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Salmonellosis is the disease caused by bacteria of the genus Salmonella spp., being considered 

as the main cause of food infections in humans and results annually in about 155,000 deaths 

worldwide. The phage display methodology consists of a combinatorial library of peptides 

expressed on the surface of a bacteriophage. The use of bacteriophages selected against 

different targets has numerous applications, aiming to select Salmonella enteritidis (SE) ligands 

for future use in diagnosis, prevention or therapy. The evaluation of the best SE ligand clones 

was performed through a phage- Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA), with a total 

of 24 clones tested. Only six phages showed high affinity for SE: H1, B4, H1-2, A1-2, E6 and 

G1. On the other hand, low interaction was observed with the microbiota of SPF (Specific 

Pathogen Free) birds of the selected clones. Therefore, in the future, these clones may be 

potential alternatives for the diagnosis and control of SE. 

RESUMO 

 
 

Salmonelose é a doença causada por bactérias do gênero Salmonella spp., sendo considerada 

como a principal causa de infecções alimentares em humanos e resulta anualmente em cerca de 

155 mil mortes em todo o mundo. A metodologia phage display consiste em uma biblioteca 

combinatória de peptídeos expressos na superfície de um bacteriófago. O uso de bacteriófagos 

selecionados contra diferentes alvos tem inúmeras aplicações, sendo aqui objetivada a seleção 

de ligantes de Salmonella Enteritidis (SE), para futuro uso em diagnóstico, prevenção ou 

terapia. A avaliação dos melhores clones ligantes de SE foi realizada por meio de um phage- 

Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA), sendo um total de 24 clones testados. Apenas 

seis fagos demonstraram alta afinidade pela SE, sendo eles: H1, B4, H1-2, A1-2, E6 e G1. Em 

contrapartida foi visualizada baixa interação com a microbiota de aves SPF (Specific Pathogen 

Free) dos clones selecionados. Portanto, futuramente, esses clones podem ser potenciais 

alternativas para diagnóstico e controle de SE. 

Palavras-chave: fagos, phage display, peptídeos. 

 
 

ABSTRACT 
 

 

 

Keywords: phages, phage display, peptides. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
 

As bactérias gram-negativas e anaeróbicas facultativas do gênero Salmonella spp. são 

causadoras da salmonelose, principal tipo de infecção alimentar em todo o mundo. As mais 

relevantes fontes contaminadas por essa bactéria são alimentos de origem animal, incluindo 

carnes de frango e vermelha, ovos, leite e frutos do mar (FOLEY et al., 2008). Apesar de mais 

de 2.500 sorotipos de Salmonella serem descritos, Salmonella enterica sorovar Enteritidis (S. 

Enteritidis) (SE) é o mais frequente sorotipo causador de salmonelose em seres humanos de 

vários países (LEE et al., 2015). 

A capacidade de aderência a superfícies da Salmonella, aumenta o risco de 

contaminação e disseminação desse patógeno para alimentos. As superfícies que possuem 

resíduos orgânicos ou são refrigeradas podem criar condições para o desenvolvimento e 

persistência de comunidades denominadas de biofilmes, as quais possuem bactérias patogênicas 

e agem como fonte de contaminação cruzada (SREY et al., 2013; BRIDIER et al., 2014). A 

utilização de estratégias como uso de sanitizantes em equipamentos industriais é eficaz, mas 

tem como possível consequência a seleção de fenótipos resistentes. 

Vários mecanismos de resistência à antibióticos incluindo bombas de efluxo, alteração 

de antibióticos e degradação de antimicrobianos por enzimas têm sido descritos para 

Salmonella (CAMPIONI et al., 2014; REIS et al., 2018; HOLGUÍN et al., 2019). Uma das 

estratégias para o controle de Salmonella seria o uso da tecnologia do phage display, ainda 

pouco explorada para esse micro-organismo. Essa tecnologia tem sido utilizada na 

identificação, caracterização e produção de peptídeos destinados a diferentes aplicações 

(PORTEFAIX et al., 2002). 

A metodologia phage display consiste numa biblioteca combinatória de peptídeos 

expressos na superfície de bacteriófago M13. Nessa biblioteca há todas possíveis variações 

existentes em peptídeos ou proteínas de interesse. Essa metodologia tem provado ser muito 

eficiente na obtenção de bibliotecas contendo até bilhões de produtos diferentes (RUSSEL, 

1991). 

Portanto, este trabalho objetiva validar clones de fagos altamente ligantes a SE, selecionados 

pela metodologia de phage display, por meio do phage- Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay 

(ELISA). 
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2 OBJETIVOS 

 
 

2.1- Objetivos gerais 

 
 

Validar clones de fagos altamente ligantes a SE, por meio do phage- ELISA. 

 
2.2- Objetivos específicos 

 

 

 
Avaliar a eficiência da seleção de peptídeos por testes de ELISA. 

 
 

Obter fagos e peptídeos que poderão ser usados como controle de SE em futuros trabalhos. 

Avaliar a interação de fagos que expressam peptídeos ligantes a SE, com  a microbiota de 

aves SPF por testes de ELISA. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 
 

3.1 Salmonella spp. 

 
 

As bactérias que pertencem ao gênero Salmonella, fazem parte da família 

Enterobacteriaceae, com uma abrangência de mais de 2800 sorotipos diferentes, que possuem 

predominância variada dependendo da localização geográfica, época e abundância da espécie 

(DOMINGOS et al., 2014). São gram-negativas, em forma de bastonetes medindo (0,7 – 1,5 x 

2,0 - 5μm), anaeróbicas facultativas, não fermentadoras de lactose e com flagelos peritríquios, 

com exceção dos sorovares: Salmonella Pullorum e Gallinarum que não possuem motilidade 

ou pouca. (AZEVEDO, 2009). 

A Salmonella é conhecida mundialmente como agente causador de toxinfecções em 

humanos, com mais de 80 milhões de casos anuais da doença (MAJOWICZ et al., 2010). 

Estima-se que nos Estados Unidos, os custos decorrentes de salmoneloses variam de 1,3 a 4,0 

bilhões de dólares por ano, em decorrência do tratamento, e impacto no setor de trabalho 

(TAITT et a., 2004). A S. Enteritidis, tem sido considerada o sorovar mais usual em casos de 

infecções em humanos (CARDOSO; TESSARI, 2013). 

O gênero Salmonella é dividido em 2 grandes espécies: Salmonella entérica e Salmonella 

bongori. Sendo a primeira, subdividida em 6 subespécies: arizonae, diarizonae, houtenae, 

indica, salamae e entérica, sendo que os sorovares que pertencem à S. enterica subs. enterica, 

possuem maior prevalência e importância para a saúde pública (SANTOS et al., 2009). A 

classificação dessa subespécie é feita com base na composição antigênica dos flagelos (antígeno 

H), da parede celular (antígeno O), e dos antígenos capsulares (antígenos Vi) (AZEVEDO, 

2009). 

Os sorovares mais encontrados em aves no Brasil são: S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. 

Derby, S. Heidelberg, S. Senftenberg, S. Agona e S. Mbandaka. A S. Enteritidis e S. 

Typhimurium (BACK, 2010; CARDOSO; TESSARI, 2013). Dentre as Salmonellas paratíficas, 

a S. Enteritidis é uma das mais patogênicas para o homem, que pode se infectar principalmente 

com o consumo de carne e ovos contaminados (CARDOSO; TESSARI, 2013). 
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Alguns sorovares são adaptados a hospedeiros específicos, como a S. Typhi ao ser 

humano, S. Choleraesuis aos suínos, S. Abortus-equi aos equinos, S. Dublin aos bovinos, S. 

Abortus-ovis (ovinos) e S. Gallinarum às aves (POPOFF et al., 2004). Por outro lado, os que 

não possuem nenhum tipo de especificidade, podem afetar diferentes hospedeiros e levarem a 

um quadro sintomático ou assintomático. Nesse grupo possuem maior ocorrência os sorovares: 

Enteretidis, Typhimurium, Anatum, Derby e Panama (ZERO; RODRIGUES, 2017). 

Segundo Forsythe (2013), existem alguns fatores de virulência que são comuns a 

pertencentes deste gênero, como a presença de fímbrias e atuação do lipopolissacarídeo que 

auxilia na fixação de superfícies, como a mucosa intestinal, e colonização. O sistema de 

secreção tipo III atua na transferência de um vasto número de sinalizadores para a célula 

hospedeira que resultam em eventos celulares que colaboram para a infecção da bactéria. 

 

 
3.2 Salmonella na avicultura 

 
 

Devido ao grande crescimento do setor avícola nos últimos anos, o sistema de criação 

adquiriu uma estrutura voltada para populações maiores, com galpões de alta densidade de aves, 

o que reflete do ponto de vista sanitário, uma predisposição maior para disseminação de 

patógenos. Portanto, quanto maior a escala de produção, é necessário o desenvolvimento e uso 

de técnicas para controle de desafios sanitários (SANTOS et al., 2009). 

As doenças bacterianas e virais, de forma geral, representam um dos maiores problemas 

na produção de aves (ALBINO et al., 2017). Na avicultura, o termo salmonelose aviária é usado 

para nomear um conjunto de enfermidades relacionados a qualquer membro do gênero 

Salmonella (CARDOSO; TESSARI, 2015). Em aves comerciais, essa bactéria traz grandes 

impactos econômicos com alta taxa de mortalidade e disseminação. Do ponto de vista da saúde 

pública, também é responsável por toxinfecções em humanos pela contaminação de produtos 

de origem avícola (BERCHIERI, et al., 2009). 

As aves podem desenvolver a forma clínica da doença, ou apresentarem uma 

manifestação subclínica, que consiste na disseminação do agente infeccioso mesmo em aves 

que parecem sadias (BACK, 2004). Essa caraterística do curso da doença, reforça a importância 

do ponto de vista da saúde pública, pois abrange além dos animais, o ser humano (FERREIRA 

et al., 2013). 
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As principais espécies de Salmonellas aviárias são: Salmonella Gallinarum (Tifo aviário), 

Salmonella Pullorum (Pulorose), Salmonella Typhimurium e SE (Paratifo Aviário). Essas 

bactérias podem desencadear doença de curso crônico ou agudo, e também podem oferecer 

restrições comerciais para aves positivas (SANTOS et al., 2008). 

O Tifo aviário, causado pela Salmonella Gallinarum, é uma doença que causa em aves 

adultas, sinais clínicos como inapetência, apatia, diarreia amarelo-esverdeada, anemia grave, 

dispneia, queda na postura e pode levar a morte dos animais (ANDREATTI, 2006). É uma 

enfermidade que é comum em aves de postura comercial, mas também pode atingir matrizes 

de corte. A transmissão ocorre tanto de maneira vertical, como horizontal, medidas higiênicas 

sanitárias são importantes para o controle dessa doença. A doença é agressiva em aves, com 

morbidade e mortalidade altas, com um curso de cinco a sete dias (ZANINELLI et al., 2019). 

A Pulorose, cujo agente é a Salmonella Pullorrum, acomete aves por volta da terceira 

semana de vida e apresenta alta mortalidade. As galinhas são os principais hospedeiros, mas 

pode ocorrer a doença em perus, papagaios, codornas e pardais (CARDOSO; TESSARI, 2015). 

Matrizes pesadas possuem menos resistência a doença do que as matrizes leves. As aves que 

sobrevivem podem passar para um estado de portadoras, no qual é possível a bactéria persistir 

por longos períodos. Nesse estado, o agente coloniza o sistema reprodutor do animal que resulta 

na transmissão vertical da doença (ZANINELLI et al., 2019). Os sintomas mais comuns são 

em aves jovens, em adultas não são facilmente visualizados. Dentre eles, a depressão, fraqueza, 

sonolência, asa caída, retardo no crescimento, asa caída, dificuldade respiratória, fezes de 

coloração branca e posteriormente a morte (ALBINO et al., 2017; ANDREATTI, 2006). 

O Paratifo aviário pode ser causado por diferentes sorotipos de Salmonella, é um termo 

usado para salmoneloses ocasionadas por sorovares não específicos de aves, sendo de interesse 

para saúde aviária e pública. A Salmonella Typhimurium e SE são os agentes mais isolados 

nessa enfermidade (CARDOSO; TESSARI, 2015). É uma doença que acomete aves jovens 

primariamente, mas pode causar sintomas em aves adultas, caso estejam em situações 

estressantes. A transmissão ocorre de forma horizontal e vertical e leva a apatia, amontoamento, 

diarreia, penas arrepiadas e asas caídas, em animais jovens. Em animais adultos ocorre 

claudicação, cegueira, queda na postura e inapetência. E aves, a mortalidade não é alta, porém 

em humanos pode levar a quadros severos de gastroenterites (ALBINO et al., 2017). 

O diagnóstico de forma geral, é feito por isolamento em meios de cultura, sendo os 

principais o meio verde brilhante e MacConkey (ANDREATTI, 2006; SANTOS; MOREIRA; 
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DIAS, 2008). Provas bioquímicas e sorológicas também podem ajudar na identificação, como 

testes de aglutinação, microaglutinação e ensaios imunoenzimáticos são capazes de identificar 

anticorpos por vários meses após a infecção. Exames moleculares podem servir como uma 

complementação ao diagnóstico laboratorial e importante ferramenta no controle na cadeia de 

produção alimentícia (CARDOSO; TESSARI, 2015). 

O controle de salmoneloses em aves comerciais, pode ser feito com o uso de 

antimicrobianos, quando apresentam mortalidades expressivas. Porém, o animal possui alta 

chance de ainda ser portador da doença, e colaborar para formação de resistência antimicrobiana 

(PANDINI, 2015). Com isso, as medidas para controle e prevenção baseiam em biosseguridade. 

O uso de vacinas para controle, pode causar confusão na interpretação de resultados, pela 

dificuldade de distinguir sorologia vacinal e da enfermidade (OIE, 2012; WIBISONO et al., 

2020). 

 

 
3.3 Salmonella Enteritidis 

 
 

A Salmoenella Enteritidis é frequentemente isolada em casos de salmonelose no mundo 

todo. São aproximadamente 3.7 milhões de casos da doença no Reino Unido, que gera por caso 

doença em humanos, cerca de  4.6  a 40 milhões de dólares dependendo da gravidade 

apresentada. A gastroenterite em humanos, geralmente é leve, com febre, dor abdominal e 

diarreia, que perdura por 4 a 7 dias sem a necessidade de hospitalizações. Porém, em pessoas 

no grupo de risco, como criança, idosos e imunocomprometidos, podem precisar de 

hospitalização e uso de antibióticos (WHO, 2018; BRYAN; DOYLE, 1995). 

A interação da Salmonella com o hospedeiro depende de inúmeros fatores, tanto 

inerentes ao próprio ser infectado, como o ambiente e a bactéria. Pode haver divergências na 

colonização intestinal em distintas linhagens de galinhas. Em aves jovens os sintomas mais 

comuns incluem diarreia, desidratação, inapetência e alta mortalidade. Em poedeiras adultas, 

podem produzir ovos contaminados com Salmonella sem a manifestação clínica da doença. Não 

existem manifestações clínicas especificas para S. Enteritidis (OMWANDHO; KUBOTA, 

2010). 

A bactéria pode infectar o ovo de diferentes maneiras. Uma delas é através da casca do 

ovo devido a contaminação externa, como por fezes ou do sistema reprodutor. Outra forma é 



15 
 

no oviduto da ave que esteja infectada com a Salmonella, mesmo com vários mecanismos 

antibacterianos, é capaz de sobreviver no albúmen e migrar e penetrar na membrana vitelina até 

atingir a gema.  (GANTOIS et al., 2009). 

As vacinas disponíveis para Salmonellas na produção avícola, impedem a aderência das 

bactérias na mucosa intestinal, colonização em outros órgãos e excreção para o meio ambiente. 

É importante a adoção de medidas que somem tanto a prevenção e biossegurança com o plano 

vacinal, para que tenha uma eficiência maior no controle do agente (BARBOSA, 2014). 

O Programa Nacional de Sanidade Avícola (PNSA), criado em 1994 pelo Ministério da 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), possui como objetivo o controle e erradicação 

das mais relevantes doenças aviárias e de seres humanos. Esse programa é fundamental para 

diminuir a presença de diversos micro-organismos na carne de frango e na produção, visando 

o fornecimento de matéria prima de boa qualidade nos mercados nacionais e internacionais. A 

Instrução Normativa N. 78, associada a esse programa, é a responsável pela aprovação das 

Normas Técnicas para Controle e Certificação de Núcleos e Estabelecimentos Avícolas como 

livres de Salmonella Gallinarum, Salmonella Pullorum e livres ou controlados para SE e para 

Salmonella Typhimurium (BRASIL, 2003). 

 

 
3.4 Phage display 

 
 

É uma técnica usada para seleção e identificação de peptídeos, proteínas e anticorpos com 

elevada afinidade e especificidade a um alvo, essa técnica foi introduzida primeiramente em 

1985 por Geroge Smith (SMITH, 1985). A técnica propiciou descobertas em várias áreas do 

conhecimento, pela capacidade de estudo de interações moleculares de uma única molécula ou 

célula, sem conhecimento prévio sobre a natureza da mesma (HUANG et al., 2012; ALMEIDA 

et al., 2015). 

Com bacteriófagos geneticamente modificados, é possível, por meio de algumas 

ferramentas, a expressão de sequências de peptídeos na sua superfície, o que permite aplicar 

em células, tecidos ou órgãos em busca de pares receptores-ligantes (BENHAR, 2001; ARAP, 

2005). Os ligantes são os peptídeos que possuem maior afinidade para se ligarem a receptores 

presentes no alvo em estudo. A informação codificadora da sequência do peptídeo fica contida 

no genoma do bacteriófago, uma única partícula viral ligada a superfície de uma célula ou tecido 
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é capaz de ser recuperada por infecção bacteriana, e o peptídeo ligante identificado (PANDE et 

al., 2010). 

A técnica consiste na inserção de genes que codificam milhões de proteínas em genomas 

de bacteriófagos, gerando uma biblioteca de fagos. Esse processo induz aos fagos a expressarem 

peptídeos em sua superfície viral, fusionados a uma proteína do capsídeo viral (ARAP, 2005). 

Quanto maior a variedade de peptídeos da biblioteca, maiores são as chances de expor fagos a 

uma proteína que possam ter a afinidade de ligação. Esse processo de apresentação de antígenos 

presentes na biblioteca, é denominado biopanning (VODNIK et al., 2011). 

Métodos mais detalhados sobre o uso do Phage display podem ser encontrados em livros 

como Barbas et al., (2001). Os materiais necessários são de baixo custo e usualmente 

encontrados em laboratórios. A construção de uma biblioteca de fagos com uma variedade de 

peptídeos, pode ser mais complexo e exige a colaboração de laboratórios mais experientes 

(ARAP, 2005). 

A biblioteca é apresentada a molécula-alvo de interesse, que geralmente se encontram 

imobilizadas, podendo ser em placas de imunoensaio. As interações fracas entre os fagos e a 

molécula-alvo, são rompidas facilmente com lavagens sucessivas, enquanto aqueles fagos que 

apresentam afinidade de intensidade maior, são recuperados por eluição (PANDE et al., 2010). 

A eluição é feita com tampões ácidos ou de elevada força iônica, com o objetivo de romper 

ligações peptídicas (VODNIK et al., 2011). 

A próxima etapa consiste da amplificação desses fagos ligantes. Essa amplificação é feita 

em cultivo bacteriano, geralmente em Escherichia coli. O processo é monitorado por meio de 

titulações de fagos no início do ciclo e no final do mesmo. O ciclo é composto pela repetição 

do processo de exposição, ligação, eluição e amplificação. Cerca de três a cinco ciclos são 

suficientes para selecionar fagos com elevada força de ligação e especificidade. Os peptídeos 

de clones isolados, podem ser sequenciados e analisados em testes posteriores, de maneira 

isolada para estudo de sua capacidade de interação, que podem ser direcionados para diversos 

estudos (VODINIK et al., 2011). 

Os bacteriófagos são vírus pertencentes à família Inoviridae, gênero Inovirus (ICTV, 

2014). Os fagos utilizados no phage display, infectam enterobactérias como a Escherichia 

coli, não possuem ação lítica e são filamentosos (ARAP, 2005). A utilização de fagos 

filamentosos como vetores de clonagem, possui algumas vantagens como uma melhor 

estabilidade em amplas faixas de pH, temperatura e ainda podem estar presentes em células em 
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concentrações elevadas sem causar lise nas mesmas (HEMMINGA et al., 2010; PANDE et al., 

2010). 

O fago que é mais utilizado na técnica é o M13. É constituído de estrutura em forma de 

haste flexível com um genoma circular de DNA-fita simples de cerca de 6400 bases, envolta 

em um capsídeo composto pelas proteínas pIII, pVI, pVII, pVIII e pIX. As cinco proteínas 

podem ser usadas para apresentação de moléculas, sendo a  pVIII e pIII são as mais 

usualmente empregadas para esta finalidade (ARAP, 2005; RUSSEL 1991). 

O fago M13 possui uma multiplicação rápida, com consequente propagação, que dispensa 

o uso de seleção por antibiótico ou uso de fago auxiliar helper. Além disso, possui o gene lacZ, 

facilita a diferenciação de bactérias infectadas, por exibirem uma colônia azul. O gene lacZ faz 

com que as bactérias infectadas expressem a enzima β-galactosidase que ocasiona a hidrólise 

do substrato X-Gal presente no meio de cultivo. O fago M13 permite, sem muitas dificuldades, 

a construção e propagação de bibliotecas do phage dispaly (NEB, 2011). 

É possível a expressão de peptídeos fusionados à qualquer proteína do fago M13, 

preferencialmente nas pIII e pVIII, sendo que, os peptídeos devem ser limitados no máximo a 

30 aminoácidos. A pIII apresenta massa molecular a de 42 KDa aproximadamente, e três 

domínios separados por resíduos de glicina. Esta proteína é sintetizada sob a forma de um 

precursor contendo peptídeo sinalizador que é clivado durante a passagem através da 

membrana. Sua porção N-terminal participa na infectividade viral e sua porção C-terminal atua 

na morfogênese das partículas virais (CRISSMAN; SMITH, 1984). A proteína pIII, fusionada 

a bibliotecas de peptídeos recombinantes é mais indicada para descoberta de ligantes com alta 

afinidade, quando comparadas com as bibliotecas de peptídeos recombinantes fusionados na 

pVIII (BRÍGIDO; MARANHÃO, 2002). 

As mais frequentemente usadas são as bibliotecas de peptídeos randômicos. Os peptídeos 

podem ser expressos de duas formas: linear ou conformacional, e são capazes de mimetizar 

estruturas conformacionais e epítopos contínuos ou descontínuos. No entanto, já se sabe que as 

imunoglobulinas possuem interação mais preferivelmente com epitopos não lineares, dessa 

forma a introdução de cisteínas nas extremidades da sequência randômica impõe ao peptídeo 

uma conformação circular pela formação de uma ponte dissulfeto (SMITH; PETRENKO, 

1997). 

As bibliotecas de peptídeos comerciais são constituídas de monômeros (-mer) compostos 

por sete ou doze resíduos de aminoácidos, que possuem de dois bilhões de clones 
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independentes. Além das bibliotecas de peptídeos, existem atualmente vários tipos de 

bibliotecas utilizadas com diferentes finalidades (ALMEIDA et al., 2015). 
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4 - MATERIAL E MÉTODOS 

 
 

4.1 Seleção de peptídeos – Biopanning 

 
 

A técnica de biopanning foi utilizada para a seleção de peptídeos expressos por fagos 

M13 que se liguem à antígenos de SE, em trabalhos anteriores, no Laboratório de 

Biotecnologia da Universidade Federal de Uberlândia. Ao final do processo 24 fagos foram 

selecionados usando a SE como alvo, sendo nove fagos a partir da bactéria íntegra e quinze da 

lisada. Os clones também passaram anteriormente por um processo de titulação, extração de 

DNA e sequenciamento de peptídeos expressos na superfície. A tabela 1 mostra os clones 

utilizados nesse trabalho. 

 

 
4.2 Amplificação de fagos 

 
 

Os vinte e quatro fagos selecionados anteriormente, foram amplificados em meio Luria 

Bertani (LB- Triptona 10g/L, extrato de levedura 5g/L, NaCl 10g/L), contendo tetraciclina, com 

uma colônia isolada de Escherichia coli da linhagem ER2738. O meio foi incubado sob agitação 

a 37°C até a fase early-log (densidade óptica- DO 600 ~ 0,3). Ao atingir esta fase, a cultura 

bacteriana foi inoculada com o eluato dos fagos selecionados e incubado a 37°C overnight, 

agitação de 220 rpm. Em seguida, a cultura foi centrifugada a 4°C a 10.000 rpm por 10 

minutos e o sobrenadante foi transferido para um tubo esterilizado contendo uma solução de 

PEG/NaCl (20% de Polietilenoglicol 8000 e 2,5 M de NaCl – solução estéril), na quantidade 

de 1/6 do volume do sobrenadante. A solução foi incubada por 12- 16 horas para a 

precipitação do fago e posteriormente, centrifugada a 10.000 rpm por 15 minutos para 

descartar o sobrenadante. O precipitado foi, então, suspendido em PBS (Phosphate-bufferid 

saline) e precipitado novamente com PEG/NaCl, por 1 hora no gelo. Após nova centrifugação, 

o precipitado foi ressuspendido em 250 ul de PBS, a fim de se obter o fago amplificado e 

purificado, que foi posteriormente titulado e armazenado a 4°C. 

 
4.3 Preparação da Salmonella para sensibilização das placas 

 
 

A cepa de SE ATCC 13076, estava armazenada em ágar nutriente (AN), e foi reativada 

em meio Brain Heart Infusion (BHI) onde permaneceu incubada a 37ºC por 24 horas. Após 

esse período a cepa foi semeada em ágar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD) (OXOID®), sendo 
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incubada por mais 24 horas a 37º C. A colônia típica foi diluída em tampão carbonato 

bicarbonato (pH 8,6) e ajustada para OD 0,5 em 600nm. Após isso 50ul foram usados para 

sensibilização de cada poço da placa de ELISA. 

 
4.4 Preparação da microbiota para sensibilização de placas 

 
 

Foram usadas 100 gramas de fezes de aves SPF (Specific Pathogen Free), que passaram 

por um processo de diluição em água destilada na proporção de 1:5 e posteriormente filtradas 

em papel filtro de até 12 micrometro. Após a filtração foi distribuído 40 ml em tubos de 50 ml, 

para centrifugação de 7000 rpm por 10 minutos. Após a centrifugação foi descartado o 

sobrenadante, e o pellet foi ressuspendido em tampão carbonato bicarbonato (pH 8,6) e ajustado 

para OD 0,5 em 600nm. Após isso 50ul foram usados para sensibilização de cada poço da placa 

de ELISA. 

 
4.5 Validação por Phage-ELISA  para seleção de clones com maior afinidade 

 
 

Os vinte e quatro clones selecionados foram amplificados conforme descrito no item 4.2, 

e em seguida, submetidos ao ensaio de ELISA com o intuito de realizar um rastreamento quanto 

a sua reatividade contra antígenos de SE e microbiota de aves SPF. Para validação dos fagos, 

placas de microtitulação foram sensibilizadas com 50ul de SE na DO 0.5 (Densidade ótica no 

comprimento de 600nm), aproximadamente 108 UFC. As placas também foram sensibilizadas 

com microbiota das aves SPF, igualmente ajustadas na mesma concentração da SE em tampão 

carbonato bicarbonato (pH 8,6) e posteriormente foram incubadas as placas por 18h a 4°C. 

Após lavagem e bloqueio da placa com PBS-BSA 5%, foram adicionados 1x1010 unidades 

formadoras de placa (PFU) /poço de cada clone, utilizando como controle o fago selvagem, 

diluídos em tampão PBS Tween 0.1%. Após 1 hora de incubação a 37ºC, a placa foi lavada três 

vezes com PBS-T e, posteriormente, foi adicionado anticorpo anti-M13 pIII (que se liga à 

proteína pIII expressa pelo fago M13) conjugado com peroxidase, diluído 1:1000 em tampão 

PBS-T. A placa foi lavada novamente após 1 hora de incubação com PBS- T a 0,01% e a 

ligação antígeno/anticorpo foi detectada utilizando-se o substrato cromogênico OPD (O- 

Phenylenediamine dihydrochloroide – Sigma), em solução contendo H2O2, interrompida em 

seguida pela adição de 25μL de H2SO4 2 N. A leitura da absorbância foi feita em leitor de 

placas (Tp Reader, Thermoplate) a 492 nm. 
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Tabela 1. Identificação dos fagos selecionados, sequência de aminoácidos dos peptídeos, 

apresentação do antígeno de Salmonella e capacidade de distinção entre SE e microbiota 

intestinal de frangos. 

 
Identificação do clone 

Sequência de 

Aminoácido 

Antígeno usado para 

seleção 

Distinção entre SE e 

Microbiota 

G1 xxxxxxx Salmonella lisada Sim 

H1           xxxxxxx Salmonella lisada Sim 

D2 xxxxxxx Salmonella lisada Sim 

F2 xxxxxxx Salmonella lisada Sim 

G2 xxxxxxx Salmonella lisada Sim 

H2 xxxxxxx Salmonella lisada Sim 

H3 xxxxxxx Salmonella lisada Sim 

A4 xxxxxxx Salmonella lisada Sim 

B4 xxxxxxx Salmonella lisada Sim 

D4 xxxxxxx Salmonella lisada Sim 

E4 xxxxxxx Salmonella lisada Sim 

G4 xxxxxxx Salmonella lisada Sim 

C6 xxxxxxx Salmonella lisada Sim 

E6 xxxxxxx Salmonella lisada Sim 

H6 xxxxxxx Salmonella lisada Sim 

A1-2 xxxxxxx Salmonella íntegra Sim 

C1-2a xxxxxxx Salmonella íntegra Sim 

G1-2a xxxxxxx Salmonella íntegra Sim 

H1-2 xxxxxxx Salmonella íntegra Sim 

A2-2 xxxxxxx Salmonella íntegra Não 

E2-2 xxxxxxx Salmonella íntegra Sim 

F2-2 xxxxxxx Salmonella íntegra Sim 

D3-2 xxxxxxx Salmonella íntegra Sim 

H3-2 xxxxxxx Salmonella íntegra Sim 

aClones com a mesma sequência de aminoácidos. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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5 BIOSSEGURANÇA 

 
 

Todos os procedimentos que foram realizados neste estudo, bem como a utilização de 

equipamentos, seguiram as normas de biossegurança descritas por Mineo et al. (2005). Os 

ensaios foram conduzidos no Laboratório de Nanobiotecnologia (Instituto de Biotecnologia), o 

qual dispõe de todos os equipamentos para execução do projeto e é referência para seleção e 

amplificação dos bacteriófagos por phage display. Este laboratório é certificado como 

biossegurança nível 2 do CTNBio (CQB 163/02 - Processo 012000.008091/2002-60). 

 

 

6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 
 

Para análise estatística foi utilizado o programa GraphPad Prism versão 9.0 (GraphPad 

Prism Software Inc., EUA). Os testes phage-ELISA tiveram como controle os fagos selvagens 

utilizados na reação. Para cada clone as avaliações foram realizadas em triplicata. Após 

avaliação da normalidade foi realizada o teste da ANOVA seguido pelo teste de Tukey 

(p<0,05). 
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7 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
 

Um total de vinte e quatro clones foram testados. Todos os clones foram avaliados por 

phage-ELISA a capacidade de ligação de fagos com a SE somente em sua forma íntegra. A 

microbiota de aves SPF, foi usada para analisar possíveis interações cruzadas de fagos, sendo 

não desejável a interação com a mesma. 

Um total de seis fagos demonstraram alta afinidade pela SE, demonstrado na figura 1. 

Sendo eles: H1, B4, H1-2, A1-2, E6 e G1. Os clones H1, G1 e B4 tiveram as absorbâncias mais 

elevadas (p<0,05) quando comparados aos outros clones. Apesar disso, não apresentam 

nenhuma diferença quanto a ligação de SE, entre si. Em todos os clones testados, a ligação da 

microbiota apresentou reduzida quando comparada a  SE e idêntica ao fago selvagem. Todos 

os clones, com exceção do A2-2 apresentaram diferença estatística no ELISA entre a 

microbiota e SE, disponível na figura 2. 

Para um o desenvolvimento de um diagnóstico preciso de SE, é necessária uma 

comparação entre diferentes sorovares de Salmonella, e outras bactérias de diferentes grupos. 

Isso só é possível se os clones selecionados se ligam apenas a SE. Estudos com seleção de 

peptídeos realizados por Morton et al. (2013) e Agrawal et al. (2016), demonstraram que a 

determinação de uma concentração mínima de detecção da bactéria de interesse, acrescenta 

maior confiabilidade para o desenvolvimento de ferramentas de diagnóstico. 

Os melhores clones selecionados demonstraram alta afinidade pela SE, quando a mesma 

foi sensibilizada na placa de ELISA. Apesar da diversidade de bactérias que são presentes na 

microbiota intestinal das aves, os fagos demonstraram baixa afinidade de ligação quando 

expostos a esses antígenos. Com isso, foi possível identificar clones altamente específicos para 

SE. 

Os métodos de detecção e isolamento atuais de Salmonella spp., consistem em 

crescimento microbiológico seguido por provas bioquímicas, que além de demandar tempo, 

possui certa dificuldade (DWIVEDI et al., 2011). Algumas técnicas como ELISA (KUMAR et 

al., 2008), imunodifusão em ágar (D'AOUST; SEWELL, 1988; FLOWERS; KLATT, 1989), 

ensaios imunocromatográficos (TORLAK et al., 2012; SINGH et al., 2015) e microarray de 

anticorpos (KAROONUTHAISIRI et al., 2009; CHARLERMROJ et al., 2011), são comumente 

usados para detecção de patógenos de origem alimentar, que engloba a Salmonella. Porém, 
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essas técnicas exigem anticorpos monoclonais, que apresentam excelente especificidade, mas 

são sensíveis a variações ambientais, e de imunoglobulinas policlonais, que são observadas 

frequentemente reatividade cruzada a antígenos. Ademais, são métodos trabalhosos, e exige 

uma imunização prévia dos animais (MORTON et al., 2013; PADMANABAN et al., 2014). 

O phage display possibilita a seleção de peptídeos alta afinidade e especificidade ao 

antígeno de interesse, também é possível aplicações em diferentes áreas de pesquisa, sendo de 

suma importância para inovação em diagnóstico e no tratamento de diversas doenças (HENRY 

et al., 2015). Essas características demostram vantagem em relação ao uso de anticorpos. 

Trabalhos anteriores demonstraram que a metodologia do phage display pode ser usada 

para detecção de toxinas (WANG et al., 2013; SOYKUT al., 2008), esporos de Bacillus 

anthracis (BRIGATI et al., 2004), Mycoplasma (DE et al., 2005), Listeria monocytogenes 

(MORTON et al., 2013) e Pseudomonas aeruginosa (CARNAZZA et al., 2008) e Salmonella 

Typhimurium (AGRAWAL et al., 2016). Os fagos selecionados para Salmonella em técnicas 

alternativas ao phage display, geralmente são usados para controle da bactéria na indústria 

avícola, já que as aves podem ser portadoras assintomáticas e serem responsáveis pela 

permanência ambiental do agente (MARTINS; MARTINS., 2014). No entanto, com a técnica 

de seleção usada nesse trabalho, é possível a criação de um teste de diagnóstico rápido e preciso 

para identificação de SE, já que a resistência a antibióticos é frequentemente detectada nessa 

classe de bactéria (PANDINI et al., 2014). 
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Figura 1: Absorbância dos melhores clones e M13 selvagem selecionados após o ELISA com SE e microbiota. Os 

fagos G1, H1 e B4 apresentaram-se com os melhores resultados de ligação a SE em relação aos demais clones 

(p<0,05).  G1, H1, B4 não apresentaram diferença entre si quanto a ligação a SE. Os resultados de absorbância da 

ligação a SE ficou maior que para ligação da microbiota em todos os clones. Todos os resultados de ligação a SE 

ficaram maiores que a ligação dos fagos selvagens. No caso da microbiota todos os resultados ficaram iguais a do 

fago selvagem.
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Figura 2: Absorbância de todos os vinte e quatro clones e M13 selvagem selecionados após o ELISA com SE.  



27 
 

8 CONCLUSÃO 

 
 

Os melhores clones de fagos selecionados demonstraram alta afinidade de ligação a SE, 

mesmo quando expostos a antígenos das fezes de aves SPF. Com isso, devido à alta 

afinidade apresentada, os fagos testados nesse trabalho, possuem potencial para estudos 

futuros para diagnóstico de SE. 
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