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RESUMO

As bactérias do género Salmonella sdo associadas & doencas transmitidas por alimentos. A
forma de deteccdo usualmente empregada é laboriosa e apresenta elevado consumo de
material. Biossensores para Salmonella sdo métodos alternativos que tém apresentado
resultados promissores. No entanto, seu desempenho pouco tem sido avaliado em amostras
reais e a estocagem destes dispositivos tem sido ignorada. Dessa forma, o objetivo deste
estudo foi avaliar os parametros de funcionamento e condi¢cbes de estocagem de um
biossensor eletroquimico utilizando eletrodos descartaveis (screen printed) para a deteccao de
Salmonella sp. em leite. Para isso, o dispositivo foi primeiramente avaliado em condicGes
tamponantes na presenca de Salmonella Typhimurium ATCC 51812. Posteriormente, amostras
de leite cru e UHT integral contaminadas foram avaliadas por método de referéncia (BAM)
para deteccdo de Salmonella e pelo biossensor. Os parametros de validacdo foram avaliados
conforme recomendagdes da AOAC e foram: taxa de falsos positivos, taxa de falsos
negativos, sensibilidade, especificidade e probabilidade de detec¢do (POD). Os biossensores
para a deteccdo da bactéria foram estocados por 15, 30, 60, 90 e 120 dias em condicéo
refrigerada (4 °C) e ambiente (25 °C) em solucdo comercial estabilizante e solucéo
estabilizante formulada. O biossensor apresentou elevada probabilidade de deteccdo, 1UFC.
mL?* em solugdo tamp&o e 10 UFC. mL™? em leite cru e leite UHT. A comparagdo com o
método tradicional permitiu a determinacao dos parametros de desempenho do biossensor. Os
resultados obtidos indicaram sensibilidade de 100%, especificidade de 100%, taxa de falsos
positivos e taxa de falsos negativos de 0% para os niveis de inoculagdo controle negativo, 10!
UFC.mL* e 10° UFC.mL!. Houve diferenca significativa entre as duas solucdes estabilizantes
e temperaturas avaliadas. A melhor condicdo encontrada para 0 armazenamento do biossensor
foi em solucdo estabilizante formulada e mantida sob refrigeracdo (4 °C). Os biossensores
estocados nesta condicdo apresentaram 5 %, 11,87% e 69,81% de perda da amplitude de
corrente elétrica aos 30, 60 e 90 dias, respectivamente. Aos 120 dias 0s biossensores ndo

responderam de forma qualitativa a presenca da Salmonella.

Palavras-chave: Imunossensor. Método de deteccdo. Validacdo. Estocagem.



ABSTRACT

Bacteria of the genus Salmonella are pathogenic bacteria associated with foodborne diseases.
The form of detection usually employed is laborious and presents high material consumption.
Biosensors for Salmonella are alternative methods that have shown promising results.
However, the performance theses biosensors have been rarely evaluated in real samples and
the storage has been ignored. Thus, the aim of this study was to evaluate the operating
parameters and storage conditions of an electrochemical biosensor using disposable electrodes
(screen printed) for the detection of Salmonella sp. in milk. For this, at first, the device was
evaluated in buffering conditions in the presence of Salmonella Typhimurium ATCC 51812.
Subsequently, samples of contaminated raw milk and whole UHT milk were evaluated by
reference method (BAM) to detect Salmonella and by the biosensor. The validation
parameters were evaluated according to AOAC recommendations and were false positive rate,
false negative rate, sensitivity, specificity and probability of detection (POD). The biosensors
for the detection of the bacterium were stored for 15, 30, 60, 90 and 120 days in refrigerated
condition (4 °C) and room temperature (25 °C) in commercial stabilizing solution and
formulated stabilizing solution. The biosensor had a high probability of detection, 1 UFC. mL"
Lin buffer solution and 10 CFU. mL™ in raw milk and UHT milk. The comparison with the
traditional method allowed the determination of the performance parameters of the biosensor.
The results obtained indicated sensitivity of 100%, specificity of 100%, false positive rate and
false negative rate were of 0% for the levels of negative control inoculation, 10! UFC.mL*
and 10® UFC.mL™. The difference between the two stabilizing solutions and the temperatures
evaluated was statistically significant. The best condition found for the storage of the
biosensor was in a formulated stabilizing solution and kept under refrigeration (4 °C). The
biosensors stored in this condition showed 5%, 11,87% and 69,81% of loss of amplitude of
electric current in 30, 60 and 90 days, respectively. At 120 days, the biosensor stopped
qualitatively detecting the pathogen.

Keywords: Immunosensor. Detection method. Validation. Storage.
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1 INTRODUCAO

Bactérias do género Salmonella sp. sdo frequentemente associadas a doencas
transmitidas por alimentos (DTA) sendo considerada uma importante questdo de salde
publica e uma das principais causas de surtos envolvendo diversas matrizes alimentares
(HAMMACK et al., 2012, SILVA et al 2018). Sua patogenicidade, mesmo frente ao baixo
limite de infeccdo apresentado por alguns sorovares € um dos maiores fatores que justificam
exigéncia legal, inclusive por entidades internacionais, da auséncia deste patégeno em
alimentos (CDC, 2018; FDA, 2015; FENG, 2010)

A Salmonelose é considerada uma das mais importantes enfermidades veiculadas
por alimentos, segundo a Organizacdo Mundial da Sadde, seja pelo nimero de pessoas
afetadas, complicacdes e sequelas da doenca ou quantidade e volume de produtos alimenticios
contaminados (BORGES; ANDRADE; MACHADO, 2010). Varios surtos da doenca tém sido
notificados e apresentam estatisticas alarmantes, no entanto esses dados néo evidenciam a real
gravidade da situacdo, devido principalmente a subnotificacdo, oriunda da negligéncia nos
casos domésticos e a falta de diagnostico para a identificacdo do agente etioldgico, nos casos
em que ha hospitalizacdo ( EFSA, 2018; MELO, 2015).

Embora a doenca venha sendo associada a diversas categorias de alimentos, leite e
seus derivados tém sido apontados como principais veiculos do patégeno (EFSA, 2018;
HAMMACK et al.,, 2012). Praticas que vao desde o manejo na ordenha a higienizacdo
deficiente de equipamentos de beneficiamento, além de pasteurizacao ineficiente, conservacao
e transporte do produto final em condi¢bes inadequadas tornam o leite susceptivel a
contaminacdo pela bactéria (MELO, 2015).

A forma de deteccdo do patdgeno usualmente empregada € laboriosa, apresenta
elevado consumo de material e dura cerca de 5 dias, para resultados presuntivos. Métodos
rapidos tém sido empregados visando a reducdo de tempo nos resultados, porém ainda nao
estdo totalmente difundidos no controle de qualidade de alimentos em virtude de seu alto
custo e necessidade de recurso humano qualificado (HAMMACK et al., 2012; LEE et al.,
2015; ANDREWS; JACCOBS; HAMMACK, 2018). O emprego de métodos que apresentem
resultados confiaveis, praticidade e rapidez é requerido, inclusive como forma de reduzir a
espera por resultados de analises microbiolégicas e custos relacionados a estrutura
laboratorial.

Os biossensores sdo dispositivos bioeletronicos capazes de detectar rapidamente

analitos (espécies quimicas e/ou bioldgicas) tanto quantitativa como qualitativamente
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(FURTADO et al., 2008). Biossensores para Salmonella sdo métodos alternativos que tém
apresentado resultados promissores (BRANDAO; LIEBANA; PIVIDORI, 2015; LEE et al.,
2015; MELO et al., 2018; SILVA et al., 2018) No entanto, no meio cientifico, € comum se
referir ao desempenho do biossensor em condigdes consideradas otimizadas, seu
funcionamento pouco tem sido avaliado em amostras reais. Além disso, a estocagem destes
dispositivos, importante fator para avaliar a viabilidade comercial da tecnologia, tem sido
ignorada (KUTTER; HARTMANN; SCHMID, 2006; LEE et al., 2015; MELO et al., 2018;
SILVAet al., 2018).

Visando estabelecer critérios para a validacdo de métodos desenvolvidos e sua
posterior comercializacdo, 6rgdos de normalizacdo, organizagdes e autoridades reconhecidas
na sua area de atuacdo, tais como FDA (Food and Drug Administration), 1SO (International
Organization for Standardization) e AOAC, elaboram e/ou normatizam diretrizes
internacionais que contém aplicacGes sobre requisitos de acreditacdo. Busca-se padronizar e
eliminar barreiras técnicas entre o0s paises atraves da implementacdo de protocolos
comparaveis e consistentes na area de métodos de controle de qualidade.

Entende-se por validacdo o processo que confere validade a um metodo analitico ou
instrumento, cujo desempenho é aceito e o0s resultados sdo confiaveis. Assim, o objetivo de
uma validacdo € demonstrar que 0 méetodo ¢ apropriado para a finalidade pretendida. Quando
0 objetivo é avaliar um método alternativo, a demonstracdo de que a confianca adequada é
fornecida se d& quando os resultados obtidos pelo método alternativo sdo comparaveis aqueles
obtidos usando o método de referéncia, através de critérios estatisticos contidos no protocolo
de validacdo aprovado (AOAC, 2012; FDA, 2015; FELDSINE; ABEYTA; ANDREWS,
2002; INMETRO, 2018). Os programas da AOAC tém protocolos de validacdo para métodos
qualitativos e quantitativos.

Neste trabalho, foram avaliados os parametros de validacdo do biossensor e a
comparacdo entre 0 método alternativo e o método convencional. Além disso, a avaliacdo de
desempenho do biossensor em amostras de leite apds estocagem em diferentes condicdes de
armazenamento foi realizada e pode contribuir com mais um passo para o uso comercial desta

tecnologia.
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2 OBJETIVO

2.1 Titulo da se¢do secundaria

Avaliar os parametros de funcionamento, de validacdo e estocagem de um

biossensor eletroquimico utilizando eletrodos descartaveis (screen printed) para a deteccdo de

Salmonella sp. em leite.

2.1.1 Objetivos especificos

a)
b)

c)

d)

Determinar os parametros de desempenho do biossensor em condigdo tamponante;
Avaliar o desempenho do dispositivo em amostras de leite cru e leite UHT previamente
contaminados;

Comparar o desempenho do biossensor ao método convencional para detec¢do de
Salmonella sp. segundo recomendagtes da AOAC,;

Determinar os indicadores de desempenho: sensibilidade, especificidade, taxa de falsos
positivos e taxa de falsos negativos;

Formular uma solucdo estabilizante e comparar a resposta do biossensor mantido nesta
solucdo aos estocados em solucdo comercial em temperatura ambiente (25 °C) e
refrigerada (4 °C) por 120 dias;
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Salmonella

O género Salmonella, pertencente a familia Enterobacteriaceae e a tribo
Salmonellae, apresenta forma de bastonetes, Gram-negativos, ndo formadores de esporos. O
género Salmonella é dividido em duas espécies que podem causar doencas em humanos:
Salmonella enterica e Salmonella bongori. A espécie Salmonella entérica, que coloniza varios
nichos em uma ampla gama de organismos hospedeiros, além de ser a maior preocupacdo de
salde publica, é composta por seis subespécies (HAMMACK et al., 2012; QUAN et al.,
2018):

e S. enterica subsp. enterica (1)

e S. enterica subsp. salamae (I1)

e S. enterica subsp. arizonae (111a)

e S. enterica subsp. diarizonae (111b)

e S. enterica subsp. houtenae (1V)

e S. enterica subsp. indica (V1)

O género pode ainda ser dividido em categorias, com base na especificidade do hospedeiro

e padrdo clinico por ele determinado: S. Typhi e S. Paratyphi A, B e C, agentes da febre entérica
(febres tifoide e paratifoide); S. Dublin (bovinos), S. Choleraesuis e S. Typhisuis (suinos), S.
Abortusequi (equinos), S. Pullorum e S. Gallinarum (aves), responsaveis pelo paratifo dos animais;
salmonelas zoonGticas, que incluem a maioria dos sorovares gue atingem indiferentemente o homem e
0s animais, responsaveis por quadro de gastroenterite (enterocolite) ou por doencas de transmissdo
alimentar (APHA, 2018; BRASIL, 2011; CDC, 2018; MELO, 2015)

Além da divisdo em espécies e subespécies o0 género Salmonella é comumente
subdividido em sorotipos baseado no esquema de Kaufmann-White, publicado pela primeira
vez em 1934, que diferencia as estirpes de Salmonella por suas propriedades antigénicas
superficiais e flagelares. Em cada subespécie sdo reconhecidos diferentes nimeros de
sorovares tendo por base a caracterizacdo de seus antigenos somaticos (O), flagelares (H)e
capsulares (Vi). Entre as espécies, a subespécie S.enterica apresenta maior nimero de
sorovares, sendo responsavel por 99% dos isolamentos, usualmente de animais de sangue
guente (BRASIL, 2011).

Quando Kaufmann propds o esquema pela primeira vez, 44 sorotipos tinham sido

descobertos. Em de 2007, o nimero de sorotipos era de 2.579, atualmente, existem mais de
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2.600 sorovares de Salmonella (HAMMACK et al., 2012; QUAN et al., 2018).

No que tange a forma da redacdo da nomenclatura atual, os sorotipos ndo sao mais
considerados espécies e portanto, ndo devem ser escritos em italico ou sublinhado (BRASIL,
2011; EUZEBY, 1999).

3.1.1 Sorologia e Patogénese

O género Salmonella apresenta varios mecanismos que resultam em sua
patogenicidade, dentre os quais podem ser citados poder invasivo, producdo de citotoxinas,
presenca de plasmideos que conferem viruléncia e antigenos de superficie (KUSHIDA, 2015).

Os mais de 2.600 sorovares identificados ndo podem ser diferenciados
bioguimicamente e, portanto, a diferenciacdo se da através de seus antigenos somaticos,
flagelares e capsulares. Este procedimento estd baseado em reagcdes imunologicas. A distin¢do
entre as diversas cepas de Salmonella deve-se a estrutura antigénica caracteristica de cada
sorotipo, sendo trés os principais antigenos de interesse no diagnostico: o antigeno O
(somatico), o antigeno H (flagelar) e o antigeno Vi (capsular) (ALIKHAN et al., 2018).

O antigeno de parede ou antigeno “O” ¢ considerado termoestavel (1hora/100°C),
ndo sendo destruido pelo alcool etilico a 50° GL. Esse antigeno € composto de trés partes:
porcdo lipidica, responsavel pela toxicidade e caracteristicas pirogénicas; porcdo basal e
polissacarideo, caracteristico da especificidade somatica das formas lisas (S). E constituido de
cadeias repetitivas, cujo arranjo espacial confere natureza definida. Esta, aliada ao tipo de
ligagdo, determina a especificidade dos antigenos “O” (KUSHIDA, 2005).

O antigeno flagelar ou antigeno “H” (Hauch) estd presente nas enterobactérias
mdveis e sua composicdo é proteica, designada flagelina. As diferencas antigénicas surgem
devido a variacGes na estrutura primaria (contendo aminoacidos) das diferentes moléculas de
flagelina. A estrutura flagelar possui como caracteristica importante a termolabilidade,
podendo ser destruido a 100°C/1h, bem como ap6s acdo lenta do alcool 50° GL, sendo
resistente a solucdo de formol a 0,5% (BRASIL, 2011; HAMMACK et al., 2012).

O antigeno de superficie ou envoltorio “Vi” apresenta sua localizagdo espacial
externa, a qual dificulta a deteccdo do antigeno somatico. Usualmente, encontra-se presente
em cepas de S. Typhi isoladas de pacientes, podendo também ser detectados em S. Paratyphi
C e S. Dublin. Séo termolabeis, podendo ser destruidos pelo aquecimento da suspensdo a
100°C/10 a 15 minutos (BRASIL, 2011). De acordo com o sorotipo e levando em

consideracdo fatores de viruléncia, bactérias do género Salmonella podem causar as doencas:
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febre tifoide e paratifoide, aléem da salmonelose, forma mais branda (HAMMACK et al.,
2012).

A febre tifdide, causada pelos sorotipos S. Typhi e S. Paratyphi € mais grave e tem
uma taxa de mortalidade maior que a salmonelose ndo tiféide. Sua sintomatologia é
caracterizada por febre alta, diarreia ou constipacao, dores de cabeca e letargia (sonoléncia ou
lentid3o) e, as vezes, erupcdes cutaneas. E uma condicdo muito séria; até 10% das pessoas
que ndo recebem tratamento podem morrer (HAMMACK et al., 2012; SNOW, 2006).

A salmonelose, por sua vez, pode ser causada por todos 0s demais sorotipos que
ndo S. Typhi e S. Paratyphi. Os sintomas da salmonelose ndo tiféide podem ser bastante
desagradaveis, geralmente aparecem 12 a 72 horas ap6s a infeccdo, e incluem febre, dor
abdominal, diarreia, ndusea e, as vezes, vomito. A doenca geralmente dura de 4 a 7 dias e a
maioria das pessoas se recupera sem tratamento. No entanto, em criancas e idosos, e nos casos
em que as bactérias entram na corrente sanguinea, a antibioticoterapia pode ser necessaria.
(HAMMACK et al., 2012; WHO, 2017).

3.1.2 Doencas transmitidas por alimentos

Doencas transmitidas por alimentos (DTA) sdo aquelas causadas pela ingestdo de
alimentos ou agua contaminados. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, existem mais de
250 tipos de DTA no mundo, sendo que a maioria delas sdo infeccdes causadas por bactérias e
suas toxinas. Em muitos paises, durante as Gltimas duas décadas, tém sido consideradas um
crescente problema econémico e de saude publica (WHO, 2018).

Food and Drug Administration (FDA) e Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) sdo autoridades internacionalmente reconhecidas no que diz respeito a
seguranca de alimentos. Nos EUA, o FDA avalia a potencial exposi¢do e riscos e fornece
informacGes sobre a prevencdo de doencas transmitidas por alimentos. O CDC,
especificamente, € responsavel pelo monitoramento dos surtos e casos de enfermidades de
origem alimentar nos Estados Unidos, e estima que a Salmonella cause cerca de 1,2 milhdo de
doencas, 23.000 hospitalizacGes e 450 mortes a cada ano. Os departamentos de salde publica
identificam e investigam surtos de doencas de origem alimentar causadas por agentes
entéricos bacterianos, virais, parasitarias e quimicos / toxicos e apontam os alimentos como a
origem de cerca de 1 milhdo dessas enfermidades (CDC, 2018).

A Organizacdo Mundial de Saude (World Health Organization - WHO) estima que

doencas diarreicas transmitidas por agua e por alimentos contaminados sejam responsaveis
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por cerca de 2,2 milhdes de 6bitos anualmente, sendo 1,9 milh&o de criangas (WHO, 2013).

Considerada uma das principais causas de doencas transmitidas por alimentos em
todo o mundo, as bactérias do género Salmonella sdo geralmente transmitidas aos seres
humanos através do consumo de alimentos contaminados de origem animal (CDC, 2018).
Porém, vérios alimentos ja foram associados a surtos incluindo carnes, aves, ovos, leite e
produtos lacteos, peixes, camardo, especiarias, fermento, coco, molhos, saladas, misturas para
bolo, cremes, sobremesas e coberturas que contém ovos crus, gelatina, manteiga de
amendoim, cacau, chocolate, sorvete, frutas e legumes, como tomates, pimentdes e meldo
(CDC, 2018; HAMMACK et al., 2012; SNOW, 2006).

O Regulamento n.° 1441/2007 da Comisséo Europeia, de 5 de Dezembro de 2007,
relativo aos critérios microbiologicos aplicaveis a alimentos, assim como determinado pelo
FDA e pela Organizacdo Internacional para Padronizacdo (ISO), define que a presenca de
Salmonella spp. em 25 g de alimento pronto para consumo é suficiente para ser considerado
um fator de risco para a saude humana. Dessa forma, se este patdgeno for detectado, o
produto alimenticio € classificado como insatisfatério (ANDREWS; JACCOBS;
HAMMACK, 2018; UE, 2007).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), através da
Resolucdo RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001, que estabelece padrdes microbiolégicos para
alimentos, também determina que o alimento préprio para o consumo humano deve apresentar
auséncia de Salmonella sp., em 25 g ou mL (BRASIL, 2001).

3.1.3 Leite como veiculo de transmissao de Salmonella

A salmonelose constitui um dos problemas mais importantes de satde publica no
mundo, por ser uma das causas mais frequentes de infeccdo gastrointestinal bacteriana
veiculada por alimentos. Leite e seus derivados estdo elencados entre a categoria de alimentos
mais associadas a surtos da doenca (HAMMACK et al., 2012; MUNGAI; BEHRAVESH,;
GOULD, 2015).

A contaminacdo do leite pelo patégeno pode ocorrer durante a ordenha, por
bactérias frequentemente presentes nas fezes e na pele dos animais; através das superficies
contaminadas ou durante o processamento devido a presencga de Salmonella nos equipamentos
e & contaminacgdes cruzadas. Préticas inadequadas, que vdo desde o manejo na ordenha a

higienizacdo deficiente de equipamentos de beneficiamento, além de pasteurizacdo
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ineficiente, conservagédo e transporte do produto final em condigdes inadequadas tornam o
leite susceptivel a contaminagédo pela bactéria (MELO, 2015).

Cerca de 50% dos surtos de leite cru e laticinios relatados ao CDC de 2007 a 2016,
nos EUA, envolveram criangas menores de 5 anos. Desses surtos, 19% das doengas eram
causadas por Salmonella. Devido a subnotificacdo, boa parte das estatisticas referentes a
surtos envolvendo o patdgeno ndo representam a gravidade do problema, pois a maioria das
doencas transmitidas por alimentos ndo faz parte de um surto reconhecido (CDC, 2018;
MUNGAI; BEHRAVESH; GOULD, 2015).

3.1.4 Métodos de deteccdo de Salmonella em alimentos

Métodos de isolamento e deteccdo de Salmonella foram desenvolvidos para
diferentes matrizes alimentares e sdo classificados basicamente em métodos convencionais e
métodos rapidos (FDA, 2015). Métodos culturais convencionais de identificacdo podem
exigir de 4 a 6 dias para obtencdo de resultados presuntivos. Visando resultados confiaveis,
porém em menor periodo de tempo, cerca de 1 a 2 dias, varios métodos rapidos estdo
disponiveis. Estes meétodos rapidos podem ser baseados em ensaios imunoldgicos ou
moleculares (DNA ou RNA), mas na maioria dos casos, ainda requerem um cultivo prévio
para confirmar a presenca de Salmonella, para fins regulatérios (HAMMACK et al., 2012).
Em alimentos, devido ao reduzido nimero de microrganismos presentes, microbiota mista e
numerosa, além de complexas composicoes de algumas matrizes alimentares, o isolamento e a

identificacdo de Salmonella sp. pode ser um desafio.

3.1.4.1 Método convencional de analise

A metodologia convencional é considerada a mais confidvel na deteccdo de
Salmonella, internacionalmente recomendada por diferentes érgdos regulamentadores, como
BAM/FDA — Bacteriological Analytical Manual da FDA, 1SO, AOAC, American Public
Healthy Association (APHA), International Commission on Microbiological Specifications
for Foods (ICMSF) e segue basicamente quatro etapas, que podem ser aplicadas a qualquer
tipo de alimento, embora apresentem algumas varia¢es na selecdo de meios de cultura e na
preparacdo das amostras.

De acordo com o0 BAM/FDA, para pesquisa de Salmonella, as etapas que compdem

0 método convencional tém duracdo de, no minimo, cinco dias, para resultados presuntivos. A



22

etapa inicial consiste na preparagdo da amostra, cuja quantidade varia de acordo com o tipo de
alimento a ser avaliado. No Brasil, a RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001 exige auséncia do
patégeno em 25g ou 25 ml do alimento.

Na etapa seguinte de pré-enriquecimento, a aliquota da amostra é inoculada em
225 mL de caldo ndo seletivo, adequado ao tipo de alimento e as condigdes nutricionais, com
incubacdo a temperatura de 35 + 2 °C durante 24 + 2 h. Esta etapa objetiva recuperar bactérias
injuriadas e proporcionar 0 aumento da carga microbiana, aumentando a probabilidade de
deteccdo da bactéria caso esteja presente na amostra.

O fornecimento de nutrientes e condicBes favoraveis de crescimento bacteriano
promove o desenvolvimento de varios tipos de bactérias que podem interferir no crescimento
da Salmonella. Dessa forma, com o objetivo de eliminar os microrganismos interferentes, na
etapa de enriquecimento seletivo, meios de cultura liquidos compostos por substancias que
restringem o crescimento de competidores e favorecem a prevaléncia quantitativa de
Salmonella sdo utilizados. Recomenda-se a utilizacdo de dois diferentes meios de
enriquecimento, pois a resisténcia de Salmonella aos agentes seletivos varia de acordo com a
cepa. Sao utilizados geralmente, o caldo Rappaport-Vassilidis (RV) e o caldo tetrationato
(TT).

Na etapa denominada plagueamento seletivo e diferencial, os tubos com os caldos
de enriquecimento seletivo sdo agitados em agitador “vortex” e a cultura de cada um dos
tubos sdo entdo, estriadas em placas agar entérico de Hectoen (HE), gar bismuto sulfito (BS)
e agar xilose lisina desoxicolato (XLD). A cultura é transferida através da técnica de
estriamento em superficie para os meios seletivos e diferenciais. Esta etapa permite o
crescimento da bactéria em coldnias isoladas, com caracteristicas morfologicas especificas,
possibilitando sua diferenciacéo.

Para etapa de confirmacdo sdo selecionadas as colbnias tipicas e utilizados os
meios agar ferro acUcar triplo (TSI) e agar lisina ferro (LIA) para iniciar o processo
presuntivo. Todas as culturas que apresentarem uma reacdo alcalina ao teste LIA e ao teste
TSI devem ser submetidos aos testes bioquimicos e soroldgicos para confirmacéo da espécie e
sorotipo. Os testes bioguimicos podem ser realizados através de kits miniaturizados, que
permitem a realizacdo de um ndmero maior de provas bioquimicas ao mesmo tempo. A
confirmagdo sorologica verifica a presenga de antigenos “O”, “Vi” e “H”, por testes de
aglutinagcdo com antissoros polivalentes. O BAM apresenta Tabelas de identificacdo com a
relacdo de todos os testes bioquimicos e soroldgicos para a conclusdo da identificacdo
(ANDREWS; JACCOBS; HAMMACK, 2018).



23

O método convencional é bastante sensivel e confidvel, no entanto, o tempo e o
trabalho necessérios para sua execuc¢do limitam a capacidade de andlise dos laboratorios. Este
método exige recurso humano qualificado, quantidade excessiva de materiais, muitas etapas
para realizacdo e obtencdo de resultados tardios. Em funcdo disso, hd um grande interesse
pelo desenvolvimento e validagdo de métodos rapidos, simples e com alto grau de
confiabilidade, que possam ser aplicados de forma pratica e eficaz no controle da qualidade de

alimentos.

3.1.4.2 Métodos rapidos de andlise

Com o objetivo de garantir seguranca aos consumidores e qualidade
microbiolégica aos alimentos, técnicas mais convenientes, especificas e rapidas vém sendo
desenvolvidas. Métodos rapidos para deteccdo de Salmonella spp. podem ser definidos como
aqueles que permitem a deteccdo do patdgeno em amostras e fornecem resultados confiaveis
dentro de algumas horas a um dia (LEE et al., 2015). Eles podem ser divididos em varias
categorias, incluindo ensaios de cultura miniaturizados - adaptados de procedimentos
convencionais que usam novos meios de cultura seletivos - ensaios baseados em imunologia,
ensaios baseados em acido nucléico e biossensores (SILVA et al., 2018).

Nos  Ultimos anos, varios  dispositivos  para  deteccdo  rapida
de Salmonella spp. foram  desenvolvidos, testados e comercializados (BRANDAO;
LIEBANA; PIVIDORI, 2015; LEE et al., 2015; MELO et al., 2016; VALDERRAMA et al.,
2016 ). Embora haja uma gama de métodos disponiveis e muitos em desenvolvimento, a

maioria € idealizada para detectar um alvo especifico (Tabela 1).

Tabela 1 — Métodos rapidos comerciais para pesquisa de Salmonella spp. (Continua)

Principio do Método Nome Comercial ‘ Fabricante
ELISA Assurance GDS™ for Salmonella BioControl
ELISA SalmonellaTEK* Organon Teknika
ELISA Tecra® Salmonella Tecra
ELISA MicroELISA Dynatech Lab.
ELISA Immuno-magnetic-separation Golden
ELISA Salmonella ELISA Test Bioline

SELECTA/OPTIMA
Aglutinacéo TUBEX IDL Biotech
Aglutinacéo Salmonella Screen VICAM
Aglutinacéo Bactigen Wampole Labs

Aglutinacéo Spactate Rhone Poulenc


https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/salmonella
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S095656631730550X#bib82
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S095656631730550X#bib82
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Aglutinacéo Microscreen Mercia
PCR ABI Prism 7500 Applied Biosystems
PCR BAX Salmonella PCR DuPont
PCR BAX Salmonella PCR Qualicon
PCR Gene-Trak Neogen
Imunodifusio Salmonella 1-2 Test BioControl

Fonte: (LEE et al., 2015)

Métodos baseados em ensaios imunoldgicos e em &cido nucléico, ELISA e PCR,
apresentam especificidade - probabilidade de o teste detectar um verdadeiro negativo - e
sensibilidade - probabilidade de o teste detectar um verdadeiro positivo - comparaveis aos
métodos convencionais. Quanto ao limite de deteccdo, ensaios de ELISA sdo capazes de
detectar concentrages de Salmonella no nivel de 10*-10° UFC.mL %, enquanto ensaios
baseados em PCR tém nivel de sensibilidade de 10 # UFC.mL ! (LEE et al., 2015).

Apesar de requerer menor tempo para respostas e com grau de sensibilidade
similar as obtidas por método convencional, os procedimentos alternativos também possuem
algumas limitacdes. Quase todos 0s ensaios utilizados para deteccdo de patdgenos especificos
em alimentos, requerem etapa de pré-enriquecimento antes da analise. Quando ocorre a
deteccdo de resultado positivo por método répido, dito como presuntivo, deve-se
obrigatoriamente realizar a confirmacdo por método padrdo oficial. No entanto, embora a
analise de confirmacdo possa se estender por varios dias, isso ndo € considerado como uma
limitacdo, visto que 0s negativos sdo mais frequentemente encontrados na analise de
alimentos (FENG, 2010).

Outro ponto a ser considerado na aplicacdo destes métodos se deve a interacao de
fatores como a matriz da amostra, presenca de células ndo cultivaveis e substancias inibitorias
(gorduras, proteinas, polissacarideos, metais pesados, antibidticos e compostos organicos) que
podem afetar seu desempenho por alteracdo da sensibilidade e especificidade. Entretanto,
visando prover formas de amenizar ou mesmo evitar estas interacdes, técnicas adicionais de
preparacdo e purificacdo de amostras, como modificacdo de pré-enriquecimento e
enriquecimento, diluicdo, centrifugacdo, filtracdo, injecdo de fluxo, cromatografia, extrato de
solvente organico e fluorescéncia vem sendo utilizadas, aprimorando os limites de
sensibilidade e deteccdo dos métodos (KUTTER; HARTMANN; SCHMID, 2006; LEE et al.,
2015; MELO et al., 2018; POLACZYK et al., 2008).

Segundo Silva et al.(2018), os métodos baseados em ensaios imunolégicos, como
0 ELISA, séo bastante promissores para a deteccdo rapida, porque combinam a especificidade

dos anticorpos com a sensibilidade dos ensaios enzimaticos, conjugando enzimas facilmente
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testadas a anticorpos ou antigenos. Eles podem ser classificados em trés diferentes formatos:
ensaio direto, indireto e sanduiche ou de captura. Vale enfatizar que quase todos os métodos
rdpidos comerciais de ELISA utilizam formato sanduiche, em que uma enzima
peroxidase (HRP) € utilizada como marcador enzimatico de um anticorpo secundario.
Infelizmente, a maioria dos métodos comerciais baseados em ELISA necessita da etapa de
enriquecimento, aumentando consequentemente o tempo total de andlise. Neste contexto,
ainda é necessario desenvolver e validar novos métodos e tecnologias simples para deteccao
Salmonella spp., com a capacidade de fornecer resultados validos.

Atualmente, existem varios métodos propositalmente projetados para acelerar a
deteccdo de patdgenos, mas a maioria deles tem dificuldades para se validar e entrar no
mercado, por apresentarem alta probabilidade de resultados falsos negativos, serem restritos a
um tipo especifico de matriz alimentar ou considerados caros pelas industrias de alimentos
(VALDERRAMA et al., 2016 ).

3.2 Biossensores

Dentre os varios metodos revisados recentemente (LEE et al., 2015; SU et al.,
2011; VALDERRAMA et al., 2016; MELO, 2018) os biossensores sdo considerados uma
ferramenta analitica promissora na deteccao de Salmonella spp. (SILVA et al., 2018).

Estes dispositivos bioeletronicos, capazes de detectar rapidamente analitos
(espécies quimicas e/ou bioldgicas) tanto quantitativa como qualitativamente, sdo constituidos
basicamente por dois componentes principais: um transdutor que converte o evento de
reconhecimento bioquimico em sinal elétrico mensuravel e um processador para saida dos
resultados. A interacdo da molécula bioldégica com o analito resulta na alteracdo de uma ou
mais propriedades fisico-quimicas que sdo detectadas e medidas pelo transdutor. O principal
objetivo é produzir um sinal eletrénico proporcional em magnitude e/ou frequéncia, a
concentracdo de um determinado analito ou grupo de analitos que interagem com o elemento
biorreceptor (FURTADO et al., 2008).

O biorreceptor pode ser um tecido, microrganismo, organela, célula, enzima, acido
nucléico ou anticorpo. Os biossensores que utilizam anticorpos como biorreceptores sdo
denominados imunossensores, apresentam 0 mesmo conceito dos imunoensaios e a alta
especificidade do complexo anticorpo-antigeno, porém com a vantagem de serem passiveis
de automacdo e portatilidade, necessitarem de volumes reduzidos de amostra e possuirem
elevado potencial de miniaturizacdo (FURTADO et al., 2008)
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Quanto aos métodos de transducdo, esses dispositivos podem ser classificados em
eletroquimicos, Opticos, termométricos, piezoelétricos, magnéticos e micromecéanicos ou
combinagdes destes (VELUSAMY et al., 2010).

Os transdutores eletroquimicos se  destacam  por  apresentarem  vantagens
diferenciadas, baixo custo do equipamento, capacidade de miniaturizacdo e sustentabilidade
devido ao uso de poucos solventes e baixos volumes de amostra, tanto no desenvolvimento
como na aplicacdo. Considerando que a aceitacdo pela industria de novos métodos rapidos
depende ndo apenas da velocidade, mas também do investimento inicial, custo, suporte
técnico e facilidade de uso, os biossensores eletroquimicos séo especialmente adequados para
atender a esses requisitos (SILVA, 2015).

Os biossensores eletroquimicos, de acordo com a técnica de transducéo especifica
utilizada sdo classificados em: amperométricos, potenciométricos, condutimétricos e
biossensores impedimétricos (SU et al., 2011). Apesar da diversidade, o transdutor
amperométrico € mais comum em biossensores eletroquimicos. Sdo de facil manipulacéo e
trabalnam com potencial especifico, reduzindo as chances de interferéncia de espécies
quimicas, sendo a concentracdo do analito diretamente proporcional a alteracdo na corrente
elétrica. No entanto, na medida amperométrica, quando os biorreceptores sdo DNA ou
anticorpos, a interacdo com o analito ndo gera ions redox, sendo necessaria a conjugacéo a
uma enzima catalitica como a peroxidase (FURTADO et al., 2008; SU et al.,, 2011;
VELUSAMY et al., 2010).

Biossensores comerciais atualmente disponiveis no mercado
requerem equipamentos, etapas de pré-enriquecimento ou pessoal treinado para realizar a
andlise e tratar os dados de saida. Como forma de solucionar esta problematica, observamos
gue muitos dispositivos para deteccdo rapida de patdgenos veiculados por alimentos foram
desenvolvidos recentemente (LAW et al.,, 2015; LEE et al.,, 2015; MELO et al., 2016;
VALDERRAMA et al., 2016). Apesar dos grandes avancos tecnoldgicos, a maior parte dos
biossensores desenvolvidos demonstram desempenho comprovado apenas em condicdes
tamponantes. Dispositivos que, no entanto, apresentam bom desempenho inclusive em
amostras reais, ndo prosseguem em estudos de validacdo, impossibilitando o avanco da
tecnologia e sua futura comercializacdo, mesmo mediante 0 bom desempenho em solugéo
tampéo (Tabela 2).

Desse modo, melhorias adicionais em termos de pardmetros de validagdo, tempo
de analise, portabilidade e autonomia sdo necessarias. Além disso, biossensores

eletroquimicos parecem ser a tecnologia mais aceitavel e confiavel para atingir os requisitos
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de regulamentacdo e superar as barreiras de implementacdo industrial, dada a possibilidade
de obtencdo de um dispositivo lab-on-chip (LOC) ou laboratério em um chip, com as
propriedades analiticas desejadas e adaptadas as necessidades industriais especificas a um
custo potencialmente baixo (SILVA et al., 2018).

Tabela 2 — Biossensores eletroquimicos para deteccdo de Salmonella spp.

‘ Referéncia ’ Limite de Deteccéo ‘ Tempo de Detec¢éo
FREITAS et al. (2014) 13 cells mL™* 1h
SILVA et al. (2015) 20 UFC.mL* 75 min
XIANG et al. (2015) 25 UFC.mL" 4h
FEl et al. (2016) 89 UFC.mL? 80 min
WANG et al. (2016) 7.6 X102 UFC.mL" 3h
XU et al. (2016) 102 UFC.mL 2h
SHEIKHZADEH et al. 3 UFC.mL* 3h
(2016)
ALEXANDRE et al. (2018) 10 UFC.mL* 125 min
ZHANG et al. (2018) 3x10% UFC.mL". 1,5h
WILSON et al. (2019) 10 UFC.mL* 25 min

Fonte: (LEE et al., 2015; SILVA et al., 2018)

3.3 Protocolos de Validacdo de Métodos de Analise Microbiologica

Validacdo é a etapa posterior a fase de desenvolvimento, indispensavel para
assegurar o desempenho funcional e reprodutivel de um produto ou processo visando uma
escala comercial (FDA, 2015; INMETRO, 2018). A validacdo de um método alternativo para
a microbiologia € o processo pelo qual um ou mais laboratorios confirmam, por exame, e
fornecem evidéncias objetivas de que 0s requisitos para usos especificos sdo atendidos.
Métodos alternativos desenvolvidos como opg¢des a métodos convencionais devem passar
impreterivelmente por esta etapa. A validacdo serve para demonstrar que o método pode
detectar e identificar um analito ou analitos em uma ou mais matrizes a serem analisadas;
usando um ou mais instrumentos ou plataformas e possui uma sensibilidade, especificidade,
exatiddo, veracidade, reprodutibilidade, e precisdo demonstradas para assegurar que 0S
resultados sejam significativos e apropriados para a tomada de uma decisdo (AOAC 2012;
FDA, 2019; FELDSINE; ABEYTA; ANDREWS, 2002).

A especificidade e seletividade referem-se a capacidade que o método possui de
medir exatamente um composto em presenca de outros componentes tais como impurezas,
produtos de degradacdo e componentes da matriz. A precisdo é a avaliagdo da proximidade
dos resultados obtidos em uma série de medidas de uma amostragem maltipla de uma mesma

amostra. Ela é considerada em trés niveis: a) repetibilidade (precisdo intra-corrida) -


https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/engineering/requirements-and-regulation
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/engineering/lab-on-a-chip-device
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concordancia entre os resultados dentro de um curto periodo de tempo com o mesmo analista
e mesma instrumentagdo; b) precisdo intermediéria (precisdo inter-corridas) - concordancia
entre os resultados do mesmo laboratério, mas obtidos em dias diferentes, com analistas
diferentes e/ou equipamentos diferentes; c) reprodutibilidade (precisdo inter-laboratorial) -
concordancia entre os resultados obtidos em laboratorios diferentes como em estudos
colaborativos. A compreeensao destes termos ajuda a entender e valorizar as analises exigidas
para a validacdo de métodos (INMETRO, 2018).

No Brasil, ndo existe uma normativa a ser seguida para a validacdo de novos
métodos alternativos de andlise microbiol6gica, sendo recomendada a observacdo de
normativas de carater internacional estabelecidas por 6rgdos regulamentadores reconhecidos
mundialmente. As principais normas de validagdo para métodos alternativos de analise

microbiologica para a area de alimentos séo estabelecidas pela AOAC, FDA e ISO.

3.3.1 Food and Drug Administration (FDA)

Na validagcdo de meétodos microbiologicos alternativos para alimentos, trés niveis
sdo definidos e servem para demonstrar que o método pode detectar, identificar e, quando
aplicavel, quantificar um analito ou analitos para um padrdo definido de desempenho. O
escalonamento de critérios dentro do processo de validacdo também fornece caracteristicas da
utilidade do método e direciona para o uso pretendido.

Os indicadores de desempenho utilizados para os métodos de identificacdo
microbioldgicos sdo: acuracia (propor¢do de amostras positivas verdadeiras recuperadas do
novo teste em comparacdo com o teste de referéncia, quando inoculadas de forma
semelhante), taxa de falso positivo, taxa de falso negativo, inclusividade, especificidade,
limite de deteccdo, reprodutibilidade, repetibilidade e robustez (determina se pequenas
alteracdes no procedimento ou fatores ambientais influenciam o desempenho do teste) (FDA,
2015).

3.3.2 1S0O 16140

A 1SO (International Organization for Standardization) 16140:2016 especifica o
principio geral e o protocolo técnico para a validacdo de métodos microbiolégicos de
producédo dos alimentos. O documento é revisado a cada cinco anos. A ISO 16140 encontra-se
dividida nas seguintes partes: a) Parte 1: Vocabulario - (ISO 16140-1, 2016); b) Parte 2:
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Protocolo para a validacdo de métodos alternativos com um método de referéncia
(certificagdo) (ISO 16140-2, 2016); c) Parte 3: Protocolo para a verificagdo de métodos
alternativos de referéncia e validados implementados em um Unico laboratério (acreditacdo)
(ISO 16140-3, 2016); d) Parte 4: Protocolo para validagdo de método em laboratério Unico
(interno)(acreditagdo) (ISO 16140-4, 2016); e) Parte 5: Protocolo para validagdo
interlaboratorial fatorial de métodos ndo alternativos (acreditacdo) (ISO 16140-5, 2016); e f)
Parte 6: Protocolo para a validacdo de métodos alternativos (proprietarios) para confirmacéo
microbioldgica e procedimentos de tipagem (certificacdo) (ISO 16140-6, 2016).

Destina-se a produtos direcionados ao consumo humano, & alimentagdo animal,
amostras ambientais na area de producdo de alimentos e ragdes, manuseio e amostras do
estdgio primario de producdo. 1ISO 16140 é particularmente aplicavel a determinacdo de
bactérias e fungos. Algumas clausulas da 1SO 16140 poderiam ser aplicaveis a outros
microrganismos ou seus metabdlitos, a depender de caso a caso. No futuro, a orientagdo para
outros organismos (por exemplo, virus e parasitas) estd prevista para ser incluida nesta parte
ou em uma parte separada da ISO 16140. O protocolo de validagdo consiste em duas fases: a)
estudo comparativo do método alternativo com um método de referéncia conduzido no
laboratério responsavel e b) um estudo interlaboratorial que também pode ser conduzido
paralelamente (1SO, 2003).

Para métodos quantitativos, na fase de estudo comparativo, sdo utilizados quatro
indicadores: exatiddo, limite de deteccdo / quantificacdo, e inclusdo/ exclusividade. Na fase de
estudo interlaboratorial é abordada a precisao interlaboratorial do método alternativo contra o
método de referéncia, estimando os indicadores de repetibilidade (variabilidade aleatdria
minima), reprodutibilidade, (variabilidade aleatéria maxima) e erro sistematico. Esta fase
deve envolver pelo menos oito laboratorios e as amostras sdo preparadas a partir de uma
matriz, contaminadas em quatro niveis, incluindo um controle negativo. A analise deve ser
conduzida em duplicata pelo método alternativo e o de referencia (LOMBARD; LECLERCQ,
2011).

Para 0os métodos qualitativos sdo trés os indicadores: exatiddo, limite de deteccéo e
inclusividade / exclusividade, de modo a caracterizar o desempenho do método alternativo em
relacdo ao método de referéncia. Na segunda fase, o estudo interlaboratorial requer pelo
menos dez laboratérios colaborativos. As amostras sdo preparadas com uma matriz
contaminada em trés niveis (incluindo um controle negativo) (LOMBARD E LECLERCQ,
2011). Os resultados sdo comparados aos obtidos quanto aos indicadores na primeira fase de

estudo colaborativo.
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3.3.3 AOAC

Estabelece normativas para os novos métodos quimicos e microbiolégicos serem
avaliados quanto a confiabilidade. A AOAC possui dois programas pelos quais 0s métodos
sdo avaliados e aprovados: AOAC OMA (Official Methods of Analysis®™™) e PTM
(Performance Tested Methods). O programa OMA é internacionalmente conhecido por seu
rigoroso exame cientifico e sistematico dos Métodos Oficiais de Andlise resultantes. O
programa PTM evoluiu para um programa de certificacdo de métodos alternativos. Este
programa oferece certificacdo como um ponto final para avaliagdo de métodos ou como
entrada para validacdo de métodos para programas que exigem maior confianca e informacoes
de reprodutibilidade.

Os métodos alternativos podem ser qualitativos (presenca / auséncia) ou
quantitativos, e os protocolos séo divididos em estudos pré-colaborativo e colaborativo. Para
validacdo, os métodos alternativos microbiolégicos submetidos para AOAC devem ser
comparados a um meétodo de cultura de referéncia (AOAC, 2012).

Estudo pré-colaborativo precede o Interlaboratorial, denominado tambem de
estudo colaborativo interlaboratorial ou simplesmente colaborativo. O objetivo de um estudo
pré-colaborativo é demonstrar a aplicabilidade do método a uma ou varias categorias de
alimentos. O objetivo do Estudo Colaborativo € fornecer uma estimativa realista dos atributos
de um método, particularmente desvios sistematicos e aleatorios, esperado quando o método é
usado na préatica real. Nestes estudos, os alimentos sdo comumente inoculados com o
organismo de interesse quando os produtos naturalmente contaminados sdo pouco frequentes.
Geralmente, um isolado, cepa, sorotipo ou espécie diferente é usado para cada tipo de
alimento. A inoculacdo do produto deve ser conduzida com uma cultura pura de uma estirpe.
Culturas mistas ndo sdo recomendadas (FELDSINE et al., 2002).

Para os métodos qualitativos realizados sobre o aspecto pré-colaborativo, cada tipo
de alimento é dividido em dois niveis. Um serve como controle negativo e outro seria um
nivel fraciondrio de inoculacdo. As amostras de teste controle e inoculadas devem ser
preparadas ao mesmo tempo. Dependendo do laboratério em satisfazer este critério de
validacdo, pode ser aconselhdvel preparar um terceiro nivel que tenha um alto nivel de
indculo, mas é opcional. (FELDSINE et al., 2002).

Para 0s métodos quantitativos, sejam eles pré-colaborativo ou colaborativo, o0s

alimentos sdo artificialmente contaminados e divididos em trés niveis inoculados (alto, médio
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e baixo). Amostras de controle ndo inoculadas também sdo incluidas para cada tipo de
alimento inoculado (FELDSINE et al., 2002).

No Estudo Colaborativo para métodos qualitativos € necessario um minimo de 10
conjuntos de dados laboratoriais validos por tipo de alimento. O planejamento deve incluir
pelo menos 12-15 laboratérios por alimento porque alguns laboratorios sdo geralmente
eliminados por varias razbes. No método quantitativo sdo necessarios pelo menos oito
laboratérios. Em casos especiais envolvendo equipamentos muito caros ou laborat6rios
especializados, o estudo pode ser realizado com um minimo de cinco laboratorios. O nimero
de diferentes categorias de alimentos para os testes pré-colaborativos e colaborativos depende
da aplicabilidade do método.

Os estudos qualitativos de validacdo de métodos podem ser divididos em dois
tipos: design pareado e ndo design ndo pareado. Um estudo de design pareado é aquele em
que a amostra é enriquecida e analisada pelo meétodo alternativo (0 novo método que esta
sendo validado) e pelo método de referéncia (0 método oficial ou regulatorio estabelecido).
Esse projeto resulta de um enriquecimento comum ou pré-enriquecimento dos dois métodos.
Quando as condicdes de enriquecimento diferem entre os dois métodos, o estudo de design é
dito ndo pareado.

Os programas da AOAC tém os seguintes indicadores de desempenho para
métodos qualitativos: taxa de falsos positivos, taxa de falsos negativos, sensibilidade,
especificidade, probabilidade de deteccéo, exclusividade e inclusividade. Para os quantitativos
os indicadores sdo: repetibilidade, reprodutibilidade, desvio padrdo relativo, limite de

quantificacdo, robustez, exclusividade e inclusividade (Tabela 3).

Tabela 3 — Indicadores de desempenho da AOAC para métodos qualitativos e quantitativos. (Continua)

Métodos qualitativos

Indicador Definicéo

Probabilidade de uma amostra negativa pelo método de referéncia ser
Taxa de falsos detectada como positiva pelo método teste, isto & (nUmero de amostras

positivos positivas pelo método teste e negativas pelo método de referéncia/no total de
amostras negativas pelo método de referéncia).

E a probabilidade de uma amostra positiva pelo método de referéncia ser
Taxa de falsos detectada como negativa pelo método teste, isto é, (nUmero de amostras
negativos negativas pelo método teste e positivas pelo método de referéncia/no total de

amostras positivas pelo método de referéncia).
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Namero total de porcdes do teste positivas confirmadas pelo método dividido

Sensibilidade pelo ndmero total de porgdes de teste positivas confirmadas pelos métodos
alternativos e de referéncia.
NUmero total de porcoes de teste negativo analisadas pelo método dividido
Especificidade pelo nimero total de porcdes de teste negativas confirmadas pelos métodos

alternativos e de referéncia.

Probabilidade de
Deteccéo (POD)

Probabilidade de detecgdo do analito alvo. E expressa pela proporgdo de
resultados positivos sobre o nimero total de ensaios, levando em consideragao

a matriz e o nivel ou concentracéo de analito.

Exclusividade

Exclusividade ¢é expressa quando, mesmo na presenca de cepas nao-alvo que
sdo potencialmente reativas de forma cruzada, ndo ha interferéncia nos

resultados obtidos pelo método alternativo.

Inclusividade

Inclusividade é a capacidade do método alternativo para detectar
especificamente o analito alvo mesmo na presenca de uma ampla variedade de

cepas.

Métodos quantitativos

Repetibilidade

A repetibilidade esta dentro da precisdo do laboratoério, designada como a
concordancia entre resultados sucessivos e independentes obtidos pelo mesmo
método em material de teste idéntico, sob as mesmas condi¢des (por exemplo,
aparelho, operador, laboratoério e tempo de incubacéo).

Reprodutibilidade

A reprodutibilidade est4 entre a precisdo dos laboratérios ou a concordancia
entre os resultados dos testes individuais em material de teste idéntico usando
0 mesmo método e obtido por operadores em diferentes laboratérios usando

diferentes equipamentos.

Desvio padréo

O desvio padrdo relativo é uma medida atil de precisdo em estudos

guantitativos. O desvio padréo relativo é calculado dividindo a repetibilidade

relativo ou reprodutibilidade pela média. Os valores do desvio padrédo relativo séo
independentes da quantidade de analito em um intervalo razoavel e facilitam a
comparacao de variabilidades em diferentes concentracoes.
Limite de Menor concentracdo de analito em uma determinada amostra.

guantificacdo

Robustez

Capacidade de um método permanecer inalterado por variagdes pequenas,
porém deliberadas, dos parametros do método e que fornece uma indicacgéo de

sua confiabilidade durante o uso normal.

Fonte: (AOAC, 2012; FDA, 2015; FELDSINE, 2002)

Os 6rgéos regulamentadores possuem protocolos harmonizados, ou seja, seguem

aspectos técnicos da validagdo que sdo alinhados entre si, mas que permitem que as Vvarias

organizagdes mantenham seus critérios de aceitacdo e processos independentes. 1sso viabiliza
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a coleta de dados em um Unico conjunto de partes do teste, seguidas de analises estatisticas de
acordo com cada diretriz de validagdo (AOAC, 2012; BRUNELLE, 2016).

4 METODOLOGIA

4.1 Obtencdo das amostras de leite

Para estudos iniciais do processo de validacdo do método alternativo, foram
coletadas amostras de leite Ultra High Temperature (UHT) e leite cru. O leite UHT foi
adquirido aleatoriamente, em estabelecimentos varejistas na cidade de Fortaleza
(supermercados e mercearias). O leite cru utilizado foi adquirido em vacaria situada no
mesmo municipio. As amostras de leite cru foram acondicionadas em vidros estéreis com
capacidade de 1 litro. Apos coleta, foram imediatamente transportadas em caixas isotérmicas
sob refrigeracdo para o Laboratorio de Microbiologia de Alimentos do Departamento de
Engenharia de Alimentos da Universidade Federal do Ceard e para o Laboratorio de

Tecnologia de Embalagens de Alimentos da Embrapa Agroindustria Tropical.

4.2 Crescimento e preparo da cepa de referéncia

A cepa de referéncia utilizada no estudo foi Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Typhimurium ATCC® 51812™ adquirida da certificadora de microrganismos
Microbiologics® (Saint Cloud, MN, USA). A cepa liofilizada foi inoculada em caldo de
infusdo cérebro-coracdo (Becton, Dickinson and Company, Sparks-USA) por 24h £ 2 a 35°C
e para a obtencdo de colbnias isoladas foi repicada em agar infusdo cérebro coracdo a 35°C
por 24h + 2. A cultura estoque foi mantida em &gar infusdo cérebro coracdo inclinado,
armazenada sob refrigeracdo (4 °C) e em caldo infusdo cérebro coracdo adicionado de 25% de
glicerol (80% v/v), conservado a -80 °C.

As culturas utilizadas para calibracdo do biossensor e para contaminacdo das
amostras foram preparadas de acordo com Melo (2015), a partir do crescimento de cinco
colénias da cepa de referéncia em 10 mL de caldo nutriente (Becton, Dickinson and
Company, Sparks - USA) a 35 °C por 24h £ 2. Na sequéncia, foi realizada centrifugacdo a
5000 rpm por 30 minutos a temperatura ambiente. O meio de cultura contido no tubo foi
substituido por 10 mL de tampéo fosfato (pH 7,4). Para confirmacdo do nimero de unidades

formadoras de colonias por mL (UFC.mL™?) foi realizada contagem padrdo em placas pela
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técnica de plagueamento em superficie, utilizando meio de cultura agar nutriente (Becton,
Dickinson and Company, Sparks - USA) a 35°C por 24h + 2.

4.3 Obtencéo e marcacao dos anticorpos

Soros polivalentes anti-Salmonella O Poli A-I e Vi (Difco™) foram utilizados e os
anticorpos foram precipitados com (NH4)2SO4 com 45% de saturagdo. A solugdo obtida foi
mantida sob agitacdo durante 30 minutos, seguida de repouso por 24 horas para
posteriormente ser centrifugada a uma rotacdo de 10.000 rpm/ 15 min a temperatura de 4°C.
O precipitado foi coletado e dialisado contra &gua deionizada ultrapura por um periodo de 24
horas. Apds a dialise o anticorpo foi liofilizado.

Para determinacdo da concentracdo, o anticorpo liofilizado foi pesado e diluido
em 1 mL de tampdo fosfato. A concentracdo de proteinas foi determinada usando
espectrofotometro (NanoDrop® ND- 1000 UV-VIS). A verificacdo do processo de purificacéo
e integridade do anticorpo foi avaliada por ensaio de aglutinagdo em lamina, conforme
método do fabricante (Difco™).

O Anticorpo primario foi conjugado com a enzima peroxidase de raiz forte -
Horseradish (HRP) (Sigma-Aldrich®) conforme metodologia de Avrameas (1969). A
conjugacdo foi realizada pela dispersdo da enzima peroxidase em solucdo do anticorpo
primario com concentracdo conhecida e adicdo de 2 pL de glutaraldeido 25%. A massa da
enzima peroxidase utilizada foi trés vezes a concentracdo do anticorpo. A solucdo foi mantida
em repouso durante duas horas e em seguida a solucdo de anticorpo conjugado, foi submetida

a dialise.

4.4 Montagem e resposta do biossensor

4.4.1 Montagem do biossensor

A superficie de ouro foi modificada empregando a técnica de monocamadas auto-
organizadas (SAMs). Os eletrodos descartaveis foram imersos em solucdo etandlica de
cisteamina (cis) 10 mM durante 3 horas, lavados com agua destilada e secos a temperatura
ambiente. Em seguida, a proteina A (protA) 7,5 mg mL™ de Staphylococcus aureus (Sigma-
Aldrich®) foi adicionada a uma solucdo de N-hidroxisuccinimida/ N-(3-dimetilaminopropil)-
N’-etilcarbodiimida (Sigma-Aldrich®) (EDC/NHS) (2mM/5mM) durante 1 hora para ativagio
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de seus grupos carboxilicos. Posteriormente, o eletrodo modificado com cisteamina foi imerso
em solucdo de proteina A ativada durante 1 hora. Apds cada etapa de imerséo o eletrodo foi
lavado com solucdo tampéo fosfato (PBS) 10 mM (pH 7,4). O eletrodo modificado cis-protA
foi, entdo, imerso overnight em solucéo de anticorpo primério anti-Salmonella (Ac) 2 mg mL"
1. Em seguida as ligagGes inespecificas do eletrodo cist-protA-Ac foram bloqueadas com
solucdo de albumina de soro bovino 1% (Sigma-Aldrich®) durante uma hora (ALEXANDRE
et al., 2018).

4.4.2 Resposta analitica

As anélises eletroquimicas foram realizadas utilizando como superficie de base
para a montagem do biossensor eletrodos impressos de ouro da Dropsense - C220AT®, com
area de aproximadamente 0,50 cm?. Estes eletrodos incluem em sua estrutura o eletrodo de
trabalho, eletrodo de referéncia e o0 eletrodo auxiliar. Foi empregado um
potenciostato/galvanostato (Autolab/PGSTAT12) com o software NOVA (v.4.9.007)

O biossensor foi imerso em uma cultura de S. Typhimurium ATCC 51812
contendo diluicdes conhecidas expressas em UFC.mL™ durante 1 hora, e em seguida em
solugdo de anticorpo conjugado (0,7 mg mL™) com a enzima peroxidase HRP por 1 hora.

A resposta analitica foi gerada em solucdo tampdo PBS 10 mM (pH 7,4) em
presenca de H20. 300 mM e hidroquinona 3 mM. As respostas voltamétricas foram obtidas
apos a adicdo de perdxido de hidrogénio e hidroguinona. Os estudos de cronoamperometria
foram realizados a potencial constante de 75 mV por 120 s até estabelecimento de uma linha

de base.
4.4.3 Parametros de desempenho
4.4.3.1 Avaliacdo em condicéo tamponante

A avaliacdo do desempenho do biossensor foi realizada a partir da construcéo de
uma curva de resposta amperométrica em diferentes concentracfes de S. Typhimurium (0 a
10° UFC.mL™) diluidas em tampdo PBS 10 mM (pH 7,4). Para a interpretacdo da resposta

analitica (positiva/ negativa) um ponto de corte (cut off) foi determinado.

Ponto de corte
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Com base no limite estabelecido em termos de concentragdo do analito para
determinada amostra, uma relagdo entre esse limite e sua resposta instrumental foi
estabelecida de acordo com Pulido et al. (2002). As respostas amperométricas obtidas
na presenca de S. Typhimurium foram comparadas com a resposta instrumental
estabelecida para o controle negativo (auséncia de patégeno) acrescida de um desvio
padrdo e um valor estastistico t. Conforme Eq. (1), as respostas amperométricas acima

do ponto de corte foram consideradas positivas.

ponto de corte = X +t (0, v).SD (1)

Onde, X é a média dos sinais dos brancos da amostra, t (a, n-1) é 0 valor estatistico t tabular
unilateral em um determinado nivel de significancia (o). Dado que, n é o tamanho da amostra
(n=5), a (95%) e SD ¢ o desvio padrdo amostral dos sinais dos brancos da amostra.

Os parametros de desempenho avaliados foram probabilidade de detec¢do (POD) e
precisdo (DPR)(AOAC, 2012; INMETRO, 2018; PULIDO et al., 2002).

POD

Conforme orienta¢es da AOAC (2012), o POD foi estabelecido como a razéo entre o
namero de respostas positivas (X) pelo namero total de respostas (N) conforme Eqg. (2),
considerando cada caso especifico. O intervalo de confianga corresponde ao método de
pontuacdo de Wilson ndo corrigido, modificado para x =1 e x = N — 1 para melhorar

precisdo de cobertura no limite (Anexo 1).

POD =X/N (2
Preciséo

Conforme orienta¢es do INMETRO (2018), a precisdo foi determinada por meio do
calculo do Desvio Padrdo Relativo (DPR), expresso na Eqg. (3).

DPR = (desvio padrdo / média) x 100 (3)

4.4.3.2 Avaliagéo em leite

4.4.3.2.1 Analise microbioldgica
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Amostras de leite cru e UHT foram avaliadas quanto a presenca de possiveis
interferentes em sua microbiota, através de analises microbiologicas. Para tanto, foi realizada
a pesquisa de Listeria sp., Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Salmonella sp. e
coliformes a 45 °C. A avaliagdo seguiu metodologia do BAM.

4.4.3.2.2 Preparo e andlise das amostras

Para avaliagdo do biossensor, amostras de leite cru e UHT integral foram
contaminadas com cepas de S. Typhimurium. Para isso, foram utilizadas diferentes
concentragdes da cultura (10%, 10° e 105 UFC mL™). As amostras foram centrifugadas para
retirada da gordura, o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi suspenso em 10 mL de
tampéo PBS e homogeneizado em vortex por 1 min. O dispositivo foi imerso na solugéo por 1
h e posteriormente lavado com tampédo PBS. Em seguida, foi imerso em solucéo de anticorpo
conjugado a enzima peroxidase (HRP) por 1 h. A resposta eletroquimica foi obtida aplicando
potencial constante de 75 mV por 120 s em solugédo tampdo PBS 10 mM (pH 7,4) na presenca
de H20. 300 mM e hidroquinona 3 mM (ALEXANDRE et al., 2018).

Figura 1 — Analise de leite cru e UHT pelo biossensor

Inoculagﬁ.o das Centrifugacio qupensﬁo do
Preparo do amostras , precipitado em 10
inoculo 101, 10% e 106 500011/’2&’/(?30“1“1 mL de PBS 10 mM
UFC mLY) pH 74

Imersao do Imersdo do
L biossensor AC + biossensor em 2.5
Leitura HRP mL da suspensio

1h 1h

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para verificacdo do efeito da matriz, o biossensor foi avaliado em solucdo tampao
PBS 10 mM (pH 7,4), leite cru e leite UHT contaminados com Salmonella na concentragéo de
10° UFC mL™. A analise se deu inicialmente sem a etapa de centrifugacdo. Posteriormente,
para analise do efeito da gordura, as amostras de leite foram caracterizadas quanto ao teor de

lipideos antes e apds o processo de desnate, segundo metodologia de Gerber (BRASIL, 2006).
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Em seguida, foram novamente analisadas pelo dispositivo.

4.4.4 Parametros de validacdo em leite

Foram avaliadas 10 amostras de leite cru e UHT integral. As amostras foram
previamente contaminadas com cepas de S. Typhimurium ATCC 51812 em diferentes niveis
de inoculacéo e avaliadas pelos métodos alternativo (biossensor) e de referéncia — (BAM)
(AOAC, 2012; FDA, 2015; FELDSINE; ABEYTA; ANDREWS, 2002; INMETRO, 2018).

Os ensaios realizados para pesquisa de Salmonella sp. foram realizados em
quintuplicata. Foram coletadas assepticamente aliquotas de 25 mL do leite, contaminadas com
indculos de concentragdes conhecidas e diluidas em 225 mL de caldo lactosado estéril,
seguidas de homogeneizacgéo e repouso por 60 min para posterior ajuste de pH em 6,8 £ 0,2. A
incubacéo para o pré-enriquecimento foi realizada a 35 °C = 2 °C por 24 h + 2 h. A etapa de
enriquecimento foi realizada nos meios de cultura caldo tetrationato e caldo Rappaport-
Vassilidis modificado. Foi inoculado 1 mL do caldo lactosado em 10 mL caldo tetrationato e
incubados a 35 °C + 2 °C por 24 = 2 h. Em paralelo 0,1 mL do caldo lactosado foi inoculado
em 10 mL do caldo Rappaport-Vassilidis modificado e incubado a 42 °C + 0,2 °C por 24 h =2
h em banho termostatico. O crescimento obtido na etapa de enriquecimento foi submetido ao
plaqueamento seletivo diferencial nos meios de cultura, agar entérico de Hecktoen, agar
bismuto sulfito e agar xilose lisina desoxicolato incubados a 35 °C £ 2 °C por 24 h =2 h. As
coldnias tipicas foram inoculadas em agar triplice acucar ferro e agar lisina ferro a 35 °C + 2
°C por 24 h £ 2 h e submetidas aos testes bioquimicos e soroldgicos.

Para avaliacdo do desempenho do biossensor, as amostras de leite cru e UHT
foram contaminadas com in6culos obtidos por meio de diluicdes seriadas. Cada nivel de
inoculacdo seguiu as orientacdes da AOAC e foram: controle negativo, fracionadas 1:2 e 1:3,
10! UFC.mL? (POD) e 10%® UFC.mL™. Vale ressaltar ainda que, conforme exigéncia da
AOAC, foram realizadas cinco repeticdes para cada nivel de inoculacdo e o menor nivel
referente a0 POD foi fracionado (1:2 e 1:3) (AOAC, 2012; FELDSINE; ABEYTA;
ANDREWS, 2002). O desempenho do biossensor foi avaliado considerando os seguintes
parametros: taxa de falsos positivos, taxa de falsos negativos, sensibilidade e especificidade.
As definigdes e calculos seguiram as orientagdes da AOAC, conforme Eqg. (4), (5), (6) e (7).
Os dados do estudo foram inseridos conforme apresentado na Tabela 4 para célculo dos
indicadores de desempenho. Este célculo foi feito para cada nivel de inoculacdo (AOAC,
2012; FELDSINE; ABEYTA; ANDREWS, 2002).
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Tabela 4 — Calculo dos indicadores de desempenho do biossensor.

Resultado do método alternativo

Resultado do método de referéncia Positivo Negativo Total
Positivo N11 (+4) N12 (+-) Nel
Negativo N21 (- +) N22 (- -) N2

Total Nel Ne2 N =NI1e+ N2 ou Nel+ Ne2

N = Ndmero de resultados em uma célula em particular, onde o primeiro nimero subscrito é a linha e o segundo
ntmero subscrito é a coluna.

N11 = Linha 1, coluna 1 = Ndmero de amostras positivas pelo método de referéncia e pelo método alternativo.
N12 = Linha 1, coluna 2 = Numero de amostras positivas pelo método de referéncia e negativas pelo método
alternativo.

N21 = Linha 2 coluna 1 = NUmero de amostras negativas pelo método de referéncia e positivas pelo método
alternativo.

N22 = Linha 2 coluna 2 = Nimero de amostras negativas pelo método de referéncia e pelo método alternativo.
N1e = Linha 1 total = Total de amostras positivas pelo método de referéncia.

N2+ = Linha 2 total = Total de amostras negativas pelo método de referéncia.

Ne1 = Coluna 1 total = Total de amostras positivas pelo método alternativo.

Ne2 = Coluna 2 total = Total de amostras negativas pelo método alternativo.

Fonte: FELDSINE; ABEYTA; ANDREWS (2002)

Sensibilidade

(p+)=NI11/Nle (4)
Especificidade

(p-) = N22 / N2e (5)
Taxa de falsos positivos

(pf+) = N21 / N2+ = 1 — especificidade (6)
Taxa de falsos negativos

(pf-) =N12/ N1+ =1 - sensibilidade (7)

4.5 Estocagem do biossensor

Os dispositivos foram mantidos a seco e em solugcdo a temperatura refrigerada (4
°C) e ambiente (25 °C) por 24 h, afim de verificar a melhor condi¢cdo de estocagem. O
desempenho do biossensor foi avaliado em amostras de leite UHT contaminado com S.
Typhimurium (10® UFC.mL™%).

Para analise da estabilidade 240 eletrodos tiveram sua superficie modificada pela
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técnica de automontagem (PIMENTA-MARTINS et al., 2012) e foram preparados para a
deteccdo de Salmonella. Apds formacdo das ligacdes cist-protA-Ac-bsa, os eletrodos foram
imersos em solugdo comercial estabilizante para anticorpos (Sigma-Aldrich®) e em solugéo
formulada composta por 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 1 mM, Azida 0,2%, BSA
1mM, PBS 1mM. Posteriormente, foram estocados por 120 dias em condi¢do refrigerada
(4°C) e umidade relativa de 14% e temperatura ambiente (25°C) e umidade relativa de 69%.
Apos 15; 30; 60; 90 e 120 dias respectivamente, o desempenho do biossensor foi avaliado em
amostras de leite UHT contaminadas com S. Typhimurium em concentragio de 106 UFC.mL"
1 As amostras de leite integral foram centrifugadas (5000 rpm a 4 °C por 30 min) para
retirada da gordura e o precipitado foi suspenso em PBS (pH 7,4). Ap6s contato com o leite, 0
biossensor foi imerso em solucdo de anticorpo conjugado com a enzima peroxidase HRP por

1 hora. A resposta eletroquimica foi obtida conforme descrito no item 4.4.2.

4.6 Andlise estatistica

A analise estatistica das correntes amperométricas obtidas pelo biossensor para as
diferentes concentracfes de S. Typhimurium, considerando p<0,05, foi realizada utilizando o
programa Statistic versao 13 (Dell).

As analises da validacdo foram realizadas com cinco eletrodos para os niveis
controle negativo, maior nivel de inoculacédo e para o limite de deteccédo, o qual foi fracionado
em 2 diluicdes (1:2 e 1:3). Os dados obtidos para a resposta do biossensor e pelo método
convencional foram analisados conforme descrito pela AOAC (Apéndice 1), atraves da
diferenca de probabilidade de deteccdo (dPOD) entre os métodos avaliados (AOAC, 2012;
FELDSINE; ABEYTA; ANDREWS, 2002).

Nos dados correspondentes a estabilidade do biossensor utilizou-se o delineamento
em parcelas subdivididas no tempo. Os dados foram transformados em Vx para aproximar os
dados da distribuicdo normal. A andlise de variancia foi realizada usando o programa Statistic
versdo 13 (Dell). Intervalos de confianca foram estabelecidos ao nivel de 5% de

probabilidade.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Parametros de desempenho em condi¢do tamponante
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Primeiramente, foram realizados os testes de avaliagdo do desempenho do
biossensor em solugdo tampéo e posteriormente em amostras de leite. A construgdo da curva
de resposta amperométrica do biossensor em diferentes concentra¢des de S. Typhimurium
(Figura 2) permitiu estabelecer uma relacdo entre o sinal da corrente amperométrica (LA) e a
concentragdo do analito (UFC.mL?). O desvio padrdo estd apresentado para n = 3 com
diferenca significativa entre o controle (0) e as concentragdes (1 a 10° UFC mL™) aplicando
p=<0,05.

Figura 2— Curva de resposta amperométrica do biossensor em diferentes concentracoes

de S. Typhimurium (0 a 103 UFC mL™). Resposta analitica em tampé&o PBS 10 mM
(pH 7,4) com H,0, 300 mM e hidroquinona 3 mM a um potencial de 75 mV por 120 s.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Todas as concentragBes (1 a 10® UFC.mL™) foram preparadas com adi¢cdo do
indculo ao tampao PBS e confirmadas por contagem padrdo em placa. Todas as concentracées
avaliadas apresentaram variacdo de corrente elétrica acima do ponto de corte, indicando uma
resposta positiva para a presenca de Salmonella.

Pulido et al. (2002) em estudo sobre estimativa da incerteza de respostas binarias
(presenca / auséncia) de um sensor qualitativo, definiu que uma vez correlacionado o sinal
instrumental do limite de especificacdo com a concentracdo do analito, um limite de corte
deve ser definido. Dado que para pesquisa de Salmonella este limite de especificacdo € a
auséncia do patdgeno, o ponto de corte foi definido sobre esta condicdo (ANVISA, 2001). O

ponto de corte obtido pelo biossensor foi de 1,67 YA, resposta amperométrica correspondente
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a amostra sem o analito. De fato, na concentragdo de 1 UFC. mL™ é possivel observar um
sinal amperométrico trés vezes superior ao obtido pelo ponto de corte, indicando assim uma

resposta positiva para presenca do analito na menor concentragao avaliada.

5.1.1 Probabilidade de Deteccéo (POD)

Quando se objetiva avaliar o desempenho de um método alternativo qualitativo
deve-se utilizar critérios estatisticos contidos em protocolos de validagdo aprovados (AOAC,
2012; FELDSINE; ABEYTA; ANDREWS, 2002). De acordo com AOAC (2012), a POD nos
fornece a probabilidade de um método qualitativo detectar o analito, dada uma determinada
matriz e em nivel de inoculagdo ou concentracdo do analito. Este valor probabilistico é
expresso em valores que variam de 0 a 1, indicando a minima e a maxima probabilidade de
deteccdo na concentracdo avaliada, respectivamente. Com os valores obtidos
experimentalmente, obteve-se a curva de probabilidade de deteccdo (POD), ferramenta que
representa graficamente os resultados positivos do método qualitativo estabelecido em relacéo
a concentracdo, harmonizando 0s conceitos e parametros estatisticos entre a validacao
quantitativa e qualitativa do método (BRUNELLE, 2016; GONDIM et al., 2017; ROHDE et
al., 2017).

Para todas as concentracfes o dispositivo apresentou POD=1, indicando a maxima
sensibilidade para deteccdo do patdgeno, inclusive na menor concentracdo de Salmonella
avaliada, 1 UFC. mL* (Figura 3).

Figura 3 — Probabilidade de deteccdo (POD) para diferentes concentragdes de

S. Typhimurium (0 a 10 UFC mL™) em solugdo tampao fosfato 10 mM pH 7,4.

1.0 — u | | -

0.8 -

0.5 -

04 -

0.2 -

Probabilidade de Detecgao (POD)

T b T v T x T

0 107 107 10* 10

Salmonella (UFC.mL™™)

Fonte: Elaborada pelo autor
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Métodos répidos para deteccdo de Salmonella sp. baseados em ensaios
imunoldgicos (ELISA) apresentam limite de deteccdo na faixa de 10* a 10° UFC. mL7,
enquanto que para ensaios baseados em &cidos nucleicos (PCR) a menor concentracdo
detectada é tipicamente de 10* UFC mL™, com a etapa de pré-enriquecimento (LEE et al.,
2015; SILVA et al., 2018). Em comparacdo a estes métodos o biossensor apresentou-se mais
eficiente. Melo et al. (2016) e Salam et al. (2013) desenvolveram biossensores para deteccéo
de S. Typhimurium com capacidade de deteccdo de 10 UFC mL™? e 20 UFC mL™,
respectivamente. Utilizando eletrodos impressos, Alexandre et al. (2018) obtiveram o valor de
10 UFC mL™? para deteccdo de Salmonella em leite e em condices tamponantes. Fulgione
(2018) em anélise de S. Typhimurium, identificou a presenca da bactéria na concentragéo de
10° UFC mL?, porém com necessidade da etapa de pré-enriquecimento da amostra. Ao
compararmos 0 resultado obtido no presente estudo a outros trabalhos envolvendo
biossensores para deteccdo de Salmonella, a eficiéncia do dispositivo € notoria por apresentar
elevada probabilidade de deteccdo do patdgeno a minimas concentragcdes, ndo requerer etapa
de pré-enriquecimento da amostra e apresentar tempo de resposta inferior aos métodos
usualmente empregados (FULGIONE et al., 2018; LEE et al., 2015; SALAM; TOTHILL,
2009; SU et al., 2011; TREVISANI et al., 2019).

5.1.2 Precisdo — repetibilidade

Este pardmetro indica o qudo precisa é a resposta analitica fornecida pelo
biossensor a uma dada concentracdo do analito. O calculo deste parametro foi realizado para
cada concentracdo avaliada (Tabela 5) e seguiu as recomendacdes do INMETRO (2018),

conforme expresso na eq. (2)

Tabela 5 — Desvio padrdo relativo (DPR) calculado para as respostas amperométricas do biossensor para as

concentracdes de S. Typhimurium testadas em solugdo tamp&o 10mM pH 7,4.

Concentragdo (UFC mL™) 10° 101 102 10°3 Média

DPR (%)
114 | 144 9,2 9,41 12,5

Fonte: Elaborada pelo autor



44

O DPR obtido pelo biossensor variou de 9,2 % a 14,4 % e apresentou valor médio
de 12,5%. A metodologia de montagem apresentou padronizacdo satisfatéria em sua
execucdo, no entanto, as inimeras etapas de montagem do sensor sdo fontes de variacfes e
podem ter contribuido para este valor de DPR. Melo et al. (2015) no desenvolvimento de um
biossensor eletroquimico para deteccdo de Salmonella utilizando eletrodos convencionais
como base, obtiveram um DPR médio de 9,7%. Dessa forma, considerou-se o DPR obtido
pelo biossensor do presente trabalho, compativel com a metodologia empregada no

desenvolvimento do dispositivo.
5.2 Parametros de desempenho em leite
5.2.1 Diagnostico microbioldgico das amostras

As amostras de leite cru e UHT foram submetidas inicialmente as analises
microbioldgicas para verificar a presenca de Salmonella e de microrganismos que viessem a
interferir no desempenho do dispositivo. Os resultados das analises microbiologicas estdo

apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Analises microbiol6gicas das amostras leite cru e leite UHT

Amostra Listeria Bacillus Staphylococcus Salmonella | Coliformes a
sp. cereus aureus sp. 45°C
(UFC/mL) (UFC/mL) (NMP/mL)
Leite cru Auséncia <10 <10 Auséncia 1,1x10°%
Leite UHT  Auséncia <10 <10 Auséncia <3

Fonte: Elaborada pelo autor

5.2.2 Pré-tratamento das amostras

No meio cientifico, ¢ comum se referir a avaliacdo do biossensor em condicfes

consideradas otimizadas, sendo seu desempenho em amostras reais pouco explorado (LEE et
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al., 2015). Neste contexto, objetivando verificar a eficacia do dispositivo em uma matriz
complexa, onde a presenca de possiveis interferentes poderia alterar o seu desempenho,
amostras de leite UHT, leite cru e tamp&o PBS 10mM (pH 7,4) foram avaliadas na presenga e

auséncia de S. Typhimurium (10® UFC.mL™), conforme explicitado na Figura 4.

Figura 4 — Resposta amperométrica do biossensor na presenca e auséncia de

S. Typhimurium (108 UFC mL*) em leite integral UHT, leite cru e solugéo

tampédo (PBS). O desvio padrdo esta apresentado paran = 3.
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Fonte: Elaborada pelo autor

As respostas amperomeétricas obtidas pelo biossensor em amostras de leite cru e
UHT integral demonstraram que o dispositivo ndo foi eficiente na deteccdo de S.
Typhimurium, pois ndo foi possivel diferenciar as amostras contaminadas do controle
negativo (sem o analito) de forma coerente. No entanto, como visto previamente em condi¢éo
otimizada, a resposta binaria foi coerentemente obtida, confirmando a presenca do patégeno e
evidenciando o efeito da matriz na resposta amperométrica para as demais amostras. De fato,
a matriz pode conter componentes que influenciam diretamente no desempenho do
dispositivo, aumentando ou reduzindo o sinal e assim, comprometendo o resultado (LEE et
al., 2015). Poucos biossensores sdo avaliados em matrizes alimentares, porém ha trabalhos
reportados na literatura que sinalizam a presenca de componentes como gorduras, proteinas,
células e metabdlitos celulares como possiveis interferentes na resposta analitica (KUTTER,;
HARTMANN; SCHMID, 2006; LEE et al., 2015; MELO et al., 2018; POLACZYK et al.,
2008).
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A gordura é um dos componentes presentes em laticinios que pode impedir o
estabelecimento coerente da relagdo concentracdo/sinal, levando a resultados inconsistentes
conforme apresentado nas respostas da analise. Melo (2015) em avaliacdo do desempenho de
um biossensor para deteccdo de Salmonella em leite integral, demonstrou que a gordura
interferiu na resposta do dispositivo. Este resultado foi similar ao observado neste trabalho.

No intuito de reduzir a influéncia do interferente gordura na resposta do
biossensor, utilizou-se o processo de centrifugacdo a baixa temperatura. Nessa condi¢do 0s
glébulos de gordura maiores sdo unidos as aglutininas e ficam presos a parede do tubo da
centrifuga. Se os glébulos forem menores é necessaria uma maior quantidade de aglutininas
para liga-los.

As amostras de leite cru e UHT foram analisadas quanto ao teor de gordura antes e
apos esta etapa. Os resultados obtidos estdo expressos na Tabela 7. Os ensaios foram
realizados em triplicata e os resultados apresentaram diferenca significativa aplicando p<0,05.

Tabela 7 — Média dos valores de gordura (g/100g) das amostras de leite UHT integral e cru antes e apds

centrifugacdo, segundo metodologia de Gerber.

Leite UHT Leite Cru
Integral Apobs Gordura Integral Apobs Gordura
(%) centrifugacéo retirada (%) Centrifugacao retirada
(%) (%) (%) (%)
3,1 0,3 2,8 2,4 0,2 2,2

Fonte: Elaborada pelo autor

Conforme definido pela Instru¢cdo Normativa n° 76, de 26 de novembro de 2018, o
leite é considerado desnatado quando seu teor de gordura maximo € de 0,59/100g (zero
virgula cinco gramas por cem gramas). Dessa forma, podemos afirmar que o processo de
centrifugacdo foi eficiente para retirada da gordura. Com o intuito de observar o
comportamento do biossensor, as amostras com teor de gordura reduzido foram contaminadas
com S. Typhimurium (10° UFC.mL™) e avaliadas pelo dispositivo. As amostras de leite cru e
UHT foram submetidas a centrifugacdo. O desvio padréo esta apresentado para n = 3 (Figura
5).
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Figura 5 — Resposta amperomeétrica do biossensor na presenca e auséncia de
S. Typhimurium (10% UFC.mL™) em leite UHT e cru centrifugados e em
solucdo tampdo PBS 10mM pH 7,4.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Verificou-se que a variacdo da corrente elétrica na presenca do patdégeno foi
diferente das amostras sem o patdgeno para todas as amostras avaliadas. Na presenca de
Salmonella a corrente foi de -7,59 YA; -5,89 YA e -5,06 YA para leite cru, leite UHT, e
solucdo tampdo (PBS), respectivamente, enquanto na auséncia do patégeno a corrente de
reducdo minima obtida foi de -2,5 HA. O biossensor foi capaz de detectar o patdgeno em

todas as amostras contaminadas com Salmonella analisadas.

5.2.3 Deteccdo de Salmonella

5.2.3.1 Amplitude de corrente e POD

A performance do biossensor em amostras de leite cru e UHT, para diferentes
concentragdes de S. Typhimurium (0, 10° 10%, 103 10°® UFC. mL™) esta representada na
Figura 6. As amostras foram contaminadas e centrifugadas para a remocéo de parte da gordura
do leite. Ensaios prévios realizados indicaram que este procedimento ndo alterou a

concentracdo de bactérias.
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Figura 6 — Resposta amperométrica do biossensor em diferentes concentracdes
de S. Typhimurium em leite UHT. Resultados obtidos em tampédo PBS 10mM
(pH 7,4) na presenca de H,O (300 mM) e hidroguinona (3 mM), potencial

75 mV por 120 s.
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Fonte: Elaborada pelo autor

O ponto de corte obtido pelo biossensor para leite UHT foi de -2,27 pA. Sendo
assim, o dispositivo foi capaz de sinalizar a presenca do patdgeno em todas as concentracoes
acima de 10 UFC. mL™. A curva de probabilidade de deteccdo (POD) para leite UHT (Figura
7) demonstrou que todas as replicatas assertivamente conseguiram identificar o patdgeno,
POD=1, a partir de 10* UFC.mL™, sendo essa portanto, a menor concentracio de Salmonella
detectada pelo dispositivo. Comparativamente, em condi¢cdes otimizadas, a menor
concentracio detectada foi 10° UFC. mL™. Este resultado era esperado, dado que a resposta
analitica se deu em tampdo PBS, sistema livre de possiveis interferentes e que provavelmente
facilitou o reconhecimento do antigeno, levando a uma maior sensibilidade. No entanto, para
uma matriz complexa como leite, a detecgdo de 10! UFC. mL?* é um resultado bastante
expressivo, pois comparado a métodos alternativos atuais, a POD apresentada pelo biossensor
indica um dispositivo mais sensivel, rdpido e sem necessidade da etapa de pré-

enriguecimento.
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Figura 7 — Probabilidade de deteccdo (POD) para diferentes concentragdes de S

Typhimurium (0, 10°, 10%, 10%e 10% UFC mL') em leite UHT. Os valores estio
representados para n=5.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Analisando a performance do dispositivo em leite cru, o biossensor apresentou
ponto de corte de -1,78 YA, sendo a presenca do patdgeno detectada a partir da concentracao
10! UFC. mL™ (Figura 8).

Figura 8 — Resposta amperométrica do biossensor em diferentes concentragdes

de S. Typhimurium em leite cru. Resultados obtidos em tampéo PBS 10mM
(pH 7,4) na presenga de H,O, (300 mM) e hidroguinona (3 mM), potencial 75 mV
por 120 s.
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Embora a presenca de substancias inibitorias (gorduras, proteinas, polissacarideos,
metais pesados, antibidticos e compostos organicos) presentes no leite possam reduzir a
resposta amperométrica, o desempenho qualitativo permaneceu o mesmo apresentado pela
matriz processada termicamente- UHT (KUTTER; HARTMANN; SCHMID, 2006; LEE et
al., 2015). Quanto a probabilidade de deteccdo, as concentracOes avaliadas estdo
representadas na Figura 9.

Figura 9 — Probabilidade de deteccdo (POD) para diferentes concentracdes de

S. Typhimurium (0, 10°, 10%, 10%e 10° UFC mL%) em leite cru. Os valores estdo
representados para n=>5.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Segundo Cortinhas (2013) a producdo de matérias primas de alta qualidade é um
dos principais desafios para 0 aumento da competitividade do sistema agroindustrial do leite.
Dessa forma, a qualidade do leite cru € um dos principais pré-requisitos para otimizar o
processamento, rendimento e aceitabilidade dos derivados lacteos. Vale ressaltar ainda que
especificamente para Salmonella, a legislacdo brasileira segue as normas internacionais, nao
havendo tolerancia quanto a presenca desta bactéria em alimentos, portanto, apenas a resposta

binaria positivo/negativo é suficiente para suprir as exigéncias legais (BRASIL, 2001).

5.3 Parametros de validacdo em leite

5.3.1 Avaliacdo dos parametros
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Conforme exigéncia da AOAC, o nivel referente a menor concentracdo de
Salmonella detectada foi fracionada (1:2 e 1:3) com 5 repeti¢Bes para cada nivel (AOAC,
2012; FELDSINE; ABEYTA; ANDREWS, 2002). O desempenho do biossensor foi avaliado
considerando os parametros: sensibilidade, taxa de falsos negativos, especificidade, taxa de
falsos positivos e POD. As definigdes e calculos seguiram as orientacbes da AOAC. Os dados
do estudo foram inseridos na Tabela 4 conforme apresentado no item 4.4.4. O calculo foi
realizado para cada nivel de inoculagdo (AOAC, 2012; FELDSINE; ABEYTA; ANDREWS,
2002). Os resultados para o calculo dos parametros de desempenho do biossensor encontram-

se na Tabela 8.

Tabela 8 — Comparacéo geral dos resultados obtidos pelo método de referéncia e pelo biossensor para analise

de Salmonella sp. em leite cru e UHT.

N° de Resultados Resultados Comparacdo Referéncia x Biossensor
Amostras | porcdes | Método de Biossensor

teste Referéncia

+ - + - ++ + - -+ - -

Leite Cru 25 20 5 12 13 12 8 0 5
Leite 25 20 5 7 18 7 13 0 5
UHT
Total 50 40 10 19 31 19 21 0 10

Resultados positivos (+); Resultados negativos (-); Resultados positivos para ambos os métodos (++);
Resultados negativos para ambos os métodos (- -); Resultados positivos para 0 método de referéncia e negativo
para o biossensor (+ -), respectivamente; Resultados negativos para o método de referéncia e positivo para o
biossensor (- +), respectivamente.

Fonte: Elaborado pelo autor

A sensibilidade indica a capacidade que um método apresenta, a um dado nivel de
inoculacdo, de detectar corretamente o analito e é expressa pelo nimero total de por¢des teste
positivas confirmadas pelo biossensor em comparacdo ao total de porcdes positivas
confirmadas pelo método de referéncia. A taxa de falso-negativos por sua vez, pode ser
descrita como a probabilidade de uma amostra positiva pelo método de referéncia ser
detectada como negativa pelo biossensor e pode ser relacionada com a sensibilidade através
da Eq. (7), conforme descrito no item 4.4.4 (AOAC, 2003).
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Tabela 9 — Resultados para sensibilidade e taxa de falso-negativos para o biossensor em comparacéo

ao método de referéncia da FDA, para diferentes niveis de inoculagdo de Salmonella sp. em leite cru
e UHT.

Niveis de Leite Cru Leite UHT
inoculacéo
(UFC.mL™) . I
Sensibilidade FN Sensibilidade FN
10° 100% 0 100% 0
10t 100% 0 100% 0
Fracionada (1:2) 40% 60% 20% 80%
Fracionada (1:3) 0 100% 0 100%

FN, taxa de resultados falso-negativos.

Fonte: Elaborado pelo autor

Como observado na Tabela 9, o biossensor apresentou sensibilidade de 100% para
0s niveis de inoculagdo: 10* UFC.mL? e 10® UFC.mL™ para os dois tipos de leite avaliados.
Para a concentracdo fracionada (1:2) a sensibilidade maxima foi de 40% e para a fracionada
(1:3) o biossensor ndo detectou a presenca do patdgeno. A explicacdo para esse fato pode
estar relacionada a baixa quantidade de Salmonella nas amostras analisadas, abaixo do POD
do dispositivo (BRUNELLE, 2016; FULGIONE et al., 2018; KUSHIDA, 2005; MELO et al.,
2016). Resultado similar foi observado também por Kushida (2005), ao fazer a comparacao
entre o desempenho de um método alternativo baseado em PCR e um método de referéncia.
Neste estudo, o método alternativo apresentou um POD de 5,4 x 102 UFC.mL™, com pré-
enriquecimento.

Embora a maioria dos métodos de deteccdo de Salmonella ainda recorra aos
métodos convencionais culturais (pré-enriquecimento) para ampliar a populacdo bacteriana,
vale ressaltar que mesmo sem essa etapa, o dispositivo apresentou sensibilidade de 100% para
a concentragdo 10 UFC.mL™. Este resultado ¢é bastante interessante, pois o biossensor
apresentou desempenho semelhante ao método padrdo para uma das menores concentracfes

detectaveis do patdgeno. Adicionalmente, nas concentracdes a partir de 10 UFC.mL™? a taxa
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de resultados falso-negativos foi nula. Testes considerados como sensiveis devem, de fato,
apresentar baixo nimero de resultados falso-negativos (AOAC, 2002; COELHO, 2012).

A especificidade é expressa pela razdo entre o nimero total de porc¢des teste
negativas analisadas pelo biossensor e 0 nimero total de porcGes teste negativas confirmadas
pelo método de referéncia. Ataxa de falso-positivo é a probabilidade de uma amostra negativa
pelo método de referéncia ser detectada como positiva pelo método teste. Estes dois
parametros, assim como a sensibilidade e taxa de falso-negativos, podem ser relacionados
através da Eq. (6), conforme descrito no item 4.4.4. Neste trabalho, dado que o biossensor néo
detectou o patdgeno abaixo do seu POD, a especificidade ndo foi determinada para os niveis
fracionados. No entanto, para os niveis de inoculagdo: 103 UFC.mL? e 10 UFC.mL™, para os
dois tipos de leite avaliados a especificidade foi de 100% e a taxa de falso-positivo nula.

De acordo com a AOAC (2012), para a validacdo de um método qualitativo €
necessario que um estudo de inclusividade e exclusividade seja realizado, para entdo,
considerar o método como sensivel e especifico, respectivamente. Para realizacdo do estudo
de exclusividade, seria necessario pelo menos 30 cepas de Salmonella. Por sua vez, para o
estudo da inclusividade, 100 cepas do patogeno. Por limitacdes financeiras, o presente estudo
foi realizado com apenas uma cepa, S. Typhimurium. Dessa forma, embora os parametros
sensibilidade e especificidade tenham sido calculados e apresentado bons resultados, o
biossensor ndo pode ser considerado como um método alternativo validado pelo estudo pré-
colaborativo. No entanto, este estudo de validacdo inicial demonstrou que o dispositivo
apresentou eficiéncia e grande potencial para futura comercializacdo. Sugere-se assim, que em
estudos futuros, um nimero maior de cepas possa ser utilizado e o processo de validacdo seja

concluido.

5.3.2 Comparacao com método de referéncia

O célculo para comparacdo entre a probabilidade de deteccdo do método de
referéncia (POD ref) e o biossensor (POD bio), foi realizado conforme recomedacdes da
AOAC (2012) para cada nivel de inoculagdo: controle negativo, 103 UFC.mL?, 10! UFC.mL™*
e fracionadas a partir da concentragio 10 UFC.mL?® (1:2 e 1:3). Foram realizadas cinco
repeticdes para cada nivel de inoculagdo (AOAC, 2012; FELDSINE; ABEYTA; ANDREWS,
2002). Os resultados obtidos para a analise em leite cru e leite UHT estdo apresentados na
Tabela 10.
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Tabela 10 — Comparacédo da probabilidade de deteccdo (POD) obtidos pelo método de referéncia (POD ref) e

pelo biossensor (POD bio) em diferentes niveis de inoculacéo para analise de Salmonella sp. em leite cru e UHT.

Biossensor Meétodo de Referéncia Comparacdo entre
Métodos
Amostra
N;Ve| 95% IC 95% IC 95% IC
e
noeulo | NJ X | POD T s | X | POD Ty s | dPOD [ [ s
bio ref bio/ref
Control |5 0 O 0 043 0 O 0 0,43 0 -0,43 0,43
e
negativ
Leite 0
Cru 10M |55 1 057 100 5 1 057 1 0 043 043
1:2 52 04 0,12 0,77 5 1 0,57 1 060 -088 -003
13 [50 0 0 043 5 1 057 1 1,00 -1,00 -0,39
100 |5 5 1 057 100 5 1 0,57 1 000 -043 043
Control
e 50 0 0 043 0 O 0 0,43 0 -0,43 0,43
negativ
Leite 0
UHT 100 |55 1 057 100 5 1 057 1 000 -043 043
1:2 51 02 004 062 5 1 057 1 080 -096 -019
1003 |55 1 057 100 5 1 057 1 0 043 043

N, nimero de porg¢Bes teste; X, nimero de por¢des teste positivas; POD, resultados positivos divididos por N;
PODref, método de referéncia; PODbio, método alternativo (biossensor);IC, intervalo de confianga; LI , limite
inferior e LS, limite superior.
Fonte: Elaborado pelo autor

Como observado na Tabela 10 o biossensor apresentou POD semelhante ao do
método de referéncia, para os niveis de inocul¢do: controle negativo, 10' UFC.mL™ e 103
UFC.mL* para ambas amostras analisadas, leite cru e UHT.

Segundo Brunelle (2016), quando as 5 réplicas sdo avaliadas para o nivel mais
alto, se espera um POD = 1, pois todos resultados devem ser positivos. Por sua vez, para as 5
réplicas referentes ao controle negativo, se espera um POD = 0, indicando que ndo foi
produzido resultados positivos. Podemos observar pela Tabela 10, que os resultados obtidos
no presente trabalho para os niveis alto (103> UFC.mL™) e controle negativo apresentaram

POD = 1 e POD = 0, respectivamente, demonstrando conformidade com as exigéncias da
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AOAC (AOAC, 2012).

Conforme explicitado pela AOAC (2012), os dados apresentados foram analisados
estatisticamente utilizando o dPOD, que € calculado pela diferenca dos valores de POD dos
metodos avaliados. Para estes valores, sdo associados intervalos de confianca (IC) a 95%,
limites inferior e superior calculados conforme Anexo B e considerando-se estudos néo
pareados. Se o intervalo de confianca no dPOD incluir zero, a diferenca entre os métodos
comparados ndo sera significativa, o que geralmente ocorre quando a dPOD é '0'
(BRUNELLE, 2016; LABUDDE; HARNLY, 2012). Em outros casos, o0 intervalo de
confianca deve ser observado para verificar a equivaléncia ou ndo dos métodos. Com base
nesta informacéo, podemos observar que ndo houve diferenca significativa entre os resultados
obtidos pelo biossensor e o método de referéncia para os niveis de inoculagdo: controle
negativo, 10' UFC.mLe 10® UFC.mL?, para os dois tipos de leites avaliados. Este resultado
indica a equivaléncia e eficiéncia do biossensor na detec¢do do patdgeno, para estas matrizes
e nestes niveis de inoculacdo, em comparacdo com o0 método padrdo. Por outro lado, para 0s
niveis de inoculagdo fracionados, 1:2 e 1:3, os métodos diferiram estatisticamente (AOAC,
2012).

O biossensor apresentou desempenho similar ao método tradicional para detecgédo
de Salmonella sp., nas concentragdes 10! UFC.mL™ e 10° UFC.mL?. Este é um resultado
muito interessante, pois além da capacidade de identificar a presenca do patdgeno em baixa
concentracdo e em uma matriz complexa, o dispositivo requer menor quantidade de meios e

reagentes e possui menor tempo de detec¢do que os métodos culturais.

5.4. Aspectos de estocagem

5.4.1 Condicdes de estocagem

O desempenho dos biossensores armazenados a seco e em solucdo, nas condicdes
refrigerada (4 °C) e ambiente (25 °C), ap0s 24 horas de armazenamento, foi avaliado em
amostras de leite UHT contaminado com S. Typhimurium (10° UFC.mL™?). O desvio padréo

esta apresentado para n=5. Os resultados estdo representados na Figura 10.

Figura 10 — Resposta amperométrica do biossensor em concentracdo

conhecida de S. Typhimurium (10 UFC mL) em leite UHT, ap6s estocagem

a seco e em solucdo, sob condicao refrigerada (4 °C) e ambiente (25 °C).
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Fonte: Elaborada pelo autor

O ponto de corte do biossensor foi de -2,28 YA. Os dispositivos armazenados a
seco, nas condicOes refrigerada (4 °C) e ambiente (25 °C), ndo foram capazes de detectar a
presenca do patdégeno nas amostras de leite. Por outro lado, quando armazenados sob imerséo,
para as duas condicGes de temperatura, os dispositivos diferenciaram satisfatoriamente a
amostra contaminada do controle negativo.

Na literatura, a escassez de trabalhos que tratem da estocagem de imunossensores
¢ notoria e ndo had solucBes de armazenamento para tais dispositivos disponiveis
comercialmente. No entanto, alguns trabalhos vém sendo realizados no intuito de verificar o
desempenho destes dispositivos apds estocagem em solucdo. Adeloju e Moline (2001),
avaliaram por 10 dias o armazenamento em solucdo tampdo de um biossensor
potenciométrico e observaram desempenho satisfatério na deteccdo de glicose. Pilas et al.
(2018), desenvolveram um sistema biossensor a base de enzimas para determinacédo
multiparamétrica de acidos organicos em silagem e avaliaram sua estabilidade a seco e em
solucdo tampéo pelo periodo de 140 dias, obtendo como melhor condi¢do o armazenamento a
seco a —21 C.

Segundo Wang et al. (2007), a maior parte das solugdes comerciais para anticorpos
sdo formulados na forma liquida, por serem mais estiveis nessa condi¢cdo. Dado que

imunossensores possuem como biorreceptores moléculas de anticorpos responsaveis pelo
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reconhecimento do antigeno, no presente trabalho uma solugdo estabilizante para anticorpos
foi utilizada como meio de armazenamento dos biossensores e demonstrou ser a melhor forma
de estocagem, resultado expresso pelo desempenho exitoso dos dispositivos mantidos sob
imersdo. Assim, para avaliacdo da estabilidade ao longo do tempo, esta foi a condicdo
escolhida.

5.4.2 Avaliacao do desempenho ao longo do tempo

Um importante aspecto para a aplicacdo do biossensor a longo prazo é sua
estabilidade durante o armazenamento, ou seja, a sua validade operacional. O estudo da sua
resposta frente ao patdgeno incluindo a perda do desempenho ao longo do tempo sé&o
importantes informacdes quando se visa uma aplicacdo comercial.

A estabilidade do biossensor foi avaliada em duas condi¢bes de solucéo
estabilizante e de temperatura e com cinco medidas de tempo. A analise dos tratamentos ao
longo do tempo foi realizada através de Analise de Variancia (ANOVA), considerando
experimentos com parcelas subdivididas com medida repetida no tempo. Os resultados estéo

apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 — ANOVA dos dados transformados para a resposta do biossensor na presenca de S. Typhimurium (10°

UFC mL™) em leite UHT. (Continua)

Causas de Variacao GL SQ Alterar F
Solugdo 1 9,48 9,48 68,70*
Temperatura 1 9,84 9,84 71,30*
Solugéo X Temperatura 1 0,04 0,04 0,30
Residuo 16

Tempo 4 38,30 9,58 88,80*
Tempo X Solugéo 4 3,90 0,97 8,98*
Tempo X Temperatura 4 8,70 2,17 20,11*
Tempo X Solugéo X Temperatura 4 1,83 0,45 4,21*
Residuo 64 6,90 0,11

Dados transformados Vx. Alguns tratamentos apresentaram dados desbalanceados.
Fonte: Elaborada pelo autor
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Verificou-se existir diferenca significativa entre as duas solucOes estabilizantes
avaliadas, bem como, entre as duas temperaturas avaliadas. Um desdobramento da interagéo

Tempo x Solugdo x Temperatura pode ser visto na Figura 11.

Figura 11— Intervalo de confianca das médias de resposta do biossensor na presenca de S. Typhimurium
(10 UFC mL"), valores transformados, para interacio Tempo X Solugdo X Temperatura dos
biossensores ap6s estocagem em solucdo comercial estabilizante e solucdo formulada nos tempos 15; 30;
60 e 90 e 120 dias em condicdo ambiente (25 °C) e refrigerada (4 °C). O desvio padrdo esta apresentado
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Fonte: Elaborada pelo autor

Durante o tempo de 15 dias, as respostas eletroquimicas dos biossensores
armazenados em solucdo estabilizante comercial sob condicdo ambiente e refrigerada, ndo
diferiram significativamente entre si. Porém, houve diferenca significativa para a solucéo
estabilizante formulada, a qual apresentou maior amplitude de corrente elétrica para a
condicdo refrigerada. Com 30 dias de armazenamento, as solucBes diferiam
significativamente quanto & temperatura de estocagem e 0s biossensores mantidos sob
refrigeracdo para ambas as solucgdes estabilizantes apresentaram maior sinal de corrente. A
partir do tempo de 60, a solugdo estabilizante comercial apresentou intervalo de confianca
similar nas duas condigdes de temperatura, enquanto a solugdo estabilizante formulada

mantida sobre refrigeracdo manteve maior amplitude de corrente amperomeétrica. A partir do
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tempo 90 dias o comportamento das solugdes estabilizantes permaneceu constante até o fim

do experimento, ndo houve diferenca significativa quanto a estocagem nas duas temperaturas.

5.4.2.1 Avaliagéo do biossensor em solucéo estabilizante comercial

O desempenho do biossensor estocado por 120 dias em solugdo comercial
estabilizante para anticorpos em condicdo refrigerada (SCR) e ambiente (SCA); solucédo
formulada e condicéo refrigerada (SFR) e ambiente (SFA) foi avaliado e esta representado na
Figura 12. Um ponto de corte de corrente de -2,2 pA foi estabelecido em amostras de leite

UHT no intuito de verificar a resposta binaria (positiva ou negativa do biossensor).

Figura 12 — Resposta amperométrica do biossensor em concentragdo conhecida
de S. Typhimurium (10%® UFC mL™) em leite UHT integral apds estocagem em
solucdo comercial durante 120 dias. O desvio padrdo esta apresentado para n =

10.
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SCR, solugao comercial refrigerada (4 °C); SCA, solucdo comercial ambiente
(25 °C); tempos 15; 30; 60, 90 e 120 dias.

Fonte: Elaborada pelo autor

A resposta eletroquimica do biossensor armazenado sob condicdo ambiente
durante 15 dias, ndo diferiu da obtida pelo dispositivo mantido sob refrigeracdo pelo mesmo
periodo. Isso pode ser explicado pelo fato de solugdes estabilizadoras de anticorpos
aumentarem consideravelmente a vida util dessas moléculas evitando a desnaturacdo e acdo
de proteases mantendo a atividade por longos periodos de tempo (RON; FREEMAN;
SOLOMON, 1995; WANG et al., 2007)

Aos 30 dias de armazenamento, houve diferenca significativa entre os biossensores

mantidos nas duas temperaturas. O desempenho dos dispositivos armazenados em solugédo
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refrigerada se manteve estavel e ndo diferiu da resposta obtida nos primeiros 15 dias. Para 0s
mantidos a temperatura ambiente, verificou-se um declinio acentuado nas respostas
eletroquimicas, podendo influenciar na sensibilidade. A temperatura é um dos principais
fatores a ser considerado no armazenamento de solugdes que contém biomoléculas (WANG et
al., 2007). Notoriamente, a manutencdo destas moléculas a temperatura ambiente influenciou
diretamente no estado fisiolégico das moléculas constituintes do biossensor, diminuindo o
desempenho dos dispositivos.

Em contrapartida, mesmo com significativo declinio da resposta, os dispositivos
mantidos sob refrigeracdo foram capazes de detectar o patdégeno seguramente aos 60 dias.
Segundo Reverberi (2007), as reacGes antigeno-anticorpo sdo melhor estabilizadas a
temperatura mais baixas, explicando o melhor desempenho dos dispositivos mantidos nessa

condig&o.

5.4.2.2 Avaliagéo do biossensor em solugéo estabilizante formulada

O desempenho do biossensor estocado em solucdo estabilizante para anticorpos
formulada no laboratdrio, em condicdo refrigerada (4 °C) e ambiente (25 °C), durante 120 dias
estd representado na Figura 13). A resposta binaria foi determinada a partir de um ponto de
corte de -2,2 pA em leite UHT.

Figura 13 — Resposta amperométrica do biossensor em concentracdo
conhecida de S. Typhimurium (10 UFC mL™) em leite UHT integral apds
estocagem em solugdo formulada durante 120 dias. O desvio padrdo estd
apresentado para n = 10.
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SFR, solucdo formulada refrigerada (4°C) e solucdo formulada ambiente
(25 °C); tempos 15; 30; 60, 90 e 120 dias.

Fonte: Elaborada pelo autor
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As respostas amperomeétricas dos biossensores mantidos sob temperatura ambiente
e refrigerada diferiram significativamente durante os primeiros 60 dias de armazenamento.

Os biossensores estocados a temperatura ambiente em solucdo estabilizante
formulada, tiveram valores de corrente amperométrica constante e préximas ao valor do ponto
de corte, indicando assim, reduzida capacidade de deteccdo em relacdo aos dispositivos
mantidos sob condigéo refrigerada. Alternativamente, os biossensores mantidos em solucéo
estabilizante comercial sob condicdo refrigerada, apresentaram um excelente desempenho na
deteccdo do patégeno pelo periodo de 60 dias. Aos 90 dias, houve perda da sensibilidade, ndo
sendo detectada a presenca do analito.

Um dos principais objetivos na formulacdo de uma solucdo de estocagem para
biossensores € permitir o armazenamento dos dispositivos e fornecer um prazo de validade
aceitavel, que permita a deteccdo do patdgeno pelo maior tempo possivel. Formulacfes desta
natureza, pelo nosso conhecimento, ainda ndo sdo comercialmente disponiveis. No entanto,
para que haja o reconhecimento do antigeno pelo anticorpo e consequentemente, a resposta do
dispositivo seja obtida, procurou-se formular uma solucdo capaz de estabilizar as
imunoglobulinas com adi¢é@o de agentes auxiliadores no controle da taxa de degradacédo destas
moléculas e que ndo interferisse nas outras moléculas envolvidas na montagem do biossensor
(tiol, proteina A, BSA, peroxidase) e também ndo causasse variagdo na resposta
amperométrica. A solucdo formulada e proposta no presente estudo foi composta por meio
tamponante, proteinas que auxiliam na estabilidade dos anticorpos, um agente conservante,
gue evita a contaminacao microbiana e um quelante: PBS 1mM, BSA, 1mM, Azida de sédio
0,2%, EDTA 1mM.

O pH da solucdo formulada foi ajustado para 7,4 afim de mimetizar condicdo
biologica ideal para homeostase de moléculas bioldgicas. Este pode ser um dos fatores que
contribuiram para a performance dos dispositivos mantidos em solucdo formulada. Como
outras proteinas, o efeito do pH na estabilidade dos anticorpos depende da composi¢cdo da
formulacdo, pois pode afetar a estabilidade fisica dos anticorpos, alterando o ndmero e a
distribuicdo de cargas na superficie da proteina. Dessa forma, pode ter um efeito potencial na
estabilidade da formulacdo, uma vez que a agregacdo parece ser menor em pH neutro
(DOMINGUEZ; HOLMES, 2011; WANG et al., 2007). Além disso, a escolha adequada de
um agente tampdo influencia na estabilizagdo dos anticorpos. Valores extremos de pH também
induzem alteragdes conformacionais nas moléculas de anticorpo o que provavelmente,
dificulta a complementaridade com o antigeno.

A azida de sodio 0,2% é um agente conservante. Hendrix et al. (2019)
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demonstraram que em baixa concentracdo do componente 0,015M (0,1% em peso) had um
bom efeito inibidor e bacteriostatico, ndo aumentando severamente o efeito ibnico da solucéo.
O EDTA, por sua vez, é um dos componentes utilizados como excipiente em formulacdes de
anticorpos comerciais imunoconjugados (DUERR; FRIESS, 2019). De acordo com
Mendonca et al. (2011) ions metélicos estabilizam proteases, considerando que o EDTA é um
inibidor de metaloproteases e proteases ativadas por metais divalentes, ao adiciona-lo
complexos hidrossoltveis podem ter sido formados, fazendo com que os ions fossem
envolvidos por ligacfes covalentes ao agente quelante, prejudicando assim as proteases que
por ventura estejam presentes na solucdo estabilizante (MENDONCA et al., 2011). Dessa
forma, a funcdo de cada agente constituinte da formulacdo bem como a interacdo entre eles
pode ter contribuido significativamente para o evidente desempenho dos dispositivos

mantidos nesta condi¢do em relagéo as demais.

5.4.2.3 Perda de resposta amperométrica dos biossensores

Uma avaliacdo da perda da resposta em percentual do biossensor mantido sob
condicdo de estocagem por 120 dias foi realizada a partir da corrente inicial de dispositivos
recém-preparados na presenca de S. Typhimurium (108 UFC mL) em leite UHT esta descrito
na Tabela 12. A perda de resposta amperometrica do biossensor foi calculada a partir da

amplitude de corrente apresentada pelo biossensor recém-preparado na presenca do patoégeno.

Tabela 12 — Percentual de redugdo de corrente elétrica catodica dos dispositivos
apos estocagem em solucdo estabilizante formulada e comercial ao longo do tempo
(15; 30; 60, 90 e 120 dias) em condicdo refrigerada (4 °C) e ambiente (25 °C).

Percentual de perda da corrente amperométrica (%)

Tempo (dias) SCR SCA SFR SFA
0 0 0 0 0

15 11,3 26,4 4,48 53,93

30 15,05 72,9 5,00 58,5

60 69,4 89,2 11,87 62,71

90 86,5 93,46 69,81 63,93

120 91,44 91,6 77,85 63,18

*Solucdo Comercial Refrigerada (SCR); Solugdo Comercial Ambiente (SCA);
Solucéo Formulada Refrigerada (SFR); Solucdo Formulada Ambiente (SFA).
Fonte: Elaborada pelo autor
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Aos 15 dias de armazenamento, os biossensores mantidos a temperatura ambiente
(25 °C) para as duas solugdes estabilizantes testadas, exibiram reducdo da resposta de 26,4%
para solugdo comercial e 53,93% para solugdo formulada e ainda foram capazes de detectar
positivamente o patégeno. No entanto, apds este periodo, houve acentuado declinio na
resposta dos biossensores mantidos em solucdo comercial (72,9%). Na solugdo formulada,
como comentado anteriormente, a variacdo de corrente se manteve proxima ao ponto de
corrente e a perda de resposta se manteve constante ao longo do tempo.

Em condicdo refrigerada (4 °C), os dispositivos apresentaram excelente
desempenho na detec¢do do patdgeno e mantiveram a menor perda do sinal ao longo do
tempo, para ambas solugbes, comercial e formulada. O armazenamento em condigdo
refrigerada apresentou perda de 11,3% da resposta original para solu¢cdo comercial e apenas
4,48% para solucdo formulada, durante o periodo de 15 dias. Aos 30 dias, a perda de resposta
dos dispositivos mantidos em solucdo comercial refrigerada foi de 15,05%. A partir de 60
dias, as respostas decairam consideravelmente, apresentado 69,4% de perda, periodo em que
os dispositivos perderam capacidade de detectar o patdégeno. Em contrapartida, para 0s
biossensores estocados em solucédo estabilizante formulada refrigerada, a resposta foi mantida
em 95,0%, apenas 5,0 % de perda por 30 dias, 11,87% por 60 dias e 69,81% por 90 dias,
quando os dispositivos pararam de detectar a presenca da Salmonella no leite.

Em solucdo comercial e temperatura refrigerada, os dispositivos tiveram respostas
positivas com precisdo por até 60 dias, quando houve perda de 69,4% de sua resposta inicial.
Estocados em solugcdo formulada, seu desempenho foi mantido por 90 dias, com 69,81% de
perda de sua resposta de inicio. Embora, o biossensor tenha apresentado boa estabilidade na
condicao refrigerada (4 °C) para as duas solugdes, sua performance foi maxima e estavel por
maior periodo de tempo quando estocados em solucdo formulada. Sendo assim, esta foi a

melhor condigcdo encontrada para 0 armazenamento do biossensor.
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6 CONCLUSOES

- O biossensor apresentou excelente probabilidade de deteccéo, sendo capaz de detectar a
presenca de Salmonella sp. em uma das menores concentragdes do patbgeno em comparagdo
com outros imunossensores. O biossensor foi eficiente, sensivel e especifico na deteccdo do
patdégeno para os dois tipos de leite avaliados, sem requerer etapa de pré-enriquecimento para
a concentragdo de Salmonella de 10 UFC. mL™.

- O componente gordura do leite reduziu a performance do dispositivo. Porém, o processo
de centrifugacdo demonstrou ser eficiente para retirada dos maiores glébulos de gordura e ndo
alterou a concentracao de bactérias.

- Os biossensores apresentaram sensibilidade e estabilidade apos estocagem em solugéo
estabilizante formulada mantida sob refrigeracdo, sendo a melhor condicdo para o
armazenamento dos dispositivos.

- Os resultados mostraram que a solugdo formulada refrigerada manteve o desempenho
do biossensor por 90 dias e aos 120 dias ndo mais detectou o patdgeno, indicando que o prazo

de validade deva ser estabelecido dentro deste periodo.
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ANEXO A - CALCULO DAPOD

AOAC® Guidelines for Validation of Microbiological Methods for Food and Environmental Surfaces
APPENDIX X-C. Calculation of POD and dPOD Values from Qualitative Method Single Laboratory Data

In general, four different probabilities detected (PODs) are to be calculated: PODg (for the reference method), POD¢ (for the
confirmed candidate method), POD¢p (for the candidate presumptive method) and PODc (for the candidate confirmation
method).

For each of these four cases, calculate the POD as the ratio of the number positive (x) to total number tested (N):
% .
POD = W’ Where POD is POD ., POD,, etc.

The POD estimates and 95% confidence interval (LCL, UCL) estimates are given by:
1. For the case where x =0,

POD =0
LEL=0
UCL =3.8415/(N +3.8415)

2. For the case where X =N,

POD =1
LCL = N/(N +3.8415)
UeL=1

3. Forthe case where 0 <x < N,

POD =%v
z
x+1.9207 —1.9600, /x—x—+0.9604
LCL= N
N+3.8415
xZ
x+1.9207+1.9600, |x — >~ +0.9604
UCL= N
N +3.8415

where 1.9600 = z, the Gaussian quantile for probability 0.975, 1.9207 = 7"/ 2, 0.9604 = 7* / 4 and 3.8415 = 7.

Finally, ifx < 1, set LCL=0.1fx > N-1, set UCL=1.

The confidence interval corresponds to the uncorrected Wilson-score method, modified for x = 1 and x = N-1 to improve
coverage accuracy on the boundary.

Consensus by AOAC Methods Committee on Microbiology on Sept. 18, 2011.

Approved by AOAC Official Methods Board on Sept. 22, 2011.

Presented to the AOAC INTERNATIONAL Board of Directors on Dec. 12, 2011

18-Jan-12 (AOAC® Validation Guidelines for Food Microbiology 2011~ Pre-publication Draft)

AOAC Standards Development
©2012 AOAC INTERNATIONAL

Fonte: (AOAC 2012, p. 32).



ANEXO B — CALCULO DA DPOD

AOAC® Guidelines for Validation of Microbiological Methods for Food and Environmental Surfaces

dPOD for Unpaired Studies
The differences in proportions detected are estimated by:

dPOD. =POD_.-POD,
dPOD., =POD,,—POD_.
If the replicates tested by the candidate and reference methods are unpaired (i.e., the enrichment conditions differ between the

methods, thus the methods require analysis of distinct test portions), the associated 95% confidence interval (LCL, UCL) for
the expected value of dPOD = POD, — POD; is estimated by:

LCL =dPOD-/(POD,~LCL, )’ +(POD,~UCL, )’

UCL = d POD+ \/(PODI—UCLI )’ +(POD,-LCL, )’

where (LCL,, UCL,)) isa 95% conﬁdenc{ interval for POD, and (LCL,, UCL,) is a 95% confidence interval for POD,, as
determined above.

dPOD for Paired Studies

If the replicates tested by the candidate and reference methods are paired (i.e., the enrichment conditions are the same, thus
common test portions are analyzed by both methods), the associated 95% confidence interval (LCL, UCL) for the expected
value of dPOD = POD, — POD, is estimated by the following:

Let
d;=x,—xy
denote the numerical difference of the two method results on test portion i. Note that d; must take on only the values —1, 0 or
+1.
The recommended method for estimating dPOD is the mean of differences d;:
N
2.4,
dPOD = =—
N

where N is the number of test portions.

The recommended approximate 95% confidence interval is the usual Student-t based interval, with the standard error of dPOD
computed in the usual manner from the replicate differences:
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