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RESUMO

Salmonelose ¢ a doenga causada por bactérias do género Salmonella spp., sendo considerada
como a principal causa de infec¢des alimentares em humanos e resulta anualmente em cerca de
155 mil mortes em todo o mundo. A metodologia phage display consiste em uma biblioteca
combinatoria de peptideos expressos na superficie de um bacteriofago. O uso de bacteriofagos
selecionados contra diferentes alvos tem inimeras aplicagdes, sendo aqui objetivada a sele¢ao
de ligantes de Salmonella Enteritidis (SE), para futuro uso em diagndstico, prevencdo ou
terapia. A avaliacdo 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 ¢ G1. Em
contrapartida foi visualizada baixa interagdo com a microbiota de aves SPF (Specific Pathogen
Free) dos clones selecionados. Portanto, futuramente, esses clones podem ser potenciais
alternativas para diagnostico e controle de SE.

Palavras-chave: fagos, phage display, peptideos.

ABSTRACT

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 Sa/monella 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
GI1. 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.

Keywords: phages, phage display, peptides.
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1 INTRODUCAO

As bactérias gram-negativas e anaerdbicas facultativas do género Salmonella spp. sao
causadoras da salmonelose, principal tipo de infec¢do alimentar em todo o mundo. As mais
relevantes fontes contaminadas por essa bactéria sdo 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) ¢ o mais frequente sorotipo causador de salmonelose em seres humanos de
varios paises (LEE et al., 2015).

A capacidade de aderéncia a superficies da Salmonella, aumenta o risco de
contaminagdo e disseminacdo desse patdogeno para alimentos. As superficies que possuem
residuos organicos ou sdo refrigeradas podem criar condi¢des para o desenvolvimento e
persisténcia de comunidades denominadas de biofilmes, as quais possuem bactérias patogénicas
e agem como fonte de contamina¢do cruzada (SREY et al., 2013; BRIDIER et al., 2014). A
utilizagdo de estratégias como uso de sanitizantes em equipamentos industriais ¢ eficaz, mas
tem como possivel consequéncia a selecao de fenotipos resistentes.

Varios mecanismos de resisténcia a antibidticos incluindo bombas de efluxo, alteragcao
de antibidticos e degradacdo de antimicrobianos por enzimas tém sido descritos para
Salmonella (CAMPIONI et al., 2014; REIS et al., 2018; HOLGUIN 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
identificacdo, caracterizacdo e produgdo de peptideos destinados a diferentes aplicagdes
(PORTEFAIX et al., 2002).

A metodologia phage display consiste numa biblioteca combinatoria de peptideos
expressos na superficie de bacteriofago M13. Nessa biblioteca ha todas possiveis variagdes
existentes em peptideos ou proteinas de interesse. Essa metodologia tem provado ser muito
eficiente na obtencdo de bibliotecas contendo até bilhdes 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 SorbentAssay
(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 especificos

Avaliar a eficiéncia da sele¢do de peptideos por testes de ELISA.

Obter fagos e peptideos que poderao ser usados como controle de SE em futuros trabalhos.

Avaliar a interagdo de fagos que expressam peptideos ligantes a SE, com a microbiota de

aves SPF por testes de ELISA.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Salmonella spp.

As bactérias que pertencem ao género Salmonella, fazem parte da familia
Enterobacteriaceae, com uma abrangéncia de mais de 2800 sorotipos diferentes, que possuem
predominancia variada dependendo da localizacdo geografica, época e abundancia da espécie
(DOMINGOS et al., 2014). Sao gram-negativas, em forma de bastonetes medindo (0,7 — 1,5 x
2,0 - 5um), anaerobicas facultativas, ndo fermentadoras de lactose e com flagelos peritriquios,
com excecdo dos sorovares: Salmonella Pullorum e Gallinarum que ndo possuem motilidade

ou pouca. (AZEVEDO, 2009).

A Salmonella ¢ conhecida mundialmente como agente causador de toxinfec¢des em
humanos, com mais de 80 milhdes de casos anuais da doenca (MAJOWICZ et al., 2010).
Estima-se que nos Estados Unidos, os custos decorrentes de salmoneloses variam de 1,3 a 4,0
bilhdes de dolares por ano, em decorréncia 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
infec¢des em humanos (CARDOSO; TESSARI, 2013).

O género Salmonella ¢ dividido em 2 grandes espécies: Salmonella entérica e Salmonella
bongori. Sendo a primeira, subdividida em 6 subespécies: arizonae, diarizonae, houtenae,
indica, salamae ¢ entérica, sendo que os sorovares que pertencem a S. enterica subs. enterica,
possuem maior prevaléncia e importancia para a saide publica (SANTOS et al., 2009). A
classificagdo dessa subespécie ¢ feita com base na composicao antigénica dos flagelos (antigeno
H), da parede celular (antigeno O), e dos antigenos capsulares (antigenos Vi) (AZEVEDO,
2009).

Os sorovares mais encontrados em aves no Brasil sdo: 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 paratificas,
a S. Enteritidis € uma das mais patogénicas 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 sao adaptados a hospedeiros especificos, como a S. Typhi ao ser
humano, S. Choleraesuis aos suinos, S. Abortus-equi aos equinos, S. Dublin aos bovinos, S.
Abortus-ovis (ovinos) e S. Gallinarum as aves (POPOFF et al., 2004). Por outro lado, os que
nao possuem nenhum tipo de especificidade, podem afetar diferentes hospedeiros e levarem a
um quadro sintomatico ou assintomatico. Nesse grupo possuem maior ocorréncia os sorovares:

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

Segundo Forsythe (2013), existem alguns fatores de viruléncia que sdo comuns a
pertencentes deste género, como a presencga de fimbrias e atuagdo do lipopolissacarideo que
auxilia na fixacdo de superficies, como a mucosa intestinal, e coloniza¢do. O sistema de
secrecdo tipo III atua na transferéncia de um vasto numero de sinalizadores para a célula

hospedeira que resultam em eventos celulares que colaboram para a infec¢ao da bactéria.

3.2 Salmonella na avicultura

Devido ao grande crescimento do setor avicola nos ultimos anos, o sistema de criagdo
adquiriu uma estrutura voltada para populagdes maiores, com galpdes de alta densidade de aves,
o que reflete do ponto de vista sanitario, uma predisposi¢do maior para disseminacdo de
patdgenos. Portanto, quanto maior a escala de produgao, € necessario o desenvolvimento e uso

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

As doengas bacterianas e virais, de forma geral, representam um dos maiores problemas
na producao de aves (ALBINO et al., 2017). Na avicultura, o termo salmonelose aviaria ¢ usado
para nomear um conjunto de enfermidades relacionados a qualquer membro do género
Salmonella (CARDOSO; TESSARI, 2015). Em aves comerciais, essa bactéria traz grandes
impactos econdmicos com alta taxa de mortalidade e disseminagdo. Do ponto de vista da saude
publica, também ¢ responsavel por toxinfeccdes em humanos pela contaminacdo de produtos

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

As aves podem desenvolver a forma clinica da doenca, ou apresentarem uma
manifestagdo subclinica, que consiste na disseminagdo do agente infeccioso mesmo em aves
que parecem sadias (BACK, 2004). Essa carateristica do curso da doenga, reforca a importancia
do ponto de vista da satude publica, pois abrange além dos animais, o ser humano (FERREIRA

etal., 2013).
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As principais espécies de Salmonellas aviarias sao: Salmonella Gallinarum (Tifo aviario),
Salmonella Pullorum (Pulorose), Salmonella Typhimurium e SE (Paratifo Aviario). Essas
bactérias podem desencadear doenca de curso cronico ou agudo, e também podem oferecer
restrigdes comerciais para aves positivas (SANTOS et al., 2008).

O Tifo aviario, causado pela Salmonella Gallinarum, ¢ uma doenca que causa em aves
adultas, sinais clinicos como inapeténcia, apatia, diarreia amarelo-esverdeada, anemia grave,
dispneia, queda na postura e pode levar a morte dos animais (ANDREATTI, 2006). E uma
enfermidade que ¢ comum em aves de postura comercial, mas também pode atingir matrizes
de corte. A transmissdo ocorre tanto de maneira vertical, como horizontal, medidas higiénicas
sanitarias sdo importantes para o controle dessa doenga. A doenga ¢ agressiva em aves, com

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

A Pulorose, cujo agente € a Salmonella Pullorrum, acomete aves por volta da terceira
semana de vida e apresenta alta mortalidade. As galinhas sdo os principais hospedeiros, mas
pode ocorrer a doenga em perus, papagaios, codornas e pardais (CARDOSO; TESSARI, 2015).
Matrizes pesadas possuem menos resisténcia a doenga do que as matrizes leves. As aves que
sobrevivem podem passar para um estado de portadoras, no qual € possivel a bactéria persistir
por longos periodos. Nesse estado, o agente coloniza o sistema reprodutor do animal que resulta
na transmissao vertical da doenca (ZANINELLI et al., 2019). Os sintomas mais comuns sao
em aves jovens, em adultas ndo sdo facilmente visualizados. Dentre eles, a depressao, fraqueza,
sonoléncia, asa caida, retardo no crescimento, asa caida, dificuldade respiratéria, fezes de

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

O Paratifo aviario pode ser causado por diferentes sorotipos de Salmonella, é um termo
usado para salmoneloses ocasionadas por sorovares nao especificos de aves, sendo de interesse
para saude aviaria e publica. A Salmonella Typhimurium e SE sdo os agentes mais isolados
nessa enfermidade (CARDOSO; TESSARI, 2015). E uma doenca que acomete aves jovens
primariamente, mas pode causar sintomas em aves adultas, caso estejam em situagdes
estressantes. A transmissao ocorre de forma horizontal e vertical e leva a apatia, amontoamento,
diarreia, penas arrepiadas e asas caidas, em animais jovens. Em animais adultos ocorre
claudicacao, cegueira, queda na postura e inapeténcia. E aves, a mortalidade nao ¢ alta, porém

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

O diagnostico de forma geral, ¢ feito por isolamento em meios de cultura, sendo os

principais o meio verde brilhante e MacConkey (ANDREATTTI, 2006; SANTOS; MOREIRA;
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DIAS, 2008). Provas bioquimicas e sorolégicas também podem ajudar na identificagdo, como
testes de aglutinagdo, microaglutinacdo e ensaios imunoenzimaticos sdo capazes de identificar
anticorpos por varios meses apds a infeccdo. Exames moleculares podem servir como uma
complementacdo ao diagnoéstico laboratorial e importante ferramenta no controle na cadeia de

producao alimenticia (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 doenga, e colaborar para formagao de resisténcia antimicrobiana
(PANDINI, 2015). Com isso, as medidas para controle e preven¢do baseiam em biosseguridade.
O uso de vacinas para controle, pode causar confusdo na interpretagdo de resultados, pela
dificuldade de distinguir sorologia vacinal e da enfermidade (OIE, 2012; WIBISONO et al,,
2020).

3.3 Salmonella Enteritidis

A Salmoenella Enteritidis € frequentemente isolada em casos de salmonelose no mundo
todo. Sao aproximadamente 3.7 milhdes de casos da doenca no Reino Unido, que gera por caso
doenca em humanos, cerca de 4.6 a 40 milhdes de dolares dependendo da gravidade
apresentada. A gastroenterite em humanos, geralmente ¢ leve, com febre, dor abdominal e
diarreia, que perdura por 4 a 7 dias sem a necessidade de hospitalizacdes. Porém, em pessoas
no grupo de risco, como crianga, idosos e imunocomprometidos, podem precisar de

hospitalizagao e uso de antibidticos (WHO, 2018; BRYAN; DOYLE, 1995).

A interacdo da Salmonella com o hospedeiro depende de intmeros fatores, tanto
inerentes ao proprio ser infectado, como o ambiente e a bactéria. Pode haver divergéncias na
colonizagdo intestinal em distintas linhagens de galinhas. Em aves jovens os sintomas mais
comuns incluem diarreia, desidratacdo, inapeténcia e alta mortalidade. Em poedeiras adultas,
podem produzir ovos contaminados com Sa/monella sem a manifestagdo clinica da doenga. Nao
existem manifestacdes clinicas especificas para S. Enteritidis (OMWANDHO; KUBOTA,
2010).

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

ovo devido a contaminacao externa, como por fezes ou do sistema reprodutor. Outra forma ¢



15

no oviduto da ave que esteja infectada com a Salmonella, mesmo com varios mecanismos
antibacterianos, ¢ capaz de sobreviver no albumen e migrar e penetrar na membrana vitelina até

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

As vacinas disponiveis para Salmonellas na produgao avicola, impedem a aderéncia das
bactérias na mucosa intestinal, colonizagdo em outros 6rgaos e excrecao para 0 meio ambiente.
E importante a ado¢do de medidas que somem tanto a prevengao e biosseguranga com o plano

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

O Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA), criado em 1994 pelo Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), possui como objetivo o controle e erradicagdo
das mais relevantes doencas aviarias e de seres humanos. Esse programa ¢ fundamental para
diminuir a presen¢a de diversos micro-organismos na carne de frango e na produgdo, visando
o fornecimento de matéria prima de boa qualidade nos mercados nacionais e internacionais. A
Instrucdo Normativa N. 78, associada a esse programa, ¢ a responsavel pela aprovacdo das
Normas Técnicas para Controle e Certificagdo de Nucleos e Estabelecimentos Avicolas como
livres de Salmonella Gallinarum, Salmonella Pullorum e livres ou controlados para SE e para

Salmonella Typhimurium (BRASIL, 2003).

3.4 Phage display

E uma técnica usada para selecio e identificagdo de peptideos, proteinas 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 varias areas do
conhecimento, pela capacidade de estudo de interacdes moleculares de uma inica molécula ou
célula, sem conhecimento prévio sobre a natureza da mesma (HUANG et al., 2012; ALMEIDA
etal., 2015).

Com bacteridfagos geneticamente modificados, ¢ possivel, por meio de algumas
ferramentas, a expressao de sequéncias de peptideos na sua superficie, o que permite aplicar
em cé¢lulas, tecidos ou o6rgdos em busca de pares receptores-ligantes (BENHAR, 2001; ARAP,
2005). Os ligantes sdo os peptideos que possuem maior afinidade para se ligarem a receptores
presentes no alvo em estudo. A informagao codificadora da sequéncia do peptideo fica contida

no genoma do bacteriéfago, uma tinica particula viral ligada a superficie de uma célula ou tecido
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¢ capaz de ser recuperada por infeccao bacteriana, e o peptideo ligante identificado (PANDE et
al., 2010).

A técnica consiste na inser¢do de genes que codificam milhdes de proteinas em genomas
de bacteriofagos, gerando uma biblioteca de fagos. Esse processo induz aos fagos a expressarem
peptideos em sua superficie viral, fusionados a uma proteina do capsideo viral (ARAP, 2005).
Quanto maior a variedade de peptideos da biblioteca, maiores sdo as chances de expor fagos a
uma proteina que possam ter a afinidade de ligacao. Esse processo de apresentagcdo de antigenos
presentes na biblioteca, ¢ denominado biopanning (VODNIK et al., 2011).

M¢étodos mais detalhados sobre o uso do Phage display podem ser encontrados em livros
como Barbas et al., (2001). Os materiais necessarios sao de baixo custo e usualmente
encontrados em laboratorios. A constru¢do de uma biblioteca de fagos com uma variedade de
peptideos, pode ser mais complexo e exige a colaboragdo de laboratérios mais experientes
(ARAP, 2005).

A biblioteca ¢ apresentada a molécula-alvo de interesse, que geralmente se encontram
imobilizadas, podendo ser em placas de imunoensaio. As interagdes fracas entre os fagos e a
molécula-alvo, sdo rompidas facilmente com lavagens sucessivas, enquanto aqueles fagos que
apresentam afinidade de intensidade maior, sdo recuperados por elui¢dao (PANDE et al., 2010).
A eluicdo ¢ feita com tampoes acidos ou de elevada forca idnica, com o objetivo de romper
ligagdes peptidicas (VODNIK et al., 2011).

A proxima etapa consiste da amplificagdo desses fagos ligantes. Essa amplificagao ¢ feita
em cultivo bacteriano, geralmente em Escherichia coli. O processo ¢ monitorado por meio de
titulagdes de fagos no inicio do ciclo e no final do mesmo. O ciclo € composto pela repeticao
do processo de exposicao, ligacao, elui¢do e amplificagdo. Cerca de trés a cinco ciclos sdao
suficientes para selecionar fagos com elevada forca de ligagdo e especificidade. Os peptideos
de clones isolados, podem ser sequenciados e analisados em testes posteriores, de maneira
isolada para estudo de sua capacidade de interagdo, que podem ser direcionados para diversos
estudos (VODINIK et al., 2011).

Os bacteriofagos sdo virus pertencentes a familia /noviridae, género Inovirus (ICTV,
2014). Os fagos utilizados no phage display, infectam enterobactérias como a Escherichia
coli, ndo possuem acao litica e sdo filamentosos (ARAP, 2005). A utilizacdo 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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concentragoes 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. E constituido de estrutura em forma de
haste flexivel com um genoma circular de DNA-fita simples de cerca de 6400 bases, envolta
em um capsideo composto pelas proteinas plll, pVI, pVII, pVIII e pIX. As cinco proteinas
podem ser usadas para apresentacdo de moléculas, sendo a pVIII e plll sdo as mais
usualmente empregadas para esta finalidade (ARAP, 2005; RUSSEL 1991).

O fago M13 possui uma multiplicagdo rapida, com consequente propagacao, que dispensa
o0 uso de seleg¢do por antibidtico ou uso de fago auxiliar helper. Além disso, possui o gene lacZ,
facilita a diferenciag@o de bactérias infectadas, por exibirem uma colonia azul. O gene lacZ faz
com que as bactérias infectadas expressem a enzima [-galactosidase que ocasiona a hidrdlise
do substrato X-Gal presente no meio de cultivo. O fago M 13 permite, sem muitas dificuldades,
a construgdo e propagacao de bibliotecas do phage dispaly (NEB, 2011).

E possivel a expressdo de peptideos fusionados a qualquer proteina do fago M13,
preferencialmente nas plll e pVIII, sendo que, os peptideos devem ser limitados no maximo a
30 aminoacidos. A pllII apresenta massa molecular a de 42 KDa aproximadamente, e trés
dominios separados por residuos de glicina. Esta proteina € sintetizada sob a forma de um
precursor contendo peptideo sinalizador que € clivado durante a passagem através da
membrana. Sua por¢do N-terminal participa na infectividade viral e sua por¢cao C-terminal atua
na morfogénese das particulas virais (CRISSMAN; SMITH, 1984). A proteina plIl, fusionada
a bibliotecas de peptideos recombinantes ¢ mais indicada para descoberta de ligantes com alta
afinidade, quando comparadas com as bibliotecas de peptideos recombinantes fusionados na
pVIII (BRIGIDO; MARANHAO, 2002).

As mais frequentemente usadas sdo as bibliotecas de peptideos randdmicos. Os peptideos
podem ser expressos de duas formas: linear ou conformacional, e sdo capazes de mimetizar
estruturas conformacionais e epitopos continuos ou descontinuos. No entanto, ja se sabe que as
imunoglobulinas possuem interacdo mais preferivelmente com epitopos nao lineares, dessa
forma a introdugdo de cisteinas nas extremidades da sequéncia randomica impde ao peptideo
uma conformacao circular pela formacdo de uma ponte dissulfeto (SMITH; PETRENKO,
1997).

As bibliotecas de peptideos comerciais sdo constituidas de mondomeros (-mer) compostos

por sete ou doze residuos de aminodcidos, que possuem de dois bilhdes de clones



independentes. Além das bibliotecas de peptideos, existem atualmente véarios tipos de

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

4.1 Selecao de peptideos — Biopanning

A técnica de biopanning foi utilizada para a selecdo de peptideos expressos por fagos
MI13 que se liguem a antigenos de SE, em trabalhos anteriores, no Laboratério de
Biotecnologia da Universidade Federal de Uberlandia. Ao final do processo 24 fagos foram
selecionados usando a SE como alvo, sendo nove fagos a partir da bactéria integra e quinze da
lisada. Os clones também passaram anteriormente por um processo de titulagdo, extragdao de
DNA e sequenciamento de peptideos expressos na superficie. A tabela 1 mostra os clones

utilizados nesse trabalho.

4.2 Amplificaciao 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 colonia isolada de Escherichia coli da linhagem ER2738. O meio foi incubado sob agitacao
a 37°C até a fase early-log (densidade optica- 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,
agitacdo 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 solucdo de
PEG/NaCl (20% de Polietilenoglicol 8000 e 2,5 M de NaCl — solugdo estéril), na quantidade
de 1/6 do volume do sobrenadante. A solu¢do foi incubada por 12- 16 horas para a
precipitacdo do fago e posteriormente, centrifugada a 10.000 rpm por 15 minutos para
descartar o sobrenadante. O precipitado foi, entdo, suspendido em PBS (Phosphate-bufferid
saline) e precipitado novamente com PEG/NaCl, por 1 hora no gelo. Apds nova centrifugacao,
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 Preparacio da Salmonella para sensibilizacdo das placas

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

em meio Brain Heart Infusion (BHI) onde permaneceu incubada a 37°C por 24 horas. Apos

esse periodo a cepa foi semeada em agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD) (OXOID®), sendo
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incubada por mais 24 horas a 37° C. A colonia tipica foi diluida em tampao carbonato
bicarbonato (pH 8,6) e ajustada para OD 0,5 em 600nm. Apods isso S0ul foram usados para
sensibilizacdo de cada pogo da placa de ELISA.

4.4 Preparacio da microbiota para sensibilizacao de placas

Foram usadas 100 gramas de fezes de aves SPF (Specific Pathogen Free), que passaram
por um processo de dilui¢do em agua destilada na proporgao de 1:5 e posteriormente filtradas
em papel filtro de até 12 micrometro. Apos a filtracao foi distribuido 40 ml em tubos de 50 ml,
para centrifugacdo de 7000 rpm por 10 minutos. Apds a centrifugacdo foi descartado o
sobrenadante, e o pellet foi ressuspendido em tampao carbonato bicarbonato (pH 8,6) e ajustado
para OD 0,5 em 600nm. Apds isso 50ul foram usados para sensibilizacao de cada pogo da placa

de ELISA.

4.5 Validagao por Phage-ELISA para selecdo 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 antigenos de SE e microbiota de aves SPF. Para validacdo dos fagos,
placas de microtitulagdo foram sensibilizadas com 50ul de SE na DO 0.5 (Densidade 6tica no
comprimento de 600nm), aproximadamente 10® UFC. As placas também foram sensibilizadas
com microbiota das aves SPF, igualmente ajustadas na mesma concentracdo da SE em tampao
carbonato bicarbonato (pH 8,6) e posteriormente foram incubadas as placas por 18h a 4°C.
Apds lavagem e bloqueio da placa com PBS-BSA 5%, foram adicionados 1x10'° unidades
formadoras de placa (PFU) /poco de cada clone, utilizando como controle o fago selvagem,
diluidos em tampao PBS Tween 0.1%. Apos 1 hora de incubagdo a 37°C, a placa foi lavada trés
vezes com PBS-T e, posteriormente, foi adicionado anticorpo anti-M13 plIl (que se liga a
proteina plII expressa pelo fago M13) conjugado com peroxidase, diluido 1:1000 em tampao
PBS-T. A placa foi lavada novamente apo6s 1 hora de incubagdo com PBS- T a 0,01% e a
ligacdo antigeno/anticorpo foi detectada utilizando-se o substrato cromogénico OPD (O-
Phenylenediamine dihydrochloroide — Sigma), em solucdo contendo H202, interrompida em
seguida pela adi¢do de 25uL de H2SO4 2 N. A leitura da absorbancia foi feita em leitor de
placas (Tp Reader, Thermoplate) a 492 nm.



Tabela 1. Identificacdo dos fagos selecionados, sequéncia de aminoacidos dos peptideos,
apresentacao do antigeno de Salmonella e capacidade de distingdo entre SE e microbiota

intestinal de frangos.
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Sequéncia de

Antigeno usado para

Distingdo entre SE ¢

Identificagdo do clone Aminoacido selecdo Microbiota
Gl XXXXXXX Salmonella lisada Sim
HI 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
Cé6 XXXXXXX Salmonella lisada Sim
E6 XXXXXXX Salmonella lisada Sim
H6 XXXXXXX Salmonella lisada Sim

Al-2 XXXXXXX Salmonella integra Sim
C1-22 XXXXXXX Salmonella integra Sim
G1-22 XXXXXXX Salmonella integra Sim
Hl1-2 XXXXXXX Salmonella integra Sim
A2-2 XXXXXXX Salmonella integra Nao
E2-2 XXXXXXX Salmonella integra Sim
F2-2 XXXXXXX Salmonella integra Sim
D3-2 XXXXXXX Salmonella integra Sim
H3-2 XXXXXXX Salmonella integra Sim

Clones com a mesma sequéncia de aminoacidos.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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5 BIOSSEGURANCA

Todos os procedimentos que foram realizados neste estudo, bem como a utilizagdo de
equipamentos, seguiram as normas de biosseguranga descritas por Mineo et al. (2005). Os
ensaios foram conduzidos no Laboratorio de Nanobiotecnologia (Instituto de Biotecnologia), o
qual dispde de todos os equipamentos para execugdo do projeto e € referéncia para selegdo e
amplificacdo dos bacteriofagos por phage display. Este laboratério € certificado como

biosseguranca nivel 2 do CTNBio (CQB 163/02 - Processo 012000.008091/2002-60).

6 ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica foi utilizado o programa GraphPad Prism versdao 9.0 (GraphPad
Prism Software Inc., EUA). Os testes phage-ELISA tiveram como controle os fagos selvagens
utilizados na reagdo. Para cada clone as avaliagdes foram realizadas em triplicata. Apds
avaliagdo da normalidade foi realizada o teste da ANOVA seguido pelo teste de Tukey
(p<0,05).



23

7 RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de vinte e quatro clones foram testados. Todos os clonesforam avaliados por
phage-ELISA a capacidade de ligagao de fagos com a SE somente em sua forma integra. A
microbiota de aves SPF, foi usada para analisar possiveis interagdes cruzadas de fagos, sendo
ndo desejavel a interagdo 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 € G1. Os clones H1, G1 e B4 tiveram as absorbancias mais
elevadas (p<0,05) quando comparados aos outros clones. Apesar disso, ndo apresentam
nenhuma diferenga quanto a ligagdo de SE, entre si. Em todos os clones testados, a ligagdo da
microbiota apresentou reduzida quando comparada a SE e idéntica ao fago selvagem. Todos
os clones, com exce¢do do A2-2 apresentaram diferenca estatistica no ELISA entre a

microbiota e SE,disponivel na figura 2.

Para um o desenvolvimento de um diagndstico preciso de SE, ¢ necessaria uma
comparac¢do entre diferentes sorovares de Salmonella, e outras bactérias de diferentes grupos.
Isso sO ¢ possivel se os clones selecionados se ligam apenas a SE. Estudos com selecdo de
peptideos realizados por Morton et al. (2013) e Agrawal et al. (2016), demonstraram que a
determinacdo de uma concentracdo minima de deteccdo da bactéria de interesse, acrescenta

maior confiabilidade para o desenvolvimento de ferramentas de diagndstico.

Os melhores clones selecionados demonstraram alta afinidade pela SE, quando a mesma
foi sensibilizada na placa de ELISA. Apesar da diversidade de bactérias que sdo presentes na
microbiota intestinal das aves, os fagos demonstraram baixa afinidade de ligagdo quando
expostos a esses antigenos. Com isso, foi possivel identificar clones altamente especificos para

SE.

Os métodos de deteccdo e isolamento atuais de Salmonella spp., consistem em
crescimento microbioldgico seguido por provas bioquimicas, que além de demandar tempo,
possui certa dificuldade (DWIVEDI et al., 2011). Algumas técnicas como ELISA (KUMAR et
al., 2008), imunodifusdo em agar (D'AOUST; SEWELL, 1988; FLOWERS; KLATT, 1989),
ensaios imunocromatograficos (TORLAK et al., 2012; SINGH et al., 2015) e microarray de
anticorpos (KAROONUTHAISIRI et al., 2009; CHARLERMROJ et al., 2011), sio comumente

usados para detec¢do de patogenos de origem alimentar, que engloba a Sa/monella. Porém,
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essas técnicas exigem anticorpos monoclonais, que apresentam excelente especificidade, mas
sdo sensiveis a variagdes ambientais, e de imunoglobulinas policlonais, que sdo observadas
frequentemente reatividade cruzada a antigenos. Ademais, sdo métodos trabalhosos, e exige

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

O phage display possibilita a selecdo de peptideos alta afinidade e especificidade ao
antigeno de interesse, também ¢ possivel aplicacdes em diferentes areas de pesquisa, sendo de
suma importancia para inovagao em diagndstico e no tratamento de diversas doengas (HENRY

et al., 2015). Essas caracteristicas demostram vantagem em rela¢do ao uso de anticorpos.

Trabalhos anteriores demonstraram que a metodologia do phage display pode ser usada
para deteccdo 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 sdo usados para controle da bactéria na industria
avicola, j4 que as aves podem ser portadoras assintomaticas e serem responsaveis pela
permanéncia ambiental do agente (MARTINS; MARTINS., 2014). No entanto, com a técnica
de selecao usada nesse trabalho, € possivel a criacao de um teste de diagnostico rapido e preciso
para identifica¢do de SE, ja que a resisténcia a antibidticos ¢ frequentemente detectada nessa

classe de bactéria (PANDINI et al., 2014).
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Figura 1: Absorbancia dos melhores clones e M13 selvagem selecionados apds o ELISA com SE e microbiota. Os
fagos G1, H1 e B4 apresentaram-se com os melhores resultados de ligagdo a SE em relag@o aos demais clones
(p<0,05). G1, H1, B4 ndo apresentaram diferenga entre si quanto a ligagdo a SE. Os resultados de absorbancia da
ligacdo a SE ficou maior que para ligagdo da microbiota em todos os clones. Todos os resultados de ligacdo a SE

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

fago selvagem.
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Figura 2: Absorbancia de todos os vinte e quatro clones e M13 selvagem selecionados apds o ELISA com SE.
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8 CONCLUSAO

Os melhores clones de fagos selecionados demonstraram alta afinidade de ligacao a SE,
mesmo quando expostos a antigenos das fezes de aves SPF. Com isso, devido a alta
afinidade apresentada, os fagos testados nesse trabalho, possuem potencial para estudos

futuros para diagnostico de SE.
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