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RESUMO

A Salmonelose ¢ uma doenga bacteriana frequente em aviarios comerciais, € seu controle ¢
essencial para que a produtividade e o bem-estar dos animais sejam mantidos. Antes, era
prevalente o uso de antimicrobianos para o controle dessa bactéria; porém, atualmente, com a
resisténcia do patdgeno a esses farmacos, se faz necessario o uso de vias alternativas para
controle de Salmonella spp.. Hoje, com a evolucao cientifica da biotecnologia, ja ¢ possivel
caracterizar bacteriéfagos em estudos laboratoriais para que, num futuro proximo, essas
descobertas tecnologicas do uso de fagos possam ser utilizadas na produgdo a fim de
combater diretamente a bactéria desejada. Nesse sentido, o presente trabalho buscou
identificar, em carcagas de frango, se o bacteriofago M-13 com selecdo de peptideos
especificos, foi capaz de reconhecer os ligantes de Salmonella Typhimurium na superficie da
carcaga. Para isso, através da técnica de biopanning ja realizada em estudos anteriores, foram
selecionados os fagos com ligantes de Salmonella Typhimurium, sendo esses B4 ¢ E6, que em
seguida foram amplificados. Cepas de Sal/monella confirmadas por PCR foram utilizadas
para contaminar amostras de duas carcacas de frango. O caldo dessas amostras foi utilizado
para sensibilizar a placa de ELISA, ¢ em seguida, os fagos B4 ¢ E6 foram adicionados,
juntamente com um fago M-13 selvagem como controle, para realizagdo do Phage-ELISA. A
analise da reagdo foi feita de forma descritiva. A regressao logistica foi utilizada para analise
da area sob a curva (AUC) e o valor do likehood rate. Como resultado, observou-se uma
maior interacdo dos fagos B4 e E6 as amostras de carcacas contaminadas com Salmonella
Typhimurium, sendo log-Likelihood Ratio de 21,9 (p<0,0001), AUC de 92,16% (p<0,0001)
para B4, log-Likelihood Ratio de 15,27 (p<0,0001) e AUC de 87,45% (p<0,0003) para E6 ¢
log-Likelihood Ratio de 4,225 (p<0,0398) e AUC de 68,33% (p<0,0820) para o fago
selvagem. Adicionalmente, houve menor interagdo com outros sorovares de Salmonella spp.
(Enteritidis, Dublin, Heidelberg, Gallinarum, Minnesota, Infantis, Newport, Pullorum e
Salim), bem como amostras da carcaca pura (4gua peptonada com e sem fago). Entdo,
concluiu-se que foi possivel estabelecer uma especificidade do fago B4 para o
reconhecimento de Salmonella Typhimurium em amostras de carcagas de frango, para que em
estudos futuros essas técnicas possam ser aplicadas a fim de mitigar a presenca de Salmonella

Typhimurium na producao avicola.

Palavras-chave: bacteriofago; carcaca de frango; contaminacdo; ELISA; M-13; phage

display.



ABSTRACT

Salmonellosis is a common bacterial disease in commercial poultry operations, and
controlling it is crucial for maintaining the productivity and well-being of the animals.
Previously, the use of antibiotics was prevalent for controlling such bacterium, but with the
increasing resistance of the pathogen to these drugs, alternative control methods for
Salmonella spp. are now necessary. With the scientific advancement of biotechnology, it is
now possible to characterize bacteriophages in laboratory studies for potential use in
production to directly combat the targeted bacteria. This study aimed to identify the ability of
the M-13 bacteriophage with specific peptide selection to recognize Salmonella Typhimurium
ligands on chicken carcass surfaces. Using the biopanning technique, bacteriophages with
Salmonella Typhimurium ligands, namely B4 and E6, were selected and amplified.
Confirmed Salmonella strains were used to contaminate chicken carcass samples, which were
then used to sensitize an ELISA plate. The B4 and E6 bacteriophages, along with a wild-type
M-13 phage as a control, were added for phage-ELISA analysis. The reaction was analyzed
descriptively, and logistic regression was used to analyze the area under the curve (AUC) and
the likelihood ratio. The results showed a higher interaction of bacteriophages B4 and E6 with
chicken carcass samples contaminated with Salmonella Typhimurium, with log-Likelihood
Ratio values of 21.9 (p<0.0001) and 15.27 (p<0.0001), respectively, and AUC values of
92.16% (p<0.0001) and 87.45% (p<0.0003), respectively. The wild-type M-13 phage had a
lower interaction with other Salmomnella spp. serovars (Enteritidis, Dublin, Heidelberg,
Gallinarum, Minnesota, Infantis, Newport, Pullorum e Salim) and pure chicken carcass
samples. Therefore, it was concluded that a specificity was established between the selected
phage B4 for the recognition of Sa/monella Typhimurium in chicken carcass samples, which
can be applied in future studies to mitigate the presence of Salmonella Typhimurium in

poultry production.

Keywords: bacteriophage; broiler; contamination; ELISA, M-13; phage display.



SUMARIO

1. INTRODUCAO
2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.  Aspectos Microbiolégicos da Salmonella Typhimurium

2.2. Sintomatologia das Salmoneloses

2.3. Epidemiologia das Salmoneloses

2.4. Controle e Monitoramento

24.1. Producao Avicola Nacional e Mundial

2.4.2. Legislacdo Nacional e Exportacao

2.5. Diagnéstico

2.6.  Phage Display
3. METODOLOGIA

3.1.  Selecao de clones ligantes por biopanning

3.2. Amplificacio dos fagos

3.3. Preparo de cepas de Salmonella spp.

3.4. Contaminacio de carcacas de aves com Salmonella spp.

3.5. Phage-ELISA para avaliacao da reatividade dos clones B4 e E6

3.6. Biosseguranca

3.7. Analise Estatistica
4. RESULTADOS E DISCUSSAO

5. CONCLUSAO

REFERENCIAS

11

11
11
12
13
14
15
15
16
18
18
18
18
19
19
20
20

21

25

.26



1. INTRODUCAO

A Salmonella, que teve sua nomenclatura decidida e aceita por Popoff, Bockemiihl e
Hickman-Brenner (1996), ¢ uma bactéria que se encontra na familia Enterobacteriaceae, gram
negativa, em formato de bastonete, que pode ser flagelada ou ndo e que possui mais de 2700
sorovares descobertos. Dentre as espécies que colonizam galinhas, a maior parte ¢ flagelada,
com excecao dos sorovares tificos, S. Gallinarum e S. Pullorum, que sdao os exclusivos de
galinhas, ndo tendo potencial zoondtico. Quando se trata da Salmonelose, ¢ uma doenca
frequente em incubatdrios e aviarios comerciais ¢ demais locais de produgdo de produtos de
origem animal, que deve ser monitorada e controlada; por isso, ao longo da producdo e até
antes de frangos serem enviados para o abate, sdo coletadas amostras para que a presenga de
Salmonella seja detectada (Brasil, 2023).

A Salmonella enterica sorovar Typhimurium pode ser transmitida ndo somente por
carcagas de frango, mas como por ovos € também pode causar perdas na produgdo (Williams;
Dillard; Hall, 1968; Dar et al., 2017). Segundo Ferrari et al. (2019), as linhagens de S.
Typhimurium representam uma maior prevaléncia e disseminagdo mundialmente. Esse
sorovar pode causar sintomas em uma gama de hospedeiros e tem potencial zoondtico
(Oliveira-Barbosa, 2020).

Sendo assim, entende-se a importancia para a satide publica em identificar e controlar
esse patogeno a fim de evitar DTHA (Doencas Transmitidas via Hidrica Alimentar)
(BRASIL, 2018), pois quando acomete humanos, seus sinais sdo entéricos como cdlica,
diarréia, vomito, ndusea, mal estar e cansaco (BRASIL, 2024).

Considerando a transmissdo da Salmonella em aves, Cox et al. (1990) entende que a
transmissdo vertical da bactéria é capaz de contaminar a casca do ovo e futuros frangos
quando passa pelo oviduto. Em pintinhos de um dia, apenas cinco unidades de células de
Salmonella sao capazes de provocar infecgdes futuras na ave. Além disso, a transmissao de
forma horizontal pode ocorrer por bebedouros, comedouros e contato de um animal infectado
com outros saudaveis (Gast et al. 2019). E uma vez que a S. Typhimurium se instaura em um
galpdo ou um lote, ¢ dificil controla-la.

Os bacteriofagos, que também podem ser chamados de fagos, sdo virus que sao
restritos a infectar, replicar e destruir bactérias. Sua morfologia ¢ diversa, podendo ter
diferentes tamanhos e formatos. De forma geral, seu material genético consiste em um
genoma com acido nucléico envolto por um capsideo proteico, que protege o material

genético e induz a infec¢ao da proxima célula através de mediadores (Kutter; Sulakvelidze,
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2004). O fago M-13 por sua vez, possui uma estrutura filamentosa e flexibilidade que o torna
uma plataforma versatil para diversas aplicagdes, como biossensores e analises altamente
especificas (Santos et al.,2022).

Nesse sentido, o Phage Display ¢ uma tecnologia molecular que apresenta grandes
bibliotecas de peptideos e proteinas na superficie de fibras filamentosas dos fagos, sendo um
dos principais o M-13. Estas bibliotecas de exibi¢cdo permitem alta afinidade e especificidade
para alvos selecionados, com uma vantagem crucial da ligacdo direta entre o fenotipo
experimental e seu genotipo encapsulado, permitindo a evolugdao otimizada do ligante
(Azzazy; Highsmith-Jr, 2002).

Portanto, o objetivo do presente trabalho ¢ entender se o fago M13 selecionado pela
tecnologia do phage display que expressa peptideos ligantes de S. Typhimurium reconhece

esse sorovar em amostras de carcaca de frango.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos Microbiolégicos da Salmonella Typhimurium

A Salmonella Typhimurium ¢ uma bactéria Gram negativa, anaerobia facultativa que
tem caracteristica de ser um patdgeno intracelular de animais ¢ humanos e sua patogenicidade
esta relacionada com sua capacidade de expressar Lipopolissacarideos (LPS) em sua
membrana (Harris et al., 2013; Popoff; Bockemiihl; Gheesling, 2004). Sabe-se que esse
patoégeno € capaz de causar gastrenterites, septicemia e febre em animais e humanos por ser
capaz de se replicar em ambientes extremos como pH estomacal (Baron; Gautier; Brule,
1997; Boni, 2007). Em humanos, a bactéria ¢ capaz de penetrar o epitélio intestinal e invadir a
lamina propria e chegar a corrente sanguinea, sendo capaz de espalhar a infec¢do. A S.
Typhimurium tem alta prevaléncia em humanos, principalmente, por conta de sua transmissao
via alimenticia, sendo os ovos e produtos carneos derivados de aves as formas principais
dessa transmissao (Andino; Hanning 2015).

Os mecanismos de contaminac¢do dos ovos pela S. Typhimurium pode envolver a
infeccdo do trato reprodutor ou gastrointestinal da matriz (Byrd et al., 1998; Pande et al.,
2016). No primeiro tipo de infec¢do, ocorre uma coloniza¢do do trato gastrointestinal e em
sequéncia hd uma leve septicemia e a bactéria atinge o utero, assim a casca fica contaminada,
a replicagdo bacteriana ocorrera e, como existem poros na casca, consequentemente, todo o
restante do ovo podera estar comprometido com o patdégeno. A segunda forma de infecgdo
ocorre pela presenca da bactéria na parte final do intestino, onde ¢ excretada nas fezes e
particulas patogénicas podem entrar em contato com os ovos através dos pés dos animais;
dessa forma, a Salmonella invade as membranas da casca, sobrevive e se multiplica no
albumen e membrana vitelina, em seguida atinge a gema e tem crescimento progressivo nela
(Pande et al., 2016).

Adicionalmente, a Salmonella Typhimurium foi capaz de sobreviver em camas de
galpdes, contribuindo para a reinfeccdo de animais ja comprometidos e sendo capaz de
acometer outros. Além disso, a variacdo dos subtipos desse sorovar € capaz de provocar a
transmissdo e sintomatologia de forma diferente em cada ave. Por fim, é conscenso de que a
via vertical ¢ uma forma importante para a propagagdo do patogeno (Williams; Dillard; Hall,

1968; Stringfellow et al., 2010).

2.2. Sintomatologia das Salmoneloses

A sintomatologia das Salmoneloses tificas em frangos sdo depressdo, baixo
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desempenho, nanismo, fraqueza, diarreia, desidrata¢do, penas ericadas, olhos fechados,

enterite, necrose focal e lesdes intestinais. Nos animais post mortem, os achados incluem
peri-hepatite, pericardite, 6vulos deformados em ovarios e casos em ceco (The Poultry Site,
2019). A salmonelose paratifica, geralmente, ndo traz sintomatologia clinica em aves, a ndo
ser que sejam aves jovens ou imunossuprimidas. No entanto, tem grande importancia para a
saude publica (Muniz, 2014).

E uma zoonose importante ¢ em humanos, sendo os achados clinicos notados a partir
de 12 a 72 horas de contato com o patdogeno, podendo ter sinais de diarreia, febre, dores
abdominais, dor de cabega, letargia, mal-estar, ndusea e vomitos (WHO, 2018; National
Library Of Medicine, 2023). A duragdo dos sintomas varia de 4 a 7 dias, sendo na maioria
dos casos autolimitante, porém, pode ser mais grave e se estender em pessoas mais jovens
ou imunocomprometidas, havendo até a necessidade de hospitaliza¢do e uso de antibidticos

caso ocorra uma septicemia (Brasil, 2023).

2.3. Epidemiologia das Salmoneloses
A S. Typhimurium ainda ¢ a segunda causadora principal de surtos alimentares na

Uniao Europeia, especialmente nos Paises Baixos, Republica Tcheca e Bélgica (ECDC, 2021;
Pinedo ef al., 2022). No entanto, a incidéncia de infec¢des humanas por S. Typhimurium tem
tido uma queda, mas essa tendéncia estagnou nos ultimos anos. Essa estagnagdo dos casos
pode estar relacionada com a pandemia de COVID-19, por conta da queda de viagens a
turismo. Além disso, a incidéncia de Salmonella spp. na Europa € maior no periodo do verao e
outono que no inverno, além de ser mais comum em criancas de 0-4 anos e 5-14 anos que em
pessoas com 60 anos ou mais (Pinedo ef al., 2023; ECDC, 2021)

Quando trata-se da salmonelose nas Américas, as gastrenterites causadas pelos
distintos sorovares de Sa/monella acomete em média 1,35 milhdes de pessoas por ano sé nos
Estados Unidos. Desses casos, 26.500 necessitam de hospitalizagdo e 420 vém a dbito por
causa desse patogeno (CDC, 2024).

No Brasil, como as gastroenterites em humanos ndo sdo avaliadas com maior
intensidade pelo Sistema Unico de Satude (SUS), muitos casos sdo subnotificados. Isso ocorre
ja que o diagnostico costuma ser terapéutico e muitas vezes os profissionais nao fazem a
investigag¢do do patdgeno causador, principalmente visando a contencdo de gastos para o SUS
(Schramm et al., 2004). Sendo assim, entende-se a necessidade de futuros estudos para

rastrear a epidemiologia desse patdogeno, a fim de obter-se dados mais proximos da realidade.
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Na produ¢do avicola Brasileira, h4 uma grande importancia para rastrear e controlar a

contaminagdo de carcacas e¢ ovos por Salmonella spp., a fim de conseguir aumentar a
produtividade no campo e para poder proporcionar melhores produtos aos consumidores, uma
vez que ha um interesse econdmico em exportar a carne € ovos produzidos para outros paises

e sua tolerancia € zero perante a presenca desse patogeno (Tessari; Cardoso, 2014).

2.4. Controle e Monitoramento

A implementacdo de medidas eficazes de biosseguranca em granjas ajuda a minimizar
os riscos de introdugdo e propagacdo de doencas infecciosas como a S. Typhimurium e outros
patodgenos bacterianos, virais, fingicos e parasitarios. Os principais pontos a serem destacados
para o controle de patégenos numa granja, sao a localizagdo da granja, manejo de dejetos e de
carcagas para descarte, cuidado com a 4gua e alimentacdo fornecida as aves, manejo da
ambiéncia para evitar estresse, controle de parasitas, controle na entrada e saida do aviario,
treinamento da equipe, documentagio e notificagdo de orgdos responsaveis (Avila et al.,
2007; Delpont et al., 2023).

Quando ha a intencdo de montar uma granja de aves, ¢ interessante estudar o terreno,
entender a disposi¢do da natureza ao redor e se nas proximidades possuem outras granjas,
tanto de aves quanto de suinos. Deve-se, também, manter distancia dos focos de circulagao de
pessoas, como rodovias e demais fazendas. Para montar a granja é necessario haver um
distanciamento e, se possivel, introduzir arvores nao frutiferas nas redondezas, para evitar
permanéncia de outras aves silvestres e promover uma barreira mecanica, como estd descrito
no PNSA (Programa Nacional de Sanidade Avicola) (Albino; Tavernari, 2010; BRASIL,
2007).

Para o manejo de dejetos, uma forma utilizada atualmente ¢ a separacdo da cama para
fazer compostagem, uma vez que as excretas produzidos pelas aves sdo ricas em carbono e
nitrogénio e, quando colocadas em um ambiente aerdbio controlado, se tornam Otimos
nutrientes e fertilizantes para o solo (Palhares; Kunz, 2011). Ja para o manejo de aves mortas,
¢ importante fazé-lo de forma correta para evitar contaminagao de dgua, solos e disseminagao
de doengas. Uma estratégia que pode ser adotada ¢ a incineragdo, pois ¢ uma 6tima opgao
para o manejo sanitario; sua realizacdo deve ser feita em temperaturas acima de 800°C e as
cinzas sdo estéreis e ricas em nutrientes, podendo ser utilizadas em adubagem de solos
(Nicoloso et al., 2017)

Nos cuidados com a alimentagdo, hidratacdo e ambiéncias dos animais nos aviarios,
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deve-se atentar com a qualidade do que sera fornecido, bem como onde ficardo dispostos para

os animais e a facilidade do acesso, sendo de suma importancia a comida nao ficar em contato
com a agua, pois pode haver proliferagdao fingica e, consequentemente, aumento dos niveis de
toxinas produzidas por esses. Além disso, a d4gua deve ser limpa e fresca, e muitas vezes sao
adicionados antibidticos e vacinas para o controle de patdgenos estabelecidos pelo PNSA
(Albino; Tavernari, 2010; BRASIL, 2007). Consequentemente, principalmente o uso de
antibioticos na produgdo vem trazendo uma resisténcia bacteriana, nesse sentido, entende-se a
necessidade de introduzir formas alternativas para o controle bacteriano na producdo (Nhung
etal.,2017).

O controle parasitario de pragas dentro do aviario também ¢ de suma importancia, uma
vez que, com agua e alimentacdo dispostos a vontade para as aves, se torna muito atrativo
para animais vistos como pragas, como € o caso dos ratos e camundongos. Sendo assim, ¢é
importante ter uma vedagao de pontos que possam auxiliar o roedor a adentrar o galpao, como
ventiladores e exaustores, ¢ ter controle dos pontos externos ao aviario, bem como a
colocagao de raticidas que eliminem o animal de forma crénica (Albino; Tavernari, 2010;
Berry, 2017).

Adicionalmente, para que a equipe e prestadores de servicos na granja possam
contribuir para o controle microbiologico de patdgenos, esses funciondrios devem realizar
banhos e limpeza de veiculos ao adentrar na fazenda, além de outras formas de higienizagao,
como pedilavios e troca de roupas, para adentrar no aviario (Albino; Tavernari, 2010). Para
que essas medidas de biosseguridade sejam exequiveis, ¢ necessario que haja um treinamento
adequado e intensivo com a equipe (Avila et al., 2007).

Por fim, para conseguir manter um padrdo de todas as atividades de biosseguridade
estabelecidas pela granja e controlar da melhor forma possivel a contaminag@o e patdgenos
para as aves, ¢ imprescindivel que haja um registro e documentacdo de todas as medidas
adotadas pela empresa, a fim de manter um padrio de qualidade e, consequentemente,

aumentar a produtividade (Junior; Macari, 2000).

2.4.1. Producio Avicola Nacional e Mundial

A demanda de consumo dos alimentos provenientes de aves ¢ uma tendéncia, tanto em
paises desenvolvidos, quanto em paises subdesenvolvidos (Alexandratos; Bruinsma, 2012).
Atualmente, a carne de frango ¢ a mais consumida mundialmente e tem tendéncias a expandir

mais rapido que os demais tipos de producdo agropecudria (Chai et al., 2017; FAO, 2023).
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Sendo assim, entende-se a importancia econdmica da produ¢do de aves a nivel mundial e,

nesse cenario, o Brasil ¢ protagonista, representando o segundo maior produtor € o maior
exportador de carne de frango para o mundo, tendo produzido aproximadamente 14,5 milhdes
de toneladas em 2022 (ABPA, 2023; Martinelli et al., 2020).

Por conta de seu rapido ciclo de producdo, ¢ importante fiscalizar e ressaltar como a
contaminagdo, e eventual infec¢do dos animais por patdégenos, ¢ prejudicial. Em um estudo
realizado por Scharff (2020), estimou-se que a condenacao por Salmonella ndo tiféide em
produtos de origem avicola resulta em uma perda de aproximadamente 9,5 bilhdes de dolares
americanos anualmente, reforgando, entdo, a importancia de se manter um bom controle de
biosseguridade e formas de prevengdo desse patdgeno para prevenir mais perdas bilionarias

para a industria.

2.4.2. Legislacao Nacional e Exportagio
Quando aborda-se os produtos carneos crus derivados de aves, a legislagdo que rege a

quantidade maxima de Sa/monella spp. ¢ a Resolugcdo N° 331 de 23 de dezembro de 2019 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), juntamente com a Instru¢do Normativa
N°60 de 23 de dezembro de 2019 do Ministério da Saude, sendo tolerancia zero para a
presenga de S. Enteritidis e Typhimurium em 25 gramas de amostra de carne de frango, que
sao verificados através das metodologias de coleta, acondicionamento, transporte e analise de
alimentos presentes no Artigo 10° da mesma resolucdo (BRASIL, 2019).

Ao se tratar de carne para exportacdo, as legislagdes variam de acordo com o pais
importador. A Unido Europeia, por exemplo, define em sua regulagdo N°2160 de 17 de
novembro de 2003 a necessidade da auséncia de Salmonella spp. em todo lote de frango
destinado a alimentagdo humana apds cinco amostragens, bem como a rastreabilidade dos
produtos. A China, por sua vez, através do protocolo entre 0o MAPA e a Administragdo Geral
de Aduanas da Republica Popular da China acordaram os requisitos sanitarios e de quarentena
para a comercializag¢do de proteina animal, ficando definida a auséncia de Salmonella spp. em

amostras de 25 gramas, com o minimo de cinco amostras (Barradas, 2019).

2.5. Diagnéstico
Além das coletas feitas pelo orgdo de inspecao responsavel, as granjas industriais

normalmente estabelecem uma Anélise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC).
Dessa forma ¢ possivel ajustar corregcdes antes que os agentes microbiologicos prejudiquem a

producdo. Nesse sentido, podem ser feitas coletas de amostras de fezes, carcacas e 6rgdos,
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como bago, figado e intestinos, conforme os achados de necropsia evidenciem alteragdes

causadas por conta da Salmonella spp (Stella et al., 2021).

A partir do momento da coleta, ¢ feito um pré-enriquecimento em caldo nao seletivo,
onde ha uma recuperagdo de bactérias injuriadas pela incubacdo entre 34 a 38°C, feitas
durante um periodo de 18 a 20 horas em agua peptonada 1% ou tamponada (Brasil, 2011;
Silva, Junqueira; Silveira, 2007). Em seguida, ¢ feito o enriquecimento seletivo para que haja
o crescimento apenas de Salmonella, evitando, assim, o crescimento de outros
microrganismos que possam estar presentes na amostra. Nesse enriquecimento, a amostra ¢
incubada em caldo Rappaport Vassiliadis de Soja (RVS), agar Meio Semi Soélido Modificado
Rappaport Vassiliadis (MSRV) ou caldo tetrationato, incubados a 41,5°C por 24 horas. Por
fim, ¢ plaqueado em meio dgar de Xilose Lisina Desoxicolato (XLD) ou Verde Brilhante
(VB), incubado em estufa a 37°C por 24 horas (ISO 6579-1, 2017) e entdo € possivel isolar a
bactéria Salmonella, porém, ndo € possivel identificar qual é o sorovar da amostra. Para
identificar de maneira ideal o sorovar da bactéria isolada, ¢ possivel realizar o teste
bioquimico seguido da sorologia, ou o teste de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) (Saleh
etal., 2018).

As diferengas principais entre esses testes ¢ o tempo até o resultado e diferenca de
custo. O teste bioquimico com sorologia possui como vantagens uma metodologia mais
simples e um menor custo. J& o teste da PCR possui como vantagens a sua alta sensibilidade e
alta especificidade, de forma a trazer resultados muito confidveis e especificos, porém ¢ um
teste que depende de maquinario especifico e possui um custo mais elevado (Santos et al.,

2022)

2.6. Phage Display
O Phage Display ¢ uma técnica de laboratério para o estudo de interagdes proteina-

proteina, proteina-peptideo e proteina-DNA por meio da utilizagcdo de bacteriofagos, que sao
virus que infectam bactérias, para conectar proteinas com a informacdo genética. Nesta
técnica, um gene que codifica um peptideo de interesse ¢ inserido num gene de proteina de
revestimento do bacteriofago, fazendo com que o bacteriofago exponha o peptideo na sua
superficie enquanto contém o gene para a proteina no seu interior, resultando numa ligagao
entre gendtipo e fenotipo. Os peptideos que os bacteridfagos estdo exibindo podem entdo ser
testados contra outras proteinas, peptideos ou sequéncias de DNA, a fim de detectar a

interagdo entre a proteina exibida e as de outras moléculas. Desta forma, grandes bibliotecas
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de peptideos podem ser testadas e amplificadas num processo chamado selecdo in vitro

(Sidhu, 2001).

Os fagos, de maneira geral, possuem um capsideo protéico e no seu interior ha DNA
ou RNA no seu nticleo. Sua forma de replicacdo ¢ idéntica aos virus convencionais, onde ha
adsorc¢do na célula bacteriana que sera invadida, penetragdo do material genético e biossintese
de mais material genético do virus e, caso o fago siga no ciclo litico, ha maturagdo e liberagao
e, caso o fago ndo promova sua replicacdo na célula, mas apenas a incorporagdo do seu
material genético ao do hospedeiro, ¢ chamado de ciclo lisogénico (Kasman; Porter, 2021).

Entendendo o funcionamento geral dos bacteridéfagos, ¢ possivel entender sobre o M-
13. Esse fago tem caracteristicas lisogénicas, possui um didmetro de seis nandmetros e 880
nanometros de comprimento, seu genoma possui cinco capsideos protéicos, plll, pVI, pVII,
pVIII e pIX, que definem o seu comprimento (Rondot et al., 2002). A partir da engenharia
genética, ¢ possivel modificar esses capsideos protéicos do fago e fazer com que ele
identifique e adentre a célula hospedeira desejada e atue promovendo sua destruicdo (Wang et
al.,2023).

A técnica de Phage-ELISA, ou “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay” utilizando a
tecnologia de display de fagos, funciona utilizando bacteriofagos para exibir proteinas ou
peptideos especificos em sua superficie. Nessa técnica, fagos que exibem a proteina de
interesse sdo usados para detectar interagdes com moléculas-alvo, como anticorpos. O
processo envolve imobilizar a molécula-alvo em uma superficie, como um pogo de
microplaca, onde fagos que exibem proteinas que se ligam a molécula-alvo irdo aderir. Apos a
lavagem para remover fagos ndo ligados, os fagos ligados sdo eluidos e podem ser usados
para infectar hospedeiros bacterianos para produzir mais fagos enriquecidos com capacidades
de ligacdo. Esse processo, conhecido como 'panning', permite a selecdo de fagos com alta
afinidade pela molécula-alvo. As sequéncias de DNA relevantes desses fagos podem entao ser
identificadas por sequenciamento, revelando as proteinas ou fragmentos de proteinas

interagentes (Hagmaier; Gelderblom; Kochs, 2004).
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3. METODOLOGIA

3.1. Sele¢do de clones ligantes por biopanning

A técnica de biopanning foi utilizada para a selecdo de peptideos expressos por
bacteridfagos (fagos M13) que se liguem a antigenos de Salmonella Typhimurium (ST), como
jé& estudado em trabalhos anteriores pela equipe da orientadora do presente trabalho. Os clones
também foram titulados, seu DNA foi extraido e foi feito o sequenciamento de peptideos
expressos na superficie. Ao final do processo, os fagos denominados B4 ¢ E6 mostraram

melhor reatividade a ST e foram utilizados nesse estudo para posteriores testes.

3.2. Amplificagio dos fagos

Os fagos selecionados B4, E6 e o selvagem M13, 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 E. coli da linhagem ER2738. O meio foi incubado sob agitagdo
a 37°C até a fase early-log (densidade optica- DO 600 ~ 0,3). Ao atingir esta fase, a cultura
bacteriana foi inoculada com 10ul de fagos selecionados e incubado a 37°C overnight, sob
forte agitagdo. 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 solu¢do de PEG/NaCl
(20% de Polietilenoglicol 8000 e 2,5 M de NaCl — solucao estéril), na quantidade de 1/6 do
volume do sobrenadante. A solug¢do foi incubada por 12- 16 horas para a precipitagdo do
fago e posteriormente, centrifugada a 10.000 rpm por 15 minutos para descartar o
sobrenadante. O precipitado foi, entdo, suspendido em Phosphate-bufferid saline (PBS) e
precipitado novamente com PEG/NaCl, por 1 hora no gelo. Ap6s nova centrifugagdo, o
precipitado foi ressuspendido em 250ul de PBS, a fim de se obter o eluato amplificado, que

foi posteriormente titulado e armazenado a 4°C.

3.3. Preparo de cepas de Salmonella spp.

As cepas de Salmonella utilizadas nesse estudo foram isoladas de aves pelo
Laboratério de Doencas Infecciosas (LADOC)-FAMEV/UFU e confirmadas por teste PCR
(PCR microarray Check & Trace Salmonella (Bio-Rad Laboratories, Inc)). As cepas foram:
ST 5837-11, ST 4597, ST 6829/10, ST 6801/11, ST 5225/11, ST 8760/10, ST 5164/11, ST
4458/10, ST 3990/11, ST 4853/11, ST 5846/11, ST 8935/10, ST 8283/10, ST 5443/11, ST,
SE 7541/10, SE 3719/11, SE 1966/11, SE 2344/11, SE 1, SE 2, S. Dublin, S. Heidelberg, S.
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Gallinarum, S. Minnesota, S. Infantis, S. Newport, S. Pullorum e S. Salim. As cepas estavam

armazenadas em meio BHI (Brain Heart Infusion) com 50% de glicerol, e em seguida foram
reativadas em placas de agar nutriente (NA) e incubadas por 24 horas a 37°C. As colonias
foram coletadas com ajuda de uma alca estéril, diluidas em 4agua ultrapura para serem
utilizadas na contaminagdo das carcacas de aves. Para a sensibilizacdo da microplaca no
teste ELISA, as colonias foram diluidas em tampao carbonato bicarbonato (pH 8,6). Para
ambos os testes, a densidade Optica (DO) foi ajustada em um espectrofotometro até atingir

aproximadamente 1,5 x 103 UFC/mL (DO 600 ~0,5).

3.4. Contaminacio de carcacgas de aves com Salmonella spp.

Duas carcagas de aves foram obtidas na BRF SA apds gotejamento. Primeiramente,
25g de carne de trés regides de cada carcaga de ave (perianal, sob a asa e pesco¢o) foram
separadas em um saco estéril, seguindo o padrdo recomendado pela NBR ISO 6579:2002
para detectar a presenga/auséncia de Salmonella em alimentos (ABNT, 2021). Em seguida,
para realizar a contaminagdo das carcacgas, 25g de carne foram separados de cada amostra,
adicionados de 222,5mL de 4gua peptonada tamponada e 2,5 ml de in6culo bacteriano na
concentragdo 1,5 x 10% UFC/mL. Cada contetido preparado foi introduzido um sorovar
bacteriano diferente. Apds 10 minutos a temperatura ambiente (21 + 2°C) para permitir a
interagdo do indculo com a carne, 2 ml de fluido foram removidos de cada amostra para o

teste ELISA.

3.5. Phage-ELISA para avaliacio da reatividade dos clones B4 ¢ E6

Os dois clones selecionados e o fago selvagem MI13 ja amplificados conforme
descrito no item 3.2, foram submetidos ao ensaio de ELISA com o intuito de realizar um
rastreamento quanto a reatividade dos clones B4 e E6 contra antigenos de ST e outras
Salmonella. Placas de microtitulagdo foram sensibilizadas com 50ul de lavado da carcaga
com cada sorovar de Salmonella, diluidas no tampao carbonato bicarbonato (pH 8,6)
(conforme descrito no item 3.3) e posteriormente incubadas por 18h a 4°C. No dia
seguinte, apos uma lavagem com PBS Tween 0.1%, as placas foram bloqueadas PBS-BSA
5% por 1h a 37%. Em seguida, a placa foi lavada trés vezes com PBS-T 0.1%, e 50ul de
cada fago diluido em PBS Tween 0.1% foram adicionados (1x10'° unidades formadoras de
placa (PFU) /poco de cada clone). Apoés 1 hora de incubacdo a 37°C, a placa foi lavada

cinco vezes com PBS-T 0,1% e, posteriormente, foram adicionados 50ul do anticorpo anti-
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M13 conjugado com peroxidase (diluido 1:1000 em tampao de bloqueio PBS-T 0,1%). A

placa foi lavada seis vezes e apds 1 hora de incubacao, a reacao foi revelada utilizando-se o
substrato cromogénico OPD (O- Phenylenediamine dihydrochloroide — Sigma), em
solucdo contendo H20». Posteriormente, a reagdo foi interrompida com a adi¢ao de 25uL

de H>SO4 2 N ¢ a leitura da absorbancia foi realizada em uma leitora de placas a 492 nm.

3.6. Biosseguranca
Todos os procedimentos realizados neste estudo, bem como a utilizacdo de
equipamentos, seguiram as normas de biosseguranga descritas por Mineo et al. (2005). Os
ensaios foram conduzidos no Laboratério de Nanotecnologia prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart
e no Laboratério de Doengas Infecciosas (LADOC), ambos da UFU (Universidade Federal
de Uberlandia). Tais laboratorios dispuseram de todos os equipamentos para execucdo do

estudo.

3.7. Analise Estatistica
A analise estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism versao 9.0
(GraphPad Prism Software Inc., EUA). Para os testes de phage-ELISA, o fago selvagem
M13 foi utilizado como controle na reag¢do. Para cada clone, as avaliagdes foram realizadas
em duplicatas. A andlise da reacdo foi feita de forma descritiva. A regressdo logistica foi

utilizada para andlise da area sob a curva (AUC) e o valor do likehood rate.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As carcagas obtidas no item 3.4 apresentaram resultado negativo para presenga de
Salmonella spp. apos a realizacdo da metodologia estabelecida pela 1SO6579:2002. A
Densidade Optica (DO) foi feita para diversos sorovares de ST, SE e outras Salmonellas para
controle, juntamente com os dois fagos selecionados e o fago selvagem para controle, e os
resultados obtidos estdo expressos na Figura 1. As cepas foram enumeradas da seguinte
forma: ST 5837-11 ST1, ST 4597 ST2, ST 6829/10 ST3, ST 6801/11 ST4, ST 5225/11 STS,
ST 8760/10 ST6, ST 5164/11 ST7, ST 4458/10 ST8, ST 3990/11 ST9, ST 4853/11 ST9, ST
5846/11 ST11, ST 8935/10 ST12, ST 8283/10 ST13, ST 5443/11 ST14, ST ST15, SE 7541/10
SE1, SE 3719/11 SE2, SE 1966/11 SE3, SE 2344/11 SE4, SE 1 SES, SE 2 SE6, S. Dublin SD,
S. Heidelberg SH, S. Gallinarum SG, S. Minnesota SM, S. Infantis SI, S. Newport SN, S.
Pullorum SP e §. Salim SS. A ST reagiu com titulos maiores para os dois peptideos, sendo
que, de forma descritiva, o peptideo B4 possuiu maiores relagdes de ligagdo que E6, visto que

a DO foi igual ou superior em praticamente todos as derivagdes de ST.

Figura 1. Média de absorbancia dos clones de ligacdo a ST [B4 (azul) e E6 (laranja)] e clone selvagem (M13) selecionados
por Phage-ELISA. Quinze cepas de S. Typhimurium, seis de S. Enteretidis, uma cepa dos sorovares Dublin, Heidelberg,
Gallinarum, Minnesota, Infantis, Newport, Pullorum e Salim
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Fonte: Autoria propria, 2024.

Nesse sentido, tratando-se inicialmente do fago B4, foi obtido o resultado de log-

Likelihood Ratio de 21,9 (p<0,0001), AUC de 92,16% (p<0,0001) (Figura 2).
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Figura 2. Curva de Receving Operating Characteristic (ROC) que avaliou a classificagdo da performance do diagndstico
binario do fago B4.
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Fonte: Autoria propria, 2024.
Em seguida, tratando-se do fago E6, encontrou-se um Likelihood Ratio de 15,27
(p<0,0001) e AUC de 87,45% (p<0,0003) (Figura 3).

Figura 3. Curva de Receving Operating Characteristic (ROC) que avaliou a classificagdo da performance do diagnostico

binario do fago E6.
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Fonte: Autoria propria, 2024.

Em contrapartida, o fago selvagem obteve log-Likelihood Ratio de 4,225 (p<0,0398) e
AUC de 68,33% (p<0,0820) (Figura 4). Dessa forma, entende-se que a ligacdo com o

antigeno do fago selvagem nao ¢ tao forte.
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Figura 4. Curva de Recieving Operating Characteristic (ROC) que avaliou a classificagdo da performance do diagndstico
binario do fago selvagem.
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Fonte: Autoria propria, 2024.

Sendo assim, entende-se que o fago B4 possuiu maior ligagdo com o antigeno da
Salmonella Typhimurium comparativamente ao E6, pois sua AUC obteve um valor maior,
representando uma ligagao mais intensa.

O phage display é uma importante ferramenta para selecdo de peptideos ligantes ou
miméticos de patogenos. Apds a selegdo, os peptideos sdo purificados e sequeciados para
sintese que sdo uteis para desenvolvimento de diagnoticos, métodos vacinais ou terapéuticos
(Santos et al., 2022). Nesse trabalho, o invés do peptideo pufiricado, a equipe explorou a
técnica do phage-ELISA para detectar S. Typhimurium a partir da carcaga utilizando os
proprios fagos. Essa abordagem pode ser interessante, ja que os fagos sdo maiores e mais
estaveis que os peptideos, apreentando beneficio durante o reconhecimento e ligagdo com as
estruturas antigénicas.

Em um estudo realizado por Evran (2022), foi utilizado um coquetel de bacteriéfagos
para controlar a contaminagdo de Salmonella spp. e outros patdogenos bacterianos em
superficies, como bebedouros e comedouros, como resultado o autor encontrou uma reducao
nos valores logaritmicos da presenca bacteriana nessas superficies. Dessa forma, entende-se
que a utilizacdo de bacteridfagos € possivel trazer o controle desses patogenos, porém mais
estudos precisam ser feitos para que haja um entendimento do funcionamento dos mesmos em
material in vivo.

Os liquidos de carcacas sao materiais com muitas proteinas, que podem apresentar

resultado falso positivo em testes de ELISA. Mesmo com tal caracteristica conhecida, nosso
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trabalho mostrou que os fagos podem apresentar alta AUC, especialmente para o fago B4.

Assim, esse fago mostra um potencial para ser usado como método preventivo ou diagndstico
da S. Typhimurium. Trabalhos futuros devem ser realizados para a retirada do excesso de
proteinas e lipideos da carcaga que possam comprometer os resultados do ELISA para validar

o fago B4 para identificagdo direta de S. Typhimurium.
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5. CONCLUSAO

O fago B4, selecionado a partir da tecnologia do phage display, expressando ligantes
de S. Typhimurium, tém potencial para ser utilisados em testes de diagndstico com alta

sensibilidade e especificidade, sendo os valores 86% e 82,6% respectivamente.
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