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Contribuicbes na prevencao da resisténcia
aos antimicrobianos: bacteriofagos para

controle de bactérias na avicultura’

A problematica

A perspectiva de aumento de dois bilhdes de individuos na populagdo mun-
dial nos préximos 30 anos traz consigo o desafio de produzir alimentos de
maneira sustentavel, em volume e qualidade capazes de garantir a seguran-
¢a alimentar. Junto com a tendéncia de melhoria de renda nos paises em de-
senvolvimento e ampliagdo do acesso a alimentos, esse cenario exigira au-
mento da produgao de proteina animal. Todavia, varios gargalos restringem o
crescimento da produtividade, como escassez hidrica, mudancgas climaticas,
e oferta de mao de obra. Para contorna-los, o setor de proteina animal tem
induzido o desenvolvimento de solugdes tecnoldgicas e inovagdes que facili-
tem o alinhamento aos novos paradigmas de producao e atendam as expec-
tativas dos consumidores.

Um fator critico para ampliar a capacidade de produgao e garantir a inocui-
dade dos alimentos é a condi¢cao sanitaria dos rebanhos e plantéis. Nesse
sentido, a resisténcia a antimicrobianos tem sido um tema globalmente priori-
tario no direcionamento de politicas publicas pela inter-relagdo com a saude
animal, humana e o ambiente, afetando diretamente a capacidade de comba-
ter bactérias. A maciga disseminagao de micro-organismos multirresistentes
apo6s 50 anos do inicio do uso terapéutico dos primeiros antimicrobianos,
o aumento de cepas bacterianas refratarias aos farmacos atualmente dis-
poniveis e a falta de desenvolvimento de novas classes de antimicrobianos
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alertam para a dificuldade futura de enfrentamento de bactérias virtualmente
intrataveis, mesmo em infecgdes simples.

Essa perspectiva evidencia que o combate a resisténcia aos antimicrobianos
ndo pode mais ser adiado. Em alinhamento as agbes nacionais para com-
bater a resisténcia aos antimicrobianos na agropecuaria, a Embrapa Suinos
e Aves tem atuado na prospeccdo de insumos biolégicos para controle de
bactérias relevantes na avicultura. Abordamos aqui o potencial e os desafios
do uso de bacteriofagos liticos no controle de salmonelas paratificas na avi-
cultura. Esse insumo biolégico ndo pretende substituir o uso terapéutico de
antibidticos, mas se apresenta como uma opg¢ao nao antibiética para controle
de salmoneloses, reduzindo o uso desnecessario de antimicrobianos.

Essa publicacao esta alinhada ao Objetivo de Desenvolvimento Sustentavel
(ODS) 2, contribuindo para o atingimento da meta 2.4; e ao ODS 3, contri-
buindo para o alcance da meta 3.d.

Resisténcia a antimicrobianos

Antimicrobianos compreendem qualquer agente ou substancia derivada de
fontes naturais ou sintéticas que atuam sobre qualquer micro-organismo
(WHO, 2018). Aqui, os antimicrobianos serdo abordados como farmacos que
inibem ou inativam bactérias. Os antimicrobianos podem ser usados em ani-
mais de produgado com proposito terapéutico, profilatico ou como melhora-
dores de desempenho (Mehdi et al., 2018). Nos dois primeiros casos, visam
tratar ou prevenir doengas bacterianas. Ja os melhoradores de desempenho
sdo usados em doses subterapéuticas que visam aumentar a eficiéncia do
ganho de peso e conversao alimentar. Enquanto os usos terapéutico e profi-
latico desempenham papel critico na saude e bem-estar animal, o uso de an-
timicrobianos como melhoradores de desempenho ja esta proibido em varios
paises e vem declinando no Brasil, seguindo a tendéncia mundial.

A resisténcia € entendida como o crescimento de populagdes do micro-orga-
nismo na presenga de concentragdes citotoxicas do antimicrobiano (Wright,
2007). Pode ser intrinseca, que independe da influéncia do antimicrobiano; ou
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adquirida, que decorre de mutagdes pontuais no DNA bacteriano ou da aqui-
sicao de genes carreados por elementos méveis, como plasmideos, transpo-
sons, integrons ou bacteriéfagos lisogénicos. Essa resisténcia manifesta-se
por meio de mecanismos celulares sofisticados: producado de enzimas que
inativam os antimicrobianos, redugdo da permeabilidade celular, desenvol-
vimento de rotas metabdlicas alternativas, eliminagdo do farmaco por bom-
bas de efluxo ou alteragdo do sitio-alvo do antimicrobiano (McManus, 1997;
Lekshmi et al., 2017; Mehdi et al., 2018). O desenvolvimento de resisténcia a
antimicrobianos € um fendmeno natural, ja que ao longo da sua evolugéo os
micro-organismos desenvolvem estratégias de adaptagao frente a uma infini-
dade de desafios ambientais (Wright, 2007; Larsen et al., 2022). Contudo, o
uso massivo de antimicrobianos em humanos e animais e a continua pressao
seletiva tém favorecido o surgimento de bactérias resistentes. Isso fomenta o
debate sobre formas de preservar os antimicrobianos disponiveis e reduzir a
disseminacgao de bactérias resistentes no ambiente e a sua transmissao aos
humanos pelo contato com animais ou pelo consumo de alimentos de origem
animal.

No que diz respeito a saude publica, cerca de 700.000 mortes anuais sdo
atribuidas a resisténcia aos antimicrobianos mundialmente, cujo impacto eco-
ndémico pode atingir 100 trilhdes de ddlares até 2050 (Jee et al., 2018). A
resisténcia a antimicrobianos restringe as possibilidades terapéuticas com os
farmacos atualmente disponiveis, ao passo que o desenvolvimento de novos
compostos € um processo longo e oneroso, e que nem sempre resulta em
substancias com potencial de uso clinico. Em face a perspectiva de retorno
a era pré-antibidticos e do impacto que isso representa a saude humana e
animal, a alianca entre Organizacdo Mundial da Saude (WHO), Organizacao
Mundial da Saude Animal (WOAH) e Organizacao das Nag¢des Unidas para
a Alimentagéo e a Agricultura (FAO) desenvolveu o Plano de Ag¢ao Global
em Resisténcia aos Antimicrobianos, que visa ampliar o conhecimento, mo-
nitorar, reduzir as infecgbes, otimizar o uso dos antimicrobianos e aumentar
investimentos para o desenvolvimento de novos farmacos antimicrobianos,
ferramentas de diagnostico e intervengdes (WHO, 2015). Num esforgo para
preservar a eficacia dos farmacos atualmente disponiveis por meio do uso
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prudente, a WHO categorizou os antimicrobianos de importancia médica,
sendo as quinolonas, as cefalosporinas (3°, 4° e 5° geragéo), os macrolideos
e cetolideos, os glicopeptideos e as polimixinas os compostos de mais alta
prioridade dentro dos criticamente importantes (WHO, 2018). Por sua vez, a
lista de antimicrobianos de importancia veterinaria elaborada pela WOAH ex-
clui aqueles que sao de uso exclusivo na medicina humana, e orienta que as
classes inclusas na categoria de alta prioridade da WHO sejam priorizadas na
eliminagao gradativa de seu uso como melhoradoras de desempenho animal
(WOAH, 2019).

Alinhado ao plano de agéo global, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), em conjunto com o setor privado, 6rgaos estatutarios
de profissionais agropecuarios e instituicbes de ensino, pesquisa e fomen-
to setorial, definiu o Plano de A¢do Nacional para Prevencgao e Controle da
Resisténcia aos Antimicrobianos no ambito da agropecuaria (PAN-BR Agro)
(Brasil, 2018). O PAN-BR Agro apresenta estratégias operacionais, cujos ma-
crotemas de pesquisa para a suinocultura e avicultura foram priorizados apos
oficina realizada com a participagéo do MAPA, instituicées de pesquisa e aca-
demia, profissionais de ambos os setores produtivos, e indUstria de insumos
veterinarios e alimentacado animal. Entre os temas de pesquisa destacados,
foi apontada a necessidade do desenvolvimento de produtos alternativos que
contribuam para reduzir o volume de antimicrobianos usados na produg¢ao
animal (Brasil, 2018).

Segundo levantamento da industria nacional de satude animal para todas as
espécies representadas, incluindo pets, houve uma tendéncia de redugao
nas vendas de antimicrobianos de 2015 a 2020 e estabilidade da demanda
por insumos bioldgicos. Na estratificagdo por espécie, o segmento avicola
absorveu 14% das vendas totais de produtos para saude animal em 2020
(SINDAN, 2022). E muito provavel que as empresas alinhem seus portfolios
de produtos avicolas as necessidades de mercado, especialmente frente a
necessidade de reduzir o uso de antimicrobianos na produgao animal, o que
deve estimular a oferta de produtos alternativos para a alimentagéo e a sa-
nidade. E um cenario favoravel para o crescimento dos insumos biolégicos,
que parecem ter potencial de mercado especialmente nas espécies em que
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€ preciso prevenir ou tratar problemas especificos de forma a minimizar seu
impacto na produtividade e na seguranga dos alimentos, como no caso da
avicultura de corte. Nesse sentido, bacteriéfagos liticos nativos sdo poten-
ciais ativos para o desenvolvimento de aditivos zootécnicos que atendem a
um nicho especifico no mercado de biolégicos. A ampliagdo do rol de produ-
tos biolégicos alternativos para a avicultura converge com os objetivos do
PAN-BR Agro, mas o potencial de mercado para bacteriéfagos precisa ser
mensurado. Embora sejam mundialmente conhecidos ha muito tempo, ainda
sao praticamente incipientes na industria nacional.

Bacteriofagos

Bacteriofagos (fagos) compreendem virus de ocorréncia ubiqua nos diversos
ecossistemas e que infectam especificamente bactérias. Tendem a apresen-
tar espectro de acao limitado a determinadas cepas de uma dada espécie
bacteriana, a partir de receptores especificos distribuidos na superficie da
bactéria, e ndo sado nocivos a humanos e animais (Colavecchio; Goodridge,
2017). Fagos virulentos (liticos) introduzem seus 4cidos nucleicos na célula
hospedeira, desencadeando a replicacédo e formagao de novas particulas vi-
rais que rompem a membrana da bactéria durante sua liberagdo. Essa pro-
génie é capaz de infectar novas bactérias suscetiveis, repetindo o ciclo litico
e caracterizando a natureza autorreplicante desses virus (Zbikowska et al.,
2020). A acao bactericida seletiva dos fagos liticos é explorada no contro-
le biolégico de bactérias patogénicas, sem afetar a microbiota comensal do
hospedeiro. Por outro lado, os fagos temperados penetram na célula-alvo e
integram seu material genético ao genoma da bactéria, o qual permanece
num estado quiescente, sendo transferido a progénie bacteriana durante a
replicacao celular e caracterizando o ciclo lisogénico (Figura 1). Essa relagéo
confere vantagens seletivas para a bactéria hospedeira, como a expressao
de genes do fago que codificam fatores de viruléncia ou outras propriedades,
como resisténcia a antimicrobianos. Eventualmente, fagos temperados reto-
mam o ciclo litico, porém nao s&o candidatos ao uso em insumos bioldgicos
(Tsonos et al., 2014; Zbikowska et al., 2020).
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Figura 1. Ciclo de vida dos bacteri6fagos: a partir da ligagao a receptores especificos
(1) e insercéo de seus acidos nucleicos na bactéria-alvo (2), ha fagos que desenca-
deiam ciclo litico (3A-5A) ou ciclo lisogénico (3B-6B).

A

A Colecao de Micro-organismos para o Interesse da Suinocultura e Avicultura
(CMISEA) da Embrapa Suinos e Aves contém bacteriéfagos liticos para sal-
monelas, isolados de aves no Sul do Brasil. Produzem placas de lise claras e
bem definidas sobre cultivos confluentes da bactéria (Figura 2). Apresentam
ainda estrutura morfolégica de cabeca e cauda, medindo entre 80 nm e
120 nm (Fiorentin et al., 2002). Trés desses fagos (BRMSA 1/BRM 13312,
BRMSA 2/BRM 13313 e BRMSA 3/BRM 13314, doravante BRM) demons-
tram acao litica sobre uma diversidade de cepas de campo de salmonelas
avicolas (Tabela 1). Cabe destacar que eles nao tém efeito sobre outras bac-
térias, como Campylobacter, Escherichia coli ou Clostridium, refletindo sua
especificidade. O sequenciamento gendmico total revelou que pertencem a
espécie Duplodnaviria, género Caudovirales, familia Ackermannviridae. Sao
distintos entre si, inéditos, e ndo possuem genes de resisténcia a antimicro-
bianos nem de integrases. Essas caracteristicas reforcam o carater litico e a
segurancga no desenvolvimento de insumo para controle bioldgico de salmo-
nelas paratificas.

llustragao: Vivian Fracasso
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Foto: Daiane Voss-Rech

Figura 2. Placas de lise produzidas por bacteriofago litico apos 24 horas de incubacéo
sobre cultivo confluente de Salmonella Enteritidis.

Tabela 1. Acao litica dos bacteriéfagos nativos sobre salmonelas aviarias.

Bacteriofago

Salmonella Sorogrupo BRM BRM BRM
13312 13313 13314

+
+
+
+
+
+

S. Typhimurium

S. Heidelberg

S. Enteritidis

S. Panama

S. Gallinarum bv. Gallinarum
S. Gallinarum bv. Pullorum

r O 0O 00O o w

S. Minnesota
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A acao in vitro desses trés fagos sobre cepas de campo de S. Heidelberg, S.
Enteritidis e S. Typhimurium foi medida por meio da incubac¢é&o individual dos
cultivos com cada bacteriéfago a 37 °C por 3 h, usando uma multiplicidade
de infeccao (MOI) média de 5. A maior reducéo das salmonelas foi obtida
pelo fago BRM 13312 (Tabela 2), e o efeito dos trés fagos foi superior sobre
S. Heidelberg (Figura 3A). A concentragdo média dos fagos ao final do tempo
de incubagéo foi superior ao inicio (Figura 3B), indicando a habilidade de re-
plicarem na bactéria-alvo. No que diz respeito a agao in vivo, a replicagao de
bacteriéfagos no organismo hospedeiro € um fator essencial para controlar
a bactéria-alvo. Além disso, o desempenho individual de cada fago reforga
que coquetéis contendo bacteriéfagos que atuam sobre receptores distintos
na bactéria-alvo podem otimizar a eficiéncia bactericida e limitar o desenvol-
vimento de resisténcia. De fato, cepas de bactérias resistentes podem ser
selecionadas durante a fagoterapia como um processo adaptativo natural,
por meio de mecanismos como mutacdes espontaneas, digestdo de acidos
nucleicos dos fagos ou imunidade adaptativa (Wang et al., 2019).

Tabela 2. Redugdo média in vitro de Salmonella (log,, UFC/mL) apds 3 horas
de incubagéao a 37 °C com bacteriéfagos liticos nativos.

Bacteriofago

Salmonella

BRM 13312 BRM 13313 BRM 13314
S. Heidelberg 1,46 0,97 0,87
S. Enteritidis 1,49 0,58 0,65

S. Typhimurium 1,48 0,48 0,65
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Figura 3. Reducao in vitro de cepas de campo de Salmonella apés 3 h de incubagao
com bacteriéfagos BRM 13312, BRM 13313 e BRM 13314 (A). Concentragao de bac-
teriofagos no inicio (0 h) e final do teste (3 h) (B). Controle 0 h: cultivo n&o tratado com
fagos no inicio do teste. Controle 3 h: cultivo n&o tratado com fagos ao final do teste.
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Além da selegéo dos fagos mais efetivos, o desempenho in vivo de um insu-
mo a base de bacteriéfagos depende da via e do momento mais adequado
de administragdo. Sendo um produto para controle de salmonelas paratifi-
cas em frangos, o coquetel com esses bacteriéofagos € administrado via oral,
possibilitando a entrega e atuagéo no trato intestinal (sitio de colonizagdo
pela bactéria). Esses fagos sao estaveis em agua a temperatura ambiente
(Vaz et al., 2020) e seu fornecimento aos frangos por meio da agua de beber
tem se mostrado praticavel e possivel de escalonar em condi¢cdes de campo.
Para preservar a eficacia dos fagos e evitar surgimento de cepas bacterianas
resistentes, o coquetel tem sido administrado por um curto periodo, préximo
ao abate. Essa estratégia possibilita reduzir a frequéncia de aves positivas
para salmonelas em idade pré-abate, contribuindo para minimizar a pressao
de contaminagédo de carcagas no processamento. Frangos tratados com o
coquetel de fagos (8,9 x 10'° UFP/ave/dia) entre 35 e 39 dias de idade apre-
sentaram menor contagem de S. Heidelberg no contetdo cecal aos 40 dias
em relagao ao nivel inicial aos 33 dias, sendo detectado efeito de tratamento
(p=0,05) (Tabela 3). A concentragdo média de fagos no conteudo cecal das
aves do grupo tratado foi de 6,45 (+0,26) log,, UFP/g, evidenciando sua pre-
senga no sitio de atuacéo in vivo. O efeito do tratamento préximo a idade de
abate (31 a 36 dias) foi também demonstrado sobre S. Enteritidis, em condi-
¢Oes semelhantes. A redugao cecal média de S. Enteritidis pds-tratamento foi
1,08 log,, UFC/g na média entre os 39, 42 e 45 dias de idade em comparag&o
ao grupo controle (p<0,05) (Figura 4). Finalmente, os fagos ndo foram detec-
tados em frangos negativos para salmonelas apds 24 h da sua administragéo
oral (Fiorentin et al., 2004), revelando a rapida eliminacdo na auséncia da
bactéria-alvo e reforcando a seguranga para o hospedeiro.

Tabela 3. Quantificagdo (média + erro padrdo) de Salmonella Heidelberg
(log,, UFC/g) no conteudo cecal de frangos antes (33 dias) e apds (40 dias)
tratamento com bacteriéfagos liticos.

Periodo Controle (nao tratado) Tratado com fagos Prob>F
Antes do tratamento 6,691 (+0,527) 4,476 (£1,090) 0,1322
Apos o tratamento 5,931 (+0,356) 3,306 (+0,817) 0,0069
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Figura 4. Redugéo de Salmonella Enteritidis no conteudo cecal de frangos tratados
com bacteriéfagos. Os pintos de 1 dia foram infectados com 106 UFC de S. Enteritidis.
O tratamento com o coquetel de fagos (BRM 13312, BRM 13313 e BRM 13314) foi
administrado via agua de bebida, na dose de 6,8 x 10" UFP de fagos/ave/dia, dos 31
aos 36 dias de idade.

Em se tratando de um insumo bioldgico, a dose necessaria para alcangar
o sitio de atuacdo in vivo em concentragdo suficiente para reduzir signifi-
cativamente a populagéo da bactéria-alvo ndo é facilmente predita, ja que
sofre interferéncia de fatores naturais. Por essa razdo, o desempenho a cam-
po de produtos com fagos pode ser diferente do alcangado em ambientes
controlados. Notadamente, uma concentragcdo minima da bactéria-alvo é
necessaria para possibilitar a adsorcédo e replicagao do fago in vivo. Nesse
sentido, outras praticas de manejo que reduzem a populacéo bacteriana nas
aves, como vacinagao e uso de aditivos alimentares, podem interferir na fa-
goterapia (Tsonos et al., 2014). Como estruturas nao préprias, bacteriéfa-
gos podem induzir resposta imunolégica do hospedeiro. Dependendo da via
de administragado, essa resposta resulta em desenvolvimento de imunidade
ativa ou tolerancia. Todavia, o efeito da fagoterapia oral ndo tem sido consi-
derado dependente do desenvolvimento de anticorpos contra bacteriéfagos
(Colavecchio; Goodridge, 2017; Zbikowska et al., 2020).
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Considerando a via de administragéo, os principais problemas relacionados
ao fornecimento dos fagos via agua sao: a baixa estabilidade das particulas
virais frente a acidez do proventriculo e moela, o que afeta a dose que atinge
efetivamente o trato intestinal onde se encontram as bactérias-alvo; e o curto
tempo de permanéncia dos fagos no sitio de agao devido a alta motilidade
intestinal (Jonczyk et al., 2011; Bardina et al., 2012). Logo, no sentido de
garantir o uso adequado dos fagos, a formulagéo precisa garantir a estabili-
dade dos fagos tanto no produto final quanto apds a sua administragao oral.
Diversas estratégias tém sido investigadas no delineamento de formulagbes
contendo fagos visando maior estabilidade no meio &cido, como a utilizagao
de antiacidos (Atterbury et al., 2007), bem como a encapsulagdo com polime-
ros, seja para protegdo contra anticorpos circulantes e fluidos gastrointesti-
nais ou para aumentar o tempo de permanéncia no intestino (Bardina et al.,
2012; Dini et al., 2012; Colavecchio; Goodridge, 2017). Contudo, até o pre-
sente momento, ndo ha relatos de uma formulacado que atue eficientemente
tanto contra a acidez quanto aumentando a permanéncia no intestino.

Consideracgodes finais

Insumos biolégicos a base de bacteriéfagos liticos nao representam uma
inovagdo na industria de saude e alimentagdo animal, ja que sua agéo bac-
tericida € conhecida ha muito tempo, porém menos atrativa em relagdo a
facilidade ofertada pelos antimicrobianos. Entretanto, uma vez desenvolvi-
das formulacdes escalonaveis, que otimizem seu efeito in vivo, a fagoterapia
apresenta-se como possibilidade de diversificagdo das estratégias de contro-
le de salmonelas aviarias. O aprimoramento de insumos alternativos esta ali-
nhado a necessidade do setor de proteina animal em reduzir o volume de an-
timicrobianos usados na produgao e a busca pela inocuidade dos alimentos.
Nesse contexto, fagos liticos nativos sdo interessantes para o desenvolvi-
mento de produtos voltados ao mercado nacional por ndo introduzirem cepas
exoticas na biodiversidade brasileira e apresentarem maior probabilidade de
acao frente a estirpes de campo locais. Em outros paises, uma gama de adi-
tivos alimentares a base de fagos foi desenvolvida para controle de bactérias
aviarias, principalmente relacionadas a seguranga dos alimentos (Zbikowska
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et al., 2020), cujo licenciamento e registro para comercializagdo depende de
critérios especificos de cada pais. No caso do Brasil, essa categoria segue o
fluxo definido pelo MAPA para o setor regulado no que diz respeito a aprova-
¢ao da matéria-prima e registro do produto como aditivo zootécnico.
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