os métodos convencionais de
detecgdo de patdgenos, transmitidos por alimentos,
sdo realizados a partir da identificagdo
microbiolégica e bioquimica dos micro-organismos.
Porém, os maiores inconvenientes dos métodos
convencionais sdo o trabalho 4rduo, o tempo
consumido nas andlises e o custo que envolve todo
0 processo, desde preparagio da amostra até a
identificagdo do micro-organismo. Uma forma de
minimizar estes impactos na seguranga dos
alimentos seria através do uso de novos dispositivos
para detecgio de contaminantes biol6gicos.

Os biossensores sdo dispositivos bioeletronicos que
representam uma ferramenta alternativa de custo
baixo, reprodutibilidade e sensibilidade alta, tempo
de resposta relativamente rapido e possibilidade de
miniaturizagdo para a detecgio de micro-
organismos em alimentos. Tais caracteristicas os
qualificam como dispositivos com elevado potencial
comercial.

Este trabalho teve o objetivo de desenvolver um
imunossensor  amperométrico a partir  da
modificagdo de superficie de ouro para detecgio de
enterotoxina estafilocécica tipo A (SEA) em
amostras de queijo do tipo Coalho.

Materiais e métodos

Para a obtengdo da enterotoxina estafilococica tipo
A, cepa de S. aureus enterotoxigénico foi cultivada
em caldo BHI a 37°C por 48 h. A produgdo das
enterotoxinas foi avaliada pelo método de
membrana sobre agar descrito por Hallender [3].

Os anticorpos contra enterotoxina tipo A foram
fornecidos pela Fundagio Ezequiel Dias e marcados
com peroxidase (HRP) [4]. A concentragdo dos
anticorpos marcados com peroxidase foi de 30 ug
mL ",

Amostras de queijo artesanal tipo Coalho foram
homogeneizadas em 0,85% de solugdo de NaCl na
razdo 1:1 (p/v) e centrifugadas a 9.000 x g por 30
min. a 4°C. As amostras de queijo Coalho foram
avaliadas previamente quanto a presenga de
enterotoxinas utilizando kit comercial SET-RPLA
test (Oxoid ®).

Para a construgdo do imunossensor, primeiramente,
foi realizada a limpeza de eletrodo de ouro (0 =
0,025 ¢cm?) por polimento mecanico da superficie
com alumina (0,3 pm); banho ultrasbnico em
solugdo de etanol por 5 minutos; imersio em

solugdo piranha (1:3 - H,0,:H,S0,) por 3 minutos e
limpeza eletroquimica por 25 varreduras sucessivas
em solugdo de H,SO. 0,5 M na janela de potencial
de0alsV.

A montagem do biossensor foi conduzida
empregando a técnica de automontagem com tiol e
imobilizagio de proteina A para orientagdo do
anticorpo primario. Eletrodo de ouro foi imerso em
solugdo de 10 mM de cisteamina por 3h seguida
pela etapa de imobilizagio de proteina A oriunda de
Staphylococcus sp. A imobilizagdo da proteina A
sobre a monocamada de tiol foi avaliada por trés
diferentes métodos de imobilizagdo utilizando:
glutaraldeido 2,5% (1h), adsorgdo fisica (1h) e
ativag@o dos grupos carboxilicos da proteina A por
meio de incubagdo em solugo de EDC (2 mM) e
NHS (5 mM). Posteriormente, o eletrodo
modificado com tiol e proteina A foi incubado em
solugdo de anti-SEA (100 mg mL™") overnight. Em
seqiiéncia, sitios livres do imunossensor foram
bloqueados com BSA 1% por 1h. A incubagdo do
eletrodo em solugdo de SEA (1 mg L', tampéo PBS
pH 7,4) e de anticorpos marcados com peroxidase (1
mg mL™") foi realizada por 1 hora/etapa. Apés cada
passo de imobilizagdo o eletrodo foi lavado com
tampdo PBS pH 7,4.

As medidas eletroquimicas foram realizadas em
uma célula de 10 mL contendo 0,1 M de PBS (pH
7,4). Empregou-se um sistema eletroquimico de trés
eletrodos utilizando referéncia de Ag/AgCl e fio
helicoidal de platina como auxiliar. A resposta
amperométrica foi gerada a partir da reagfio da
peroxidase com 100 uM de peréxido de hidrogénio
na presenga de 60 uM de hidroquinona. A resposta
analitica foi determinada por polarizagdo do
eletrodo a -50 mV. Estudos de voltametria ciclica
foram realizados para caracterizar as etapas de
imobilizagdo nas condigdes de velocidade de 100
mV s™' com potencial de varredura de 04207V
em solugdo de Ki[Fe(CN)s] 4 mM com KC1 1 M. As
medidas foram realizadas em potenciostato/
Autolab/PGSTATI2 com o software GPES (Eco
Chemie).

Resultados e discussio

A Fig. la indicou um pico catédico mais resoluto e
menor corrente capacitiva na resposta do
imunossensor que empregou o método de
imobilizagdo com EDC/NHS. Assim, este método
de imobilizagdo foi utilizado para os ensaios
subseqiientes. A estabilidade das ligagdes das
biomoléculas do biossensor apés ativagdo do grupo
carboxilico da proteina A com EDC/NHS mostrou
um coeficiente de variagio de 0,33% apos 50 ciclos
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de varredura indicando uma boa estabilidade do
biosistema.

Cada etapa de construgio do imunossensor foi
caracterizada por voltametria ciclica em solugdo de
4 mM K;[Fe(CN)s] e 1 M KCI. De acordo com a
Fig. 1b, uma diminuigio na corrente-resposta é
observada no decorrer da montagem  do
imunossensor  relacionada a0 aumento  do
impedimento da reagdo redox [Fe(CN)s]”/[Fe
(CN)]™* proximo a superficie do eletrodo.
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Fig. 1. (1a) Voltametria ciclica do biossensor para trés métodos
de imobilizagdo da proteina A: (a) adsorgdo fisica, (b) uso de
glutaraldeido, (c) EDC/NHS em tampio PRS pH 7.4 contendo
60 uM hidroquinona and 100 UM H,0,. (1b) Voltamogramas
ciclicos em solugio K;[Fe(CN)s] 4 mM com KCI 1 M apos
cada etapa de construgio do biossensor (a) automontagem com
cisteamina; (b) proteina A; (c) BSA: (d) anticorpo primario; (e)
SEA; (f) anticorpo secundério marcado com HRP.

O biossensor apresentou boa linearidade (r=10,99)
na faixa de concentragiio de 30 a 160 pg mL™' de
SEA (Fig. 2a). O limite de detecgdo encontrado foi
de 33,9 ng mL" e limite de quantificago foi de 112
ngmL"'. O desempenho do biossensor em amostras
reais de queijo coalho também foi avaliado. De
acordo com a Fig. 2b o biossensor foi capaz de
distinguir amostras de queijo contaminada com
SEA e ndo contaminada. Este resultado indicou o
grande potencial de uso do biossensor para detecgdo
de SEA em alimentos.
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Fig. 2. (2a) Curva de calibragio para concentragdes de SEA.
Avaliagdo do biossensor em amostras de queijo contaminadas e
ndo contaminadas. (2b) Resposta do biossensor em solugdo PBS
pH 7.4 contendo 60 uM de hidroquinona ¢ 100 uM de H,0,.
Egpr=-50 mV.

Conclusdes

O biossensor construido apresentou resultados
bastante satisfatérios na detec¢io de enterotoxina
estafilococica, inclusive em amostras reais de queijo
do tipo Coalho. A presente metodologia podera ser
utilizada em dispositivos portateis com eletrodos
descartaveis visando futura aplicagdo comercial da
tecnologia.
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