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Resumo

Staphylococcus aureus (S. aureus) ¢ um patdogeno que causa doengas infecciosas
associadas a satde (IRAS) em hospitais, centros cirirgicos ambulatoriais e outras instalagdes
de satde. As infec¢des hospitalares sdo responsaveis por altas taxas de morbidade e mortalidade
e podem sobreviver mais de duas horas na superficie das maos. Com a pandemia do COVID-
19 percebemos a importancia da lavagem das maos para prevenir a transmissao do virus SARS-
CoV-2. No entanto, a busca por dispositivos que garantem que os procedimentos de assepsia
das maos foram realizados seguindo a recomendag¢ao da Organiza¢dao Mundial da Saude (OMS)
continua sendo um problema a ser solucionado. Com o avango da nanotecnologia o uso de
nanomaterias em conjunto com os biossensores tem surgido como aliado no combate as doencas
infecciosas sendo considerado uma ferramenta promissora, de baixo custo, de detec¢ao rapida
e de alta sensibilidade. Com base em medigdes eletroquimicas foram desenvolvidos
nanobastdes de 6xido de zinco (ZnO) para detectar a presenca de bactérias S. aureus apds a
assepsia das maos. As medi¢des de voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial foram
usadas para detectar as bactérias em uma faixa de 10* a 10®) UFC.mL"' em 30 min. O
imunossensor conseguiu detectar 2,6 x 10° UFC.mL™!' com especificidade e seletividade e
demonstrou uma excelente resposta na presenca de S. aureus e pode ser integrado no dia a dia
dos profissionais de saude e em locais de atendimento ao paciente (point-of-care) para
contribuir com o monitoramento e acompanhamento das infec¢des hospitalares durante o

periodo de internag@o do paciente.

Palavras-chave: Analise eletroquimica, detectores, nanotecnologia, Staphylococcus aureus,
oxido de zinco.



Abstract

Staphylococcus aureus (S. aureus) is a pathogen that causes health-associated
infectious diseases (HAI) in hospitals, outpatient surgical centers, and other healthcare
facilities. Hospital infections are responsible for high rates of morbidity and mortality and can
survive for more than two hours on the surface of the hands. With the COVID-19 pandemic,
we realized the importance of handwashing to prevent the transmission of the SARS-CoV-2
virus. However, the seek for devices that guarantee that hand asepsis procedures were
performed following the World Health Organization (WHO) recommendation remains a
problem to be solved. With the advancement of nanotechnology, the use of nanomaterials with
biosensors has emerged as an ally in the fight against infectious diseases and is considered a
promising, low-cost, rapid detection, and high-sensitivity tool. Based on electrochemical
measurements, zinc oxide (ZnO) nanorods were developed to detect the presence of S. aureus
bacteria after hand asepsis. Cyclic voltammetry and differential pulse voltammetry
measurements were used to detect bacteria in a range of 10 to 10> CFU.mL™! in 30 min. The
immunosensor was able to detect 2.6 x 10° CFU.mL! with specificity and selectivity and
demonstrated an excellent response in the presence of S. aureus and can be integrated into the
daily lives of health workers and in healthcare facilities (point-of-care) to contribute to the

monitoring and follow-up of hospital infections during the patient's hospital stay.

Keywords: Electrochemical analysis, detectors, nanotechnology, Staphylococcus aureus, zinc

oxide.
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PBS: do inglés Phosphate-bufferid saline (tampao fosfato salino)

PCB: do inglés Printed Circuit Board (placa de circuito impresso)

PCR: do inglés Polimerase Chain Reaction (reacdo em cadeia da polimerase)
pH: Potencial Hidrogenionico

POC: do inglés Point-of-Care (pontos de atendimento junto ao paciente)
RE: do inglés Reference electrode (eletrodo de Referéncia)

SARS: Severe Acute Respiratory Syndrome

SEM: Scanning Electron Microscopy

SLS: do inglés Sodium Lauryl Sulfate (lauril éter sulfato de sddio)

SPE: Screen-printed electrodes

UFC: Unidade formadora de colonias

UNICEF: United Nations International Children's Emergency Fund
UV: do inglés Ultraviolet (ultravioleta)

V: Volts

Wi-fi: Wireless fidelity

WE: do inglés Working Electrode (eletrodo de Trabalho)

WHO: World Health Organization

ZnO: do inglés Zinc oxide (6xido de zinco)



Sumario

Capitulo 1 - INtroAUCAOD . ..cicvvueiesraeicssarisssanicssanesssanesssssesssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssssasssssssssssnss 15
1.1 Contexto e relevancia do trabalho ...........ccceeceriiiiiiiiiiniiecee e 15
1.2 ODBJEEIVOS ..t euvieiiieiie et ette ettt et et e et et e st e esaeeesbe e aeessseesatesnbeensaesnsaessseanseenssennseensseenns 17
1.3 Estrutura do traballo..........co.eeiieiiiiiiiiiiceeee s 17

Capitulo 2 - Fundamentagao TeOriCa .......ueeeveriveeisenisnensenssnenseesssecssessssesssncsssessssessassssacens 19
2.1 INfecGOES INOSOCOMIUALS ....veeiieiiiieeeeiiieeeeeieeeeeecteeeeeeiteeeeeetaeeeeeeaaeeeeeenaeeeeeeataeeeeesseeeeanns 19
2.2 FIUOTESCEICIA ...ttt ettt ettt et ettt e et e et e e sat e et e e ssbesabeesaeeenbeesnseenseenaeeenne 21
2.3 BIOSSEIISOTES. ..cuteeuueeeutiesieeeteestteeteesuteateessteeaseassteenseassteeaseassseenseesssesnseesaseenseesnseenseenneeenne 23
2.4 ELEITOAO0S ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt e et e st e et e nee e beeeneeenne 25
2.5 NANOMALETIALS «...eeeteentieriieeiiesite et ee et et e sttt eteesateebeeseteebeesabeenseessseenseesaeeenseessseenseenneeenne 26
2.7 AGIULINAGOLS ...vvveeiieiiieeiii ettt ettt ettt e et eebeestbeebeesaseesseessbeesseessaeanseessseenseensseenns 30

Capitulo 3 - Trabalhos Relacionados.......c.ucceveeccrvercisercsssencssnrcssnrcsssnisssssssssssssssssssssssssssnns 31

Capitulo 4 - Metodolo@ia.......cccvvueicrrueicssnnicssnnnsssarssssnnesssnnsssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssnss 43
4.1 MateriaiS € TEAZENLES ...eeecvrerureerieriieritierireeiteestreeseesseeesseessreeseessseasseesseessseesssesseessessssaens 43
4.2 Preparacao das QIMOSITAS ........cccuvieeiureeeiieeeiieeeiteeeeteeesreeesaeeessseeessseeessseeesseesnsseesnsseesnnns 44
4.3 Crescimento de ZnO NRs e imobilizagdo de anticorpos .........ccceevueereeriieenieenieenienieens 45
4.4 Caracterizacao dO IMUNOSSEINSOT ... ....cccureerrreeerreerreeeereeesreeessesessseeesssesessseeessesssssesanns 47
4.5 MedigOes eletrOqUIMICAS ....c...coueriiriiriieieniieieeeeett ettt sttt 47
4.6 Analise estatistica e limite de dete€CCA0.......uuviiieiiiiiiiiiiee e 49

Capitulo S - Testes € ReSUItadoS.......cccvvueecivuricssnrinssnncsssnncsssnnsssssncsssssssssssssssssssssssssssssssnsssssnss 49
5.1 Cultura e inativagao DACLEIIANA ...........cceciuiiiieiiiiiieecieee et et e e et e e e e eraee e e eareeeeeans 50
5.2 Crescimento de ZnO NRs e a imobilizagao do anti-S. aureus..........ccccoeeeevveeeeecnnenenn. 53
5.3 Estabilidade e reprodutibilidade .............cccceevieriiiiiiiiniiiiiiccccee e 54
5.4 Tempo de incubagdo e curva de calibragao ..........cceeveiriiieiiiiiiiienieeieee e 58
5.5 Seletividade € eSpecificidade ...........coueriiiiiriiniiiieiccce e 62

CapItulo 6 — CONCIUSOES ..ccevuvrrersuriessuricssnnicssanecssnrecsssnessssnesssssesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 66
6.1 Sugestoes para trabalhos fUtUTOS. ......c.eieiiiiiiiie e 66

ReEfereéncias cueeeeeeeeeereeneeneeneeeceenes 68




15

Capitulo 1 - Introducao

1.1 Contexto e relevancia do trabalho

A Infeccao Hospitalar (IH) ou Infeccao Relacionada a Assisténcia a Satde (IRAS)
¢ um problema de saude publica j& bem conhecido e discutido por véarias esferas das
comunidades cientificas [1-2]. A lavagem correta das maos por profissionais de satde de acordo
com padrdes de orientagdes como a fornecida pela Organizagdo Mundial de Satide (OMS) ! é
uma pratica eficaz no combate de infecgdes hospitalares e consequentemente ajuda a evitar a
contaminagdo cruzada dos pacientes em uma area hospitalar [3-5].

O ato de higienizar as maos durante a assisténcia ao enfermo ¢ considerado a melhor
forma de evitar a contaminacdo cruzada, sendo a transferéncia de microrganismos entre os
pacientes e os profissionais de satide. Ha evidéncias de que acdes de educagao e treinamento de
profissionais de saude na higienizacdo das maos de forma correta e sistematica seja eficaz.
Entretanto, o plano de monitorizagao e retreinamento muitas vezes torna-se falho, promovendo
resultados variaveis a depender da aderéncia dos profissionais de saude [6-8].

Com o surgimento do virus SARS-CoV-2 em 2019 e consequentemente a
declaragao de pandemia em margo de 2020 pela OMS [9-10], a procura ¢ a aplicacdo de testes
rapidos de diagnodsticos do virus tem servido como estratégia no controle e gerenciamento de
pacientes que ndo apresentam sintomas, mas podem estar espalhando virus se ndo forem
tomadas medidas de isolamento [11]

A OMS recomenda que os diagnosticos do coronavirus sejam realizados através de
testes moleculares do virus, porém segundo relatério da Unido Europeia [12] o custo dos
equipamentos, a necessidade de laboratérios bem equipados, o transporte de amostras e o
treinamento de profissionais limitam a capacidade da realizagdo dos testes em massa na
populacdo. O relatdrio ainda aponta a urgéncia na realizagdo de testes rapidos com antigenos
do virus SARS-CoV-2 para identificacdo dos casos de infec¢des virais ativos, que sejam
confiaveis e acessiveis, para o alivio temporario dos laboratérios especializados, deixando-os
somente para necessidades médicas [13]

A relevancia do assunto neste trabalho sobre os métodos de controle e
monitoramento para prevencao de infecgdes bacterianas e virais por meio da higienizagao das

maos coincide com o atual momento global com relagdo a propagacdo do virus SARS-CoV-2

! https://www.who.int/eportuguese/countries/bra/pt/
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desde sua descoberta em dezembro de 2019 na cidade de Wuhan localizado na China [14-15].
Segundo o relatorio do Hospital Tongji (Wuhan, China) [25] que analisou dados clinicos de
918 pacientes com COVID-19 no periodo de 30 de dezembro de 2019 a 29 de fevereiro de
2020, a taxa de mortalidade com infec¢des nosocomiais desses pacientes foram 15,4% maior
que pacientes que ndo apresentaram um quadro de infec¢do nosocomial. As infecgdes
nosocomiais mais comuns foram a pneumonia (32,3%) em seguida bacteremia (24,6%) e
infeccdo do trato urinario (ITU) (21,5%) que se desenvolveram a partir do sétimo dia da doenga.
Os dias a mais de internagdo significam uma utilizacdo maior de artefatos invasivos € uma

maior exposicao a patdogenos, com aumento da probabilidade de que se contraia uma IRAS.

A OMS tem reforgado a necessidade da lavagem das maos como uma das formas
eficazes no combate a transmissdo do virus e o uso do alcool em gel 70% como forma rapida
de higieniza¢do quando nao ha possibilidade da lavagem das maos com sabdo. Porém, um
grande desafio estd para ser vencido em paises subdesenvolvidos que sofrem com a falta de
saneamento basico, dgua limpa e potavel. Segundo relatorio apresentado pelo programa
conjunto de monitoramento da OMS e UNICEEF entre os anos 2000 e 2017 um total de 3 bilhdes
de pessoas ndo possuem instalagdes basicas de lavagem das maos com agua e sabdo em casa
[16] sugerindo aos governos de paises com deficiéncia de infraestrutura sanitaria a criagdo de
estagdes moveis de higienizagdo com agua limpa e sabdo.

Portanto, a necessidade de uma analise dos processos de identificagdo de patdgenos
como, por exemplo, fungos, bactérias e virus de forma automatizada e com maior rapidez no
diagnostico faz com que essa area de pesquisa crescesse ao longo dos ultimos anos. A pesquisa
no desenvolvimento e criagdo de dispositivos portateis e flexiveis para uso no local de
atendimento do paciente, também chamados point-of-care (POC), para que possa ser integrado
na pratica didria dos profissionais de saude, em consultorios médicos, na propria residéncia do
paciente ou em ambientes sem infraestrutura, vem se tornando cada vez mais comum, sendo
uma grande aposta para o futuro, para que novos dispositivos e aplicacdes se tornem viaveis e
que contribuam para a melhoria da saude dos pacientes [17-20].

A busca por materiais em escala cada vez menores teve um avango com a evolugao
da nanotecnologia com a descoberta dos nanotubos de carbono, fazendo com que uma grande
gama de aplicagdes surgisse, principalmente na area da nano medicina [21-23]. Nesse contexto
um importante material se apresenta, o 0xido de zinco (ZnO), de facil manipulacdo e sintese

[24], sera utilizado como suporte aos anticorpos alvo nos eletrodos dos biossensores neste
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trabalho como alternativa aos materiais tradicionais (carbono, ouro) com um apelo ambiental,

pois 0 ZnO ¢ biodegradavel e o descarte seguro deve ser considerado.

1.2 Objetivos

Este trabalho pretende contribuir para o desenvolvimento de novos métodos de
detec¢do rapida de patogenos, especificamente a bactéria S. aureus [26-27]. Espera-se
demonstrar ser possivel a construcao de dispositivos portateis para a detecgdao de bactérias em
um menor tempo possivel para o controle do IRAS, durante o periodo de internagao do paciente,
e auxiliar na administragdo do tratamento antibidtico correto para ser aplicado o mais rapido,
proporcionando um alivio do sofrimento do paciente e consequentemente sua rapida

recuperacao.

Analisar e aprofundar os estudos de espectrografia por fluorescéncia para
complementar as metodologias ja existentes e contribuir para os estudos de analise de imagens
computacionais das aglutinacdes resultantes de uma reagdo entre antigeno-anticorpo (Ab-Ag)
que possam ser enviadas para um dispositivo portatil de analises como, por exemplo,

smartphones.

A pesquisa ¢ considerada inovadora, pois hd poucos estudos do uso de
nanoestruturas utilizando o material ZnO para o desenvolvimento de imunossensores para a
deteccao rapida do S. aureus, foco desta pesquisa, como também aponta uma deficiéncia de
estudos para a integracdo dos imunossensores como produto (ki¢ de detec¢do portatil) para

serem disponibilizados no mercado.

1.3 Estrutura do trabalho

A estrutura deste trabalho esta organizada em 6 capitulos sendo o Capitulo 1
contendo a introdugdo e a relevancia do estudo e como estd inserido o problema no contexto
atual na area médica hospitalar e a motivacdo para o desenvolvimento do trabalho, apresentando
os detalhes e evidéncias para necessidade de uma nova metodologia de detec¢do rapida de

patogenos.

O Capitulo 2 apresenta toda a parte conceitual, fornecendo a base teodrica que

fundamentam o trabalho para o desenvolvimento e compreensao dos estudos realizados durante
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a pesquisa. E revisado brevemente os conceitos de infecgdes nosocomiais, fluorescéncia,

biossensores, eletrodos, nanotecnologia e voltametria.

Uma sele¢do dos trabalhos mais relevantes na area ¢ descrita e discutida no Capitulo
3, fazendo uma comparagdo das técnicas existentes hoje e os métodos estudados para a detecgdo

rapida de patdgenos. Ao final uma tabela comparativa ¢ criada pelo autor.

O Capitulo 4 apresenta toda a metodologia utilizada na execug@o do experimento e
descrevendo com detalhes os materiais utilizados e reagentes, obtencdo das amostras de
bactérias para o estudo e como foram resolvidas as dificuldades durante todo andamento da

pesquisa, além dos equipamentos exigidos para realizar as medicdes eletroquimicas.

O Capitulo 5 descreve os resultados dos dados coletados durante as andlises
eletroquimicas e sua apresentacdo em formato de voltamogramas, imagens e as discussdes de

relevancia desse trabalho de forma a contribuir com o problema.

Por fim, o Capitulo 6 aborda as conclusdes do autor, perspectivas futuras do

trabalho para a continuagao do desenvolvimento da pesquisa.
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Capitulo 2 - Fundamentagao Teorica

Este capitulo visa apresentar a parte conceitual estudada para a realiza¢do de todo
o desenvolvimento das técnicas utilizadas na pesquisa além de oferecer o entendimento

necessario minimo ao leitor para acompanhar o trabalho descrito nessa tese.

2.1 Infec¢des Nosocomiais

Em nossas maos temos duas categorias de bactérias, as residentes e as transitorias.
As coldnias de bactérias transitorias sao as mais suscetiveis a remoc¢ao pela lavagem das maos,
pois vivem na superficie da pele, mais especificamente na epiderme. Sdo adquiridas por meio
do contato direto com pessoas, pacientes e objetos contaminados e dependendo no ntimero de
micro-organismos ¢ a umidade da pele, podem se tornar persistentes como, por exemplo o
Staphylococcus aureus. Segundo estudo publicado no guia da OMS [28], outras bactérias como
a Enterococcus faecalis sobreviveram por pelo menos 60 s nas pontas dos dedos das maos com
e sem luvas. A probabilidade da contaminagdo por profissionais de saide na assisténcia ao
levantar um paciente, medir sua temperatura ou pressao arterial e tocar em partes do corpo ao

realizar algum procedimento médico, deve ser considerado.

O S. aureus ¢ uma bactéria que pode sobreviver por mais de duas horas nas maos e
encontrada em até 78% dos profissionais de satide, conforme os estudos cientificos publicados

por [8] ilustrado pela Tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Frequéncia e permanéncia de patdgenos nas maos dos profissionais de satde.
Fonte: Tabela adaptada de [8].

P Permanéncia
, Causa frequente Frequéncia nas ~
Patogenos . ~ nas maos
hospitalar maos .
(min)
Staphylococcus | Infecgdo do local cirargico,
) 10 - 78% >=150
aureus sepse por pneumonia.
Pseudomonas Infeccao do trato
) o 1-25% 30-180
Spp. respiratorio inferior.

Escherichia coli | Infeccdo do trato urinario. Desconhecido 6-90
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Infeccdo do trato
Leveduras
respiratorio inferior,
incluindo ' o 23 -81% 60
infecgdo do trato urinario,

Candida spp.

sepse.
Gastroenterite viral,
Rotavirus particularmente em 20 -79% > 240
criangas.

Clostridium Diarreia associada a )

o 14 - 59% Desconhecido
difficile antibioticos.

A OMS estabelece diretrizes sobre a higienizagdo das mdos que consiste em seis
etapas para que todas as areas das maos sejam limpas [29]. Todas as etapas, ilustradas pela
Figura 2.1 devem durar 42,5 s para garantir que as maos estejam livres de germes. Esse
procedimento deve ser seguido pelos profissionais de satide a cada contato com o paciente para
reduzir a probabilidade de infeccdes em ambientes hospitalares. Porém, de acordo com a
pesquisa realizada na Universidade da Caledonia em Glasgow [30] revelou-se que 65% do total
de 120 pessoas escolhidas entre médicos e enfermeiros completaram as seis etapas na totalidade

mesmo sendo observados durante todo o tempo durante a realizagao do procedimento.

Esfregar o dorso da mao esquerda Esfregar uma palma na outra
sobre a palma direita e vice-versa entrelagando os dedos

7
N
Esfregar as costas dos dedos nas Esfregar o polegar direito na palma Esfregar a palma da mao
palmas com os dedos entrelagados da méo esquerda e vice-versa esquerda nos dedos da mao

direita e vice-versa

Figura 2.1 - Diretrizes sobre a higienizagao das maos em 6 etapas. Fonte:
Figura adaptada de [30].
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2.2 Fluorescéncia

Podemos definir fluorescéncia como sendo a luminescéncia de uma cor visivel
emitida por uma substincia a partir de sua estimulagdo ou excitagdo por uma radiagdo
eletromagnética. Isso ocorre quando um feixe de luz ultravioleta excita um elétron e o seu
estado ¢ alterado de um nivel baixo (fundamental) para um nivel alto de energia ou excitagao.
Quando seu estado retorna ao nivel baixo temo entdo a emissao de fluorescéncia. Essa mudanga
para um nivel de energia mais alto podemos ¢ conhecida com absor¢ao [31-32]. O espectro de
absorc¢ao ¢ dependente do comprimento de onda de luz e esse valor ¢ ttil, pois através dele pode

realizar a identificagao e o mapeamento dos compostos.

A concentragdo da absorbancia ¢ medida através da aplicagdo da Lei de Beer-

Lambert [33] descrita na equagao 2.1:

A= Ab.c (2.1)

Onde A: absorbancia medida, A coeficiente de absortividade onde depende do comprimento de

onda, b ¢ o comprimento do caminho e ¢ ¢ a concentracao do analito.

Chamamos emissao a volta dos altos niveis de excitagdo de energia para um nivel
mais baixo emitindo assim radiagdo (luminescéncia) e sua quantidade ¢ linearmente
proporcional a concentragdo do analito. A emissao de retorno pode descer em variados niveis a
caminho do nivel original, portanto, pode apresentar frequéncias diferentes [34]. Todo o ciclo

¢ 1lustrado na Figura 2.2.

Estado de
Excitagdo

A absorgio de foton
empurra um elétron para
nivel orbital de mator
energia

Aumento de
Energia

Estado
L Fundamental

Molécula

Figura 2.2 - Ilustragdo das altera¢des dos niveis de energia
de emissdo e excitacdo. Fonte: Figura adaptada de [34].
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O espalhamento ¢ outro fendmeno que podemos obter durante uma analise
espectrografica e acontece quando uma parte da radiacdo desvia do seu curso original para
outras diregdes. Dentre as possibilidades de espalhamento o de Ramam ¢ o mais conhecido,

além dos de Rayleigh e Brillouin [35].

Os componentes chamados de fluor6foros sdo moléculas organicas que emitem
radiagdo eletromagnética em um comprimento de onda maior, a partir de uma absor¢do na faixa
de UV. Recebem a classificacdo intrinseca quando sdo nativos presentes em proteinas como o
triptofano, fenilalanina e tirosina. Os fluor6foros extrinsecos sdo aqueles sendo adicionados aos

compostos para serem detectados como sondas fluorescentes [36]

A espectroscopia de fluorescéncia ¢ utilizada como instrumento de analise em areas
das ciéncias bioldgicas, por serem uma pratica rdpida de diagndstico em tempo real de
superficies inconsistentes em objetos e principalmente na analise de substancias contaminantes
[37-38]. Essa andlise é possivel utilizando dispositivos como fluorimetros, calorimetros,
espectrofotometros, porém a dependéncia do uso de microscopios de grande porte e custo

elevado € uma barreira para o avango da técnica e a aproximacao do paciente.

Os diferentes comprimentos de ondas formam o que conhecemos por espectro
luminoso ¢ o intervalo de todas as frequéncias e ondas eletromagnéticas, ilustrando conforme

a Figura 2.3, apenas a faixa da radiagdo gama até as ondas de radio.

Tipos de . Ry Ulira- Ondas de Radio
Radiagiio Raios gama Raios-X iolata Infravermelho Rad v EM AM
! | | ] I I
0.0001 nm  0.01 nm 10 nm 1000 nm 0.01 cm 1cm im 100 m
Luz Visivel

| | 1 | 1
400 A 0 rew T e

B0 e

Figura 2.3 - Espectro luminoso com os tipos de radiagdes e comprimentos das ondas
eletromagnéticas. Fonte: Figura adaptada de [34].

Algumas fontes de luz podem ser utilizadas como excitagdo como lampadas, lasers,

lampadas de vapor de merctrio ou xendnio e micro LED UV. Essas luzes podem ser adquiridas
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em lojas de eletronica, supermercados e podem servir para alguns experimentos. Porém, uma
desvantagem ¢ que os comprimentos de onda de um LED, por exemplo, ndo podem ser
alterados e dependendo do objetivo da pesquisa, podem ser requeridas varias lampadas como
fontes de emissdes para poderem ser chaveadas. A Figura 2.4 mostram 3 luzes ultravioleta:
uma lampada negra UV-A, 25W - 380 nm (a), uma lampada UV-C, 9W - 254 nm (b) e um LED
UV-A, 3W - 395 ~ 400 nm (c).

2]

Figura 2.4 - Figura de 3 fontes de luzes UV. Lampada de Luz Negra (a), Lampada UV-C (b) e
LED UV-A (c). Fonte: Propria (2021).

2.3 Biossensores

O estudo dos biossensores tem seu inicio registrado na literatura a partir de 1962.
A 1ideia dos pioneiros Clark e Lions [39] fez tanto sucesso que hoje os medidores portateis de
glicose no sangue, que podem ser operados pelo proprio usudrio de maneira pratica, ¢ o melhor
exemplo dos beneficios do uso de biossensores no tratamento de doengas, como neste caso, a

diabetes.

Um biossensor tem como caracteristica ser um dispositivo capaz de detectar
moléculas bioldgicas de um analito alvo e geram sinais elétricos dependendo das concentragdes
dos compostos quimicos [40-41]. Os processos de reconhecimentos bioldgicos que podem ser

enzimas, proteinas, anticorpos, DNA, tem a propriedade de interagir com o alvo que deseja
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detectar e que resulta em mudangas fisico-quimicas que possam servir como medidas por um

transdutor.

O transdutor [42-43] ¢ o componente responsavel por converter a resposta biologica
em um sinal elétrico util normalmente proporcional a quantidade do elemento biologico a ser
detectado. Deve ser considerado para a escolha dos transdutores a sua especificidade e a
capacidade de imobilizacdo do material bioldgico na superficie. Dentre os mais comuns
podemos classificar em: eletroquimicos (amperimétricos, impedimétricos, potenciométricos),

opticos (colorimétricos, fluorescentes), calorimétricos (temperatura) e piezoelétricos (massa).

E por fim o sistema de processamento que apresenta o sinal de saida para ser
amplificada, visualizada e armazenada [44]. Com o avan¢o da tecnologia hoje podemos
facilmente transportar o processamento dessa etapa para um smartphone para que o conjunto
que envolve todos os componentes de um biossensor possa ser utilizando em campo ou em
pontos de atendimento moével, dispensando o uso em laboratdrios especificos ou se prendendo
em equipamentos de bancada. A Figura 2.5 ilustram os componentes de um biossensor

envolvidos em uma medigao eletroquimica.

Eletrodo Transdutor
| Potenciométrico

Analito Alvo _ .-"

?;ga
Coleta -~

i LB

Processamento do
Amostra L Sinal e Saida

Bioreconhecimento

Figura 2.5 - Componentes tipicos de um imunossensor desde a coleta,
reconhecimento bioldgico e o processamento do sinal. Fonte: Figura
adaptada de [44].

Alguns parametros analiticos sdo necessarios e importantes para a seguranca €
validacao de um biossensor como, por exemplo: linearidade, seletividade, especificidade, limite

de deteccao, repetitividade e reprodutibilidade. A linearidade pode ser visualizagdo através de
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graficos e demonstra a proporcionalidade entre a resposta obtida e a concentracdo do analito
alvo. A seletividade ¢ um parametro importante, pois em um experimento onde temos varios
analitos € necessario a distingdo entre eles. Ja a especificidade responde apenas a um analito
especifico durante o processo de deteccao [45-46]. Os parametros de repetitividade e
reprodutibilidade se relaciona com indices de exatiddo do biossensores. A repetitividade aborda
varias medigdes e analise dos dados a partir de um mesmo dispositivo e local em curtos espagos
de tempo. A reprodutibilidade busca o desempenho do método sob condigdes varidveis de

medi¢ao laboratoriais diferentes.

Outros requisitos sdo desejaveis para demonstrar sua viabilidade operacional e
técnica como, por exemplo o custo, compreendendo todos os materiais e reagentes utilizados
durante o processo de fabricacdo, o tamanho e seu peso, que interfere na praticidade e
mobilidade do dispositivo e a interface com o usuario, para tornar os sistemas automaticos,

simples e requer pouco conhecimento técnico do usudrio.

A aplicacao dos biossensores podem ocorrer em varias areas cientificas como em
controle de bioprocessos, incluindo empresas alimenticias, onde os processos tradicionais de
detecgdo de contaminagdo sdo caros e demorados [47-48]. Outra aplicagdo é na area ambiental
onde os biossensores podem ser requisitados para o controle de poluentes no ar, solo, 4gua ou

em situagdes extremas como uma guerra bioldgica e terrorismo.

O avango da tecnologia nos permite hoje a integracao de eletrodos imunossensores
com smartphones para analise tanto qualitativa como quantitativa. De fécil uso e acessiveis,
temos equipamentos com conexao a rede wi-fi padrao IEEE 802.11, Bluetooth, 4G, cameras de
alta resolu¢io com alto poder de processamento e memoria. E uma area ainda a ser bem
explorada e os estudos tém aproximado cada vez mais os dispositivos ao ambiente do paciente
como objeto de monitoramento e auxilio no controle da satide. No Capitulo 3 serdo abordados

alguns trabalhos relacionados ao tema e suas respectivas referéncias.

2.4 Eletrodos

Os eletrodos impressos SPE (Screen-printing Electrode) [49], sdo regides (trilhas)
nas placas sensoras onde ocorrem as reagdes de 6xido-reducao nos eletrodos de anodo e catodo.
Podem sem construidos em substratos de ceramica, plastico ou papel e tem como caracteristicas

principais o custo, fabricagdo em larga escala, portatil e de analise rapida.
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A diferenca de potencial entre os eletrodos causa uma transferéncia de elétrons
espontanea ou for¢cada quando seus circuitos sdo fechados através da aplicacdo de uma ponte
salina ou membrana semipermeaveis. Durante um ensaio eletroquimico sdo utilizados trés
eletrodos que sdo confeccionados juntos em uma unica base sensora: o de trabalho WE
(Working Electrode) exercendo a fun¢ao de catodo, o de referéncia RE (Reference Electrode)
como anodo, e o auxiliar ou contra eletrodo CE (Counter/Auxiliary Electrode) [43][50]. No
eletrodo de trabalho sdo normalmente utilizados materiais condutores como: ouro, prata e
principalmente a base de carbono, devido a sua versatilidade e abundancia. A Figura 2.6 ilustra

a disposi¢@o de cada um dos eletrodos.

Eletrodo dek\'.
Trabalho \'H._
= H\l\‘
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Figura 2.6 - Ilustracdo de uma base sensora em ceramica com a
identificacdo de cada um dos 3 eletrodos. Fonte: Figura adaptada
de Metrohm (2021).

2.5 Nanomateriais

Um numero crescente de publicacdes sobre o uso de materiais em escala
nanométrica (1-100 nm) tem sido pesquisado visando melhorar a sensibilidade e estabilidade
das moléculas biologicas nos eletrodos. Diferentes nanomateriais surgem como tecnologia
promissora e vem sendo testados como, por exemplo: nanofios, nanotubos, nanobastdes de
carbono e grafeno, atuando na aceleragdo da transferéncia de elétrons levando a uma reposta

rapida da corrente elétrica [51].

Dentre as aplicagdes o seu uso na area médica para a criacdo de biossensores para
o diagnodstico precoce em nano escala tem um potencial promissor e atrai a aten¢do de

pesquisadores [52-54].
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Um material objeto de estudo e utilizado neste trabalho ¢ o 6xido de zinco (ZnO)
de facil manipulagdo e cristalizacdo e com caracteristicas morfoldgicas que atende hoje varias
aplicagdes como na area de cosméticos, eletronica, borrachas. Possui uma boa estabilidade
quimica o que favorece a imobiliza¢io de anticorpos, enzimas e proteinas. E um semicondutor
0 que a torna um excelente facilitador na troca de elétrons durante o processo de 6xido-reducao.
Existem uma diversidade de técnicas para o crescimento de nanoparticulas de ZnO entre
algumas: precipitagdo em solucdo aquosa, sintese hidrotérmica, precipitacdo e decomposi¢do

de vapor em que permitem a criacdo em varios tamanhos e formas [55-56]

Quando cristalizado [57] apresenta uma base em formato hexagonal com dimensdes
aproximadas entre 60-110 nm. A Figura 2.7 mostra os nanobastdes de ZnO com ampliacdo de

100 kx. E possivel visualizar as formagdes de nanoestruturas do tipo bastio [58-59].

€

: L3
o Sl e
¢ % \ 4
&8
SEM HV: 10.0 kV WD: 5.01 mm 11 | MIRA3 TESCAN|
SEM MAG: 100 kx Det: In-Beam SE 500 nm
View field: 2.77 pm | Date(m/dly): 08/27/21 CTi-LiMicro

?

¥4

Figura 2.7 - Imagem por MEV dos nanobastdes de ZnO crescidos na base
sensora e ampliados a 100 kx. Fonte: Imagem cedida pelo CTI (2021).
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2.6 Voltametria Ciclica e de Pulso Diferencial

A voltametria ciclica CV (cyclic voltammetry) ¢ uma das medi¢des eletroquimicas
rapidas possiveis permite que se tenha informacdes de transferéncias de carga dos eletrodos,
para realizar analises qualitativas. As medi¢des sdo obtidas através de um aparelho chamado
potenciostato que se conecta aos eletrodos por alguma interface e aplica uma variagao de
potencial linear controlado crescente até um valor maximo e em seguida inverte seu valor de
forma decrescente até um nivel minimo no eletrodo de trabalho [50]. Nessa medigao a corrente
resultante € registrada durante as reagoes de 0xido-reducgdo. Todo o processo ¢ representado por
picos de corrente anddica (Ipa) e catddica (Ipc) em uma representagdo grafica da corrente em

funcdo do potencial onde chamamos de voltamograma [60], conforme ilustra a Figura 2.8.
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Figura 2.8 - Voltamograma representando uma medi¢do CV e as
correntes de pico anoddica (Ipa) e catddica (Ipc). Fonte: Propria (2021).

Outra medigao possivel de ser realizada a partir do potenciostato ¢ a voltametria de
pulso diferencial DPV (differential pulse voltammetry), que aplica um potencial linear com
medigdes de corrente antes e ao final dos pulsos de mesma amplitude (10 a 100 mV) em um
intervalo muito curto [61]. Essa técnica ¢ utilizada quando se deseja obter uma melhor
sensibilidade e o resultado ¢ apresentado em forma de uma curva gaussiana conforme Figura

2.9.
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Figura 2.9 - Voltamograma representando uma medigao DPV
e a corrente de pico (Ip). Fonte: Propria (2021).

A categoria de material utilizado e as propriedades fisico-quimicas do eletrodo de
trabalho (WE) escolhido para os ensaios e o crescimento dos nanobastdes tem grande influéncia
nos valores de leitura do procedimento voltamétrico e de todo registro eletroquimico que ocorre

durante a transferéncia de elétrons.

O desenvolvimento de potenciostatos experimentais de valor acessivel ¢ possivel
hoje em dia devido a facilidade do uso de microprocessadores em plataformas como Arduino?,
Raspberry Pi®. No caso da Raspberry Pi a plataforma pode suportar instalagdes dos sistemas
operacionais Windows e Linux, além de suportar a linguagem de programacdo Python,
essencial hoje para o desenvolvimento de programas que facilitem o envio e o recebimento de

dados em dispositivos loT (/nternet of Things).

Um dos exemplos ¢ o projeto JUAMI [62], desenvolvido por pesquisadores das
Universidades da Africa para que experimentos eletroquimicos fossem realizados em ambientes
com recursos limitados. O dispositivo é baseado no Arduino Uno com uma placa de circuito
impresso e um microcontrolador e componentes eletronicos. O valor de mercado de um Arduino

¢ de US $ 12,00 e o total de componentes eletronicos, placas e microcontrolador é estimado em
US $ 27,00.

Utilizando uma interface grafica GUI (Graphical User Interface), gerado pelo

software LabView*, ¢ possivel realizar diferentes medidas de voltametria ciclica para o

2 https://www.arduino.cc/
3 https://www.raspberrypi.com/
4 https://www.ni.com/pt-br/shop/labview.html
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aprendizado rapido como alternativa ao uso de potenciostato comerciais e de grande porte. A
Figura 2.10 mostra a montagem do projeto JUAMI realizado pelo proprio autor para estudar os

resultados das medi¢des eletroquimicas, porém nao foram utilizados nos ensaios deste trabalho.

Figura 2.10 - Montagem de um potenciostato experimental
utilizando o Arduino (Projeto JUAMI). Fonte: Prépria (2021).

2.7 Aglutinagdes

Uma reagdo de aglutinacdo ocorre quando um anticorpo se liga com outras células
ou particulas (antigenos) em uma solucdo conforme ilustracdo da Figura 2.11. Durante a
aglutinagao as moléculas dos anticorpos podem se ligar a dois ou mais antigenos presentes
na amostra formando uma massa de aglutinagdo que pode tornar-se visivel a olho nu ou
com auxilio de lentes e pode ocorrer em questdo de minutos ou horas. Esse fenomeno € alvo
de estudos futuros de grande potencial quando se combinam com a metodologia de

imunossensores e fluorescéncia para uma possivel analise de imagem computacional [63-

65]
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Figura 2.11 - Tlustragdo de aglutinacdes entre anticorpos e
antigenos (Ab-Ag). Fonte: Propria (2021).



31

Capitulo 3 - Trabalhos Relacionados

Para monitorar a qualidade das lavagens das maos, uma pesquisa realizada por [66]
propds o uso de sensores para medir as posi¢des das maos e os gestos obtidos por cameras
classificando e medindo o tempo gasto em cada uma das 6 etapas de lavagem das maos. Através
de algoritmos de visdo computacional foi possivel classificar e identificar as poses das maos,
quando unidas ou separadas, tendo como resultados uma variagao de 85,95% a 97,81% nas
taxas de acuracia. O custo dos sensores, cdmeras, do processamento computacional em tempo
real e identificagdo das imagens das poses ¢ uma barreira que deve ser superada para o uso em

ambientes hospitalares.

Alcancar uma maior conformidade com a higiene das maos ¢ um desafio cada vez
mais distante da realidade, devido a fatores, como: esquecimento, falta de materiais, baixa
adesdo dos profissionais de satde. Visando contribuir para o aumento da conformidade, um
sistema de lembrete de lavagem das maos foi desenvolvido por [67] em conjunto com um
relégio inteligente que monitora também os gestos realizados e a duragdo da lavagem. Apesar
de o dispositivo conseguir uma precisao média de 88% na identificacdo dos gestos durante a
lavagem das maos de outros gestos, a solucdo esbarra pela proibicao de seu uso em ambientes
de preparacdo cirurgica, além de poder, abrigar germes e necessitar também de higienizagao.
Nao ha estudos na eficacia do prototipo em ambientes reais hospitalares e nem seu grau de

aceitagdo pelos profissionais de saude.

Outros métodos de forma a monitorar a conformidade durante as lavagens das maos
foram objetos de estudos na Universidade de Ottawa no Canadé [68] na implantacao de sistemas
de localizacdo em tempo real dos profissionais de saide com dispensadores automaticos de
produto desinfetante para as maos. Notificagdes personalizadas sdo enviadas quando nao sao
executadas agdes de higiene nas maos, durante a movimentacdo dos profissionais entre
pacientes de um mesmo quarto. O sistema também lembra o profissional quando ele entra em
uma area onde o procedimento de higienizar as maos nao foram realizadas, registrando no
dispensador automatico a liberacao do sabonete ou alcool gel, acionado através da transmissao
de sinais infravermelhos e computados no crachd do profissional, onde a informagdo ¢
visualizada por meio de um LED. O ambiente utilizado nesse estudo foi simulado no Hospital
da Universidade de Ottawa onde constatou a necessidade constante de troca das baterias dos

dispensadores, além de uma ampla estrutura de cobertura da rede sem fio para o monitoramento
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e rastreamento dos profissionais de satde. Um cuidado € necessario com os dados privados e a
localizacdo dos profissionais, que devem ser manipulados de maneira a obedecer as leis de

privacidade de dados pessoais de cada pais.

Enquanto o uso de dispensadores com dalcool, por exemplo, facilita o ato de
higienizacao das maos, dados preliminares demonstram uma melhor conformidade na pesquisa
realizada por [69], mas podem causar secura na pele e irritagdo, indicado para os casos quando
as maos nao estdo visivelmente sujas. Segundo os autores da pesquisa, a conformidade
melhorou significantemente com a introducao de procedimentos de esfregar as maos com ajuda
dos dispensadores em vez de lavar as maos, devido ao menor tempo gasto para atingir o
procedimento das 6 etapas, muitas vezes ndo completadas com sucesso. Estudo clinicos
realizados no Hospital Universitario da Basiléia, Suica, por [69] indicam que a lavagem com
sabao foi insuficiente para erradicar a bactéria S. aureus e nem sempre ¢ eficaz para impedir a
transmissdo cruzada, devendo ser introduzido a solugdo compostos alcodlicos para aumentar a
eliminacao de bactérias resistentes. Portanto, o uso das duas técnicas deve ser considerado,
principalmente pela facilidade de se terem dispensadores ao lado de pacientes, salas de
atendimentos e de uso rapido, economizando tempo de trabalho. A Tabela 3.1 faz uma
comparag¢do entre o uso de sabdo, de uma substancia que contenha clorexidina € com uma
solugdo alcodlica para a lavagem das maos.

Tabela 3. 1 - Comparagao entre os agentes sabdo, clorexidina e 4lcool para lavagem das maos
e suas caracteristicas. Fonte: Tabela adaptada de [69].

Caracteristicas Sabao Clorexidina Alcool
Remocao de sujeiras Sim Sim Nao
Tempo es‘Flmado do 1 —2 min 1 —2 min 30s

procedimento

Possibilidade de Sim. em
trabalhar durante o Nao Nao ’
. parte.
procedimento
Risco de
recontaminag¢ao por Sim Sim Nao
agua/torneira
Risco de contaminagao
durante a lavagem das Sim Sim Nao
maos
Acessibilidade Limitado Limitado [limitado
Localizagao Na pia Na pia Qualquer

lugar
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Provavel,
Conformidade < 40% Raro Raro mas
limitado.
Necessidade de toalha Sim Sim Nio
para secagem
Sim,
Inflaméavel Nio Nio depende do
ponto de
combustao.

A norma europeia recomenda o uso de 3 mL de solugdo alcodlica suficiente para
ser esfregada nas maos, enquanto a OMS diz que o volume deve ser suficiente para cobrir todas
as superficies das maos. A pesquisa realizada por [70] usa uma conferéncia internacional onde
os visitantes foram convidados para realizarem a lavagem das maos com diferentes volumes de
solugdo alcodlica de 1, 2 e 3 mL, cobrindo tanto a palma da mao como também o dorso. Um
produto rastreador ou marcador foi utilizado para analisar a cobertura do produto nas maos que
em conjunto com uma luz ultravioleta selecionou os voluntarios que alcangaram no minimo
90% de area coberta. Como resultado, o volume de 3 mL de solugdo ndo cobriu totalmente a
palma e o dorso de maos consideradas grandes e o volume de 1 mL ndo ¢ suficiente para cobrir
as palmas e pontas dos dedos, onde o dorso inclusive ndo ¢ completamente coberto. O tempo
de contato também foi uma variavel analisada e nao deve ficar abaixo de 10 a 15 s, pois o alcool

evapora rapidamente, tornando-se a higieniza¢ao ineficaz.

O ensino e treinamento dos profissionais de satide de como realizar o procedimento
das 6 etapas corretamente ¢ crucial para a diminuicdo dos casos de infec¢des cruzadas
hospitalares. Para o apoio ao aprendizado, a existéncia de marcadores em formato liquido ou
em po sao utilizados com a ajuda de uma luz ultravioleta, que ao incidir na mao a ser monitorada
reflete as areas que ndo foram bem lavadas. O kit Glo Germ é um deles e consegue demonstrar
em uma simulagdo como funciona a transmissdo e a contaminacdo cruzada através da
fluorescéncia, deixando rastros marcando com o gel nas maos, parte dos corpos dos pacientes,
objetos e instrumentos médicos. A Figura 3.1 mostra a aplica¢ao do produto nas maos ao incidir

uma luz UV-A.
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Figura 3.1 - Mao do autor com a aplicacdo do gel Glo Germ e sua
fluorescéncia ao incidir uma luz UV-A. Fonte: Propria (2021).

O conhecimento hoje a respeito do uso da radiacdo no espectro ultravioleta ndo se
restringe apenas aos seus efeitos bioldgicos benéficos como a producao de vitamina D no nosso
organismo, mas também sua acdo germicida, muito utilizada na desinfec¢do intra-hospitalar
[71]. Segundo estudos por [72] um experimento foi realizado para determinar o tempo ¢ a
distancia ideal de exposi¢do de uma fonte de luz germicida (UV-C) a um conjunto de bactérias
mais comuns encontradas em ambientes hospitalares como, por exemplo, o E. coli. O resultado
sugeriu uma efic4cia na inatividade bacteriana a uma distancia de 3 metros de uma fonte de luz
germicida com um tempo de exposicdo de 30 minutos. Por outro lado, a radiacdo UV ¢ o
principal agente no desenvolvimento de cancer de pele, causando mutagdes genéticas no DNA,
envelhecimento da pele e queimagdes do tecido cutdneo, conforme o estudo realizado por [73]
o que inviabiliza o uso de dispositivos de higienizagdo das maos utilizando dispositivos com

luzes de radiagao no espectro UV-B (320 - 280 nm) e UV-C (280 - 100 nm).

Um controle automatico para analisar a qualidade das lavagens das maos foi estudo
de um trabalho realizado por [74] ao desenvolver um aparelho mével chamado Stery Hand. Por
meio de algoritmos de visao computacional OpenCV (Open Source Computer Vision Library)
e segmentacao das imagens fotografada de 44 maos submetidas a luz ultravioleta, apds a
lavagem das mdos com o marcador e sua posterior secagem, conseguiu-se identificar as areas
limpas a uma taxa de 88% de sucesso. Por utilizarem a luz ultravioleta com o comprimento de
onda de 254 nm (UV-C) o uso do equipamento deve ser avaliado, pelo fato de causarem a longo
prazo cancer de pele e danos aos olhos conforme o tempo de exposicao [75], podendo ser uma

barreira para a aceitacdo do dispositivo ou gerar ainda desconfianga no seu uso diério.
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Outra pesquisa realizada com 25 modelos artificiais da palma das maos que,
inicialmente, foram cobertas de forma proposital com Staphylococcus epidermidis. Em seguida,
foram descontaminadas entre 10% e 25% da 4rea total em areas especificas. Usando as imagens
de uma luz UV pareadas com analises microbiolodgicas dos modelos, foi possivel obter uma
grande acuracia (sensibilidade 95,05% e especificidade 98,01%) das areas marcadas com UV
comparando com as areas descontaminadas, demonstrando diretamente o emprego da luz UV

como indicador da correta higieniza¢ao das maos [76].

A aplicabilidade do uso da luz UV a torna de extrema importancia, mesmo em
grupos de profissionais que utilizam a sequéncia de lavagem das maos preconizada pela OMS,
como demonstrada por [77] em que apenas 67 dos 705 participantes (9,5%), permaneceram
isentos de contaminagdo apos avaliacdo das maos utilizando a luz UV como monitoramento,

demonstrando a sensibilidade de tal pratica.

As pesquisas t€ém avang¢ado no desenvolvimento de dispositivos para prevenir
infeccdes associadas aos cuidados de saude (IRAS). Equipamentos para desinfeccdes de
superficies de objetos, materiais cirargicos e até salas inteiras de cirurgia sdo desenvolvidos
utilizando a radiagdo UV-C de forma satisfatoria como mostra a pesquisa realizada por [78]
onde um dispositivo portatil conseguiu reduzir em 90% uma cultura de bactérias preparadas e
aplicadas em um ambiente hospitalar. Ainda demonstrou ser uma alternativa viavel em
superficies que nao podem ser desinfectadas com produtos quimicos. Em outra pesquisa
realizada na Universidade de Yale em conjunto com o Hospital Escola Saint Raphael [79] foi
utilizada uma unidade movel automatica que emite radiagdo UV-C em 20 salas de pacientes
apos a alta hospitalar. Houve uma redu¢do na contagem das colonias de bactérias existentes
(90%) nas superficies diretamente expostas antes do uso do equipamento movel em comparacao

com a quantidade encontrada (47%) ap6s a emissao da luz UV-C.

Os estudos com relagdo ao uso da luz ultravioleta (UV-C) em objetos e superficies,
discutidos até entdo demonstram a capacidade de eliminar virus e bactérias. Estima-se que o
virus Sars-CoV-2 possa sobreviver em superficies por até 9 dias e mesmo ainda em testes, sua
inativacao por luz UV-C possa seguir o mesmo comportamento de outros coronavirus similares
como a Sindrome Respiratoria do Oriente Médio (MERS) e a Sindrome Respiratoria Aguda
Grave (SARS), onde foram comprovadas sua eficdcia, servindo assim como estratégia de

combate a transmissao da doenga [80].
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Os estudos na area da espectrografia por fluorescéncia mostram que a técnica € uma
ferramenta possivel para diagnosticos da presenca de bactérias, fungos e virus. Dados de
pesquisas realizadas por [73] indicam que o método ¢ uma ferramenta niao invasiva onde
algumas bactérias como, por exemplo, Escherichia coli, Enterococcus faecalis e
Staphylococcus aureus, puderam ser rapidamente diagnosticadas com sensibilidade de 90%. O
método proporciona uma economia de tempo entre 18 e 24 horas eliminando a necessidade da

realizacdo de meios de cultura em laboratoérios.

A existéncia da propriedade de autofluorescéncia em muitas bactérias faz com que
seja possivel sua classificagdo em gé€nero, espécie e grupo, pelo uso de impressdes digitais
espectrais. Uma substancia com propriedades fluorescentes ¢ o Tryptophan, aminoacido
presentes em virus e bactérias que ao ser excitado a partir da emissdo de luz UV com pico
maximo de 280 nm emite uma fluorescéncia com um comprimento de onda de 350 nm [81].
Essa propriedade tornam a analise por espectrografia uma excelente ferramenta na detecgdo de
patdgenos e requer baixas concentracdes de amostras, conforme aponta [82] em concluir ser

uma técnica promissora ¢ de processamento rapido dos dados.

O estudo das impressdes digitais espectrais para a detecgdo, diferenciacido e
caracterizagdo de bactérias Escherichia coli, Salmonella enterica, Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus subtilis, e Staphylococcus epidermidis, foi explorado na pesquisa realizada por [83]
utilizando o método da espectrografia por fluorescéncia e a propriedade autofluorescente do
fosfato de dinucleotido de nicotinamida e adenina (NAPDH) que age como um marcador
fluordforo intrinseco (label free), refor¢gando ser uma técnica de analise de imagem valiosa e

ndo invasiva para estudar o metabolismo ¢ o comportamento bacteriano.

A bactéria Pseudomonas aeruginosa € um patdgeno presente nos seres humanos
que podem infectar o sangue, a pele, 0s 0ssos, os ouvidos, os olhos, as vias urindrias, as valvulas
cardiacas e os pulmdes, excreta um composto extracelular chamado Pyoverdine que possuem
caracteristicas fluorescentes quatro vezes mais intenso que o 7ryptophan. Quando excitado por
uma luz UV a 395 nm, emite uma fluorescéncia com pico em 455 nm, segundo aponta [84] que
corresponde ao espectro de luz visivel pelos seres humanos, que varia entre 400 ¢ 750 nm e

pode ser capturada facilmente por dispositivos de analise de imagens.

A aproximacao de dispositivos leves, portateis para serem integrados na rotina dos
profissionais de satde, como, por exemplo, cameras digitais, smartphones e placas eletronicas

computadorizadas de tamanho reduzido (Arduino e Raspberry) e possam ser ageis na detec¢ao
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de bactérias e virus ¢ inevitdvel com o avanco da tecnologia junto a evolu¢dao da ciéncia.
Cameras com resolugdes maiores que 20 megapixels e o aumento do poder de processamento
grafico GPU (Graphics Processing Unit) permite a analise de imagens em tempo real. A
possibilidade da acoplagem de véarios dispositivos na interface micro USB, disponiveis nos
smartphones atuais, proporciona uma gama de op¢des em potencial que podem ser
desenvolvidos, como a acoplagem de biossensores e espectrometros de tamanho reduzido para
analise de fluorescéncias, reflectancias e luminescéncias, conforme mostra o estudo realizado

por [85].

A construcdo de espectrometros com cameras digitais utilizando materiais simples
como o papeldo e um DVD realizado por pesquisadores da Faculdade de Matematica e Ciéncias
Naturais da Indonésia [86] demonstraram na pratica a viabilidade da constru¢do de um
dispositivo basico para o ensino do espectro luminoso em sala de aula e em laboratorios em

substitui¢do a espectrometros industriais.

A facilidade da acoplagem de smartphones com um hardware externo para
aquisicao de dados tem servido como uma ferramenta economica de diagndstico e triagem de
doengas hematoldgicas e infeciosas em paises onde equipamentos de laboratoérios como
microscopios sao escassos. Foram abordados no trabalho realizado por [87] a captagdo de
imagens utilizando a cdmera de smartphones para analise do espectro luminoso do globo ocular
de pacientes em campo em busca de pessoas que possam apresentar sintomas como glaucoma,
maléria e hipertensdo. A pesquisa também mostra o crescimento de artigos com a combinagao
das palavras smartphones e espectrometro de 2014 a 2017 segundo a Science Citation Index
Expanded (SCIE) e a potencial aplicabilidade em outras areas incluindo a agricultura, inspegao

para o controle de alimentos contaminados, analise atmosférica e quimica analitica.

A maioria dos estudos na adaptacdo de smartphones para trabalhar como
espectrometro se baseiam em projetos de medigdes em um unico canal, onde apenas uma
amostra pode monitorada. Com o trabalho realizado por [88] foi possivel demonstrar através de
um smartphone iPhone 5 uma analise Optica multicanal (8 canais) de alto rendimento sendo os
resultados medidos comparados com os lidos por um espectrometro de laboratorio comercial e
forneceram fortes evidéncias de que o dispositivo pode executar diagnésticos de alto

rendimento, precisdo e a alta sensibilidade.

Meétodos convencionais para o diagndstico da presenca de bactérias sdo processos

que consomem tempo de laboratorio e levam dias para se ter um resultado. Podem ser citados
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como exemplo o PCR (Polimerase Chain Reaction) e ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) que apresentam a necessidade do uso de instrumentos industriais, equipes bem treinadas,
sendo o resultado entregue em algumas horas ou dias, pois requerem um periodo de espera para
a finalizacdo da reagdo enzimatica [89]. Dependendo da gravidade das infecgdes bacterianas
isso ¢ inaceitavel e se faz necessario um diagnostico rapido e preciso. A importancia de um
teste rapido durante a triagem dos pacientes serve também para que o tratamento antibidtico

adequado seja iniciado o quanto antes e a identificacao da fonte infecciosa seja localizada.

A introducdo do conceito de biossensores na busca de métodos que auxiliem o
diagnostico de infecgdes bacterianas ou virais e a produgo de artigos e publicagdes utilizando-
se como palavras chaves o nome biossensores e em particular a nanotecnologia aplicada a area
da satde tem crescido 30% entre os anos de 2013 e 2018 [90]. Seu funcionamento bésico
consiste na combina¢do de componentes bioldgicos como ilustrado na Figura 2.5. Os
biossensores tém sido amplamente utilizados como um método rapido, com alta sensibilidade

para o diagnostico e identificagdo de bactérias e virus no corpo humano e em objetos [91].

A bactéria Staphylococcus aureus resistente a meticilina € uma das bactérias mais
comuns em hospitais com altas taxas de mortalidade [92]. Estudos no desenvolvimento de
biossensores de papéis pelos pesquisadores [92] serviram para detectar uma quantidade
pequena de unidades formadoras de colonia de bactérias de 7, 40 e 100 UFC.mL™! em alimentos
como carne moida, leite e alface. Os resultados apresentados, visiveis a olho nu, foram
quantificados por meio do uso de softwares de anélise de imagens, apresentando os resultados

em questao de minutos.

A andlise mais profunda sobre o uso de smartphones acoplados a dispositivos
analiticos e biossensores realizada por [93] demonstra, na maioria dos estudos, uma abordagem
de prova de conceito em laboratorios e ndo em aplicagdes reais como dispositivos médicos. As
tecnologias que utilizam as cameras dos smartphones como um sistema detector colorimétrico,
j& sdo patenteadas por empresas como Samsung e Apple, porém o assunto ¢ visto como um
grande potencial no desenvolvimento futuro de auto medidores em tempo real semelhante aos

existentes atualmente como os medidores portateis de glicose no sangue.

A busca pela miniaturizagdo de biossensores e transdutores como instrumento de
leitura de dados e detecgdes em tempo real de amostras clinicas avanca com ajuda da
nanotecnologia na elaboracdo de componentes e matrizes sensiveis para detec¢ao de patdgenos.

Com a acoplagem ou ndo de lentes, o trabalho realizado por [94] demonstrou a versatilidade
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dos smartphones disponiveis no mercado transformando-o em um espectrOmetro para a
detec¢do de marcadores fluorescentes presentes no DNA, virus e em nanoparticulas. Ainda a
pesquisa mostra a possibilidade do uso dos smartphones como biossensor colorimétrico, de
ressonancia de plasma de superficie SPR (Surface Plasmon Ressonance) e eletroquimico,
podendo ser acoplado um potenciostato para medi¢ao do diferencial elétrico produzido durante

uma reacao quimica e, posteriormente, a analise dos resultados.

Em 2018, XU, D., et al., [95] aborda o smartphone como uma plataforma médica
completa para diagndsticos rapidos de analises de amostras de DNA, virus e bactérias, como
alternativa a instrumentos biomédicos convencionais, ndo portateis ¢ de grande volume que
demanda de treinamento e operacionalidade de profissionais qualificados. Explora ainda a
capacidade dos smartphones de se comunicarem com biossensores eletroquimicos que utilizam
a tecnologia NFC (Near Field Communication) e de aproximagdo através de uma etiqueta
passiva RFID (Radio Frequency Identification). Os beneficios na utilizacdo de redes sem fio
para a transmissdo dos resultados da analise facilitam a integracdo com dispositivos e aplicagdes
de maneira a enviarem para o servidor conectado a Internet os dados a serem compartilhados

de forma publica ou de acesso restrito.

Em 2019, MATHELIE-GUINLET et al., [96] comenta sobre as técnicas
tradicionais de detec¢do de bactérias que se baseiam na cultura e contagem de coldnias e tendem
a serem trabalhosas e demoradas. Um desenvolvimento rapido e crescente no uso de
nanoparticulas NPs (nanoparticles) como, por exemplo, o ouro (Au) ou 6xido de ferro (Fe2O3)
e anticorpos na produ¢do de biossensores € visto como uma ferramenta promissora na procura
de métodos para o diagndstico de infecgdes bacterianas a serem aplicados no contexto
hospitalar, alimentar e ambiental. Os estudos de MATHELIE-GUINLET et al., [96]
demonstraram a detec¢do da bactéria E. coli em diferentes tempos de 5, 15 € 30 min conforme

a variagio da quantidade de unidade formadores de colonia UFC.mL!.

Ainda no ano de 2019, LEE, C. W. et al., [97] reforca a necessidade do diagnostico
rapido de infec¢des bacterianas na circulagdo sanguinea para elevar a taxa de sobrevivéncia e a
aplicar o tratamento antibiotico correto. O uso de nanoparticulas de ouro novamente ¢
conjugado com um sistema micro fluidico portatil para aumentar o sinal das bactérias marcadas
com anticorpos para poder ser detectado de forma rapida e ultrassensivel. No estudo realizado
o biossensor eletroquimico proposto realizou a detec¢ao de bactérias no plasma sanguineo em
torno de 30 minutos, com sensibilidade no intervalo entre 10 e 10° UFC.mL"! para

Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus.
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A urgéncia no controle de doengas infecciosas causadas por S. aureus e o
desenvolvimento de testes rapidos, simples e econdmicos para serem utilizados por paises em
subdesenvolvimento ¢ destacado por [98] em sua pesquisa. Os testes realizados de analise de
DNA e nanoparticulas de ouro mostraram-se adequados na detec¢do do S. aureus em amostras
de alimentos para diagnéstico no local com a captura das imagens por um smartphone e, em
seguida, transferidas para um computador utilizando uma rede sem fio Bluetooth para analise e

processamento quantitativo, chegando a um limite de detec¢io de 10° UFC.mL™.

Estudos recentes realizados por pesquisadoras do Centro de Tecnologia da
Informacdo Renato Archer (CTI) [99] demonstraram a eficiéncia e a sensibilidade no uso de
biossensores eletroquimicos para o diagndstico rdpido do virus Zika. Com o uso de
nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO) e anticorpos especificos ZIKV-NS1, os materiais foram
depositados na placa de circuito impresso sensora desenvolvida pelo CTI e amostras de urina
humana misturada com o antigeno do virus Zika foram pipetados nos biossensores, que
demonstraram a presenga do virus em alguns minutos. O sucesso desse teste rapido, que
dispensa a necessidade de pessoas treinadas, faz com que o método possa ser distribuido e
aplicado em 4reas com infraestrutura de atendimento hospitalar deficiente ou com recursos
limitados, para serem utilizados na triagem dos pacientes para acelerar o tratamento, ao
contrario dos métodos atuais que utilizam amostras de sangue e que demoram de 4 a 6 dias apos

o aparecimento dos sintomas.

As técnicas existentes abordadas até entdo apresentam limitagdes e ha uma grande
necessidade de que sejam testadas em larga escala e em ambientes hospitalares durante a rotina
diaria médica e ndo apenas em laboratorios. Uma tabela comparativa foi elaborada pelo autor
(Tabela 3.2) para uma melhor compreensao das caracteristicas principais conforme as técnicas

atualmente existentes e os tempos de detecgao.



Tabela 3.2 - Comparagdo das técnicas de detec¢des de patdgenos mais comuns € as

Tempo

caracteristicas principais. Fonte: Propria (2021).
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PCR-ELISA Salmonella Horas ou molecular. [}02]
Tradicional PP dias Necessita reagentes [104]
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o, ~ quimicos. [106]
PP Técnica trabalhosa e
Influenza Virus
demorada.
Requer treinamento.
Custo dos
equipamentos.
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E. faecalis quimicos. [32]
S. aureus Nao invasivo. [76]
S. typhimurium Possibilidade de 81]
Espectroscopia S. epidermidis 10 diferenciar e 182]
por S. carnosus minutos caracterizar varias [83]
Fluorescéncia Clostridium | a 6 horas espécies. [84]
difficile Sem o uso de [100]
Klebsiella marcadores. [101]
pneumoniae Técnica ndo aplicada
P. aeruginosa em larga escala.
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laboratorios.
Répida deteccdo.
Sem amplificagdo
molecular.
E. col Operagdo simples e o)
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Biossensores P. aeruginosa 5. a 30 Uso de amostras [95]
HINI1 minutos reais [96]
HPV Integrag:é(; com [97]
Zika Virus . o [99]
dispositivos
(smartphones).
Nao requer

treinamentos.
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Avangos em tecnologias médico-bioldgicas levam cada vez mais a geracdo de
dados ndo s6 de maior qualidade como em maiores volumes, tornando sua andlise manual cada
vez mais proibitiva. A biomedicina faz uso massivo de técnicas de imageamento, desde exames
médicos como radiografia, ultrassonografia, ressonancia magnética, tomografia, bidpsias e
tantas outras aplicagdes até escalas microscopicas, para deteccdo de virus, bactérias, fungos,

parasitas € corpos microscopicos, em geral.

Como apontado em [107-108], técnicas tradicionais de analise de dados vém
esbarrando em limites de processamento computacional ou mesmo em efetividade dos
resultados em detrimento a grande massa de dados cada vez mais disponivel e rico em detalhes.
Junto a evolucdo da geracdo de dados, ¢ possivel observar uma tendéncia crescente do uso de
técnicas em aprendizado de maquina com deep learning [109-111], que vem tomando espaco
generalizado em tarefas complexas antes somente realizadas por profissionais de alta

capacitagdo.

Com técnicas de deep learning ¢ comum trabalhar com tarefas de deteccao,
classificagdo, quantificagdo e segmentacdo de imagens, possibilitando aplicagdes eficientes,
mais rapidas e por vezes mais acuradas que a inspe¢ao humana [108]. [112-114] demonstram
como ¢ possivel monitorar patogenos de maneira efetiva através de deep learning e
imageamento microscopico, auxiliando tanto no diagnéstico clinico como em pesquisas

médicas.

As chamadas redes neurais convolucionais CNN (Convolutional Neural Network),
introduzidas a primeira vez por [115], alavancaram substancialmente a efetividade das tarefas
de deep learning voltadas para processamento de imagem. Com tais redes, foi possivel
ultrapassar os modelos computacionais existentes para detec¢do de diversos virus [116-117],
alguns alcancando melhores resultados que humanos especialistas [118]. Melhores métodos de

contagem de cultura bacteriana sdo apresentados em [119-120].

Apesar da insurgéncia explosiva de dados na tltima década, muitas fontes ainda sao
fechadas ou privadas, fazendo desta uma necessidade maior por dados abertos na area de
pesquisa. Iniciativas como esta sdo apresentadas em [121-123], como conjuntos de dados
estruturados de microscopia e disponibilizados abertamente. Diante deste cendrio, [107-109]
demonstram como o deep learning parece estar consolidando técnicas cada vez mais efetivas

para auxiliar na analise de dados médicos e biologicos.
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Capitulo 4 - Metodologia

Neste capitulo ¢ tratado o desenvolvimento do método do imunossensor
eletroquimico para detec¢do rapida da presenga da bactéria S. aureus. Esse método utiliza o
material o 6xido de zinco (ZnO) para o crescimento de nanobastdes que dao suporte a

imobilizacao do anticorpo na base sensora, mais especificamente ao eletrodo de trabalho.

Aborda ainda todo o processo de imobilizacdo do anticorpo anti-S. aureus para
observar a ligagdo do antigeno-anticorpo e sua interagcdo quimica. O capitulo também discute a
respeito da preparagdo das bactérias desde a obtencdo até os procedimentos necessarios para

realizar as medigdes no aparelho potenciostato.

4.1 Materiais e reagentes

Devido a pandemia do COVID-19 a placa de circuito impresso PCB (Printed
Circuit Board), contendo os eletrodos fabricados pelo Centro de Tecnologia Renato Archer
(CTI) nao puderam ser utilizados (Figura 4.1), devido as restricdes de acesso aos laboratorios
de pesquisa e a falta de trabalhadores, no periodo da realizacdo dos experimentos e ensaios dos

1IMUNoOSSensores.

Figura 4.1 - PCB produzida pelo CTI com os eletrodos. Fonte:
Imagem cedida pelo CTI (2021).

Para contornar a situagao foram adquiridos 75 eletrodos sensores (modelo C220AT;

dropsens) da empresa Metrohm Instrumentagdo Analitica (Figura 4.2), para uso nos ensaios de
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medig¢des eletroquimicas. Esses sensores sdo constituidos de 3 eletrodos impressos integrados,
sendo o eletrodo de trabalho ¢ o auxiliar feitos de ouro (Au) e um eletrodo de referéncia em
prata, com dimensdes 3.4 x 1.0 x 0.05 cm. Sao fabricados para suportar altas temperaturas de

até 800° C na sua base de ceramica.

Figura 4.2 - Dropsens modelo C220AT utilizado no
trabalho. Fonte: Propria (2021).

O anticorpo utilizado a ser imobilizado na superficie do eletrodo de trabalho foi o
anti-S. aureus monoclonal [704] ab37644 adquirido da empresa Abcam (Cambridge, Reino
Unido) e o material nitrato de zinco hexahidratado (Zn (NO3) 2> - 6H20) adquirido da empresa
Sigma-Aldrich.

A solucdo salina tamponada com fosfato PBS (Phosphate buffer saline) foi
preparada combinando soluc¢des de 137 mM de NaCl; 2,7 mM de KCIl; 10 mM de Na;HPOg; 2
mM KH>PO4. A 4gua peptonada utilizada € 0,1% (dgua destilada e peptona bacterioldgica).

4.2 Preparacao das amostras

A preparacao das amostras bacterioldgicas para a execugdo dos ensaios foram todas
realizadas no Laboratorio Multidisciplinar em Alimentos e Satide (LabMAS) das Faculdades
de Ciéncias Aplicadas da Unicamp (FCA). Como analito alvo de testes foram utilizados a
bactéria S. aureus (ATCC25923) e como controle a bactéria E. coli (ATCC5922), adquiridos
ambos da Fundagdo André Tosello (BR). O cultivo foi realizado em meio BHI (Brain Heart

Infusion); Kasvi e incubado a 37 ° C por 24 h.

Apos a diluicdo das amostras com agua peptonada, o plaqueamento foi realizado
em agar Baird Parker e dgar padrao de contagem, respectivamente, e incubado a 37 ° C por 24-

48 h. A concentragdo usada para o teste do imunossensor foi de 4,6 x 108 UFC para a cultura


https://www.fca.unicamp.br/portal/pt-br/pesquisa/pesq-labs/lab-saude/1406-laboratorio-multidisciplinas-alimentos-saude.html
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de S. aureus (bactérias alvo de teste) e 6,7 x 10° UFC para E. coli (bactérias de controle). Essas
concentragdes foram obtidas do estoque original e diluidas para obter o valor das unidades

formadora de colonias (UFC) utilizada nos ensaios dos imunossensores.

Foi necessario que o caldo passasse por um processo de inativagdo para a realizagao
dos ensaios eletroquimicos para proporcionar uma seguranga operacional. O procedimento para
a inativagao das bactérias seguiu com o aquecimento do caldo contendo S. aureus ¢ E. coli a
95° C por 10 min. Em seguida, foi semeado em meio de cultura (4gar) e incubado a 37° C por

24-48 h para confirmacao da inatividade.

Para verificar a ligagdo das amostras inativadas de S. aureus com o anticorpo anti-
S. aureus [704] ab37644 foi realizado um teste utilizando o método ELISA indireto utilizando
uma placa soélida de 96 pogos (Figura 4.3), conforme protocolo descrito em [124]. As
concentragdes dos anticorpos anti-S. aureus [704] ab37644 utilizadas nesses testes foram de

1:1.000 e 1:10.000.
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Figura 4.3 - Teste do anticorpo anti-S. aureus com a placa sélida de
ELISA de 96 pogos. Fonte: Propria (2021).

4.3 Crescimento de ZnO NRs e imobilizagdo de anticorpos

Os procedimentos de preparo para o crescimento dos nanobastoes de ZnO (NRs)
foram realizados a partir da sintetiza¢do por deposi¢do em banho quimico usando 3,5% v/v

NH4OH em uma solugdo aquosa contendo 29,96 mM de Zn (NO3) ».
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Um recipiente de politetrafluoroetileno PTFE (Polytetrafluoroethylene) contendo a
placa sensora dropsens e a solucdo aquosa foram agitadas e aquecidas a uma temperatura de

90° C durante 2h para que o crescimento de ZnO NRs fossem estimulados.

Em seguida, as amostras foram caracterizadas em microscopio eletronico de
varredura (MEV) modelo Mira 3 TESCAN no laboratorio de pesquisas do CTI para comprovar
o crescimento dos nanobastdes. A tensao aplicada na maior parte das analises foi de 10kV e as

ampliagdes variaram de 10 k a 100 k vezes conforme as Figuras 4.4 ¢ 4.5.

SE 0.0 kV Wi
SEM MAG: 10.00 kx Det: In-Beam SE
View field: 27.7 ym  Date(m/dly): 08/27/21 CTi-LiMicro

Figura 4.4 - Imagem obtida por MEV do crescimento dos
nanobastdes na base sensora. Imagem ampliada em 10 kx. Fonte:
Imagem cedida pelo CTI (2021).

Figura 4.5 - Imagem obtida por MEV do crescimento dos nanobastdes na
base sensora. Imagem ampliada em100 kx. Visualiza¢dao do topo em
hexagonal. Fonte: Imagem cedida pelo CTI (2021).


https://tr-ex.me/tradu%C3%A7%C3%A3o/ingl%C3%AAs-portugu%C3%AAs/polytetrafluoroethylene
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Uma solucdo de 20 mM de cistamina e 2,5% de glutaraldeido foram usados para
imobilizar o anticorpo na superficie dos nanobastdes de ZnO. A concentragcdo de anticorpo
usada foi de 1:1000. Apds a imobilizagao no eletrodo de trabalho, o imunossensor foi incubado

por 12 h a 4° C em camara umida.

4.4 Caracterizacao do imunossensor

A base sensora de ceramica (dropsens) e o imunossensor foram avaliados por
voltametria ciclica (CV) e por voltametria por diferenca de potencial (DPV). As amostras em
triplicado foram analisadas para determinar a reprodutibilidade. A repetibilidade foi verificada
através de 5 varreduras consecutivas em analises por CV. O tempo de incubacdo foi
determinado ap6s incubar o imunossensor com 10° UFC.mL™"! de S. aureus por 15 e 30 min em
temperatura ambiente. Para calcular a curva de calibra¢ao, os imunossensores foram lavados
com PBS e entdio incubados com S. aureus em diferentes concentracdes: 108, 107, 10% 10°, 10*
e 10° UFC.mL"! em temperatura ambiente. Todos os experimentos foram realizados em cAmara
umida. Os ensaios de seletividade e especificidade foram realizados nos imunossensores

incubados com a bactéria S. aureus por 30 min em temperatura ambiente.

As seguintes etapas precederam a incuba¢do durante o experimento para simular
uma assepsia das maos: algodao embebido em PBS, com pH 7,2 e espremido em um tubo de
falcdo. Em seguida, 945 uL da solucdo de assepsia das maos foram misturados a 5 pL de

solucdo nao diluida de bactérias S. aureus.

O mesmo procedimento foi realizado para a bactéria E. coli para avaliar a

especificidade do imunossensor. A avalia¢do foi realizada por analises CV e DPV.

4.5 Medigoes eletroquimicas

As medicdes eletroquimicas com CV e DPV foram registradas usando dois
potenciostatos diferentes. Primeiro, um potenciostato Autolab de bancada PGSTAT302N da
empresa Metrohm® (Figura 4.6) foi usado para medir todas as amostras com bactérias inativadas

no laboratério de pesquisas do CTI Renato Archer onde também os experimentos de

> https://www.metrohm.com/pt-br/
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crescimento dos nanobastdes e posteriormente a fixagdo dos anticorpos foram realizados. O
segundo potenciostato utilizado para o experimento com bactérias sem inativagao e operado no
laboratorio LabMAS das Faculdades de Ciéncias Aplicadas (FCA) foi o modelo portatil PSTAT
910 (Figura 4.7) conectado via USB a um notebook com uma interface para receber o
imunossensor. Esse modelo portatil foi cedido em forma de comodato para a demonstragao do

dispositivo e execugdo dos testes pela empresa Metrohm.

Figura 4.6 - Imagem do potenciostato Autolab de bancada
PGSTAT302N. Fonte: Metrohm (2021).

Figura 4.7 - Imagem do potenciostato portatil modelo PSTAT 910 com
interface para o sensor dropsens. Fonte: Propria (2021).

Durante os ensaios, o potencial aplicado variou de -0,6 a 0,6 V para analise de
voltametria ciclica e a faixa de potencial de -0,1 a 0,6 V para anélise de voltametria por pulso

diferencial na taxa de varredura de 100 mVs™'.
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4.6 Analise estatistica e limite de deteccao

A analise de reprodutibilidade dos sensores dropsens foram calculadas utilizando o
coeficiente de variagdo Cv onde: S ¢ o desvio padrio e X é a média do pico de corrente anodica

(Ipa) realizada em trés diferentes sensores do ensaio, de acordo com a equagao 4.1:

(4.1)

Cv==.100

%

O coeficiente linear obtido pela incubacdo do imunossensor com seis concentragdes
diferentes de S. aureus foi calculado pela média das curvas de calibragdo de dois dias de testes

consecutivos. O software utilizado para calculos e ilustragao gréafica foi o Microsoft Excel 2016.

O limite de deteccdo LOD (limit of detection) representa o mais baixo valor de
concentracdo da substancia que pode ser detectada com certo grau de confianca. De acordo

com [PAC [42], o valor de LOD ¢ dado pela equagdo 4.2:

X + 3SD 4.2)

LOD = ————
n= amostras

onde: X ¢ amédia dos valores da corrente de pico anddica (Ipa) dos imunossensores,
SD ¢ o desvio padrao das varias medidas do branco das amostras e 3 ¢ o fator numérico usado

para a multiplicacdo do desvio padrdo do branco.


https://scholar.google.com.br/scholar?q=lod+limit+of+detection&hl=pt-BR&as_sdt=0&as_vis=1&oi=scholart
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Capitulo 5 - Testes e Resultados

Este capitulo os resultados das medicdes eletroquimicas com relacao a seletividade,
reprodutibilidade e tempos de incubacdo. Sao apresentados os testes de cultura e inativagdo das
coldonias de bactérias, necessarias para o avango da pesquisa, € as imagens por microscopia

eletronica dos crescimentos dos nanobastGes de zinco.

5.1 Cultura e inativacao bacteriana

O primeiro passo para a execu¢do e preparacdo dos testes foram submeter as
coldnias de bactérias S. aureus e E. coli a um processo de inativagdo térmica. A inativacdo da
bactéria ¢ essencial para preparar e caracterizar os imunossensores em um laboratorio
convencional. A Figura 5.1 mostra as fotos das placas com culturas de E. coli e S. aureus obtidas
do caldo contendo bactérias nao diluidas em seu estado de cultura original (Figura 5.1a, c) e em
seguida o resultado do processo de inativagdo térmica (Figura 5.1b, d). Nao foram observados
crescimentos de colonias apos a inativacdo térmica, indicando a eficiéncia da metodologia

utilizada.

Cultura nado diluida Inativacdo Termica

E.coli §

S.aureus

Figura 5.1 - Imagens das placas com as culturas de E. coli e S. aureus contendo: (a) e
(c) cultura de bactérias nao diluidas; (b) e (d) bactérias inativadas termicamente.
Fonte: Propria (2021).
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A inativacdo das bactérias S. aureus e E. coli por calor apresentaram um melhor
resultado apds ndo serem visualizados crescimentos de colonias nas placas semeadas por esse
método. Outro método que foi considerado, mas ndo apresentou um resultado eficiente foi a
inativagdo através de uma solugdo de lauril sulfato de so6dio (SLS), pois foi possivel contabilizar
o crescimento de 25,8 x 10° UFC nas amostras de S. aureus e uma quantidade incontavel de

coldnias nas amostras de E. coli. (Figura 5.2b, d)

Cultura ndo diluida Tratamento com SLS

E. coli

S, aureus

Figura 5.2 - Imagens das placas com as culturas de E. coli ¢ S. aureus contendo:
(a) e (c) cultura de bactérias ndo diluidas; (b) e (d) bactérias com tratamento SDS.
Fonte: Propria (2021).

O teste utilizando o método ELISA indireto para as analises de absorbancia
demonstrou a capacidade de ligagcdo especifica com o anti-S. aureus para bactérias ativas e
inativas preparadas nesta pesquisa. A Figura 5.3 mostra os resultados de absorbancia obtidos
para diferentes placas de ensaio: bactérias S. aureus e E. coli inativadas termicamente (nao
diluidas, diluidas 1:5 e 1:10) e bactérias no caldo original em diferentes concentragdes de

anticorpos (1:1.000 e 1:10.000).
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O procedimento de inativagdo térmica ndo influenciou a especificidade da ligacao
do anti-S. aureus. Embora os valores de absorbancia obtidos (0.29) para amostras inativadas
por calor de S. aureus no melhor resultado com diluigdo 1:5 diferem do valor de absorbancia
das amostras com caldo original nao diluida (0.26), os valores médios de absorbancia se
mostraram proéximos. Devido a essa comparagao obtida, um S. aureus termicamente inativado
diluido a 1:5 e uma concentracdo de anticorpo 1:1.000 foram usados neste trabalho para
preparar e testar todos os imunossensores por apresentarem um valor de absorbancia mais
proximo do que a concentragcdo com 1:10000. Um dos parametros importantes durante o
desenvolvimento de biossensores € o seu custo durante a preparacdo com o uso de pequenas
quantidades de anticorpos. A resultado obtido com a concentragdo de 1:1000 anticorpos ¢ um

otimo valor de diluicdo para que os custos de produgdo sejam viaveis comercialmente.

04
M E.coli B S.aureus
0.35

03

0.5

015
D1
<ul ol ol of of o ol s
]

a2c 1:1,000 2 1:10000  ac1:1000  acl:10000 acl:1000 acl:10000 ac1:1,000 acl:10000
nic dihude diluigio 1:5 diluicde 1:10 o diluide

Absorbancia
=

&

imativado termicaments sem mativagio témmica

Figura 5.3 - Absorbancia obtida pelo método ELISA indireto com amostras
preparadas com diluigdes 1:5 e 1:10 de bactérias e dilui¢cdes de anticorpos 1:1000 e
1:10000. Fonte: Propria (2021).
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5.2 Crescimento de ZnO NRs e a imobilizacao do anti-S. aureus

A Figura 5.4a mostra o crescimento homogéneo de ZnO NRs na superficie em ouro
do eletrodo de trabalho. Uma imagem MEV, tirada com maior ampliagdo (Figura 5.4b), revela
que ZnO NRs tem uma base hexagonal com um didmetro de 200 a 500 nm. Trabalhos
publicados anteriormente demonstraram a importancia do ZnO NRs na imobilizagdo de

biomarcadores [99] [125].

BEM i TR0 Y Wi 307 me L.,.. _|
AEM MG DTk Dt BE N
Wiaw Bnia 01 s Detajmintly) UM

W T R i I!'-H
BEM MAT T b Ll L

Figura 5.4 - Imagens obtidas por MEV dos nanobastdes de ZnO cultivados no
eletrodo de trabalho com ampliacdo de 2.73 kx (a) e 23.4 kx (b). Fonte: Imagem
cedida pelo CTI (2021).

As analises CV confirmaram a imobiliza¢do do anti-S. aureus (Figura 5.5). Uma
diminui¢do do pico de corrente anddica (Ipa) de 221 pA para 174 nA ocorre com a adi¢ao de
ZnO NRs e anti-S. aureus em comparagdo com a base sensora devido as caracteristicas de
isolamento desses materiais. Como o Ipa e o Ipc vém da oxida¢do e reducdo do ferrocianeto
([Fe (CN)s]* / [Fe (CN)s]*) [126], respectivamente, a adicdo de materiais isolantes
proporcionou uma barreira para o transporte de ferrocianeto na superficie do eletrodo,

prevalecendo a diminui¢do do sinal elétrico.
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221 pA

174 pA

-0.4

—— base sensora
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Potential (V]
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Zn0 NRs sensor im munosensor

Figura 5.5 - Medig¢des de CV da base sensora, base sensora com ZnO NRs
e o imunossensor com uma taxa de varredura de 100 mVs™! em 10
mmol.L! K4 [Fe (CN)s] € 0,5 mol.L! NaNOs.

5.3 Estabilidade e reprodutibilidade

Duas concentragdes de ferrocianeto de potassio (10 mM e 2,5 mM) foram testadas,

visando obter um melhor sinal elétrico. A Figura 5.6 mostra a diferenca do valor do Ipa de 204

LA e 46pA das duas concentragdes. Para os testes de estabilidade e reprodutibilidade foram

utilizados a concentragdao de 2,5 mM, pois a base sensora de ouro do eletrodo ja auxilia como

um facilitador de condutividade e ao usar a concentragdo 10 mM pode dificultar a visualiza¢ao

dos resultados nos graficos obtidos pela medicdo de voltametria ciclica e por diferenca de

potencial.
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Figura 5.6 - Medigdes de CV comparando as duas concentragdes de
ferrocianeto de potassio de 10 mM e 2,5 mM.

Sucessivas medi¢des com voltametria ciclica foram realizadas na presenga de 2,5
mmol.L! K4 [Fe (CN)s] € 0,5 mol.L"! NaNOs como mediador e a taxa de varredura em 100
mVs! e potencial variando de -0,6V a 0,6V a descobrir a estabilidade e reprodutibilidade da
base sensora ¢ dos imunossensores. A base sensora mostra uma ligeira variagdo na corrente de

pico anddica (60 pA) mesmo apds 10 ciclos (Figura 5.7).
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Z
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-0.8 -0.6 0.4 0.2 [ 02 .4 0.6 0.8
Potencial (V]
—>5&anl -Scan 2 Scan 3 Scand ——5can 5
——5cang —5Can 7 —5Can B —5canyg —5can 10

Figura 5.7 - Medi¢des de CV em uma base sensora apds 10 ciclos de varredura.
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Em outras duas bases sensoras essas medigdes foram realizadas na presenca de 10

mmol.L! K4 [Fe (CN)s] € 0,5 mol.L"! NaNOs como mediador e a taxa de varredura em 100

mVs! e potencial variando de -0,6V a 0,6V com 5 ciclos (Figura 5.8 e 5.9).

3.00E-04

L00DE-04

LODE-04
5.00E-05
0.00E+00
-5.00E05 |

Corrente [A)

-1.00E-D4 |

-150E-04 |

225 pA RS

-2.00E-D4
03

0.6 0.4 -0.2 o 0.2 0.4 0.6 1%}
Potencial (V)

—5@n 1 Scan 2 Scan 3 5cand —5@n5

Figura 5.8 - Medi¢des de CV em uma segunda base sensora ap6s 5 ciclos de varredura.

3.00E-04

2.30E-04 |
2.00E-04 |
1.50E-04 |

1.00E-04 |

corrente [A]

-L.0O0E-04 |
-L.S0E-04
-2.00E-04 |

5.00E-05 |
0.00E+00
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Figura 5.9 - Medig¢des de CV em uma terceira base sensora apds 5 ciclos de varredura.

Comparando 3 diferentes bases sensoras de fabrica (Figura 5.10), também podemos

ver as variagdes da corrente de pico Ipa (225 pA). O moderado deslocamento do potencial de

pico de uma base sensora para outra esta relacionado ao eletrodo de referéncia a base de prata.
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Apesar disso, o coeficiente de varia¢do calculado com base no Ipa ¢ de 6,45% indicando a
excelente reprodutibilidade das bases sensores (dropsens).
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Potential (V]
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Figura 5.10 - Medi¢des de CV em 3 bases sensoras diferentes para o
calculo do coeficiente de variagdo do Ipa.

Em relacdo a reprodutibilidade dos imunossensores, ou seja, a base sensora
contendo ZnO NRs e anti-S aureus imobilizado, andlises em triplicata revelam pequena
variagdo no potencial de pico Ipa de 6 pA (Figura 5.11) e Ip de 0.13 pA (Figura 5.12). No
entanto, o coeficiente de variacao foi de 15% para trés imunossensores de S. aureus. As curvas
DPV mostraram apenas um pico de oxidag¢ao, atribuido a oxidagdo do ferrocianeto ([Fe (CN)s]
4/ [Fe (CN)g] *). Como mencionado, o discreto deslocamento do potencial de pico de um

imunossensor para outro esté relacionado ao eletrodo de referéncia a base de prata.
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Figura 5.11 - Medi¢do de CV de 3 imunossensores € a
variagdo do pico Ipa (6 pA).
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Figura 5.12 - Medi¢ao por DPV de 3 imunossensores € a variagcao
da corrente de pico Ip (0.13 pA).

5.4 Tempo de incubacao e curva de calibragao

Todas as medi¢des para andlises do tempo de incubagdo durante a curva de
calibracio foram realizadas usando 10 mmol.L-! K4 [Fe (CN) ¢] € 0,5 mol.L"! NaNO3. O tempo
de incubagdo, necessario para que haja a interagao entre o antigeno alvo (bactéria) e o anticorpo,
¢ um parametro essencial no desenvolvimento de dispositivos para a realizagdo junto ao
paciente (POC) e € necessario para aplicagdes no dia a dia dos profissionais de saude para que
o controle de IRAS seja eficiente. Devido a isso, 2 tempos de incubagdes diferentes (15 e 30

min) foram testados usando um antigeno S. aureus 108 UFC.mL"! (Figuras 5.13 e 5.14).

E&.DDE-DE

.-d'"-_-_;
6.00E-06 | 54 T
[sa0m p
/
4.00E-06 | f .
| ——
1.3 A .*' P
. ZOOEDE | |7l
= i
o /’L’/u
i A |
E D.DDE+D0 | e — ___:_-:_'-_——-—__ —
——— I,
-LOOE-06 [ ’ yd P —
/ /
i
-1.00E-06 - .'.-’/
-6.0DE-06 L
-0.8 0.6 0.4 0.2 o o2 o4 0.6 0.8
Potencial [V}
——15min ——30min

Figura 5.13 - Medicdes de CV de 2 tempos de incubagdes
diferentes no imunossensores e o valor da corrente de pico anddica
Ipa de 15min (5.4 pA) e 30min (1.3 pA).
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Figura 5.14 - Medigdes de DPV dos tempos 15min ¢ 30min de
incubacodes diferentes no imunossensores ¢ o valor da corrente de
pico Ip (0.11 pA).

Ap6s 15 minutos de incubagao, surge um valor de Ipa nitido (1.3 pA). No entanto,
o pico fica mais evidente aumentando o tempo para 30 min (5.4 pA). A visualizagdo maior do

Ipa registrado em um maior tempo de incubacdo esta relacionada ao tempo necessario para a
bactéria interagir com o anticorpo.

Os tempos de incubagdes apresentados nesse trabalho sdo menores que os tempos
necessarios para a realizagdo do método de detec¢do por PCR e ELISA [127]. Foi possivel
elaborar a partir desse resultado uma tabela de comparacao (Tabela 5.1) com alguns outros
varios métodos de deteccdes eletroquimicos e categorias de biossensores em destaques
publicados na literatura no intervalo dos anos de 2007 a 2021 em detalhes. Nota-se também que
a pesquisa elaborada nessa tese apresenta um dos menores tempos de detec¢do de bactérias

utilizando nanobastdes de ZnO como material imobilizador dos anticorpos na base sensora.
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Tabela 5.1 - Comparagdo entre os varios métodos de deteccdes e os tipos de biossensores mais

relevantes encontrados na literatura em detalhes. Fonte: Propria (2021).

. Tempo A
Biomarcador Tipo de Analito deteccao LOD Va.r 1acao Ref.
eletrodos . Linear
(min)
) protein A- 5
Anti-rabbit l\gtAo S?lg/[ bearing S, | 1.0 x 106 288111008 1281
IgG (RbIgG) & aureus cells mL"! ' B
electrodes cells mL
cells
Gold 1.5x10%-
Mouse anti- Nanoparticle . 1.5x10° 1.5 x
S.aureus and magnetic milk 40 CFUmL'  106CFUm = [12°]
nanoparticle L!
Thiolated (rGO) and
ssDNA and gold fish and 4 10 - 108
S.aureus nanoparticles water 60 10 CFU.mL CFU.mL! [130]
aptamer (AuNPs)
Immuno SAM 10 - 107
sensor monolayer sea water NA 10 CFU.mL"! CFU mL" [131]
Magnetic food 7.5-7.5x%
Biosensor nanobeads- matrices NA 40 CFU.mL! 10° [92]
peptide CFU.mL"!
Tetrahedral 10 M
nanostructures MRSA . 10 fM —
MecA DNA onto a gold oDNA 240 sylgilleAtlc 31.6 pM [132]
electrode
H>-modified human
S.aureus 16S Au NPs . 50 — 107
rRNA associated with | > and 100 50 CFU.mL" CFU.mL"! [133]
silver wire milk
Gold nanorods 5
. on glassy . 2.4x 10? 1.8x10 -
Anti S.aureus carbon milk 50 CFU mL-! 1.8x 10 [134]
. -1
electrodes CFU.mL
Carbon
Anti-MRSA electrodes y 10 -10°
Ab modified with | 30 BORUmLT gy | 139
Au NPs
lake
Triple-helix water, tap 4 1 30-3x108
DNA aptamer Gold electrode water and 180 8 CFU.mL CFU mL-" [136]
honey
DNA walker wail;eta 60 - 6 x 107
and DNA nano | Gold electrode  Hap 180 9 CFU.mL"! 1 [137]
flowers water, CFU.mL
and honey
: 20\
Antibody IgG M"d(‘i?j(d Au NA NA NA 1100_161\16[ [138]
Immuno ZnO NRs onto S aureus 30 2,6x10° 10— 108 Este
sensor gold electrodes | CFU.mL"! CFU.mL"' | trabalho
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A curva de calibragdo foi realizada com diferentes concentracdes de S. aureus
variando de 10* - 103 UFC.mL"!. Conforme as concentra¢des da bactéria S. aureus aumentam,
os valores de Ipa também aumentam de 5 pA até 153 pA (Figura 5.15). Além das caracteristicas
isolantes das bactérias, Wang, Z. et al., [ 139] observaram um aumento dos sinais eletroquimicos
devido aos metabdlitos secretados por S. aureus. Esses metabdlitos auxiliam eficientemente a
transferéncia de elétrons durante o processo eletroquimico. Ao contrario do observado com a
adicao de ZnO NRs e do anticorpo, o aumento do Ipa com maior concentracao de S. aureus
deve estar relacionado a presenca desses metabolitos na suspensdo preparada para esse

experimento, potencializando o transporte de elétrons.

2.00E-04
10F = 153 pA
1.50E-08 ) ™
107 =112 pA [N
1.00E-04 [ 10— 98 pA 1 A
| .
10° — 82 / —,
5.00E-05 | WA f P
= 104 — 5 pa =
[ i 7
£ 0.00Es00 | S S E
g S—
=3 —_ = -
u e il — —
-5.00E-05 | y
™,
\
-1,00E-D4 | N
Ay
-1,50F-04 i i i i i i i
-0,E -6 -0, 0.2 i 0.2 0.8 0.6 0.5
Potencial (V)
—— 1.00E4+08 1.00E+07 1,00E+06
1.00E+05 1.00E+04 im miuno sensor

Figura 5.15 - Medicdes em CV para obtengao da curva de calibracdo com
diferentes concentragdes de S. aureus variando de 10* - 103 UFC.mL"!

O imunossensor foi capaz de detectar S. aureus na faixa de 10* - 103 UFC.mL"! com
um coeficiente de linearidade de 0.9603 (Figura 5.16). O limite de detecgdo calculado € 2,6 x
103 UFC.mL"!. Este valor ¢ inferior ao encontrado nas mios ap6s a lavagem (10 - 10° UFC.mL"
1) [140] [8]. Assim, o imunossensor desenvolvido pode ser uma alternativa em potencial para o

controle de IRAS.
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Figura 5.16 - Coeficiente de linearidade representando o pico de corrente
anodica em relacdo a concentragio de bactérias S. aureus na faixa de 10* - 10®
UFC.mL"

Além do menor tempo de incubacdo, outra vantagem do imunossensor
desenvolvido aqui ¢ a auséncia de nanoparticulas de ouro ou outros materiais que encarecem o

processo de produgdo e consequentemente o seu custo final.

5.5 Seletividade e especificidade

As Figuras 5.17 (medi¢cdes em CV) e 5.18 (medigdes em DPV) mostram os
resultados obtidos ap0s a incubagdo E. coli ou S. aureus adicionado em uma solucao de assepsia
das maos aplicado em um imunossensor com sua medigdo eletroquimica realizado em no
potenciostato de bancada. Nenhuma variagdo de pico de corrente € observada para E. coli,
indicando que essas bactérias ndo se ligam ao anticorpo. Este resultado confirma a excelente
especificidade do imunossensor. Andlises anteriores de absorbancia para bactérias nao
inativadas e inativadas também confirmaram a especificidade do anticorpo usado (Figura 5.3).
O imunossensor também ¢ seletivo, visto que os componentes presentes na solugao de assepsia

das maos nao interferiram nos ensaios. Um maior valor de Ipa (69 pA) obtido para a solugdo
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de assepsia de mao de S. aureus no imunossensor poderia ser justificado devido a presenga de

metabolitos secretados por S. aureus, conforme observado por Wang, Z. et al. [139].
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Figura 5.17 - Medigdes de CV no imunossensor com S. aureus e E. coli. com
taxa de varredura em 100 mVs™! e potencial variando de -0,6V a 0,6V.
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Figura 5.18 - Medi¢des de DPV no imunossensor com S. aureus e E. coli
com taxa de varredura em 100 mVs™! e potencial variando de -0,1V a 0,6V.
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Um novo ensaio utilizando um caldo de S. aureus e E. coli sem diluigdo da
concentragdo do caldo original e sem o procedimento de inativagado foi realizado no laboratorio
LabMAS das Faculdades de Ciéncias Aplicadas (FCA) em conjunto com o potenciostato
portatil. Os resultados demonstraram uma excelente resposta do imunossensor ao analisar as
curvas de voltametria ciclica (Figura 5.19).

8.00E-05

&O00E-05 |

T1lpA

4.00E-05

2.00E-05 [

Correnti |A)

O.DDE+DD |

-ZLODE-DS |

_4.00E-05 s I s I s s s

Potendal (V]

—— 5. aureus sem inativagio E. coli sem inativagao

Figura 5.19 - Medi¢des de CV no imunossensor com S. aureus e E.
coli sem o processo de inativagdo e sua concentragio de 10®
UFC.mL"! (ndo diluido).

Com os resultados apresentados pode-se notar as vantagens do imunossensor
baseado em ZnO NRs dentre elas: menor tempo de incubacao, a possibilidade de ser usado em
ensaios de bancada ou como dispositivos de testes proximos ao paciente, limite de deteccao
mais baixo do que a faixa de concentragdo de S. aureus presente nas maos apos a lavagem. Nao
necessitam de uma variedade de reagentes e altas concentragdes de amostras e o seu resultado
rapido auxilia na decisdo de um tratamento adequado. Além disso, o experimento demonstrou
pela primeira vez a possibilidade de detectar a presenca de S. aureus em uma simulagdo com

assepsia das maos para o controle de IRAS.

A incorporacdo da nanotecnologia aos imunossensores permite uma andlise
molecular rapida e com alta sensibilidade de dimensdes reduzidas o que facilita o
desenvolvimento de dispositivos cada vez mais portatil. A corrida tecnoldgica na busca por
nanoparticulas que oferecam a melhor condutividade elétrica, de facil preparagdo, aquece o

mercado de testes rapidos para sejam produzidos sensores eficazes e viaveis comercialmente.



65

Os estudos de imunossensores tem sido aplicado na maioria para diagndsticos
virais, porém sdo utilizados também para detec¢do precoce de Alzheimer, cancer, e no combate
a contaminacao biologica de alimentos, do solo e da 4gua conforme podemos perceber durante

os estudos deste trabalho, apresentados na Tabela 5.1.

A técnica de espectrografia por fluorescéncia também demostrou durante os estudos
realizados que proporcionou a criagdo da Tabela 3.2, ser uma técnica excelente para detecg¢ao
de microrganismos, porém o custo dos equipamentos e a necessidade de operacdo em
laboratérios impede seu uso em locais proximos ao paciente (POC) e além do ambiente

hospitalar

A versatilidade dos smartphones disponiveis no mercado transformando-os em um
espectrometro para a deteccao de marcadores fluorescentes presentes no DNA, nanoparticulas
e em bactérias e virus ¢ vista como uma solugdo vidvel, promissora ¢ de detec¢ao rapida, de
forma com que haja a ruptura e a dependéncia da utilizacdo de microscdpios de grande porte e

inviabilize o seu uso em locais proximos ao paciente.

A combinacdo de técnicas de espectrografia por fluorescéncia com a dos
imunossensores ¢ vista pela comunidade cientifica como algo possivel e viavel como demostra
os estudos recentes de [141] onde a deteccdo rapida do norovirus foi realizada com sucesso
utilizando os smartphone como unidade de processamento e visualizacdo dos resultados.
Porém, ainda ha a necessidade de testes clinicos utilizando o smartphones para validar a
flexibilidade e confiabilidade do aparelho levando assim a técnica de espectrografia mais

proxima ao paciente.

Em tempos de pandemia como a do COVID-19, o desenvolvimento e pesquisas
com o uso de imunossensores que fornecam testes com resultados rapidos e sejam aplicados a
toda populagdo, podem ainda facilitar o planejamento das agdes estratégicas de identificagcdo
do individuo contaminado e na adequagdo da carga no sistema de satide contribuindo para que

medidas primitivas restritivas, como a de isolamento social, sejam adotadas.
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Capitulo 6 — Conclusodes

Os testes com os imunossensores eletroquimicos baseado em ZnO NRs
demonstraram ser promissores para detectar bactérias S. aureus e possiveis de serem
implantados em larga escala para garantirem as diretrizes quanto ao monitoramento dos
procedimentos de assepsia das mdos. O imunossensor apresentou excelente resposta e boa
reprodutibilidade e especificidade, sendo uma alternativa vidvel para o controle e redugdo de
infecgdes hospitalares. Conseguiu detectar com sucesso o S. aureus na faixa de 10* - 108

UFC.mL™. O limite de deteccdo calculado ¢ 2,6 x 10° UFC.mL".

O imunossensor apresentou uma excelente resposta também na presenca de S.
aureus sem inativacdo, apto para deteccdo em ambientes reais. Alcangou com sucesso a
detec¢do de S. aureus em um tempo menor do que os modelos tradicionais de contagem de
cultura bacteriana, provando ser uma ferramenta poderosa para ser utilizada em centros

cirargicos, UTI e unidades bésicas de saude.

Avangos na area da nanotecnologia e da eletronica na busca de cada vez mais
dispositivos portateis que possa servir para uma detecgdo rapida de patdgenos em ambientes
domiciliares, facilitando o diagndstico de doengas, atraird nao s6 pesquisadores da area quimica
e bioldgica, mas também proporcionard um envolvimento com o setor industrial para o

oferecimento de um produto comercialmente confidvel e atraente para o mercado biomédico.

6.1 Sugestdes para trabalhos futuros

A érea de imunossensores eletroquimicos deve crescer ainda mais principalmente
na pesquisa de novos nanomateriais para que novas formas de imobiliza¢do de anticorpos nos
eletrodos sejam desenvolvidas para cada vez mais conseguir uma maior estabilidade e

condutividade das reacdes de 6xido-reducao.

Embora a base sensora em ceramica tenha apresentado resultados satisfatorios ha
um aumento significativo de dispositivos sensores analiticos baseados em papel celulose
fluidica com células eletroquimicas. Além de apresentar a caracteristica de porosidade, o papel

pode ser manipulado facilmente, ¢ dobravel, leve e de descarte simples e seguro.
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A pesquisa aqui apresentada permite ainda contribuir para estudos futuros em
relagdo a combinag@o de técnicas de imunoensaio de fluorescéncia, agregando um elemento
fluoroforo a ligagdo antigeno-anticorpo, para destacar o surgimento de aglutinagdes para que a
imagem resultante possa ser analisada computacionalmente ¢ promissora. A analise do brilho
minimo, formato e tamanho através de redes neurais, para que aprendam a diferenciar essas
caracteristicas para o desenvolvimento de métodos de deteccdes mais rapidos de
microrganismos, ¢ uma proposta de pesquisa futura, no sentido que o produto possa ser

comercializado em forma de kits, a serem disponibilizados para o mercado.
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