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INTRODUCAO

Os métodos geralmente utilizados para deteccdo de patdgeno requerem que o material
seja colocado em meio de cultura, onde apds aproximadamente 72 horas as bactérias
que se proliferaram podem ser expostas a varios testes como coagulase, sacarose,
bioquimica e bacterioscopico. No caso especifico da Salmonella, existem varias
técnicas de deteccdo; a técnica convencional, preconizada pela Food and Drug
Administration (FDA — USA) e reconhecida internacionalmente, envolve as etapas de
pré-enriquecimento, enriquecimento seletivo, isolamento em meios seletivos sélidos e
identificacdo por meio de testes bioquimicos e sorolégicos. Esta metodologia requer um
desprendimento grande de recursos e de tempo [1].

Recentemente, varios trabalhos publicados mostraram a possibilidade de fabricacéo de
biossensores a base de cristais liquidos [2-4]. Os biossensores sdo dispositivos que
permitem a deteccdo e a analise qualitativa e/ou quantitativa de biomoléculas com
caracteristicas singulares. O desenvolvimento de biossensores com alta sensibilidade,
cada vez menores, baratos e de facil operacéo € de grande interesse, pela potencialidade
de aplicacdo em diferentes areas como diagnostico clinico, monitoramento intensivo da
salde, industria de alimentos, controle do meio ambiente, controle de infec¢des
hospitalares e na defesa da populacdo civil. Os biossensores a base de cristal liquido
(CL) vém sendo investigados pela simplicidade de fabricagcdo do dispositivo como
também da rapidez na deteccao da biomolécula.

Cristal liquido é a denominagdo para um estado intermediario da matéria entre o sélido
cristalino, que confere propriedades anisotropicas, e o estado liquido que possui pela
fluidez [5]. Uma das fases mais simples dos cristais liquidos é a fase nemaética, que
apresenta uma ordem orientacional de longo alcance das moléculas. Quando um CL
nematico estd em contato com um substrato, as suas moléculas tendem a adotar um
alinhamento especifico que depende fortemente da superficie do substrato. Este
alinhamento na superficie se propaga para o volume por interagdes elésticas entre as
moléculas. Existem varios métodos de tratamento de superficie para induzir um
alinhamento num nematico, que pode ser paralelamente (planar), perpendicular
(homeotrdpico) ou obliquo a superficie [5].
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OBJETIVOS

O objetivo principal deste projeto é desenvolver um dispositivo a base de cristais
liquidos termotropico para a detec¢do rapida de bactéria. Focaremos a nossa aten¢do na
deteccdo da bactéria patogénica Salmonella sp em baixas concentracdes.

METODOLOGIA

Laminas de vidro, com &rea aproximada de 25mm x 15 mm e espessura de cerca de 1,1
mm, foram utilizadas como substrato para a montagem das celas de cristal liquido. As
laminas foram limpas segundo as seguintes etapas: lavagem com d&gua contendo
detergente neutro, a 60° C numa cuba a ultra-som; em seguida, enxaguadas sob fluxo
de 4gua destilada, antes de passar em “solucdo piranha” durante 20 s. Foi entdo feita
uma limpeza por diferentes solventes (acetona, alcool isopropilico, d&gua e cloroférmio),
numa cuba de ultra-som por 15 min. Finalmente a secagem das Iaminas foi feita por um
fluxo de ar quente.

Para produzir um alinhamento homeotropico das moléculas de CL (perpendicular a
superficie) sobre as laminas de vidro limpas, foi empregada a lecitina. Uma massa de
0,2 g de lecitina foi dissolvida em 10 ml de cloroférmio, sob agitacdo magnética,
resultando numa solucdo de 2%. As laminas foram entdo mergulhadas na solucdo de
lecitina, por 10 min; em seguida, foram entdo lavadas com &gua destilada, para remocao
do excesso da lecitina, e finalmente secas a uma temperatura de 100° C.

O cristal liquido utilizado em nosso trabalho foi o pentil-ciano-bifenil; um cristal
liquido termotrdpico conhecido como 5CB produzido pela Merck, que apresenta uma
fase nematica a temperatura ambiente.

Para a montagem das celas, duas laminas com lecitina foram mantidas pressionadas e
coladas utilizando-se uma resina fotopolimerizavel (da 3M), cuja secagem foi obtida
pela irradiacdo de luz ultravioleta durante 40 s.

A fim de analisar a influéncia do formato da bactéria sobre o defeito produzido no
cristal liquido, alguns testes foram feitos inicialmente utilizando E.coli e S.aureus; uma
alca da bactéria foi misturada em 10 pl de cristal liquido; foi feita ainda uma mistura de
bactéria a uma amostra de urina ndo contaminada.

Posteriormente, no caso do estudo da deteccdo da Salmonella spp e do seu
imunocomplexo, foram utilizadas misturas com maior diluicdo do material biolégico
(40 pl e 60 pl de cristal liquido), propiciando a detec¢do da bactéria e imunocomplexo
mesmo em quantidades extremamente reduzidas. Foi também analisado o caso da
Salmonella spp na presenca de um anticorpo ndo-especifico na matriz liquido cristalina.
As misturas foram inseridas na cela de CL, por efeito de capilaridade, a temperatura
ambiente, ou seja, na fase nematica.

Para analisar a perturbacdo introduzida pelo material bioldgico no meio liquido-
cristalino, as texturas das celas foram observadas num microscopio éptico de luz
polarizada (marca Leica, modelo DMLP), entre polarizadores cruzados. O uso de luz
polarizada possibilita uma visualizacdo simples e rapida da orientacdo das moléculas de
cristal liquido como também a presenca de defeitos produzidos localmente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As imagens capturadas no microscopio optico, com aumento de 200x, foram analisadas
utilizando o software Image Pro Plus. Nas celas montadas com essencialmente o CL, foi
verificada uma textura escura homogénea, indicando uma orientacdo homeotrépica
uniforme das moléculas do CL ao longo da direcdo imposta pelas moléculas de lecitina.



Nas celas contendo o CL com bacilos de E. coli, foram observados defeitos, causados
pela bactéria ou por pequenos agregados de bactérias, que apresentam um formato
alongado, relacionado ao formato de bacilo.

No caso das celas de CL com cocos de S. aureus, aglomerado de bactérias foram
observados, caracteristico deste tipo de bactéria que tem tendéncia ao agrupamento.

O nosso grande objeto de estudo foi a bactéria Salmonella, com a qual foi feita uma
série de experimentos incluindo a analise do imunocomplexo (Salmonella com o seu
anticorpo especifico), considerando também as situacdes da bactéria em meio salino
(sem cristal liquido) e a mesma com um anticorpo nao especifico. No caso da bactéria
inserida no cristal liquido, verificamos a presenca de defeitos de forma alongada
sugerindo uma relacdo direita com seu formato de bacilo. Nas celas sem o cristal
liquido, ou seja, com a Salmonella numa solucédo salina, ndo foi observado a presenca
de defeitos. Este resultado mostra que a observacdo da bactéria, nas condicdes
utilizadas, ocorre pela amplificacdo de uma deformacdo no meio liquido-cristalino. Nas
celas com o imunocomplexo, observamos a presenca de formacdo bem diferenciada e
caracteristica das encontradas anteriormente.

Fotomicrografia de cela de CL com imunocomplexo (Salmonella ssp+anticorpo)

Nas celas contendo a Salmonella e o anticorpo ndo-especifico num meio de CL, foi
observada essencialmente a presenca de formacao tipica de bacilo e formacédo de alguns
aglomerados, porém ndo constava nenhum tipo de defeitos caracteristicos da formacéo
de imunocomplexo.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos indicam que € possivel detectar a presenca de bactéria, pela
geracdo de defeitos numa matriz liquido-cristalina, através num microscopio oOptico,
entre polarizadores cruzados e com baixo aumento (200x).

Foi analisada a deformacdo causada pela bactéria Salmonella com seu anticorpo, ou
seja, do imunocomplexo. A andlise das imagens obtidas mostra que a formacéo do
imunocomplexo provoca defeitos caracteristicos, indicando uma boa seletividade do
método de deteccdo investigado. Vale destacar que além da rapidez da deteccdo, os
resultados obtidos utilizando baixas concentraces de bactéria indicam uma certa
sensibilidade deste metodo.
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