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Fagoterapia: uma opcao
de controle biologico para

a salmonelose aviaria

Phage therapy: an option of biological

control for avian salmonelosis

Resumo

Com a grande expansdo da indUstria avicola, a salmonelose
tornou-se fator limitante na criagdo de aves, pois as perdas
econdmicas estdo presentes em todas as fases. O aumento
mundial da resisténcia bacteriana tornou necessédria a busca
por alternativas para controle desta doenca fazendo ressurgir a
fagoterapia como opgdo. O presente artigo revisa o fendmeno
da bacteriofagia voltado para sua aplicagdo no controle da
salmonelose avidria, usando como modelo os conhecimentos
sobre o bacteriéfago P22.
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Summary

With the enormous expansion in the poultry industry, salmo-
nellosis became a limiting factor on avian production, because of
the important economic losses during the production stages. The
worldwide increase in bacterial resistance stimulated the search
for alternative strategies to control the disease and so phagote-
raphy has been reconsidered as a therapeutic option. This article
reviews the phenomenon of bacteriophagia focusing on its use
for the control of avian salmonellosis, using the P22 bacterio-
phage as a model.
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Introducao: Salmonelose e sua relacdo com a avicultura

Apesar da evolugido da avicultura industrial, a salmonelose ainda
é fator limitante na cria¢ao de aves, ocupando uma posi¢ao de des-
taque devido as perdas econdmicas que abrangem desde a produgao
do frango até o consumo final dos subprodutos avicolas. Salmone-
lose ¢é o termo usado para doengas agudas ou cronicas causadas por
bactérias pertencentes ao género Salmonella (GAST, 1997). As aves,
uma vez contaminadas, tornam-se portadoras intestinais e elimi-
nam o agente nas fezes por longos periodos de tempo e assim, a
bactéria consegue alcangar o abatedouro comprometendo toda a li-
nha de producao. As implicagdes epidemioldgicas e econdmicas das
infecgoes alimentares em humanos podem alcangar grande magni-
tude, onde a crescente incidéncia é associada a ingestdo de produtos
de origem avicola contaminados e/ou indevidamente preparados,
visto que as aves sao consideradas reservatdrios de Salmonella spp.
(GAST, 1997; TOOD, 1997).

A Salmonella é um bastonete Gram-negativo, pertencente a fa-
milia Enterobacteriaceae. Sio reconhecidas trés espécies pertencen-
tes ao género: S. subterranea, isolada do solo; S. bongori, isolada de
animais de sangue frio; e S. enterica, isolada de animais de sangue
quente. Esta altima espécie apresenta seis subespécies (enterica,
salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica) e aproximada-
mente 2.500 sorotipos, incluindo Pullorum e Gallinarum especificos
de aves (JUDICIAL COMMISSION, 2005; SHEBOLINA et al., 2004;
ANDREATTI FILHO, 2007; BERCHIERI JUNIOR & FREITAS
NETO, 2009).
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Em aves, a S. enterica subespécie enterica causa trés
formas distintas de salmonelose. A pulorose é causada
pelo sorotipo Pullorum, sendo uma doenga que aco-
mete principalmente pintos (aves adultas dificilmente
manifestam sintomatologia) com um alto indice de
mortalidade em aves recém-nascidas. Ja as aves jovens,
apresentam uma mortalidade variavel, sendo comum a
regressao da doenca, dessa maneira, as aves podem se
tornar portadoras assintomaticas pos-infec¢ao. O tifo
aviario é causado pelo sorotipo Gallinarum, sua ocor-
réncia é mais comum em aves adultas (quando acomete
aves jovens o tifo pode ser confundido com pulorose)
e pode haver perda de até 80% do plantel em surtos
graves. O paratifo é a manifestacao clinica de qualquer
sorotipo de Salmonella que nao seja Pullorum e Galli-
narum. O paratifo costuma apresentar uma infecgdo
branda ou clinicamente imperceptivel em aves adultas,
podendo haver mortalidade em pintos, conforme a vi-
ruléncia do sorotipo envolvido, destacando-se os soro-
tipos Enteritidis e Typhimurium (BERCHIERI JUNIOR
e FREITAS NETO, 2009).

Historicamente, o isolamento de Salmonella em
granjas avicolas é comum no Brasil (SILVA e DUARTE,
2002). Entre os anos de 1970 e 1990 os sorotipos mais
prevalentes foram o Anatum e Typhimurium e entre os
anos de 1991 e 1995 o Enteritidis comegou a ser isolado
principalmente em ovos, aves (matrizes) e amostras am-
bientais (TAUNAY et al., 1996; TAVECHIO et al., 1996).
Apds o ano de 1997, ja era comumente isolado (SILVA e
DUARTE, 2002) tendo predominado entre todos os so-
rotipos (ANDREATTI FILHO et al., 2001).

O sorotipo Enteritidis ¢ comum em aves. Depois de Pullo-
rum e Gallinarum, ele foi, ao lado de Typhimurium, o mais
importante causador de infecgdes paratifides em aves nos
EUA, sendo os principais responsaveis por infec¢oes alimen-
tares no homem (BERCHIERI JUNIOR e FREITAS NETO,
2009; CENTERS OF DISEASES AND CONTROL, 2009).
Outros sorotipos comumente isolados em aves sdo Agona,
Anatum, Cubana, Hadar, Heidelberg, Infantis, Mbandaka,
Montevideo e Senftenberg (ANDREATTI FILHO, 2007;
BERCHIERI JUNIOR e FREITAS NETO, 2009).

O uso indiscriminado de antibidticos em aves ao
longo dos anos propiciou a manuten¢ao de lotes posi-
tivos para Salmonella, sendo que o aumento mundial da
resisténcia bacteriana fez com que se procurassem alter-
nativas no controle desta doenga, ressurgindo assim a
fagoterapia como op¢ao (JOERGER, 2003; SULAKVE-
LIDZE, 2005; SKURNIK e STRAUCH, 2006; ANDRE-
ATTI FILHO et al,, 2007).

Bacteriofagia

O fenomeno de bacteriofagia foi observado em
1915 por Frederick W. Twort e, paralelamente, em
1917 por Félix d’'Herelle, sendo melhor compreendido
por André Gratia em 1921, pois até entdo ndo se sa-
bia exatamente a natureza dos bacteriofagos (BIER,
1984; DUBLANCHET e FRUCIANO, 2008), tam-
bém chamados de fagos. Hoje, sabe-se que os fagos
sdo virus que infectam bactérias, sendo conhecidos
cerca de 2.700 fagos, cuja morfologia varia entre as
formas cubica, filamentosa ou pleomorfica (Figura 1),
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FIGURA 1 - A) Estruturas comuns dos bacteriéfagos; B) Caracteristicas morfoldgicas especificas

dos diferentes tipos de bacteriéfagos: 1. Capsideo com cauda contratil; 2. Capsideo com cauda rigida;
3. Capsideo com cauda curta; 4. Capsideo grande e sem cauda; 5. Capsideo pequeno e sem cauda;
6. Filamento flexivel sem capsideo. Adaptado de Bradley (1973) e Hanlon (2007).
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contendo DNA de fita dupla ou RNA de fita simples
em sua carga genética (BRADLEY, 1967; BIER, 1984;
ACKERMANN, 1987). Os fagos sao taxonomicamente
organizados na ordem Caudovirales, virus com pre-
senca de cauda, e distribuidos em 13 familias com ca-
racteristicas morfologicas e genomas distintos (Tabela
1) (NELSON, 2004; HANLON, 2004).

Do ponto de vista de infecciosidade e das relagoes
com o hospedeiro, dois tipos de fagos sdo reconheci-
dos: o litico, que no final do seu periodo de incubagdo
causa o rompimento da célula hospedeira; e o lisogé-
nico, que apresenta uma infecgdo inaparente (YOUNG,
1992; HANLON, 2005). Para ambos os tipos a infeccio
se inicia com a adsor¢ao e introdugdo do genoma fa-
gico no interior da bactéria hospedeira. O fago de ciclo
litico segue por um periodo vegetativo, onde ocorre a
replicagdo genomica e o encapsulamento das progé-
nies, seguido da lise celular, onde ocorre a liberagao
das progénies infectantes. Ja o fago de ciclo lisogénico
incorpora o seu genoma ao bacteriano (recebendo o
nome de profago) e se mantém inativo. Quando a cé-
lula hospedeira se replica, o profago é repassado para
as células filhas (processo chamado de lisogenia) e
apds uma (até varias) replicacdo, o profago pode ser
estimulado, desprendendo-se do genoma bacteriano
e iniciando um ciclo litico (LENSKI, 1988 HANLON,
2005). O quadro 1 apresenta as fases do ciclo litico
conforme Bull et al. (2004).

DNA DE FITA DUPLA

Corticoviridae Capsideo icosaédrico de parede lipidica
Cystoviridae Capsideo icosaédrico com envelope lipidico

- Pleomorfico, com envelope lipidico e sem
Fuselloviridae pelip

capsideo
Lipothrixviridae Envelope lipidico filamentoso
Myoviridae Cauda longa e contratil
Pleomorfico, com envelope lipidico e sem
Plasmaviridae i pe fipidi
capsideo
Podoviridae Cauda curta e ndo contratil
Rudiviridae Bastonete com formato helicoidal
Siphoviridae Cauda longa e ndo contratil
Tectiviridae Capsideo icosaédrico com uma vesicula

lipoproteica interna

RNA DE FITA SIMPLES

Inoviridae Bastonete com simetria helicoidal
Leviviridae Capsideo semi-icosaédrico
Microviridae Capsideo icosaédrico

TABELA 1 - Descri¢do das familias de bacteriéfagos (HANLON, 2007).
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O ciclo litico pode ser dividido em trés fases (Figura I). A
primeira fase é a de dispersdo (D), que é relativa a libera-
cdo de fagos no ambiente por um hospedeiro no intuito

da infeccdo de novos hospedeiros. O tempo deste periodo
¢é dependente de dois fatores: abundancia de hospedeiros
susceptiveis e o indice de adsor¢do dos fagos ao entrarem
em contato com o hospedeiro. O fago pode desenvolver
um alto ou baixo indice de adsor¢do e assim influencia D,
mas a abundancia de hospedeiro também é importante
para D, por controlar o limite de fagos. Ou seja, D é afeta-
do pelos indices de fagos e hospedeiros no ambiente.

A segunda fase é a juvenil (J), que inicia com o momen-

to da infeccdo e termina quando as primeiras particulas
fagicas infectantes sdo criadas nos interior do hospedei-

ro. O periodo deste intervalo é dependente do indice de
expressdao do genoma fagico, que é determinado pela
combinagdo do estado de fisioldgico da célula hospedeira e
o genoma do fago.

A terceira fase é a adulta (A), que inicia com o surgimento
das primeiras particulas fagicas infectantes e termina com
o rompimento da célula hospedeira (lise). Durante este pe-
riodo o nimero de particulas fagicas infectantes dentro da
célula aumenta gradativamente. O acimulo de particulas
fagicas € linear até o término deste periodo, sendo suprimi-
do ap6s a lise. Ha obviamente um limite entre a linearidade
e o numero final de progénie dos fagos na célula hospe-
deira, mas estes limites ainda ndo foram determinados.

O declive de aumento linear das particulas fagicas variam
entre as espécies de fagos, como também conforme o esta-
do fisiologico da célula hospedeira.
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FIGURA | - Adaptado de Bull et al. (2004)

QUADRO 1 - O ciclo litico dos fagos liticos apresenta trés fases distintas.
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Fagoterapia

Fagos sao predadores naturais de bactérias, comu-
mente encontrados no ambiente e seu uso como biocon-
trolador é uma boa opg¢ao para a redugdo de Salmonella
(ROHWER e EDWARDS 2002; ATTERBURY et al,,
2007). Os fagos sdo especificos no que concerne a célula
hospedeira, sendo que para cada espécie de bactéria exis-
tem fagos especificos que sé causam danos a sua propria
célula hospedeira, ndo causando danos as outras espécies
bacterianas (MAYR e GUERREIRO, 1981).

A utilizagdo terapéutica de fagos (fagoterapia) foi
primeiramente proposta e efetuada com sucesso por
d’Herelle (DUBLANCHET e FRUCIANO, 2008), mas
com a descoberta dos antibidticos e quimioterapicos, aca-
bou sendo esquecida, com seu uso limitado aos estudos
de virologia (MAYR e GUERREIRO, 1981) e, mais recen-
temente, tém sido empregados para o monitoramento e
a identificacdo de microrganismos (REES e VOORHEES,
2005; MANDILARA et al,, 2006). A fagoterapia voltou a
ser estudada recentemente com grande éxito, sendo muito
discutida e defendida pela comunidade cientifica como o
futuro do combate as infec¢des bacterianas (PIRISI, 2000;
KERR, 2003; BROXMEYER, 2004; BRADBURY, 2004;
SULAKVELIDZE, 2005; MATTEY e SPENCER, 2008).

Os estudos recentes ressaltam diversas vantagens da fa-
goterapia, como: i) eficiéncia contra bactérias patogénicas
resistentes a antimicrobianos, devido a induc¢io da bacteri-
olise, que difere completamente da agdo destes; ii) ndo ha
infecgdo por outras bactérias, pois bacteridfagos sao hospe-
deiro-especifico; iii) capacidade de responder rapidamente
a formagao de fago-resisténcia do hospedeiro, pelo fato dos

bacteriéfagos também apresentarem a capacidade de sofrer
mutacdo; iv) baixo custo de desenvolvimento, a pesquisa
de procedimentos fagoterdpicos é mais barata que a de de-
senvolvimento de novos antimicrobianos; v) os bacteriofa-
gos ndo afetam células eucaridticas, onde efeitos colaterais
do seu uso sdo incomuns (MATSUZAKI et al., 2005); vi)
sdo onipresentes na natureza, comumente isolados em co-
legdes hidricas, solo e em matéria orgdnica (ROHWER e
EDWARDS, 2002; ANDREATTI FILHO et al., 2007); e vii)
seu cultivo é facil, pois sua cultura é baseada na manuten-
¢ao da bactéria hospedeira por métodos microbioldgicos
tradicionais (MATSUZAKI et al., 2005).

A fagoterapia ja foi avaliada com éxito no tratamento
de Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus (SOOTHILL, 1992), Vibrio vul-
nificus (CERVENY et al., 2002), Enterococcus faecium
(BISWAS et al., 2002) Bacillus anthracis (Schuch et al.,
2002) e Escherichia coli patogénica em aves, ratos, no
homem e em bezerros com redugdo de sintomatologia e
da mortalidade (BARROW et al., 1998; BRUSSOW, 2005;
HUFF et al., 2002; HUFF et al., 2005).

Acao fagica em Salmonella

A infecgao fagica é iniciada com a identificagdo e fixacdo
do fago (adsorgao) na superficie da célula hospedeira (BER-
GET e POTEETET, 1980; LENTZ, 1990). Os fagos utilizam
diferentes tipos de sitios receptores para adesdo que variam
entre proteinas, oligossacarideos, acido teicoico, peptideo-
glicanos ou lipopolissacarideos presentes nos componentes
da superficie celular da bactéria hospedeira (LENSKI, 1988).

Fago P22

Lipopolissacarideo (B)

n
Antigeno
somatico Nucleo comum Lipidio A
DDH (©)
| a1-3 /
12 14 1-3
Fibras da cauda =Man— Rha— GCal—

FIGURA 2 - A) Morfologia do fago P22; B) Representacdo esquematica do antigeno somatico dos
sorotipos de Salmonella pertencentes aos sorogrupos A, B1 e D1; C) Ponto de clivagem usado pelo
P22 para realizar a adsor¢do. Adaptado de Baxa et al. (1996).
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O fago P22 ¢ um fago lambdoide da familia Podoviri-
dae que parasita Salmonella enterica subespécie enterica.
Muitos virus de animais utilizam os oligossacarideos de
superficie como receptores para realizar a adsor¢do. Sua
adesina é uma proteina homotrimérica de 215kDa loca-
lizada na ponta da cauda, sendo que existem seis fibras
caudais (Figura 2-A) de 13nm fixadas em um tnico vér-
tice do capsideo (ISRAEL, 1978; BAXA et al., 1996).

Por meio da cauda, o P22 reconhece a sequéncia do
antigeno somatico na membrana lipopolissacaridica dos
sorovares de S. enterica pertencentes aos sorogrupos A,
B1e D1. Seus antigenos somadticos apresentam em comum
uma sequéncia trissacaridica em cadeia de unidades re-
petitivas de a-D-manose-(1>4)-a-L-raminose-(1->3)-a-
D-galactose-(1>4), diferindo apenas na dideoxihexose
localizada no C-3 da manose (Figura 2-B) (BAXA et al,,
1996). A cauda do P22 possui agdo de endoglicosidase,
responsavel pela clivagem e hidrdlise dos polissacarideos
do antigeno somatico nas ligagdes raminose-galactose a
(1>3)-glicosidicas (Figura 2-C) e produzindo dimeros de
unidades repetitivas do produto principal, sendo que esse
sistema receptor-inativador é comum em bacteridfagos
polissacarideos-especificos (LINDBERG, 1977; BERGET
e POTEETET, 1980). Uma vez iniciado, esse processo é
irreversivel (ISRAEL, 1978).

A lise fagica ¢ mediada por endolisinas, que podem
ser de varios tipos enzimaticos (lisozimas, amidases
e transglicosilases). Atacam sitios glicosidicos (liso-
zimas e transglicosilases) ou sitios peptidicos (ami-
dases) e quando associados conferem maior rigidez
mecanica na degradagdo da parede peptideoglicénica
das bactérias. Estas enzimas sdo utilizadas tanto para a
invasao na célula hospedeira, quanto para a liberagdo
das progénies (YOUNG, 1992).

Em fagos lambdoides os genes responsaveis pela
producio de enzimas sdo transcritos por um tnico pro-
motor designado PR’ O cistron promotor-proximal de
transcri¢ao é constituido pelos genes de lise S, R, Rz e
Rz1, que também sdo necessarios para a formagao do
capsideo e da cauda durante a replicagdo intracelular
(HERSKOWITZ e SIGNER, 1970; DANIELS et al., 1983).
O grupo génico SRRz, contém o fragmento EcoRI-Clal
(YOUNG, 1992), usado rotineiramente como um cas-
sete de lise celular em técnicas laboratoriais (GARRET
et al., 1981; CRABTREE e CRONAN JUNIOR, 1984;
JANG et al., 2007).

O gene R codifica a transglicosilase (também conhe-
cida como endolisina) que, semelhante a lisozima, hidro-
lisa os receptores glicosidicos na camada peptideoglicana
da parede celular (BIENKOWSKA-SZEWCZYK et al.,
1981). O gene S é responsavel por alterar a permeabilidade

PRODUCAO ANIMAL

da membrana plasmatica, permitindo assim que a endoli-
sina se infiltre e atinja os receptores glicosidicos (SMITH
et al., 1998). Ja a fungdo do gene Rz/Rz1, apesar de estar
presente em fagos lambdéides de hospedeiros Gram-nega-
tivos (A, P22, 21 e PA-2), ainda néo é claramente conhecida,
mas suspeita-se que as proteinas expressas por estes genes
atuem sobre a parede celular do hospedeiro (ZHANG e
YOUNG, 1999; YOUNG et al., 2004).

Experiéncias com fagoterapia em aves

Virios estudos tém sido realizados na avaliagao do
uso de bacteriofagos para reducao de Salmonella em aves
vivas ou subprodutos avicolas. A a¢ao fagica apresentou
resultados favoraveis por via oral em pintos (FIOREN-
TIN et al., 2005; ATTERBURY et al., 2007; ANDREATTI
FILHO et al.,, 2007), por aspersdo e em agua de bebida
(BORIE et al., 2008; BORIE et al.,, 2009). Em todos os
ensaios observou-se a elimina¢do in vitro das amostras
de Salmonella testadas, porém in vivo nio se obteve os
mesmos resultados, somente uma reducio de UFC (uni-
dades formadoras de coldnia) intestinal, o que sinaliza
que a fagoterapia em aves contra Salmonella é aplicavel
ainda que os resultados ndo tenham sido animadores.

O uso da fagoterapia também foi testado em conjunto
com produtos de exclusdo competitiva (TORO et al.,
2005; BORIE et al., 2009). Nestes estudos os autores che-
garam a indices relativamente altos de redugdo de uni-
dades formadoras de colonias (UFC), mostrando que a
interatividade com outros agentes bioldgicos ¢ uma van-
tagem sobre o uso isolado de bacteridfagos, uma vez que
combinam diferentes formas bioldgicas para confrontar a
permanéncia da Salmonella no intestino das aves.

Recentemente a eliminag¢do do agente foi alcangada,
utilizando a associagdo da fagoterapia com probidticos
(MARIETTO-GONCALVES et al,, 2011) em um ensaio
com um bacteriéfago modelo em amostras de Lactoba-
cillus (até entdo os experimentos utilizaram bacteriéfagos
selvagens e colecao de bactérias nao identificadas), com-
provando que a fagoterapia em associagdo com outros
agentes bioldgicos selecionados funciona.

Em subprodutos avicolas, a fagoterapia ja foi testada
in vitro para desinfec¢do em pele (GOODE et al., 2003)
e carcaca (HIGGINS et al., 2005; BIELKE et al., 2007),
sendo os resultados mais satisfatérios quando compa-
rado aos testes com aves vivas obtendo-se a eliminacdo
com maior facilidade, onde o grau de redugdo chega a
variar entre 60 e 100%. A questdo atual ¢ conseguir a eli-
minacio de Salmonella somente com o uso de bacterio-
fagos em aves vivas, pois no tratamento de carcagas isso
ja foi demonstrado.
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Consideracoes Finais

A grande maioria dos estudos atuais envolvendo fa-
goterapia e aves apresentam como resultado apenas uma
redugdo significativa da contaminagdo por Salmonella,
poucos apresentaram sucesso na eliminagdo do agente.
Somente o estudo conciliando a fagoterapia com probi-
6ticos e os que realizaram tratamento em carcagas apre-
sentam tal feito, porém isso nao reflete de forma negativa
o incentivo na pesquisa da fagoterapia.

O grande paradigma que existe se da pelo fato de que in
vitro todos os estudos apresentaram resultados excelentes e
in vivo os resultados nao se repetiram. Até o presente mo-
mento nio se sabe o motivo dessa variacao de sucesso in
vitro e insucesso in vivo, mas acredita-se que exista uma re-
lagdo entre a dose oferecida com a dose viavel no ponto es-
tratégico de agdo. Especula-se (dados nao publicados) que
haja uma perda consideravel na dose infectante de bacteri-
6fagos durante toda a sua passagem ao longo do trato diges-
torio a ponto de haver poucas unidades virais viaveis para
lisar a bactéria nos cecos aviarios. Logo, a determinagao de
uma dose infectante exata é uma meta a ser estudada. Outro
fator que pode influenciar é a especificidade das amostras
de bacteridfagos liticos isolados e o tempo de replicagdo
destas amostras. Resumindo, acredita-se que exista uma
relagdo quantidade de bacteriéfagos infectantes/tempo de
replicacdo. Logo, isso sugere que a fagoterapia continua a
ser considerada como uma técnica promissora, porém, es-
tudos aprofundados visando espécies e ciclos biologicos dos
bacteriéfagos devem ser realizados para uma melhor com-
preensdo destes agentes, e com isso uma melhor aplicagio e
dinamizagao do sucesso da técnica de fagoterapia.

A fagoterapia, por ser um mecanismo bioldgico, con-
ferindo melhor qualidade final ao alimento por néao dei-
xar residuos na carne, ovos e também no ambiente, além
de ser economicamente viavel, quando comparada ao
custo terapéutico dos quimioterdpicos. Estes fatores as-
sociados a sua biosseguridade possibilitam e asseguram
este rotulo de “promissor” da fagoterapia para o futuro da
terapéutica no controle das salmoneloses aviarias. e
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