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Resumo

LOPES, Caroline de Paula. Anticorpos policlonais contra InvH de
Salmonella spp.: producéo, caracterizacdo e aplicagdo em separacao
imunomagnética. 2012. 73 f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pos-
Graduacao em Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

Infeccdes alimentares ocasionadas por bactérias do género Salmonella spp.
sdo de extrema relevancia em todo o mundo, pois, além de causarem elevadas
taxas de morbidade e do patdogeno ser de dificil controle, as salmoneloses
acarretam importantes perdas econbmicas para a industria de alimentos. A
metodologia convencional para a detec¢do de Salmonella spp. em alimentos é
laboriosa e onerosa, exigindo um longo tempo de andlise, bem como, diversas
etapas para a identificacdo final da bactéria. Imunoensaios para a deteccéo
mais rapida desse patégeno tem sido desenvolvidos, e, dentre esses métodos,
destacam-se as técnicas de ELISA, Western Blotting e a separacao
imunomagnética (IMS). Neste trabalho € relatada a busca por um novo alvo, a
producdo e a caracterizacdo de anticorpos policlonais (PAbs) contra
Salmonella spp. , associando a IMS, utilizando microesferas sensibilizadas com
o PAbs anti-rinvH, a PCR, para a deteccdo da bactéria em cultivos puros. Para
a pesquisa e a selecao do alvo, ferramentas de bioinformatica foram utilizadas,
e a proteina Cell adherence-invasion protein (InvH) foi escolhida. Para a
producdo dos PAbs, camundongos BALB/c foram imunizados com a proteina
recombinante (rinvH) expressa em Escherichia coli. Foi observado através de
ELISA indireto e Western Blotting, que os PAbs anti-rinvH foram capazes de
reconhecer todas as cepas de Salmonella spp. avaliadas, entretanto, também
reagiram inespecificamente com outras proteinas de salmonelas e com L.
monocytogenes, E. coli e Proteus sp. Com a utilizacdo do PAbs anti-rinvH na
sensibilizacdo das microesferas para a IMS associada a PCR, foi possivel
capturar Salmonella Typhimurium a partir de cultivos puros em 6 h, com um
limite de deteccdo de 10* UFC.mL™. Os resultados obtidos nesse trabalho
demonstraram o potencial da proteina InvH de Salmonella spp. como um alvo
em potencial para o desenvolvimento de anticorpos monoclonais e posterior
utilizacdo destes em imunoensaios diagnosticos para a deteccdo de Salmonella
spp. em alimentos.

Palavras chave: Salmonella spp.. Doencgas transmitidas por alimentos.
Imunodiagnéstico. Diagndstico rapido.



Abstract

LOPES, Caroline de Paula. Polyclonal antibodies against Salmonella spp.
InvH: production, characterization and application in immunomagnetic
separation. 2012. 73 f. Thesis (Master Degree) - Programa de P6s-Graduacao
em Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

Foodborne illness caused by Salmonella spp. are extremely important around
the world. In addition to causing high morbidity, as weel as being difficult to
control, Salmonella spp. also causes significant economic losses for the food
industry. Conventional methods for detection of Salmonella spp. in foods are
laborious and expensive, requiring a long time for analysis, as well as several
steps for final identification of bacteria. Immunoassays for the rapid detection of
Salmonella spp. have been developed, including ELISA, Western Blotting and
immunomagnetic separation (IMS). This work describes the search for a new
target, the production and characterization of polyclonal antibodies (PAbs)
against Salmonella spp., combining the IMS using beads coated with the anti-
rinvH PAbs, and PCR for detection of bacteria in pure cultures. In order to
identify and select the target gene bioinformatics tools were used and the
protein Cell adherence-invasion (InvH) was selected. For PAbs production,
BALB/c mice were immunized with recombinant protein (rinvH) expressed in
Escherichia coli. By indirect ELISA and Western blotting it was observed, that
the anti-rinvH PAbs were able to recognize all the Salmonella spp. strains
evaluated. However, the anti-rinvH PADbs also reacted nonspecifically with
other proteins from Salmonella spp., L. monocytogenes, E. coli and Proteus sp.
Using beads coated with anti-rinvH PAbs to the IMS associated with PCR was
possible to capture Salmonella Typhimurium from pure cultures in 6 h, with a
detection limit of 10* CFU.mL™. The results of this study demonstrated the
potential of the InvH protein as a potencial target for the development of
monoclonal antibodies. Furthermore, this protein may also be subsequently
used in diagnostic immunoassays for the detection of Salmonella spp..

Keywords: Salmonella spp.. Foodborne. Immunoassays. Rapid diagnosis.
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1. INTRODUCAO

Um dos grandes desafios para a saude publica no mundo todo
atualmente é a prevencao, controle e a erradicacdo das doencas transmitidas
por alimentos, sendo evidente o impacto social e econdmico que a
contaminacéo de alimentos por micro-organismos patogénicos pode ocasionar
(KRUGER et al., 2008). Nesse contexto, a contaminacdo de alimentos por

Salmonella spp. merece destaque.

Bactérias do género Salmonella spp. sdo bacilos Gram-negativos,
anaeroébios facultativos, pertencentes a familia Enterobacteriaceae (FRANCO;
LANDGRAF, 2005). De acordo com Shelobolina et al. (2004), o género
Salmonella divide-se em trés espécies: enterica, bongori e subterranea. S.
enterica por sua vez, possui seis subespécies, sendo que a subespécie
enterica apresenta a maioria dos mais de 2.400 sorovares ja identificados, e é
responsavel por milhdes de casos de infeccbes de origem alimentar em todo o
mundo a cada ano, sendo os sorovares Typhimurium e Enteritidis os mais
incriminados em surtos de origem alimentar (CENTERS for DISEASES
CONTROL and PREVENTION, 2011; GRASSL; FINLAY, 2008; BRENNER et
al., 2000; POPOFF; LE MINOR, 1997).

Em diversos paises, Salmonella spp. € comumente o enteropatdégeno
mais incriminado a doencas transmitidas por alimentos (VARMA et al., 2005).
Em 2008, nos Estados Unidos, foi a principal causa de internacbes e mortes

em mais da metade dos surtos associados a alimentos no pais (CDC, 2011).

No Brasil, a Secretaria de Vigilancia em Salde (MINISTERIO DA
SAUDE, 2008) levantou dados sobre as doencas de origem alimentar no pais
por aproximadamente 10 anos, sendo as bactérias do género Salmonella spp.

responsaveis por mais de 40% das doencgas notificadas nesse periodo.

Agua e alimentos contaminados sdo geralmente as principais fontes de

transmissdo de Salmonela spp. a humanos, sendo 0s produtos carneos
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frequentemente envolvidos em surtos. Carnes de frango e ovos tém sido
veiculos em inumeros casos de infeccbes humana por Salmonella spp.
(SHINOHARA et al., 2008).

Para a deteccdo de Salmonella spp. em alimentos, a metodologia
classica de cultivo recomendada pelo Bacteriological Analytical Manual (BAM,
1998) ainda é utilizada como metodologia padréo, e, baseia-se no isolamento
destas bactérias em meios seletivos para posterior identificacdo bioquimica e
sorologica.

Esta metodologia apresenta custo operacional elevado em funcdo do
tempo relativamente longo para ser completada (no minimo 4 dias para obter-
se um resultado negativo e até 7 dias para um positivo), além dos materiais e
mao de obra envolvidos na execucao das analises (BAM,1998). Desse modo, a
necessidade de métodos mais rapidos e menos laboriosos de detecgcédo tem
levado ao desenvolvimento de pesquisas para a identificacdo rapida de

Salmonella spp. em alimentos.

Atualmente, os kits para deteccdo rapida de Salmonella spp. em
alimentos disponiveis comercialmente no Brasil sdo importados e apresentam
altos custos de implantacdo e andlises superiores ao custo da metodologia
convencional de cultivo. Em virtude disso, novas metodologias para deteccéo

tém sido amplamente desenvolvidas nas ultimas décadas.

Os ensaios imunoldgicos, baseados na reagdo antigeno-anticorpo,
apresentam maior facilidade de execucdo, rapidez na obtencéo dos resultados,
boa sensibilidade e especificidade quando comparados a metodologia
tradicional de cultivo. Métodos como, por exemplo, o Enzime-Linked
Immunossorbent Assay (ELISA) (MANSFIELD; FORSYTHE, 2001; KLEINER,
2000) e a separacdo imunomagnética (IMS) (MOREIRA et al, 2009; MOREIRA
et al.,, 2008; BRICHTA-HARHAY et al., 2008) tem-se mostrado interessantes
guando na utilizacdo para deteccao de Salmonella em alimentos. A utilizacéo
da IMS associada a PCR aumenta a sensibilidade do teste, pois, ao concentrar

e separar as células alvo dos demais inibidores da reacdo, bem como da

14



microbiota competitiva, permite que a sequéncia alvo seja detectada em

concentracfes minimas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Selecionar, in silico, uma proteina de Salmonela spp. com as melhores
caracteristicas para ser utilizada como alvo na obtencdo de anticorpos
especificos para bactérias desse género e desenvolver uma metodologia que
utiliza IMS associada a PCR para a deteccdo rapida deste patdogeno em

alimentos.
2.2 Objetivos Especificos

- Selecionar e clonar gene que codifica antigeno especifico de
Salmonella spp. em plasmideo de expressdo em Escherichia coli.

- Produzir uma proteina recombinante e usé-la na imunizacdo de
camundongos.

- Produzir e caracterizar os anticorpos policlonais obtidos a partir dos
camundongos previamente imunizados.

- Utilizar os anticorpos policlonais associados a microesferas
magnéticas para produzir um reagente para uso em IMS.

- Padronizar e avaliar o desempenho da metodologia de deteccdo de
salmonelas por IMS associada a PCR utlizando cultivo puro de S.

Typhimurium.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Salmonella spp. e as Doencas Transmitidas por Alimentos

O género Salmonella faz parte do grupo de bactérias Gram negativas,
anaerobias facultativas. Morfologicamente, sdo bacilos ndo formadores de
esporos, pertencentes a familia Enterobacteriaceae, sendo, em sua maioria,
moveis através de flagelos peritriqueos, exceto por S. gallinarum e S. pullorum.
Sao mesodfilas, com temperatura 6tima de crescimento a 37°C e capazes de
produzir &cido e gas a partir da glicose e de outros carboidratos, com excecao
dos acuUcares lactose e sacarose. Sdo catalase positivas e oxidase negativas.
Suportam uma ampla faixa de pH (entre 4,5 e 9,0) e sdo exigentes quanto a
atividade de agua (Aa) disponivel, desenvolvendo-se em valores de Aa
compreendidos entre 0,945 e 0,999 (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

Embora a nomenclatura para classificacdo de Salmonella esteja em
constante discusséo, atualmente, o género Salmonella esta dividido em trés
espécies: Salmonella enterica, Salmonella bongori e Salmonella subterranea.
S. enterica por sua vez, esta subdividida em seis subespécies, designadas por
nomes ou numeros romanos: S. enterica subespécie enterica (S. enterica
subespécie 1); S. enterica subespécie salamae (S. enterica subespécie Il); S.
enterica subespécie arizonae (S. enterica subespécie llla); S. enterica
subespécie diarizonae (S. enterica subespécie lllb); S. enterica subespécie
houtenae (S. enterica subespécie 1IV); e S. enterica subespécie Indica (S.
enterica subespécie VI) (SHELOBOLINA et al., 2004).

Atualmente, ha cerca de 2500 sorotipos (sorovares) conhecidos do
género Salmonella, sendo que a maioria dos sorotipos envolvidos em doencas
em humanos pertence a uma unica subespécie, S. enterica subsp. enterica.
Nesta espécie, os sorovares Typhimurium e Enteritidis estdo entre os principais
agentes causadores de doencas de origem alimentar em todo o mundo (CDC,
2011). Sorotipos das demais subespécies e de S. bongori sdo usualmente

isolados de animais de sangue frio.
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Os sorotipos das salmonelas além de serem ubiquos, podem estar
estritamente adaptados a um hospedeiro particular. Os sorotipos de S. enterica
subsp. enterica podem ser classificados de acordo com o seu hospedeiro.
Uzzau et al. (2000) propdem que os sorotipos de Salmonella spp. podem ser
divididos em: sorotipos restritos ao hospedeiro (sorotipos associados
exclusivamente a um hospedeiro em particular, como S. Typhi e Paratyphi A a
humanos); sorotipos adaptados ao hospedeiro (sorotipos que prevalecem em
um hospedeiro em particular, mas que sdo aptos a causar doenca em outras
espécies, como S. Choleraesuis, a qual prevalece em suinos); e sorotipos que
independem do hospedeiro (sorotipos capazes de causar gastroenterite
autolimitante, e menos comumente a doenca sistémica em uma ampla gama
de espécies hospedeiras, como S. Typhimurium). Os Ultimos sdo responsaveis
por surtos de origem alimentar em humanos e por isso, sdo patdégenos de

relevante importancia para a saude publica (CDC, 2011).

Salmonella spp. € o enteropatégeno mais frequentemente associado a
doencas transmitidas por alimentos nos Estados Unidos, Reino Unido e em
muitos outros paises (VARMA et. al., 2005), sendo que no ano de 2008, foi a
principal causa de internacdes e mortes em mais da metade dos surtos
associados a alimentos reportados nos Estados Unidos (CDC, 2011). A
ingestdo de &gua ou alimentos contaminados sdo as fontes principais de
transmissdo de Salmonella spp. a humanos, visto que, sdo capazes de

multiplicar-se sem, no entanto, produzir alterac6es detectaveis no alimento.

Entre as fontes de contaminacdo com Salmonela spp., os produtos
carneos sdo predominantes. Carnes de frango e ovos tém sido veiculos em
inumeros casos de infec¢gdes humanas causadas por Salmonela spp. (CDC,
2011), bem como o leite, vegetais e outros alimentos que podem sofrer
contaminacdo cruzada apdés o processamento (SHINOHARA et al., 2008;
FAVRIN et al. 2001). Carne suina também pode apresentar contaminagdo com
Salmonella spp. logo apds o abate, indicando que a contaminac¢éo pode ocorrer
ainda durante o crescimento do rebanho ou na manipulagdo da carne no

frigorifico (BESSA et al. 2004). Entre os sorotipos isolados em suinos, S.
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Typhimurium foi o mais prevalente (BOTTELDOORN et al., 2003). Embora a
prevaléncia de casos de gatroenterites esteja, em sua maioria, associada ao
consumo de carne e ovos, Salmonella spp. € capaz de sobreviver em corpos
d’agua e assim, animais aquaticos sdo passiveis de contaminagédo, sendo
encontrada em peixes e outros produtos marinhos, como camardes. Nestes
casos, a contaminacdo pode ocorrer pela poluicdo das aguas ou durante o
processamento do pescado (KUMAR et al.,, 2003; BREMER; FLETCH,;
OSBORNE, 2003).

A presenca de Salmonella spp. em alimentos pode ocorrer pelo contato
com superficies contaminadas, quando a bactéria encontra nutrientes e
condi¢cdes adequadas, como pH, atividade de agua e temperatura, podendo
multiplicar-se rapidamente, e devido a manipulagdo incorreta, através da
contaminacgdo cruzada de outros alimentos (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

Em um estudo que avaliou a presenca de Salmonella spp. em 61
cortes de frango, 39,3 % das amostras foram positivas, sendo S. Enteritidis o
sorovar mais prevalente (RIBEIRO et al. 2007). S. Enteritidis é o sorotipo com
maior tropismo por oOrgdos reprodutivos de galinhas, sendo o principal
responsavel pela contaminacao interna de ovos, 0 que acarreta um aumento na
incidéncia da infeccdo por S. Enteritidis em frangos (OKAMURA et al. 2001).
Embora o ambiente natural dos ovos ndo seja favoravel ao desenvolvimento de
Salmonella spp., devido ao pH natural da clara, a presenca da lizosima e de
anticorpos na gema, alguns sorotipos estdo adaptados e conseguem
sobreviver a essas condicbes adversas (GUARD-PETTER, 2001). A
sobrevivéncia de S. Enteritidis na gema € maior do que no albumen,
especialmente quando os ovos sdo armazenados a temperatura ambiente por
um longo periodo, pois 0s agentes bacteriostaticos presentes na clara podem
nao destruir as células de S. Enteritidis e essas podem migrar para a gema e
manterem-se viaveis (BRAUN; FEHLHABER, 1995).

A infeccdo de galinhas poedeiras por S. Enteritidis e a consequente
contaminagdo dos ovos é um fator relevante para o aumento de casos de

salmonelose humana. Ovos e derivados contaminados com Salmonella spp.
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tém sido incriminados na disseminacdo da bactéria e tem favorecido a
contaminagcdo cruzada no ambiente de preparo dos alimentos (TEO;
OLIVEIRA, 2009). O sorovar Enteritidis também foi isolado em surtos de
salmonelose locados no Rio Grande do Sul, no ano de 2005, demonstrando a
relevante importancia desse sorotipo nas contaminagdes por Salmonella spp.
(MURMANN, 2008). Além de S. Typhimurium e S. Enteritidis, os sorovares
Heidelberg, Newport, Infantis, Agona, Montevideo, e Saint Paul também sao

associados a surtos de toxinfecgao alimentar (CHIU et al., 2005).

A contaminacdo de alimentos por micro-oganismos patogénicos, sua
prevaléncia, crescimento, multiplicacdo e/ou producdo de toxinas sdo de
interesse na Saude Publica. Além disso, a ocorréncia de doencas veiculadas
por alimentos (DTAs) € um dos maiores problemas de saude publica no
mundo, sendo responsavel por reducdes na producdo mundial de alimentos,
gue afetam o crescimento econdémico global (CDC, 2011). Nesse contexto, as
salmoneloses tem sido foco de pesquisas e discussfes que permitem o melhor
entendimento da doenca, bem como a garantia de produtos seguros no

mercado.

A grande dificuldade em se obter dados sobre a doenca deve-se a
falta de notificacdes, visto que a maioria das gastroenterites € autolimitante,
nao necessitando de internacdo hospitalar. Forsythe (2002) revelou que
somente 10% do total de surtos de origem alimentar no Brasil sédo notificados,
devido as falhas no sistema de notificacdo e fiscalizacdo. Ou seja, a
importancia das salmoneloses na incidéncia de surtos de origem alimentar

ainda é subestimada no pais.

A Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude (2008)
revelou que, no periodo de 1999 a 2008, as bactérias do género Salmonella
spp. foram responsaveis por 42,9% das enfermidades de origem alimentar, e
gue os alimentos mais frequentemente envolvidos em surtos foram ovos crus
ou mal cozidos. O Rio Grande do Sul apresentou um dos maiores indices de
notificacdo de surtos de salmonelose associada a alimentos, juntamente com o

estado de Séao Paulo, demonstrando o grau de implantagdo da Vigilancia
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Epidemiolégica nesses estados. Nadvorny et al. (2004) publicou que a
salmonelose foi uma das doencas transmitidas por alimentos mais prevalentes

no Rio Grande do Sul no ano de 2000.

A maioria dos sorotipos de salmonelas € patogénico ao homem, e 0s
sintomas clinicos podem ser apresentados de trés formas (FRANCO;
LANDGRAF, 2005; TORTORA; FUNKE; CASE , 2005): como febre tiféide,

febre entérica e salmonelose.

Causada por S. Typhi, a febre tiféide acomete somente a humanos. A
disseminacdo da bactéria € interpessoal, através da &gua e alimentos
contaminados com material fecal humano. Os sintomas sdo muito graves e
podem desencadear septicemia, febre alta, cefaléia, diarréia e vomitos,
podendo evoluir a 6bito. O periodo de incubacdo usualmente varia de sete a 21
dias e a duracdo da doenca pode chegar a oito semanas. Apos a infeccdo, os
individuos podem se tornar portadores assintomaticos por meses ou anos,

constituindo entdo uma fonte continua de infeccéo.

Na febre entérica, o agente etioldgico é a S. Paratyphi A, B e C, e 0s
sintomas clinicos sédo mais brandos que na febre tiféide, podendo evoluir para
septicemia e, frequientemente, desenvolver um quadro de gastroenterite febril
associado a vomito. O periodo de incubacao € usualmente de 6 a 48 horas e a
duracdo média da doenca é de trés semanas. Essa doenca pode ser causada
pelo consumo de agua e alimentos contaminados, especialmente leite e

vegetais crus, mariscos e ovos.

As salmoneloses séo as infec¢des entéricas em decorréncia de outras
espécies de Salmonella, caracterizadas por um quadro de infeccdo
gastrointestinal, com dores abdominais, diarréia, febre baixa e vomito, sendo
raros os casos fatais. Os sintomas aparecem de 12 a 36 horas, podendo durar
até 72 horas. Trata-se da manifestagdo mais comum de infeccdo por
Salmonella spp. e o0 episddio geralmente é autolimitante em dois a trés dias,

nado necessitando de tratamento com antibioticos. Entretanto, € possivel

encontrar a bactéria nas fezes de adultos até oito semanas apds o término da
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infeccdo e por até 20 semanas em criangas menores de cinco anos, 0 que
facilita a sua disseminacdo no ambiente (GOMEZ; CLEARY, 1998). As carnes,
em geral, e ovos crus estdo frequentemente associados a enfermidade, sendo
que criancas, idosos e imunocomprometidos sao naturalmente mais

susceptiveis a infeccgoes.

A dose infectante de Salmonella spp. para humanos saudaveis varia
entre 10° e 10® UFC (HUMPHREY, 2004), embora tenham sido relatadas
infeccbes com doses muito menores, isto porque a quantidade exata depende
da cepa infectante, do tipo de alimento contaminado com a bactéria, bem como
do estado fisiolégico do hospedeiro. Em virtude disso, a Legislacdo Brasileira
ndo estabelece limites permitidos para a presenca da bactéria em alimentos e
determina auséncia da mesma em qualquer tipo de alimento (RDC n° 12,
2001).

As infeccOes alimentares causadas por salmonelas, anualmente,
podem resultar em gastos de grande impacto econémico. Nos Estados Unidos,
estima-se que houve gastos de 2,4 bilhdes de dolares em custos médicos e
perda de produtividade apenas em surtos de salmoneloses (USDA/ERS, 2003).

De modo a controlar e evitar surtos de salmonelose, medidas
apropriadas no controle de qualidade e processamento devem ser aplicadas a
industria de alimentos. Atualmente, estas medidas sdo baseadas no sistema de
Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC), sendo necessarios
a identificacdo e isolamento do patégeno, bem como a fiscalizacdo e
intervencdo dos 6rgdos de fiscalizacdo quando da necessidade de retirada de
um produto contaminado do mercado, por exemplo. Em virtude disso, métodos
para deteccdo e monitoramento de micro-organismos patogénicos em
alimentos, dentre eles Salmonela spp., necessitam de rapidez, praticidade,
confiabilidade e custo acessivel (CROCI et al., 2004).
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3.2 Metodologia Convencional de Isolamento e Identificagcdo de
Salmonela spp.

A metodologia convencional para deteccdo de salmonelas em
alimentos é onerosa e fastidiosa, em funcdo da grande diversidade de
materiais € mao de obra envolvidos na execucao das analises. Além disso, o
baixo numero de células normalmente presentes, somado a microbiota
competidora encontrada em alimentos contaminados, dificulta ainda mais a
deteccdo de Salmonela spp. . A metodologia convencional de deteccdo € o
método de cultivo classico e aceito como padrdo, desenvolvido com a
finalidade de garantir a deteccdo da bactéria mesmo sob condicfes adversas
(BAM, 1998).

Os métodos para identificacdo de Salmonella spp. em alimentos séo
compostos por trés periodos de incubacado (pré-enriquecimento em meio nao-
seletivo e enriquecimento e plagueamento em meios seletivos), o que exige a
utilizacado de diversos meios de cultura com caracteristicas especificas, além
de diversas vidrarias e equipamentos laboratoriais. Além disso, € composto da
etapa de confirmacdo posterior através de testes bioquimicos e soroldgicos,
necessitando, no minimo, de quatro dias para obter-se um resultado negativo e

de até sete dias para se obter um resultado positivo (BAM, 1998).

A metodologia convencional, embora apresente limitacdes, ainda é
considerada padréo para detec¢do de Salmonella spp. em alimentos, devido a
grande variedade de testes realizados, 0 que assegura a confiabilidade exigida
na identificacdo da bactéria.

Dentre as limitacdes da metodologia convencional existe a competicao
da microbiota normalmente presente nos alimentos, que pode vir a diminuir a
sensibilidade do teste, prejudicando o isolamento e identificacdo de Salmonella
spp. nhos meios seletivos, uma vez que essas bactérias, muitas vezes,
apresentam caracteristicas bioquimicas semelhantes as de Salmonela spp. .
Além disso, algumas bactérias do género apresentam reacdes bioquimicas

atipicas, o que pode vir a influenciar e/ou interferir nos resultados (FACH, et
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al.,1999). E, somado a isso, 0 longo tempo necessario para deteccdo e
confirmacéo dos resultados pela metodologia tradicional, gera a necessidade
de métodos mais rapidos e menos laboriosos de deteccédo e leva a avancos
significativos no desenvolvimento de tecnologias rapidas para identificacdo de

patdbgenos em alimentos.

Dentre as novas metodologias pesquisadas, 0s ensaios imunoldgicos,
baseados na reacdo antigeno-anticorpo, tem-se mostrado interessantes,
qguando na utilizacdo para deteccdo de Salmonella spp. em alimentos. Métodos
como o ensaio imunoenzimatico do tipo ELISA, a técnica de Western Blotting, e
a separacdo imunomagnética (IMS) apresentam maior facilidade de execucao,
rapidez na obtencao de resultados e boa sensibilidade e especificidade quando
comparados a metodologia convencional de cultivo (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2005).

3.3 Separacao Imunomagnética (IMS) associada a PCR

A separacdo imunomagnética (IMS) é uma técnica imunologica de
separacao e concentracdo de micro-organismos relativamente simples, e tem
sido aplicada para aumentar a sensibilidade e reduzir o tempo de isolamento e
deteccdo de diversos micro-organismos, bem como de bactérias patogénicas
em alimentos. Este método utiliza microesferas de poliestireno magnetizadas
cobertas com anticorpos policlonais ou monoclonais para, valendo-se de um
magneto, realizar o isolamento e concentracdo do micro-organismo alvo em
cultivos liquidos (OLSVIK et al., 1994). E considerada uma etapa relevante a
ser utilizada antes da deteccdo de patdgenos em alimentos, seja pela
metodologia convencional, quanto pelas modernas técnicas moleculares de
identificacdo de micro-organismos (BAEUMNER; NUGEN, 2008).

A IMS tem sido utilizada para detectar micro-organismos patogénicos
em alimentos, tais como Listeria spp. e Listeria monocytogenes (GASANOQV et
al., 2005; KACLIKOVA et al., 2001; UYTTENDAELE et al., 2000; FLUIT et al.,
1993) E. coli 0157 (CHAPMAN; ASHTON, 2003; REINDERS et al., 2002;
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EVRENDILEK et al., 2001; YU; BRUNO, 1996), Campylobacter jejuni (YU et
al., 2001) e Salmonella spp. (MOREIRA et al., 2009; MOREIRA et al., 2008;
CONCEICAO et al., 2008; JORDAN et al., 2004; MANSFIELD; FORSYTHE,
2001; FAVRIN et al.,, 2001; RIJPENS et al., 1999; TRKOV et al.,, 1999;
CUDJOE et al., 1995).

No caso de Salmonela spp., a técnica tem sido usada para separa-las
de outras enterobactérias no caldo de enriquecimento n&o-seletivo, em
substituicdo a etapa de enriquecimento seletivo, antes de realizar a deteccao
por plaqueamento em agar seletivo (TATAVARTHY et al., 2009; CONCEICAO
et al.,, 2008; MINE, 1997; MANSFIELD; FORSYTHE, 1996), associada a
técnica de ELISA (MANSFIELD; FORSYTHE, 2001; KLEINER, 2000) ou PCR
(MOREIRA et al, 2009; MOREIRA et al., 2008; BRICHTA-HARHAY et al.,
2008; MERCANOGLU; GRIFFITHS, 2005; MERCANOGLU; AYTAC, 2002;
HSIH; TSEN, 2001; CIVILINI et al., 2000; LI et al., 2000; RIJPENS et al., 1999).
Uma das vantagens da técnica € justamente ndo necessitar da etapa de
enriguecimento seletivo, pois os caldos de enriquecimento seletivo, em sua
maioria, apresentam alta concentracdo de substancias seletivas que podem ser
letais para as células injuriadas. Além disso, a sensibilidade do teste
diagndstico é maior quando associado a IMS devido a possibilidade de captura
de células lesadas; por concentrar 0 micro-organismo alvo, separando-o da
microbiota competidora normalmente presente em alimentos contaminados
(OLSVIK et al. 1994); e, quando associada a PCR, por separar as células alvo
dos inibidores da reacao (SPANOVA et al., 2003).

Atualmente, as pesquisas que envolvem a aplicagdo da IMS
usualmente utilizam kits com microesferas magnéticas disponiveis
comercialmente, os quais sdo importados e, em virtude disso, apresentam
custos elevados, que dificultam a insercdo dessa tecnologia na industria de

alimentos no pais.

A IMS, assim como outros métodos imunoldgicos para deteccdo de
patdgenos em alimentos, utiliza anticorpos policlonais ou monoclonais ou

ambos. Anticorpos sdo moléculas protéicas produzidas por linfocitos B que
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reconhecem substancias estranhas ao organismo, denominadas antigeno. A
estrutura geral de um anticorpo consiste em molécula bifuncional, que
compreende dois sitios de ligacdo ao antigeno (Fab) e um sitio efetor (Fc), no
outro lado da molécula (ALZARI et al., 1988).

Anticorpos policlonais (PAbs) sao produzidos de forma muito simples e
rapida a partir de um animal previamente imunizado com um antigeno (alvo) de
interesse. Nesta técnica, diversos clones de linfécitos B séo obtidos produzindo
uma variedade de anticorpos especificos para os diferentes epitopos do
mesmo antigeno, ou seja, anticorpos capazes de ligar-se de forma especifica e
com alta afinidade as mais diferentes fragcbes do antigeno, conferindo uma
maior sensibilidade quando aplicados em testes de imunodiagnéstico. Os
protocolos de imunizagédo séo repetidos diversas vezes com baixas dosagens
do antigeno, o que aumenta a afinidade do anticorpo, pois na presenca limitada
do antigeno, as células B de alta afinidade apresentam maior éxito de selecdo
e proliferacdo, em comparacdo a administracdo de altas doses do antigeno
(HARLOW; LANE, 1988).

Ap6s a imunizacdo com o antigeno, geralmente administrado
associado a substancias que melhoram a resposta do sistema imune, 0 soro
dos animais imunizados é coletado, purificado por cromatografia de afinidade
ou por precipitacdo e armazenado. Embora, a metodologia para obtencéo de
anticorpos policlonais seja simples e rapida, a quantidade de soro produzido
exige um grande numero de animais imunizados, 0 que pode acarretar em
diferencas na apresentacdo deste em cada animal. Essas desvantagens
podem levar a uma diminuicdo na especificidade do teste, bem como resultar
em reacdes inespecificas com outras bactérias que podem apresentar epitopos
semelhantes ao do antigeno alvo. De modo a evitar estes problemas, as
amostras de soro dos animais devem ser monitoradas regularmente,
selecionando aquelas que mantiverem as caracteristicas desejadas
(MOREIRA, 2005). Portanto, tanto a sensibilidade quanto a especificidade dos
meétodos imunologicos de deteccdo dependem do anticorpo utilizado, o que

esta diretamente relacionado ao antigeno escolhido como alvo.
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Nesse contexto, a identificacdo de novos epitopos para a producéo de
anticorpos especificos e sensiveis tém se tornado um desafio atualmente.
Assim, a utilizacdo de ferramentas de bioinformatica, através das quais pode-
se armazenar, analisar e disponibilizar dados bioldégicos e moleculares, surge
como uma alternativa para a obtengcédo de novos alvos (CHEN, 2011). Esses
alvos devem, preferencialmente, ser proteinas de membrana externa, pois
apresentam maior disponibilidade para a formacdo do complexo antigeno-
anticorpo; devem estar presentes na maioria dos sorovares do género
Salmonella, ou pelo menos nos mais comuns associados a surtos; devem ser
expressas em grande quantidade; ser constitutivas; apresentar caracteristicas
antigénicas; e ser especificas para o0 género, evitando assim reacodes

inespecificas com outros patdgenos que possam estar presentes no alimento.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica que baseia-se
na replicacdo e amplificacao in vitro de determinado fragmento de DNA. Dentre
as diversas técnicas de biologia molecular que tem sido empregadas com
sucesso na identificacdo de patégenos em alimentos, a PCR tem demonstrado
ser uma alternativa rapida, acessivel e sensivel para deteccdo de Salmonella
spp. em alimentos (CHIU et al.,2005; MALORNY et al., 2003).

Durante a amplificagdo in vitro do DNA, realizada em termociclador,
oligonucleotideos sintéticos especificos, chamados primers, sdo capazes de
reconhecer uma determinada sequéncia no DNA a ser estudada e, iniciar, com
o auxilio da enzima DNA Polimerase e de outros componentes presentes na
reacao, a amplificacdo exponencial da sequéncia a partir de uma Unica coépia
de DNA. O DNA amplificado pode entdo ser corado e analisado por

eletroforese em gel, sob luz ultravioleta.

A sensibilidade e especificidade da técnica, as quais costumam ser
elevadas, dependem de diversos fatores como, por exemplo: da multiplicacao
das células alvo e recuperacao das células lesadas, através de enriquecimento
antes da extracdo do DNA bacteriano, de modo a aumentar o0 nimero de micro-
organismos a um nivel detectavel e por consequéncia a concentragcdo do DNA

extraido; e das condi¢cdes nas quais a reacao € realizada, como a utilizacdo da
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concentracdo ideal dos reagentes e da temperatura de anelamento. A
otimizacdo dessas condi¢cdes permite a amplificacdo somente da sequéncia
alvo, diminuindo possiveis ligagdes inespecificas dos primers, a formacéo de
dimeros de primers e a ocorréncia de resultados falso-positivos e/ou falso-
negativos (MOREIRA, 2005).

Somado a isso, é indispensavel para o sucesso da PCR, a correta
escolha da sequéncia alvo e dos primers a serem utilizados na amplificacéo.
Os alvos normalmente utilizados em testes associados a PCR para deteccéo
de patdgenos em alimentos sdo genes para producdo de toxinas, enzimas
especificas, fatores de viruléncia, plasmideos ou genes rRNA. Entretanto, o
género Salmonella néo apresenta plasmideo ou fator de viruléncia
comprovadamente comum a todos os sorotipos (TRKOV; AVGUSTIN, 2003), e
€ intimamente relacionado aos géneros Escherichia, Shigella e Citrobacter
(McCLELLAND et al.,, 2001; COHEN; MECHANDA; LIN, 1996), patégenos
frequentemente encontrados na microbiota competidora de um alimento

contaminado.

Estudos demonstram que a utilizacdo da IMS associada a técnica de
PCR em tempo real pode ser eficiente na deteccdo rapida de Salmonella spp.
em alimentos, sendo possivel a identificacdo da bactéria em 3 h (LI et al.,
2010), 8 h (HAGREN et al., 2008), ou 12 a 13 h (NOTZON et al., 2006;
MERCANOGLU; GRIFFITHS, 2005). Entretanto, embora a sensibilidade da
técnica seja maior e 0 tempo de deteccdo menor quando comparada a PCR
tradicional, devido ao acompanhamento simultaneo da amplificacdo do DNA, o
alto custo de implantacdo da tecnologia, que necessita de equipamentos e
reagentes caros, bem como da capacitacdo dos profissionais para realizacao
do teste, inviabiliza a mesma para utilizacdo na rotina de laboratorios de

andalise.

Por outro lado, quando a técnica de IMS foi associada a PCR
tradicional para a identificacdo de Salmonella spp. em alimentos, a deteccao foi
conseguida em até 3,5 h (LIEBANA et al., 2009), 24 h (EROL et al., 1999), 27 h
(MOREIRA et al., 2009; MOREIRA et al., 2008) e 30 h (CIVILINI et al., 2000;
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TRKOV et al., 1999), dependendo do tempo usado no enriqguecimento ou sem

a necessidade do mesmo.

Desse modo, a associagdo da IMS a PCR tradicional destaca-se por
reduzir o tempo total de detecc¢do, diminuindo o tempo de enriquecimento
necessario para atingir o limite de deteccdo da PCR, devido a concentracao
das células alvo; por dispensar a utilizacdo de enriquecimentos seletivos; e por
eliminar possiveis inibidores da reacao, através da separacdo das células alvo
do restante da solugéo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Bactérias, condicdes de cultivo e extracdo de DNA

Salmonelas e outras bactérias utilizadas neste trabalho para avaliar a
capacidade dos anticorpos policlonais reconhecerem a proteina nativa e da sua
especificidade e para avaliar a IMS associada a PCR (Tab. 1) foram obtidas
das colecdes de culturas da Fundagdo Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro, Brasil),
do laboratério de Microbiologia de Alimentos do Departamento de Ciéncia e
Tecnologia Agroindustrial da Universidade Federal de Pelotas (FAEM-UFPel) e
do Laboratorio de Imunologia Aplicada do Centro de Desenvolvimento
Tecnologico da UFPel (CDTec-UFPel). As cepas foram armazenadas a -20°C,
em aliquotas de 100 pL na concentracdo final de 20% de glicerol, até o
momento do uso. As cepas de E. coli comerciais utilizadas nos experimentos
de clonagem e expressao da proteina recombinante foram adquiridas da

empresa Invitrogen (USA).

Tabela 1. Bactérias utilizadas nos experimentos para avaliar a capacidade dos
anticorpos policlonais reconhecerem a proteina nativa e da sua especificidade
e para avaliar a IMS associada a PCR.

Bactérias Sorovares Sorogrupos
Salmonella enterica Typhimurium B
Derby B
Rissens C1
Hadar C2
Infantis Cc2
Enteritidis D1
lllinois E1l
Muenster E1l
Give El
Adelaide O
Listeria monocytogenes - -
E.coli - -
Proteus sp. - -
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Para os experimentos, duas a trés colbnias isoladas de cada uma das
cepas da Tabela 1 foram cultivadas em 5 mL de caldo Luria Bertani (LB, 1% de
triptona, 0,5% de extrato de levedura, 0,5% de NaCl) a 37°C por 16 h sob
agitacao constante (150 rpm). Posteriormente, os cultivos foram centrifugados,
sendo o pellet lavado por trés vezes entre as centrifugacdes, em solucéo salina
fosfatada tamponada estéril (PBS, pH 7,4). A densidade celular dos cultivos foi
ajustada para 1,0 a 600 nm (densidade 6ptica a 600nm, DOggp). As cepas de
clonagem e expressao foram cultivadas em caldo LB contendo os antibiéticos
ampicilina (100 pg.mL™) e/ou cloranfenicol (50 pg.mL™), de acordo com a cepa
avaliada, sob agitacéo de 200 rpm, a 37°C por 16 h.

A extragdo de DNA gendmico a partir de 1 mL dos cultivos puros das
bactérias foi realizada conforme as instrucées do kit llustra™ bacteria genomic
Prep Mini Spin (G.E Healthcare) visando a amplificacdo do gene escolhido para
a clonagem no vetor de expressédo em E. coli (pAE). E, para a extracdo do DNA
bacteriano utilizado na determinacgéo do limite de deteccdo da IMS associada a
PCR a partir dos cultivos puros de S. Typhimurium, 20 uL de solugao de lise
1:1 (0,125% SDS e 0,05M NaOH) foram adicionados as microesferas apos a
IMS, a solucao foi aquecida a 95°C por 15 min e centrifugada a 15.000 rpm por
5 min. As amostras de DNA extraido foram armazenadas a -20°C até o
momento do uso e avaliadas quanto a sua pureza através de eletroforese em

gel de agarose 0,8%.

4.2 Selecdo in silico de proteinas alvos para producao de
anticorpos contra Salmonella spp.

Para a escolha de um novo alvo para a producdo de anticorpos contra
Salmonella, inicialmente foram analisados os genomas dos sorovares S.
enterica subsp. enterica sorovar Enteritidis e de S. enterica subsp. enterica
serovar Typhimurium, utilizado o programa PSORTdb (YU et al, 2011),
buscando identificar proteinas de membrana externa (outer membrane proteins
- OMP).
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Todas as sequéncias de provaveis proteinas de interesse selecionadas
pelo PSORTdb foram comparadas com as sequéncias de salmonelas e de
outros micro-organismos depositadas no banco de dados do National Center
for Biotechnology Information (NCBI) através do alinhamento de sequéncias

utilizando o programa Basic Local Alignment Search Tool for proteins (BLASTDp,

2011) http://blast.ncbi.nim.nih.gov/, utilizando a configuracdo padrédo do
programa (matriz BLOSUM®62).

A andlise das proteinas pré-selecionadas foi realizada a partir de uma
revisdo bibliografica e programas de bioinformatica, visando a selecdo

daquelas com as melhores caracteristicas para serem utilizadas como alvo.

A identificacdo de familias de proteinas e dominios protéicos foi
realizada com o auxilio das ferramentas Pfam (FINN et al., 2010) e PROSITE
(SIGRIST et al.,, 2010), através de mudltiplos alinhamentos de sequéncias e
similaridade. O programa DOLOP (MADAN et al., 2006), foi utilizado visando
identificar lipoproteinas bacterianas, e, os alvos pré-selecionados também
foram submetidos ao programa TMHMM (CBS, 2010)
http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM/, uma ferramenta de predicdo de

hélices transmembrana em proteinas.

Para a obtencdo de uma maior confiabilidade na selecédo do alvo de
interesse, a proteina selecionada teve sua sequéncia alinhada pelos programas

EMBOSS Needle (http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss needle/), ferramenta

que faz o alinhamento global entre duas sequéncias de estudo e Clustal

Omega (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo), para alinhamento multiplo das
sequéncias de interesse, ambos programas, foram utilizados com suas
configuracbes padrdes, e, também foi submetida as ferramentas Emini (EMINI,
et al., 1985), para predicdo da acessibilidade de superficie da proteina e
Bepipred (LARSEN; NIELSEN, 2006), algoritmo que prediz a localizacdo de

epitopos lineares de células B em proteinas.
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4.3 Clonagem do fragmento da regido codificadora do gene
selecionado no vetor de expressdo em E. coli pAE
4.3.1 Desenho dos oligonucleotideos iniciadores e amplificacéo

por PCR do fragmento da regido codificadora do gene selecionado

Para a amplificacdo do fragmento da regido codificadora do gene
selecionado, foram desenhados oligonucleotideos iniciadores (primers), com a
utilizagdo do programa VectorNTI 9.0 (Invitrogen, 2003), a partir da sequéncia
génica da proteina escolhida, depositada no GenBank. Visando a clonagem
direcional do gene no plasmideo pAE (RAMOS et al., 2004), foi desenhado um
primer forward, contendo um sitio de restricdo para a enzima BamHI, e um
primer reverse, contendo um sitio de restricdo para a enzima EcoRI, sendo os

primers sintetizados pela Eurofins MWG Operon (Huntsville- AL, USA).

As reacbes de amplificacdo foram realizadas em um volume final de
12,5 uL, contendo aproximadamente 20 ng de DNA molde, 5 pmol.uL™ de cada
um dos primers (forward e reverse) e mix comercial para PCR Master Mix
(Promega), de acordo com as recomendacdes do fabricante. Reacdes com e
sem DNA purificado de Salmonella Typhimurium foram utilizadas como controle
positivo e negativo da PCR, respectivamente. A temperatura ideal de
anelamento dos primers foi determinada visando a obtencéo de um produto da
PCR correspondente ao gene. A amplificacdo do fragmento de DNA ocorreu
em termociclador BioCycler (BioSistems - modelo MJ906G) e consistiu de uma
etapa de desnaturacdo inicial (94°C, 5 min) seguida de 35 ciclos de
desnaturacao (94°C, 1 min), anelamento (60 °C, 1 min) e extensao (72°C, 1
min). Ao término destes 35 ciclos, a reacdo foi submetida a um ciclo de
extensdo final (72°C, 5 min). Os produtos da PCR foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 0,8% e purificados com kit GFX ™ PCR and gel
Band Purification (GE Healthcare), de acordo com as recomendacdes do

fabricante.
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4.3.2 Clonagem do gene selecionado no vetor pAE

Os protocolos de clonagem foram realizados de acordo com
metodologia descrita por Sambrook e Russell (2001), com modificagdes. O
fragmento da regido codificadora do gene selecionado, amplificado por PCR,
foi purificado utilizando-se o kit lllustra TM GFX ™ PCR DNA Gel Band
Purification (G.E Healthcare). Do mesmo modo, o vetor de expressdo em E.
coli (pPAE) foi extraido e purificado com kit GFX ™ Micro Plasmid Prep (GE
Healthcare), de acordo com as especificagbes do fabricante.

O produto purificado da PCR e o vetor pAE foram digeridos por 1 h a
37°C com as enzimas de restricdo BamHI e EcoRI (New England - BioLabs)
para a reacao de ligacdo mediada pela enzima T4 DNA - Ligase (Invitrogen)
por 1 h a 16°C. Um microlitro do produto da ligacdo foi utilizado para
transformar, por choque térmico, a cepa de E. coli BL21(DE3) TOP10 e o
volume da transformacéo foi plagueado em agar LB (caldo LB contendo 2% de
agar) suplementado com ampicilina (100 pg.mL™?) e incubado a 37°C, por

aproximadamente 18 h.

Os possiveis clones recombinantes foram selecionados pela técnica de
triagem rapida “microprep” (JOUGLARD et al., 2002). As colbnias suspeitas de
serem recombinantes foram cultivadas em 5 mL de caldo LB suplementado
com 100 pug.mL* de ampicilina para a extracdo e purificacdo dos DNAs
plasmidiais através da utilizacdo do kit GFX ™ Micro Plasmid Prep (GE

Healthcare).

Para avaliar o sucesso da clonagem, o vetor construido foi digerido
com as mesmas enzimas de restricdo utilizadas na construcao, e, os produtos
da digestdo (vetor e inserto) foram visualizados apds eletroforese em gel de
agarose 0,8%. Além disso, o plasmideo recombinante foi utilizado como DNA
molde em uma PCR e sequenciado em sequenciador MegaBACE 1000
(Amershan Biosciences, GE Healthcare). Os dados provenientes do

sequenciamento foram agrupados e analisados no programa ContigExpress
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(Invitrogen), e as contigs foram alinhadas no programa BLAST (NCBI) com

outras sequéncias previamente depositadas no GenBank.

4.4 Expressao da proteina recombinante

Apés a confirmagdo dos possiveis clones recombinantes por PCR,
sequenciamento e analise de restricdo, o plasmideo pAE contendo o gene
escolhido purificado foi utilizado para transformar, por choque térmico, as
cepas de expressdo E. coli BL21(DE3) pLysS e Star, visando avaliar a
expressdo em pequena escala da proteina recombinante.

O produto da transformacdo foi cultivado em 5 mL de caldo LB
contendo ampicilina (100 pg.mL™) e/ou cloranfenicol (50 ug.mL™), de acordo
com a cepa avaliada, sob agitacdo de 200 rpm, a 37°C por 16 h. Apos esse
periodo, 1 mL do pré-indculo foi transferido para tubos contendo 9 mL de caldo
LB acrescido dos antibidticos correspondentes para cada cepa nas
concentracfes adequadas, sendo os tubos, novamente submetidos as mesmas
condicdes de temperatura e agitacdo. Quando a densidade Optica dos cultivos
atingiu aproximadamente 0,6 a 600 nm, uma aliquota da amostra foi retirada
para posterior utilizacdo como controle anterior a inducao. O restante do cultivo
foi entdo induzido a expressao da proteina recombinante por 3 h sob agitacéo
de 200 rpm e temperatura de 37°C, mediada pela adicdo de isopropil 3-D-1-
tiogalactopiranosideo (IPTG) 0,5 mM. ApGs as 3 h de inducéo, aliquotas de 1
mL dos cultivos foram coletadas e centrifugadas por 1 min a 13000 rpm. O
pellet celular foi ressuspenso em tampdo de amostra contendo 2[-
mercaptoetanol, fervido a 100°C por 10 min e, entdo, submetido a eletroforese
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 15%.

A expressdo em peguena escala da proteina recombinante também foi
confirmada por Western blotting, conforme descrito por Sambrook e Russell
(2001). As proteinas foram submetidas a SDS-PAGE 15% e eletrotransferidas
para uma membrana de nitrocelulose Hybond ECL (GE Healthcare) por 1 h,
com a fonte ajustada para diferenca de potencial elétrico (DDP) 100 V. A

membrana foi bloqueada em solugé&o de PBS com 0,05% de Tween 20 (PBS-T)
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contendo 5% de leite em pd desnatado e incubada overnight a 4 °C.
Posteriormente, a membrana foi incubada por 1 h a temperatura ambiente em
PBS-T contendo anticorpo monoclonal de camundongo anti-cauda de histidina
(Anti-His, Sigma) (1:5000) e depois, novamente incubada em PBS-T contendo
anticorpo de cabra anti-imunoglobulina (lg) de camundongo conjugado a
peroxidase (Sigma) (1:4000). A membrana foi submetida a trés lavagens com
PBS-T ap06s cada uma das incubacdes. Finalmente, a reacdo na membrana foi
revelada em solucdo cromogena de tetrahidrocloreto de diaminobenzedina
(DAB).

Apbs a constatacdo da expressdo da proteina pelas técnicas de SDS-
PAGE e Western Blotting, iniciou-se a producdo da proteina em larga escala
(500 mL). Uma nova transformacao foi realizada por choque térmico na cepa
de E.coli Star. Um cultivo em 25 mL de caldo LB com ampicilina na
concentracéo relatada foi realizado por 16 h a 37°C. Posteriormente, o cultivo
foi transferido para um volume de 500 mL de caldo LB com o antibiotico
indicado na concentracdo adequada e a inducdo, novamente realizada no
momento em que foi atingida a D.O de aproximadamente 0,6 em 600 nm, sob

as mesmas condigoes.

4.5 Purificacdo da proteina recombinante

A purificagdo da proteina recombinante foi realizada através de
cromatografia de afinidade em coluna Hi-Trap (GE Healthcare) carregada com
niquel (Ni*2-Sepharose, Invitrogen), conforme instrucdes do fabricante. Apés a
inducdo da expressdo da proteina em larga escala, o cultivo de 500 mL foi
centrifugado a 10.000 rpm, por 10 min a 4°C e o pellet ressuspenso em tamp&o
de lavagem (0,234% de NaH,PO,, 2,92% de NaCl e 0,068% de Imidazole),
submetido a sonicacado por sete ciclos de 20 segundos a 60 Hz e centrifugado
novamente. O sobrenadante foi armazenado e o pellet lavado trés vezes em
PBS. Suspendeu-se o pellet lavado em tamp&o de lavagem com N-
LauroylSarcosine (0,234% de NaH,PO4, 2,92% de NaCl, 0,068% de Imidazole

e 0,2% de N-LauroylSarcosine) e deixou-se armazenado a 4°C sob agitacéo
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constante por 48 h. Posteriormente, o material foi novamente centrifugado,
sendo o sobrenadante armazenado e o pellet ressuspenso em tampao de
lavagem com uréia (0,234% de NaH,PO,4, 2,92% de NaCl, 0,068% de
Imidazole e 0,36% de Uréia), na qual permaneceu por mais dois dias sob
agitacdo a 4°C. O material foi centrifugado e o sobrenadante armazenado,
obtendo-se, ao final do processo, trés sobrenadantes (tampéao de lavagem,
tampéao de lavagem com N-LauroylSarcosine e tampéao de lavagem com uréia),
os quais foram visualizados por SDS-PAGE 15% para verificar e confirmar em

qual fracdo se encontrava a proteina recombinante.

O sobrenadante no qual foi obtida a proteina foi submetido a dialise
rapida contra tampéo PBS, pH 7,4 (1000x o volume) por aproximadamente 16
h a 4°C. A proteina dialisada foi filtrada em filtro 0,45 um (Millipore) e
submetida a purificacdo por cromatografia de afinidade para utilizacdo nos
testes de ELISA. As eluicbes da proteina purificada foram coletadas em
aliguotas de 1 mL e posteriormente concentradas em solucdo de
polietilenoglicol a 20% (PEG 20.000), quantificadas pelo Kit BCA™ Protein

Assay (Pierce) e o grau de sua pureza visualizado através de SDS-PAGE 15%.

4.6 Producéo de anticorpos policlonais (PAbs)

Para a producdo dos PAbs, trés camundongos fémeas da linhagem
BALB/c com 8 semanas de vida foram imunizados 8 vezes,
intraperitonealmente (i.p.), com 40 pg da proteina recombinante dialisada,
utilizando-se adjuvante de Freund completo (AFC, v/v) na primeira dose, e
incompleto (AFI, v/v) nas doses subsequentes. As imunizagbes ocorreram a
intervalos de uma semana entre elas, exceto entre a primeira e a segunda
imunizagdes, onde o intervalo foi de duas semanas. Semanalmente, coletou-se
sangue dos camundongos por puncdo do plexo retro-ocular, sendo 0 soro
obtido apdés aquecimento da amostra coletada por 15 min a 37°C e

centrifugacéo a 5000 rpm por 7 min. O soro coletado foi armazenado a - 20°C.
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As amostras de soro foram filtradas em filtro de 0,45 uym e purificadas
por cromatografia de afinidade em coluna de proteina A HiTrap Proteina A HP
(GE, Healthcare), de acordo com as instrucbes do fabricante. As aliquotas
purificadas coletadas em Tris-HCI (pH 9,0) foram dialisadas por 18 h contra
PBS (500 x o volume) a 4°C. Apoés a didlise, a concentracdo dos anticorpos
(mg.mL™) foi determinada por espectrofotometria a 280 nm. O calculo foi
realizado através do coeficiente de extincdo molar da 1gG (1,35). Os anticorpos

purificados foram armazenados a - 20°C até o momento do uso.

4.7 Caracterizacao dos PAbs
4.7.1 Titulacédo dos PAbs

Os PAbs foram titulados através de ELISA indireto contra a proteina
recombinante purificada em coluna de afinidade. Para o ELISA indireto, 100 ng
da proteina recombinante diluida em 100 uL de tampdao carbonato-bicarbonato
(0,05 M, pH 9,6) foram adicionadas a cada cavidade de placas de poliestireno
de 96 cavidades (Polysorp, Nunc). As placas foram incubadas a 37° Cporl1he
posteriormente lavadas 3 vezes com 200 uL de PBS-T por cavidade. Os PAbs
diluidos em base dois (de 1: 500 a 1: 1024000) foram adicionados as
cavidades da placa em triplicata (100 uL/cavidade) e incubados por 1 h a 37°C.
ApoOs lavar as placas por 3 vezes com PBS-T, anticorpo de cabra anti-lg de
camundongo conjugado a peroxidase (Sigma) diluido 1:4000 em PBS-T foi
adicionado e a placa foi novamente incubada como exposto. Apds, a placa foi
lavada 5 vezes com PBS-T, para a retirada do excesso de conjugado, e foi
adicionado 100 pL/cavidade da solucdo cromégena ortofenilenodiamina (OPD)
diluida em tampéo fosfato-citrato pH 4,0 (0,2 M com 0,01% de H,0,). A placa
foi mantida por 15 min no escuro a temperatura ambiente e a leitura da reacéo
foi realizada em espectrofotdmetro para microplacas (Thermo Plate) com filtro
de 450 nm. Como controle negativo foi utilizado soro pré-imune e como
controle da reagdo foi utilizado a proteina rinlA (MENDONCA, 2008) e o

respectivo soro policlonal (anti-rinlA). O titulo de anticorpos foi expresso como
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a reciproca da ultima diluicdo que apresentou DOg4so média maior ou igual a

obtida pelos controles negativos.

4.7.2 Avaliacdo da capacidade do PAb reconhecer a proteina
nativa e da sua especificidade através de ELISA indireto e Western

blotting

Para o ELISA indireto, as bactérias testadas (Tab. 1) foram cultivadas
sob agitacdo em 5 mL de caldo LB por 12 h a 37°C. ApGs centrifugacdo e
lavagem em PBS estéril por 3 vezes, as células foram ressuspensas em
tampao carbonato-bicarbonato (pH 9,6) e tiveram suas concentracOes
ajustadas para DOegopo= 1,0. Para avaliar a capacidade do PAb reconhecer a
proteina nativa e a sua especificidade, cavidades de placas de ELISA foram
sensibilizadas com 100 pL das suspensfes contendo células integras,
submetidas a fervura a 100°C por 10 min e a aquecimento de 60°C por 10 min.
As placas foram incubadas por 18 h a 4°C e, posteriormente, lavadas 3 vezes
com 200 pL de PBS-T por cavidade.

O PAb (concentracdo inicial de 3,4 mg.mL™) foi diluido 1:1000 e
adicionado as cavidades e as placas foram incubadas por 1 h a 37°C. Apos 3
novas séries de lavagens, o anticorpo de cabra anti-lg de camundongo
conjugado a peroxidase (Sigma) diluido 1:4000 foi adicionado e incubado por
mais 1 h a 37°C. O excesso de conjugado foi retirado apds 5 lavagens com
PBS-T e a solucdo cromégena OPD foi adicionada. O soro de camundongo
pré-imune também foi confrontado com as células integras das bactérias. As
reacles entre a proteina recombinante obtida e o PAb, entre a mesma proteina
e 0 soro do camundongo pré-imune e entre a proteina rinlA e o soro policlonal
anti-rinlA foram utilizadas como controles positivo, negativo e da reacao,
respectivamente. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 450 nm apoés

15 min de reag&o no escuro. Todos os testes foram realizados em duplicata.

Para o Western blotting, as bactérias testadas foram cultivadas sob

agitacdo em 5 mL de caldo LB por 12 h a 37°C, e apo0s centrifugacdo e
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lavagem em PBS estéril por 3 vezes, as células foram ressuspensas em PBS
estéril e, em seguida tiveram suas concentracdes ajustadas para DOgpo=1,0.

Um volume de 1 mL da suspenséo foi centrifugado por 2 min a 13.000
rpm. Os pellets foram ressuspensos em 80 pL de agua Milli-Q estéril,
adicionados de 20 pyL de tampédo de amostra 5X, e, posteriormente, fervidos a
100°C por 10 min. As amostras foram submetidas a SDS-PAGE a 15% e, em
seguida, as proteinas foram eletrotransferidas sob refrigeracdo para uma
membrana de nitrocelulose (GE Healthcare) por 1 h, com a fonte ajustada para
diferenca de potencial elétrico (DDP) 100 V. As membranas foram bloqueadas
por 18 h com 5% de leite em p6 desnatado em PBS-T. O PADb obtido foi diluido
1:1000 em PBS-T, adicionado a membrana e incubado a temperatura ambiente
por 1 h. Apés a lavagem com PBS-T, foi adicionado o anticorpo de cabra anti-Ig
de camundongo conjugado a peroxidase (Sigma) diluido 1:4000 e a membrana
incubada novamente sob as mesmas condigcbdes por mais 1 h. Por fim, a
membrana foi submetida a trés lavagens durante 15 min cada com PBS-T para
a aplicagdo da solucdo de revelacdo. A revelacdo foi realizada por
quimiluminescéncia utilizando-se o kit ECL Western Blotting Substrate
(PIERCE), de acordo com as recomendacdes do fabricante. A reacdo entre a

proteina recombinante e o PAb obtido foi utilizada como controle positivo.

4.8 Separacdo Imunomagnética (IMS)

4.8.1 Sensibilizacdo das microesferas magnéticas

As microesferas magnéticas utilizadas neste experimento sdo de
poliestireno, cobertas com proteina A, possuem 0,86 um de diametro e
apresentam-se em suspensdo com 1% de sdlidos (Bangs Laboratories). As
microesferas com proteina A foram sensibilizadas com o PAb obtido de acordo
com as recomendacdes de Conceicédo (2004). Primeiramente, as microesferas
foram ressuspensas em uma concentracdo de 0,5 mg.mL™, lavadas 3 vezes
em tampédo borato de sédio (50 mM, pH 8,2), e recuperadas através de um

concentrador de microesferas magnético (MPC-S, Dynal, Oslo, Norway). Apos
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as lavagens, o PAD foi adicionado as microesferas em um volume de tampé&o
borato de 500 pL contendo 0,6 mg.mL™ dos anticorpos. As microesferas foram
incubadas para sensibilizacdo por 18 h a 4° C, sob agitacdo constante.
Posteriormente a incubacéo, as microesferas sensibilizadas foram recuperadas
com o concentrador magnético e o sobrenadante contendo os anticorpos néao
ligados foi reservado para determinacdo da concentracdo. As microesferas
foram lavadas trés vezes em tampao borato, ressuspensas a 1% de soélidos em
tampéo de estoque (tampéo borato de sédio 10 mM, ph 8,5, + 0,01 BSA +
0,05% Tween 20 + 10 mM EDTA + 0,1% NaN3) e armazenadas a 4° C. A
quantidade de anticorpos adsorvidos as microesferas foi indiretamente
determinada a partir da diferenca entre a concentracao inicial adicionada na
sensibilizacdo e a concentracdo de PAbs ndo-ligados as microesferas, obtidas
através da leitura da absorbancia do sobrenadante em espectrofotdbmetro a 280

nm.

4.8.2 Limite de deteccdo da PCR associada a IMS em cultivos
puros de Salmonella Typhimurium

Células de S. Typhimurium foram cultivadas em caldo LB por 12 h, sob
agitacdo de 200 rpm a 37° C, para determinar o limite de deteccdo da PCR
associada a IMS, ou seja, determinar o namero minimo de células de
salmonelas o qual a IMS é capaz de recuperar a partir de um cultivo puro de
Salmonella. Para isso, a concentracdo do cultivo foi ajustada para DOggo= 1,0,
e, posteriormente, o cultivo foi diluido em série decimal em PBS estéril, de
modo a serem obtidas concentracdes de S. Typhimurium de 10° a 10° UFC.mL
!, Dez microlitros das microesferas sensibilizadas com os PAbs foram
adicionados a duas aliquotas de 1 mL de cada diluicdo. As aliquotas foram
incubadas a temperatura ambiente por 45 min sob agitacdo constante. As
salmonelas capturadas pelas microesferas foram concentradas durante 3 min
com o concentrador magnético. O sobrenadante foi cuidadosamente aspirado e
as microesferas foram lavadas 3 vezes em PBS-T e uma vez em PBS estéril.

Para determinacdo do limite de deteccdo da IMS associada a plagueamento
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em agar seletivo, as microesferas de uma aliquota foram ressuspensas em 20
UL de PBS estéril, semeadas em placas contendo agar xilose lisina
desoxicolato (XLD) e as placas incubadas overnight a 37°C para observacéao
do crescimento de coldnias tipicas. As microesferas da segunda aliquota foram
ressuspensas em 20 L de solucao de lise 1:1 (0,125% SDS e 0,05M NaOH) e
fervidas por 15 min para a extracado do DNA a ser utilizado na PCR.

As reacbes de amplificacdo foram realizadas em um volume final de
12,5 pL, contendo 1 pL de DNA extraido pela solucdo de lise, 5 pmol.uL™ de
cada um dos primers para o gene invH (forward e reverse) e mix comercial
para PCR Master Mix (Promega), de acordo com as recomendacfes do
fabricante. Reagbes com e sem DNA purificado de S. Typhimurium foram
utilizadas como controle positivo e negativo da PCR, respectivamente. A
amplificacdo dos DNAs consistiu de uma etapa de desnaturacgéo inicial (94°C, 5
min) seguida de 35 ciclos de desnaturagéo (94°C, 1 min), anelamento (60°C, 1
min) e extensdo (72°C, 1 min). Ao término destes 35 ciclos, a reacdo foi
submetida a um ciclo de extensdo final (72°C, 5 min) em termociclador
BioCycler (BioSistems - modelo MJ906G). Os produtos da PCR foram

analisados por eletroforese em gel de agarose 0,8%

4.9 Anélise estatistica
Para avaliar se as diferencas obtidas no ensaio de ELISA indireto,
eram significativas, foi utilizado o Teste de Tukey, com o auxilio do programa

Statistix 9, onde o valor de P menor que 0,05 foi considerado significativo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A contaminacdo de alimentos por bactérias do género Salmonella spp. é
uma preocupacdo para a industria de alimentos no mundo todo. O numero
consideravel de surtos associados aos mais diversos sorovares do género
(CDC, 2011), evidencia a necessidade do desenvolvimento de métodos
rapidos, padronizados, acessiveis e reprodutiveis para detectar esse micro-

organismo.

No Brasil, a legislacéo vigente preconiza a auséncia de Salmonella spp.
em qualquer tipo de alimento, o que demonstra a importancia desse patdgeno,
tanto para a industria quanto para a agéncia reguladora no pais (RDC n° 12,
2001). Em vista disso, o foco principal deste trabalho foi desenvolver um
meétodo rapido para deteccdo de Salmonella spp. em alimentos utilizando a

separacdo imunomagnética associada a PCR (IMS-PCR).

Inicialmente, analises in silico permitiram definir um antigeno-alvo para a
producédo e caracterizacdo de anticorpos policlonais, os quais foram aplicados
no teste diagnéstico de Salmonella spp. .Para a obtencdo desses anticorpos,
algumas caracteristicas devem ser observadas durante a escolha e definicdo
de um antigeno-alvo. Ele deve ser, preferencialmente, um antigeno exposto,
como, por exemplo, proteinas de membrana externa, o que facilita seu acesso
e reconhecimento pelo anticorpo. E importante que essa proteina ndo seja
secretada pela bactéria, e sim permaneca ancorada a superficie bacteriana.
Também é desejavel que a proteina esteja presente nos principais sorovares
de Salmonella spp. e que seja expressa de modo constitutivo, favorecendo sua

deteccdo mesmo sob condicbes adversas.

Outro aspecto importante a ser considerado, € que o alvo escolhido deve
apresentar baixa identidade com proteinas de outros micro-organismos, em
vista da grande diversidade de patdgenos contaminantes em um alimento, pois,
géneros como Escherichia, Klebsiella, Shigella e Citrobacter, por exemplo,

possuem  micro-organismos comumente encontrados em  alimentos
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contaminados, e, por serem bactérias com alto grau de parentesco intimamente
associadas a Salmonella spp., seu genoma e, consequentemente, suas
proteinas sado bastante similares (McCLELLAND et al., 2001; COHEN;
MECHANDA,; LIN, 1996). Esse fato dificulta ainda mais a selecdo de proteinas-

alvo capazes de distinguir o género Salmonella dos demais contaminantes.

5.1 Selecéo in silico de proteinas alvo para producédo de anticorpos

contra Salmonella

As ferramentas de bioinformatica atualmente sdo indispensaveis para
atender a constante expansdo dos dados biolégicos advindos da Biologia
Molecular. Essa manipulacdo de dados abrange areas da Biologia, Matematica,
Computacdo e Estatistica, que, em conjunto, conseguem obter, armazenar,
analisar, interpretar e compartilhar as mais diversas informacdes bioldgicas.
Desse modo, as ferramentas de bioinformética sdo capazes, por exemplo, de
criar bancos de dados, comparar sequéncias, predizer estruturas e funcoes,
facilitando o acesso e a confiabilidade na obtencdo de dados biologicos
(BOREM; SANTOS, 2001).

A analise in silico dos genomas de S. enterica subsp. enterica sorovar
Enteritidis str. P125109 (n° de acesso NC _011294.1) e de S. enterica subsp.
enterica serovar Typhimurium str. LT2 (NC_003197.1), sorovares estes, mais
associados em surtos causados por Salmonella spp., através do programa
PSORTdb (YU et al., 2011), uma ferramenta de predicdo da localizacéo
subcelular de proteinas bacterianas, resultou na identificacdo de 190 provaveis
OMPs.

Posteriormente, essas proteinas foram alinhadas pelo programa
BLASTp, um algoritmo que compara a sequéncia da proteina estudada com
todas as sequéncias gendmicas depositadas no banco de dados do NCBI.
Através do BLAST é possivel identificar, no banco de dados, a presenca de

sequéncias similares a pesquisada.
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Apo6s o alinhamento das 190 OMPs obtidas pelo programa BLASTDp,
apenas trés proteinas demonstraram potencial para serem utilizadas como
alvo. Essas trés apresentaram alta identidade com a maioria dos sorovares de
Salmonella ou com os mais envolvidos em surtos, e baixa similaridade com as
sequéncias dos enteropatégenos comumente encontrados em alimentos
contaminados, em especial, com cepas de E. coli, as quais podem gerar
reacoes inespecificas e/ou resultados errbneos em testes de alta sensibilidade
como os de imunodiagnoéstico. Sao elas as proteinas Host colonization factor
(ShdA), Cell adherence-invasion protein (InvH) e AIDA transporter-like protein
(AIDA). Os resultados do alinhamento local pelo programa BLASTp estdo
resumidamente apresentados na Tabela 2. As proteinas de Salmonella citadas
tiveram similaridade e identidade relevantes em relagéo a primeira (E. coli 1, n°
de acesso ZP_08355347.1) e a ultima sequéncia protéica de E. coli (E. coli 2,
ZP_06658974.1) apontadas no alinhamento, mas inferiores as das outras

proteinas avaliadas.

Tabela 2. Resultados parciais do alinhamento, no programa BLASTp, das
proteinas pré selecionadas Host colonization factor (ShdA), AIDA transporter-
like protein (AIDA) e Cell adherence-invasion protein (InvH) com a primeira e
ltima sequéncias protéicas de E. coli identificadas no alinhamento.

Proteinade E.coli1® Proteinade E. coli 2°

Proteina de Salmonella QC¢ ID M QC°® ID¢
SdhA 65% 57% 60% 59%
InvH 34% 46% 41% 31%
AINDA 78% 48% 28% 35%

# Primeira proteina de E. coli identificada no alinhamento (ZP_08355347.1)
® Ultima proteina de E. coli identificada no alinhamento (ZP_06658974.1)
¢ Cobertura de sequéncia (Query coverage)

4 |dentidade
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As trés proteinas foram submetidas ao DOLOP (MADAN et al., 2006),
programa que identifica lipoproteinas bacterianas. Iniumeras fungbes tanto
estruturais quanto funcionais sdo atribuidas a essas proteinas, como por
exemplo, funcdes relacionadas a viruléncia, o que sugere que as lipoproteinas
sdo potencialmente antigénicas e interessantes para serem utilizadas como
alvo (HARTWIG, 2006). Ainda, esses alvos foram submetidos ao programa
TMHMM (CBS, 2010), uma ferramenta de predicdo de hélices transmembrana
em proteinas, pois a presenca dessas fracdes expostas na proteina favorece a
interacdo antigeno-anticorpo. Por fim, foram utilizados os programas Pfam
(FINN et al., 2010) e PROSITE (SIGRIST et al., 2010), que identificam familias
de proteinas e dominios protéicos.

A proteina ShdA (n° de acesso 207857923) é uma proteina pertencente
a familia das autotransportadoras, universalmente distribuida entre a
subespécie | de Salmonella e que possui capacidade imunogénica (KINGSLEY
et al., 2002; KINGSLEY, et al., 2004). Os resultados da analise in silico
revelaram que ShdA ndo é considerada uma lipoproteina e ndo apresenta
nenhuma regido transmembrana identificada (FINN et al.,, 2010; CBS, 2010;
SIGRIST et al., 2010; MADAN et al., 2006). A proteina AIDA (n° de acesso
16765833), da mesma forma que a ShdA, também é uma proteina
transportadora que nao é considerada uma lipoproteina e ndo apresenta regido
transmembrana (FINN et al., 2010; CBS, 2010; SIGRIST et al., 2010; MADAN
et al., 2006).

Por sua vez, a proteina InvH (n°® de acesso 207858162) apresentou,
dentre os trés possiveis alvos encontrados, os indicadores de similaridade mais
baixos quando comparada com as proteinas de E. coli no alinhamento do
BLASTp. Além disso, InvH é uma lipoproteina de membrana externa envolvida
nos mecanismos de secrecéo tipo Il (FINN et al., 2010; SIGRIST et al., 2010;
MADAN et al., 2006; DAEFLER; RUSSEL, 1998; CRAGO; KORONAKIS, 1998)
e apresenta uma pequena regido transmembrana (CBS, 2010).
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Os alvos pré-selecionados também foram submetidos ao programa
EMBOSS Needle, para a obtencdo de dados que corroborassem com a
selecdo da proteina de interesse. A ferramenta EMBOSS Needle alinha duas
sequéncias de estudo, fazendo a anotacdo da sequéncia global entre elas,
incluindo os gaps ao longo de toda a sua extensdo. As proteinas ShdA, AIDA e
InvH de Salmonella foram comparadas, novamente, com a primeira e a Ultima
sequéncia protéica de E. coli apontadas no alinhamento pelo BLASTp. Nesse
alinhamento, a proteina InvH apresentou, novamente, as indicacbes de
similaridade mais atrativas entre as trés proteinas estudadas. Como mostrado
na Fig. 1, os valores de identidade entre a InvH de Salmonella e as de E. coli 1
e 2 sdo 0s menores (23,5% e 15,1%, respectivamente), quando comparados
com 0s mesmos valores da proteina ShdA (36,5% e 24,4%, respectivamente) e
AIDA (36,5% e 19,5%, respectivamente).

ShdA S x Shda El

# Length: 2115

# Identity: 772/2115 (36.5%
# Similarity: 970/2115 (45.9%
# Gaps: 698/2115 (33.0%
#

Score: 2983.0

AIDA S x AIDA El

ShdA S x Shda E2

# Length: 2041

# Identity: 497/2041 (24.4%)
# Similarity: 605/2041 (29.6%)
# Gaps: 1178/2041 (57.7%)
#

Score: 2056.5

AIDA S x AIDA E2

# Length: 2105 # Length: 2141

# Identity: 768/2105 (36.5% # Identity: 418/2141 (19.5%)
# Similarity: 969/2105 (46.0% # Similarity: 649/2141 (30.3%)
# Gaps: 660/2105 (31.4% # Gaps: 894/2141 (41.8%)
# Score: 2977.0 # Score: 1125.5

InvH S x InvH El InvH S x InvH E2

Length: 149 # Length: 159

# Identity: 35/149 (23.5%) # Identity: 24/159 (15.1%)
# Similarity: 49/149 (32.9%) # Similarity: 48/159 (30.2%)
# Gaps: 54/149 (36.2%) # Gaps: 71/159 (44.7%)
# Score: 111.0 # Score: 84.0

Figura 1. Resultados simplificados do alinhamento, no programa EMBOSS
Needle, das proteinas pré-selecionadas Host colonization factor (ShdA), AIDA
transporter-like protein (AIDA) e Cell adherence-invasion protein (InvH) com a
primeira e ultima sequéncias protéicas de E. coli identificadas no alinhamento
BLASTp. _S corresponde a proteina de Salmonella, _E1, a primeira proteina de
E. coli identificada no alinhamento BLASTp e _EZ2, a ultima proteina de E. coli
identificada no alinhamento BLASTp.
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Apo6s o alinhamento no EMBOSS Needle, as proteinas ShdA e AIDA
foram excluidas em vista dos resultados de similaridade obtidos, e também, por
nao se incluirem nos demais requisitos pré-determinados para a escolha do
alvo. Desse modo, a proteina InvH de Salmonella teve sua sequéncia de
aminoacidos submetida aos programas Emini (EMINI et al., 1985), algoritimo
de predicdo da acessibilidade de superficie da proteina, e BepiPred (LARSEN;
NIELSEN, 2006), ferramenta que prediz a localizacdo de epitopos lineares de
células B em uma determinada sequéncia. Essas regides continuas de
aminoacidos séo locais especificos de um antigeno nos quais 0s anticorpos
podem se ligar. Desse modo, a presenca de epitopos de linfécitos B em uma
determinada proteina permite inferir que essa regido € passivel de
reconhecimento, seja por um anticorpo ou por um receptor de linfécito B e,
portanto, a proteina é capaz de induzir resposta imune humoral (PETERS et
al., 2005). As Fig. 2 e 3 apresentam os dados obtidos apds analise da

sequéncia de InvH nos programas Emini e BepiPred, respectivamente.
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A

MKKFYSCLPVFLLIGCAQVPLPSSVSKPVQOPGAQKEQLANANSIDECQSLPYVPSDLAKNKSLSNONADNSASK
NSAISSSIFCEKYKQTKEQALTFFQOQEHPQYMRSKEDEEQLMTEFKKVLLEPGSKNLSIYQTLLAAHERLQS

Emini Surface Accessibility Prediction

B Threshold =1.000

Surface probability
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Figura 2. Resultado da predicdo de acessibilidade de superficie da sequéncia
da proteina Cell adherence-invasion protein (InvH) de Salmonella através do
programa Emini. A. Sequéncia de InvH submetida a andlise. Marcados em
cinza estdo os aminoacidos expostos. B. Grafico ilustrando a pontuacdo dos
aminoacidos que estdo expostos superficialmente (regido amarela) ou nao
(regido verde), sendo que as pontuacdes acima do limiar (linha vermelha)
caracterizam a exposicgao.
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A

MKKFYSCLPVFLLIGCAQVPLPSSVSKPVOOPGAQKEQLANANSIDECQSLPYVPSDLAKNKSLSNONADNSASK
NSAISSSIFCEKYKQTKEQALTFFQEHPQYMRSKEDEEQLMTEFKKVLLEPGSKNLSIYQTLLAAHERLQS

Bepipred Linear Epitope Prediction

B Threshold =0.350
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Figura 3. Resultado da predicéo de localizacdo de epitopos lineares de células
B na sequéncia da proteina Cell adherence-invasion protein (InvH) de
Salmonella através do programa BepiPred. A. Sequéncia de InvH submetida a
analise. Marcados em cinza estdo 0os aminoacidos pertencentes a epitopos de
linfécitos B. B. Gréfico ilustrando a pontuacdo dos aminoacidos que estdo
presentes (regido amarela) ou nao (regido verde) em epitopos, sendo que as
pontuagdes acima do limiar (linha vermelha) indicam a presenca.

Por fim, a sequéncia protéica de InvH foi analisada através de um
alinhamento multiplo pelo Clustal Omega, onde, novamente, foi confrontada
com as sequéncias de E. coli 1 e 2. Os resultados gerados por esse
alinhamento (Fig. 4) permitiram identificar regibes da proteina InvH de
Salmonella que ndo eram presentes nas proteinas de E. coli. Ainda, se os

epitopos de linfocitos B identificados pelo BepiPred forem considerados, €
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possivel definir regides especificas da proteina que facilitariam o
desenvolvimento de anticorpos para sua deteccdo. Tais epitopos
compreendem as seguintes sequéncias de aminoacidos: VSKPVQQPGAQK,
SLPYVPSDL e ADNSA.

InvH S MKKFYSCLPVFLLIGCAQVPLPSSVSKPVOOPGAQKEQLANANSIDECQSLPYVPSDLAK
InvH E1 ~  -——---——-- MSLVGYNSKII-—-—-———————————— ITIALISLLSAC-————————— TR
InvH E2 MNYKTILFATLLITGCNNNISTHT------—-——-—————————————————— PSVR---NT
P
InvH S NKSLSNONADNSASKNSAISSSIFCEKYKQTKEQALTFFQEHPQYMRSKEDEEQLMTEFK
InvH E1 ENSLKENQ-—--—-- NKR--===———-— SGESQATIVDARQFFSEHPEYISSAELEQKLYREFA
InvH E2 ITSIP-——-——--- NK-—===—-- KAEQHSNLYKEAHSFFEKHPDYKQDHLKEKILEFAEFEN
LK. S . e sk Kk ek k ek Kook koK
InvH S KVLLEPGSKNLSIYQTLLAAHERLQSL
InvH E1 QVTTVPAYKEMSMYQLLLISQDRLTH-
InvH E2 ELLKQEKYFNLSLSELLETAHNNIQK-
.. o ok e . Kk LR .

Figura 4. Resultados simplificados do alinhamento mdultiplo, no programa
Clustal Omega, da proteina Cell adherence-invasion protein (InvH) com a
primeira e ultima sequéncias protéicas de E. coli identificadas no alinhamento
BLASTp. _S corresponde a proteina de Salmonella, _E1 a primeira proteina de
E. coli identificada no alinhamento BLASTp e _E2 a ultima proteina de E. coli
identificada no alinhamento BLASTp. Aminoacidos marcados em cinza
correspondem aos epitopos lineares preditos pelo BepiPred e sublinhados, aos
aminoacidos mais expostos de acordo com Emini. * (asterisco) indica posicées
onde o aminoacido é totalmente conservado entre as sequéncias. : (dois
pontos) indica conservacdo de aminoacidos de propriedades fortemente
semelhantes. . (ponto) indica conservacdo de aminoacidos de propriedades
possivelmente diferentes.

A interpretacdo dos resultados produzidos a partir das analises in silico
descritas sugere que a proteina Cell adherence-invasion protein (InvH),
codificada pelo gene invH de Salmonella, possui 0s pré-requisitos desejaveis a

um antigeno-alvo.

A proteina InvH, originalmente identificada como sendo uma proteina
associada a invasao por Salmonella, € uma proteina estrutural, cujo gene €&

parte integrante da regido do genoma chamada Ilha de Patogenicidade 1 de

o1



Salmonella (Salmonella Pathogenicity Island 1 - SPI 1). Tal regido €
responsavel pela sintese de diversas proteinas que formam, em conjunto, uma
complexa estrutura molecular para invaséo das células hospedeiras (DARWIN;
MILLER, 1999; BAUMLER et al.,1998).

Andlises dos mecanismos de patogenicidade de Salmonella revelam a
participacdo da proteina InvH no ancoramento e invasdo das células do
hospedeiro. Estudos com mutacdes no gene invH relatam a diminuicdo do
poder de invasao in vitro e in vivo (UZZAU et al., 2001; WATSON et al.; 1998;
WATSON, et al., 1995) e, embora a formacdo do complexo da agulha seja
possivel mesmo na auséncia de InvH (SUKHAN et al., 2001), sua localizacéo
na membrana externa é necessaria para a correta alocacao de outras proteinas
formadoras do complexo e, por consequéncia, para 0 aumento da capacidade
invasiva da bactéria (GALAM; WATZ, 2006; PUCCIARELLI; PORTILLO, 2003;
KIMBROUGH; MILLER, 2002; CRAGO; KORONAKIS, 1998).

Apesar da grande semelhanca gendmica entre o género Salmonella e
outras bactérias, como Klebsiella spp. e E. coli, as bactérias do género
Salmonella possuem alguns poucos genes exclusivos, tais como 0s que
codificam proteinas exportadas pelo sistema de secrecéo tipo Il (TTSS), ou os
da familia inv e prg, que estdo associados a patogénese. Estes genes
exclusivos foram identificados apés o sequenciamento do genoma de
Salmonella Typhimurium str. LT2 (McCLELLAND et al., 2001).

A origem desses genes pode ser explicada de duas maneiras:
Salmonella divergiu das demais espécies adquirindo novos genes ha mais de
cem milhdes de anos, quando Salmonella e E.coli partilhavam um ancestral
comum, ou E. coli e Klebsiella ndo sofreram grandes pressdes ambientais com
esses genes, a ponto de serem perdidos ou silenciados durante a evolugéo
(NAVARRE et al., 2007).

Porwollik, Wong e McClelland (2003) analisaram a aquisicdo de genes
por Salmonella tentando elucidar a evolugdo gendémica do género comparando
o0 genoma de S. Typhimurium str. LT2 com duas diferentes cepas de E. coli
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(K12 e O157:H7), Klebisiella pneumoniae MGH 78578 e Yersinia pestis CO92.
Foi possivel identificar em Salmonella LT2, 935 genes ausentes nos outros
quatro genomas analisados. Entretanto, é possivel que existam genes
homologos a estes em outras cepas dos géneros confrontados. Dos 935 genes
encontrados e ditos exclusivos do género, apenas 56 genes foram encontrados
na totalidade de cepas de Salmonella avaliadas no estudo (22 no total), e,
somente 22 tinham funcédo conhecida, dentre eles, os genes pertencentes ao

cluster inv.

A alta identidade do género Salmonella com outras enterobactérias é um
fator limitante na escolha de um alvo ideal para utilizacdo em imunodiagnadstico.
Além disso, 0s poucos genes exclusivos ainda expressam proteinas que
apresentam alta similaridade com outras proteinas encontradas nessas
bactérias, o que pode acarretar em resultados falso positivos e/ou diagnosticos
errdbneos quando na identificacdo de Salmonella em alimentos. E, por fim, é
indispensavel que o alvo escolhido esteja presente na maioria de sorovares de
Salmonella, possibilitando assim um amplo espectro de deteccdo, visto que

todos os sorovares do género sdo patogénicos ao homem.

Dessa forma, por ter conseguido, dentre as diversas proteinas
pesquisadas, aliar todos os pré-requisitos estabelecidos por este trabalho, a
proteina Cell adherence-invasion protein (InvH), codificada pelo gene invH de
Salmonella, demonstrou grande potencial de utilizacdo, tendo sido escolhida
como proteina-alvo para o desenvolvimento de anticorpos especificos contra o

género Salmonella.

5.2 Clonagem do fragmento da regido codificadora do gene

selecionado no vetor de expresséao em E. coli pAE

Oligonucleotideos iniciadores (primers), que amplificam um fragmento de
441 pb, correspondente ao gene invH de Salmonella Enteritidis foram
desenhados a partir da sequéncia depositada no GenBank (n° de acesso

207858162). Na sequéncia dos primers, foram incluidos sitios de clivagem para
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as enzimas de restricdo BamHI e EcoRI nas extremidades 5 e 3’ do gene,
respectivamente, visando a clonagem direcional do gene. As sequéncias dos
primers sdo mostradas na Tab. 3. A temperatura de anelamento ideal para
esse par de primers, para evitar ligacdes inespecificas e amplificar somente a

sequéncia alvo foi de 60° C.

Tabela 3. Sequéncia dos primers utilizados para a amplificacdo do fragmento
da regido codificadora do gene invH para a obtencdo de rinvH e enzimas de
restricao utilizadas na clonagem.

Primers Sequéncia dos primers 5’- 3@ Enzima
InvHFor For®; CGGGATCCCAGGTGCCCCTCCCTT BamHlI
InvHRev Rev‘: CGGAATTCTTATAAGGATTGCAGTC EcoRl

%Em negrito, os sitios de restricdo das enzimas.
® For: primer forward

° Rev: primer reverse

Um fragmento compativel ao tamanho esperado para a regido
codificadora do gene invH, de aproximadamente 441 pb, foi amplificado por

PCR a partir do DNA gendmico de Salmonella Typhimurium.

O fragmento do gene invH e o vetor pAE foram purificados, digeridos
com as enzimas de restricdo BamHI e EcoRI e ligados mediante T4 DNA ligase

para a construgdo do plasmideo recombinante pAE/invH (Fig. 5).
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Figura 5. Mapa representativo do vetor recombinante pAE/invH obtido através
do software VectorNTI 9.1.

Células de E. coli BL21(DE3)Top10 foram transformadas com o produto
da ligacdo pAE/invH, por choque térmico, e, desta transformacdo, foram
obtidas diversas col6nias suspeitas de serem recombinantes, as quais foram
submetidas a triagem pelo método de lise rapida “microprep” (Fig. 6). A
digestdo dos DNAs plasmidiais extraidos de quatro clones caracterizados como
possiveis recombinantes (contendo o plasmideo pAE/invH) (3 a 6 da Fig.6),
com as enzimas de restricdo BamHI e EcoRI utilizadas na clonagem, gerou o
padrdo de bandas esperado para ambos fragmentos, ou seja, uma banda de
aproximadamente 441 pb, referente ao fragmento amplificado a partir do gene
invH (inserto), e outra banda de 2788 pb, correspondente ao vetor pAE (Fig. 7).
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2822pb

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose 0,8% do DNA plasmidial extraido,
através do método de lise rapida “microprep”, das colénias de E. coli
BL21(DE3)Topl0 suspeitas de serem recombinantes (conterem o plasmideo
pAE/invH). Linhas 1 e 8 — DNA plasmidial do vetor pAE; 2 e 7 — DNA plasmidial
extraido de colbnias ndo recombinantes; 3 a 6 — DNA plasmidial extraido de
colbnias recombinantes.

3000 pb

500 pb

441 pb

Figura 7. Eletroforese em gel de agarose 0,8% dos produtos da digestdo do
DNA plasmidial, extraido dos clones de E. coli BL21(DE3)Top10 suspeitos de
serem recombinantes, com as enzimas de restricdo BamHI e EcoRlI utilizadas
na clonagem. Linha 1 — Marcador de 1 Kb; Linha 2 - DNA plasmidial do vetor
pAE circular; Linhas 3 a 6 — Produtos digeridos dos clones contendo pAE/invH;
Linha 7- Fragmento do gene invH amplificado por PCR.

A orientacdo, fase e sequéncia dos insertos foram confirmadas através

do sequenciamento do vetor construido. Além disso, um fragmento de
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aproximadamente 17 kDa, correspondente ao gene invH foi obtido através de
PCR, usando os plasmideos extraidos como DNA molde da reacao (resultados
nao apresentados). Esses resultados demonstram que o gene invH foi clonado

com sucesso no vetor pAE.

5.3 Expressdo e purificacdo da proteina recombinante InvH (rinvH)

O plasmideo pAE/invH, obtido apdés a caracterizagdo dos clones
recombinantes, foi utilizado para transformar células de E. coli BL21 (DE3) Star
e pLYSS, que foram induzidas a expressdo da proteina recombinante em
pequena escala. Ambas as cepas expressaram com eficiéncia uma proteina
recombinante de aproximadamente 17 kDa, massa molecular esperada para a
proteina rinvH, conforme observado através de SDS-PAGE 15% (Fig. 8) e
Western Blotting utilizando anticorpo monoclonal anti-cauda de histidina

(Sigma) como anticorpo primério (Fig. 9).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

24 kDa

17 kDa

Figura 8. SDS-PAGE 15% da expressdao em pequena escala da proteina
recombinante rinvH em cepas de E. coli STAR e E. coli pLyss. Linhas 1 — E.
coli STAR néao transformada (controle negativo); 2 a 5 — Clones de E. coli
STAR transformadas com pAE/invH; 6 — E. coli pLysS néo transformada
(controle negativo); 7 a 10 — Clones de E. coli pLysS transformadas com
pAE/invH; 11- Proteina M (58 kDa); 12- Marcador de massa molecular Full
Range Rainbow ( GE Healthcare).
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Figura 9. Western Blotting da expressdo em pequena escala da proteina
recombinante rinvH em cepas de E. coli STAR e E.coli pLyss. Linhas 1 — E.coli
STAR nao transformada (controle negativo); 2 a 5 — Clones de E.coli STAR
transformadas com pAE/invH; 6 — E.coli pLysS nédo transformada (controle
negativo); 7 a 10 — Clones de E.coli pLysS transformadas com pAE/invH; 11-
Proteina M ( 58 kD); 12- Marcador de massa molecular Full Range Rainbow (
GE Healthcare).

Foi obtida, ap0s inducdo da expressdo em larga escala da proteina
rinvH em cepa de E.coli BL21(DE3) Star, uma proteina de 17 kDa solavel em
tampao Akta Wash com N-LauroylSarcosine 0,2%, a qual foi dialisada contra
PBS e posteriormente purificada por cromatrografia de afinidade com
eficiéncia, verificada por SDS-PAGE 15%. As concentra¢des da proteina rinvH
foram estimadas através do kit BCA™ Protein Assay (Pierce), obtendo-se uma
concentracdo final de 0,2 mg.mL™ para a proteina dialisada (utilizada na
imunizacdo dos camundongos) e de 0,46 mg.mL™ para a proteina purificada

em coluna de afinidade (utilizada no ELISA indireto).
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5.4 Producao e titulacdo dos anticorpos policlonais (PAbs) anti-

rinvH

Apbs a obtencao do PADb anti-rinvH, produzido a partir dos camundongos
previamente imunizados com a proteina rinvH dialisada contra PBS, os
anticorpos foram purificados por cromatografia de afinidade em coluna de
proteina A, e sua pureza foi confirmada por SDS-PAGE 15% (Fig. 10). Os
PAbs anti-rinvH purificados, apds leitura em espectrofotbmetro a 280 nm,

apresentaram uma concentracéo de aproximadamente 3,4 mg.mL™.

50 kDaj I ‘ |

“ .

Figura 10. SDS-PAGE 15% dos anticorpos policlonais (PAbs) anti-rinvH
purificados. Linha 1- Marcador Precision Plus Protein (BioRad); 2- PAb anti-
rinvH purificado.

A capacidade da proteina recombinante estimular a resposta imune
humoral apés a imunizacdo dos camundongos foi determinada através de
ELISA indireto, no qual, avaliou-se a resposta dos soros obtidos frente a
proteina rinvH (100 ng por cavidade), mediante a titulacdo desses anticorpos
(Fig. 11). O titulo de anticorpos do PAb purificado, expresso como a reciproca
da ultima diluicdo que apresentou DOysp média maior ou igual a obtida pelos
controles negativos, foi de 32000.
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Figura 11. Curva de titulagcdo do PAb anti-rinvH (3,4 mg.mL™, diluido em base
dois de 1:500 a 1:1024000) através de ELISA indireto utilizando 100 ng de
rinvH como antigeno. Cada ponto representa a densidade 6ptica a 450 nm
(DO4s0) média de triplicatas. O valor do cut off (0,218597) foi calculado como a
DO4s0 média obtida pelos controles negativos (reacdo entre rinvH e o soro pré-
imune) e esté representado pela linha no grafico.

5.5 Avaliacdo da capacidade do PAb anti-rinvH reconhecer a
proteina nativa e da sua especificidade através de ELISA indireto e
Western Blotting

A capacidade do PAb anti-rinvH reconhecer a proteina nativa e da sua
especificidade foram avaliadas através de ELISA indireto e Western blotting,
utilizando extrato protéico de diferentes cepas de Salmonella e de outras
bactérias, respectivamente (Tab. 1). Para os experimentos de ELISA e Western
blotting, as bactérias foram cultivadas em caldo LB por 12 h e os cultivos
tiveram suas DOgg ajustadas a 1,0 em tampdao carbonato-bicarbonato e PBS,
respectivamente. O ELISA incluiu a sensibilizacdo das cavidades das placas
com as células integras, submetidas a fervura a 100°C por 10 minutos e a

aguecimento a 60°C por 10 minutos.
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Na Fig. 12 estdao demontrados os resultados do ELISA indireto.
Observou-se que o PAb anti-rinvH reagiu com todas as cepas de Salmonella
testadas, com resultados de absorbancia variando entre 0,619 (S. lllinois) e
0,299 (S. Derby), quando as cavidades da placa foram sensibilizadas com
células integras, entre 0,501 (S. Hadar) e 0,297 (S. Derby), quando foram
sensibilizadas com células fervidas a 100°C, e entre 0,363 (S. lllinois e S.
Rissens) e 0,301 (S. Infantis), quando sensibilizadas com células aquecidas a
60°C. A absorbancia do soro coletado antes da imunizacdo dos animais (pré-
imune) com a proteina recombinante, quando confrontado com as cepas de

Salmonella variou entre 0,139 e 0,220.

Figura 12: Reatividade do PAb anti-rinvH (3,4 mg.mL*?, diluido 1:1000),
avaliada através de ELISA indireto, com extrato protéico de cepas de
salmonelas e de outras bactérias (cultivos de 12 h com DOgg ajustada a 1,0).
Colunas em azul: soro pré-imune diluido 1:1000 contra células integras;
colunas em vermelho: PAb anti-rinvH contra células integras; colunas em
verde: PAb anti-rinvH contra células aquecidas a 60°C por 10 minutos; colunas
em roxo: PAb anti-rinvH contra células fervidas a 100°C por 10 minutos. As
densidades épticas (DO) das reacdes entre rinvH e o PAb anti-rinvH (controle
positivo), rinvH e o soro pré-imune (controle negativo) e entre rinlA e o PAb
anti-rinlA (controle da reacao) foram de 0,427, 0,136 e 0,575, respectivamente.
Os dados estdo representados como DOysp média das triplicatas, obtidos
utilizando-se o teste de Tukey. Letras diferentes representam diferenca
estatisticamente significativa entre as meédias (p<0,05) obtidas entre as células
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integras, aquecidas a 60°C por 10 minutos e fervidas a 100°C por 10 minutos,
de cada bactéria.

Em geral, as maiores absorbancias foram obtidas com a reacédo entre o
PAD e as células integras. Estes resultados indicam que a maioria dos epitopos
reconhecidos pelos anticorpos do PAb sdo conformacionais e que o PAb pode
ser utilizado com sucesso em meétodos imunolégicos para a deteccdo de
células viaveis de Salmonella, como a IMS. Entretanto, muitos epitopos
também devem ser termoextraidos para serem reconhecidos, pois quando as
proteinas da maioria das cepas de Salmonella avaliadas foram desnaturadas
por fervura (100°C por 10 min), os valores de absorbancia também foram
elevados e foram estatisticamente superiores aos obtidos com as células
aquecidas a 60° C. Provavelmente, o aquecimento a 60°C é suficiente para
muitos epitopos conformacionais deixarem de serem reconhecidos pelos
anticorpos e ndo € o suficiente para desnaturar totalmente epitopos que

precisam ser termoextraidos.

Entre as salmonelas avaliadas, as maiores absorbéncias foram obtidas
com Salmonella lllinois (0,619), Typhimurium (0,560) e Enteritidis (0,537),
sendo as duas Ultimas as mais envolvidas em surtos de salmoneloses (CDC,
2011). O PAb anti-rinvH também apresentou reatividade consideravel com as
outras trés bactérias testadas, sendo que os maiores valores de absorbancia
apresentados no teste (p < 0,05) corresponderam as reacdes com a cepa de E.
coli STAR, tanto integras (0, 784), quando submetidas a 100°C (0,604) e 60°C
(0,442). As absorbancias das reacGes dos anticorpos do PAb com células
integras de salmonelas, em geral, foram superiores (p < 0,05) as obtidas com
células integras de L. monocytogenes e Proteus sp. Entretanto, em geral,
guando as células de salmonelas e de L. monocytogenes e Proteus sp foram
aguecidas a 100 e 60°C, ndo houve diferenca significativa entre as
absorbancias das rea¢des com os anticorpos do PAb (dados ndo mostrados).
Ou seja, mais uma vez foi observado que os melhores resultados foram obtidos

utilizando células integras.
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Para identificar a massa molecular da proteina a qual o PAb anti-rinvH
reconhece, avaliar a capacidade dos anticorpos reconhecerem a InvH nas
salmonelas e avaliar sua especificidade e a capacidade do PAb reconhecer a
proteina na forma linear, bem como a expressdo da proteina nas cepas

testadas, foi realizado um Western blotting .

O PAb anti-rinvH demonstrou forte reatividade com a proteina
recombinante, contudo, apenas uma das cepas de Salmonella testadas
(Salmonella Derby) apresentou o padrdo de banda esperado ao
reconhecimento da proteina InvH nativa (uma banda de aproximadamente 17
kDa) (Fig. 13), sugerindo que o PAb ndo é capaz de reconhecer a proteina
InvH na forma linear. Este resultado € corroborado pelo obtido através do
ELISA indireto, onde as maiores absorbancias (p <0,05), em geral, foram
obtidas pela reacdo dos anticorpos do PAb com as células integras de

salmonelas, ou seja, com epitopos conformacionais.

Outra hipotese para esse resultado é que tenha ocorrido uma baixa, ou
até mesmo a auséncia da expressao dessa proteina nas demais cepas de
Salmonella avaliadas. Acredita-se que a expressao de uma série de proteinas
bacterianas se da a partir de interacdes com os tecidos do hospedeiro durante
a infeccdo, e, em virtude disso, € possivel que InvH, por ser uma proteina
associada a fatores de viruléncia (DARWIN; MILLER,1999; BAUMLER et
al.,1998), ndo seja ou nao tenha sido expressa in vitro. O PAb anti-rinvH
também reagiu, no Western blotting, com o extrato protéico de L.
monocytogenes, E. coli e Proteus sp.
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Figura 13. Reatividade do PAb anti-rinvH (3,4 mg.mL™?, diluido 1:1000),
avaliada atravées de Western blotting, com extrato protéico de cepas de
salmonelas e de outras bactérias (cultivos de 12 h com D.Ogqo ajustada a 1,0).
Linha 1- Proteina rinvH (controle positivo); 2- Salmonella Typhimurium; 3- S.
Hadar; 4- S. Derby; 5- S. lllinois; 6- S. Enteritidis; 7- S. Give; 8- S. Infantis; 9-
S. Muenster; 10- S. Rissens; 11- S. Adelaide; 12- Listeria monocytogenes; 13-
E. coli STAR; 14- Proteus sp.

A reatividade do PAb anti-rinvH com extrato protéico de E. coli, L.
monocytogenes e Proteus sp, observada no ELISA indireto, pode ter ocorrido
devido a semelhanca antigénica da proteina InvH de Salmonella com as
dessas bactérias. Entretanto, a elevada reatividade do PAb anti-rinvH com a
cepa de E.coli STAR no ELISA indireto e com outras proteinas no Western
blotting, evidencia que houve producdo de anticorpos contra proteinas da
bactéria na qual a proteina recombinante foi expressa. Acredita-se que esse
resultado se deve ao fato de que os animais foram imunizados com rinvH néo
totalmente purificada, e, em virtude disso, € possivel que proteinas de E.coli

STAR remanescentes da lise celular tenham sido inoculadas junto a rinvH.

Observou-se também que ocorreram reacdes inespecificas entre os
anticorpos e outras proteinas, ndo s6 de E. coli, L. monocytogenes e Proteus
sp. como também de salmonelas. Isso pode ter ocorrido devido a utilizacdo de
anticorpos policlonais em testes de alta sensibilidade como o ELISA e Western
blotting. Pode ter ocorrido também devido ao PAb anti-rinvH apresentar uma
diversidade de anticorpos capazes de ligar-se com afinidade a diferentes
epitopos presentes em proteinas dessas cepas, devido a ocorréncia de
determinantes antigénicos similares a InvH ou devido ao fato das proteinas de

E. coli inoculadas estarem presentes ou serem semelhantes a outras
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encontradas nas cepas avaliadas. Estes resultados corroboram com os obtidos
por outros testes ELISA utilizando anticorpos policlonais para deteccdo de
Salmonella, nos quais houve reacdes inespecificas devido a semelhanca
antigénica com outros géneros de bactérias da familia Enterobacteriaceae,
reduzindo a especificidade do teste (OLIVEIRA et al., 1997; KEITH, 1997).

5.6 Sensibilizacdo das microesferas magnéticas com o PAb

A quantidade de PAb anti-rinvH adsorvido por miligrama de microesferas
foi de aproximadamente 0,6 mg, o que corresponde a adsorcao de cerca de
54% da quantidade inicial do anticorpo utilizado na sensibilizacéo.

5.7 Limite de deteccdo da PCR associada a IMS em cultivos puros
de Salmonella Typhimurium

PCR é um método sensivel, rapido e especifico, e, dentre a grande
diversidade de métodos moleculares disponiveis atualmente, demonstra ser
uma alternativa acessivel para a deteccao rapida de Salmonella em alimentos.
Diversas PCRs ja foram desenvolvidas para deteccdo do patégeno em
alimentos (MOREIRA et al., 2009; MOREIRA et al., 2008, CHIU et al., 2005;
MALORNY et al., 2003; ZIEMER; STEADHAM, 2003; FERRETTI et al., 2001),
entretanto, algumas apresentam limitacées, como por exemplo, a ocorréncia de
amplificacdo de DNA de outras bactérias ou a ineficiéncia em conseguir

identificar todos os sorovares de Salmonella testados.

A técnica de amplificacdo por PCR é extremamente sensivel, permitindo
a deteccdo da sequéncia alvo mesmo em baixas concentragcbes do micro-
organismo. Durante a reacdo de PCR, a sequéncia de DNA é amplificada
exponencialmente, ou seja, € possivel obter bilhGes de cépias da sequéncia

desejada a partir de uma Unica copia de DNA.
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Embora a sensibilidade e especificidade da técnica sejam elevadas,
diversos fatores podem reduzir drasticamente essas caracteristicas, como, por
exemplo, a presenca de inibidores da reacdo. Spanova (2003) classifica esses
inibidores como substancias organicas e inorganicas, a exemplo de
detergentes, antibidticos, componentes fendlicos, enzimas, polissacarideos,
acidos graxos, proteinas e sais, que podem gerar resultados falso-negativos,
reduzindo a sensibilidade da técnica. Desse modo, a associacdo da técnica a
IMS evita resultados falsos negativos, justamente por separar e concentrar as

células alvo dos possiveis inibidores da reacgéo.

Neste teste, as microesferas sensibilizadas com o PAb anti-rinvH foram
utilizadas para determinar o limite de deteccdo da IMS associada a PCR e a
plagueamento em agar seletivo, ou seja, 0 nimero minimo de salmonelas
necessario para se obter a amplificacdo do DNA por PCR e o crescimento de
colénias no plagueamento em agar XLD, a partir de diluicbes de um cultivo

puro de S. Typhimurium.

Quando a IMS foi associada ao plagueamento em agar seletivo, o limite
de deteccéo foi de 10° UFC. mL™ e foi obtido em aproximadamente 18 h. Ja,
guando associada a PCR (Fig. 14), foi possivel obter a amplificacdo do DNA a
partir de 10* UFC.mL*em 6 h.
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Figura 14. Eletroforese em gel de agarose 0,8% dos produtos amplificados
com o primer invH e DNAs de S. Typhimurium capturadas pelas microesferas a
partir do cultivo puro. Linha 1- Marcador 1 kb; 2- Controle positivo (DNA de S.
Typhimurium); 3- Controle negativo (mix de reagentes e primers sem DNA); 4-
10° UFC.mL?; 5- 10° UFC.mL?; 6- 10" UFC.mLY; 7- 10° UFC.mL™; 8- 10°
UFC.mL™; 9- 10 UFC.mL™; 10- 10° UFC.mL"; 11- 10 UFC.mL™,

E possivel que ndo tenha ocorrido amplificagdo da invH nas maiores
diluicbes de Salmonela devido a perda de amostra durante a extracdo de DNA,
reducdo ou inibicdo da amplificacdo pela presenca de debris celulares
decorrentes da lise celular, degradacdo do DNA alvo e/ou primers, ou ainda
pela inibicdo direta da DNA polimerase (WILSON, 1997).

Nossa metodologia conseguiu amplificar DNA a partir de 10* UFC.mL™
de células de Salmonella, sem a necessidade de uma etapa de pos
enriguecimento. Resultados similares corroboram com os encontrados neste
trabalho. Moreira et. al. (2008; 2009) obteve os mesmos valores quando a PCR
foi realizada imediatamente ap6s a IMS, entretanto, com a adicdo de uma
etapa de 6 h de poés-enriquecimento em caldo BHI, foi possivel aumentar o

limite de deteccéio para 1 a 10 UFC.mL™.

A IMS foi capaz de capturar 10° UFC.mL' quando associada a
plagueamento em agar XLD. Mansfield e Forsythe (2001) capturaram 1 a 10
UFC.mL™" de células de Salmonella a partir de cultivos puros e Conceicao
(2004) e Moreira (2008) recuperaram 20 UFC.mL™, apés IMS e plagueamento
em agar XLD.
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Embora o limite de deteccdo da PCR associada a IMS tenha sido
menor do que quando associado ao plagueamento seletivo, nossos resultados
sugerem que a IMS utilizando o PAb anti-rinvH foi eficiente para concentrar e
capturar salmonelas a partir de cultivos puros, e, se considerado o pequeno
volume utilizado nas reagbes de PCR (1 ulL), em comparagdo ao volume
utilizado no plagueamento (20 pL), o limite de detec¢cao conseguido ainda pode
ser considerado alto. Assim, para baixar o limite de deteccdo do método para
um nivel de 1 a 10 UFC.mL™, uma etapa adicional de enriquecimento entre a
IMS e a PCR torna-se necessaria.

Este trabalho selecionou um alvo para a producdo de anticorpos para o
desenvolvimento da IMS e avaliou a IMS associada a PCR, quando da
utilizacdo de microesferas magnéticas cobertas com um PAb anti-rinvH,
demonstrando que o alvo parece ser adequado e a técnica eficiente na
separacdo e concentracdo de Salmonella Typhimurium a partir de cultivos
puros. Entretanto, a técnica ainda serd avaliada com amostras de alimentos
artificialmente e naturalmente contaminados com salmonelas e anticorpos
monoclonais anti-InvH serdo obtidos, visando aumentar a especificidade do

método.
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6. CONCLUSOES

- A proteina InvH de Salmonela spp. foi selecionada apés andlise in
silico e se mostrou o alvo com as melhores caracteristicas para a obtencéo de

anticorpos especificos para bactérias desse género.

- A proteina rinvH expressa em E. coli mostrou potencial antigénico e

capaz de estimular resposta imune humoral em camundongos BALB-c.

- O PADb anti-rinvH reconheceu diferentes cepas de Salmonella, mas
reagiu inespecificamente com outras proteinas de salmonelas e com L.

monocytogenes, E. coli e Proteus sp.

- A IMS, utilizando microesferas sensibilizadas com o PAb anti-rinvH,
associada a PCR foi capaz de capturar Salmonella Typhimurium a partir de

cultivos puros em 6 h, com um limite de deteccdo de 10* UFC.mL™.
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