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RESUMO

Schmoeller, Evandro. Uso de bacteriofagos como alternativa na prevencao de
diarreias bacterianas e melhora do desempenho zootécnicas de bezerras
leiteiras. 2019. 51f. Dissertacdo de Mestrado em Ciéncias — Programa de PoOs-
Graduacao em Zootecnia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2019.

A diarreia € a principal doenca no periodo neonatal, sendo responsavel pelo
decréscimo no ganho de peso, aumento no tempo a primeira cobertura e menor
producgédo de leite futura. Diante disso, o objetivo desse estudo foi avaliar o efeito do
uso de bacteri6fagos de forma continua na dieta liquida de bezerras leiteiras na
prevencao de diarreias e no desempenho zootécnico. Para tal, foram utilizadas 200
bezerras da raca girolando, divididas de forma homogénea em dois grupos,
considerando o grau sanguineo, peso ao nascimento e ordem de partos, sendo: Grupo
Controle (GC, n=100) sem a adicado de bacteriéfago a dieta; e Grupo Bacteriéfago
(GF, n=100) com a adicéo de bacteridfagos de forma continua na dieta liquida a partir
do terceiro dia de vida. Foram realizadas avaliagcbes de concentracdo sérica de
proteinas plasmaticas totais (PPT) entre 24-48 horas de vida para a mensuracdo de
falha de transferéncia de imunidade passiva — FTIP (PPT<5,5 g/dL). Os animais foram
monitorados até os 80 dias quanto a ocorréncia de doencas e desempenho
zootécnico. Além disso, foi realizado mensuracao do escore de fezes (EF) diariamente
até os 30 dias de idade, numa escala de 0-4, gerando o tempo que 0s animais
permaneciam em diarreia (EF=2) e a duracdo do primeiro episodio. Na avaliacao de
FTIP, ndo houve diferenca (p=0,25) entre os grupos, assim como na morbidade,
mortalidade, letalidade e recidiva de diarreia (p>0,05). Contudo, o GF apresentou uma
reducao de 29,2 % no tempo de diarreia no primeiro més de vida e 34,4% na duragao
da diarreia ao primeiro episodio. Além disso, o GF apresentou uma superioridade de
ganho de peso de 90 g/dia no periodo neonatal, 63 g/dia no desaleitamento parcial, e
41 g/dia em todo o periodo de aleitamento. Diante disso, € possivel afirmar que o uso
da fagoterapia no periodo de aleitamento reduz o tempo de duracdo da diarreia

neonatal, proporcionando um maior ganho de peso medio diario dos animais.

Palavras-chave: Fagoterapia, Ganho de peso, Doencas neonatais.



ABSTRACT

Schmoeller, Evandro. Use of bacteriophages as an alternative in the prevention
of bacterial diarrhea and improvement of the performance of dairy calves. 2019.
51p. Dissertation Master degree in Sciences. Graduate Program in Animal Science.
Federal University of Pelotas, Pelotas, 2019.

Diarrhea is the main disease in the neonatal period, being responsible for the decrease
in weight gain, increase in the time the first coverage and less milk production in the
future. Therefore, the objective of this study was to evaluate the effect of the use of
bacteriophages continuously in the liquid diet of dairy calves in the prevention of
diarrhea and zootechnical performance. To do this, 200 calves of the girolando breed
were used, divided equally into two groups, considering the blood level, birth weight
and calving order, being: Control Group (GC, n = 100) without the addition of
bacteriophage to the diet ; and Group Bacteriophage (GF, n = 100) with the addition of
bacteriophages continuously in the liquid diet from the third day of life. Serum total
plasma protein concentration (TPP) assessments were performed between 24-48
hours of life for the measurement of passive immunity transfer failure - PITF (PPT <5.5
g/ dL). The animals were monitored up to 80 days for the occurrence of diseases and
zootechnical performance. In addition, stool score (SS) was measured daily up to 30
days of age, on a scale of 0-4, generating the time the animals remained in diarrhea
(SS=2) and the duration of the first episode. In the evaluation of PITF, there was no
difference (p = 0.25) between the groups, as well as morbidity, mortality, lethality and
recurrence of diarrhea (p> 0.05). However, GF presented a reduction of 29.2% in the
time of diarrhea in the first month of life and 34.4% in the duration of diarrhea in the
first episode. In addition, GF presented a gain superiority of 90 g / day in the neonatal
period, 63 g / day in the partial weaning, and 41 g/ day throughout the suckling period.
In view of this, it is possible to affirm that the use of phage therapy in the period of
suckling reduces the duration of neonatal diarrhea, providing a greater average daily

weight gain of the animals.

Keywords: Phage therapy, Weight gain, Neonatal diseases.
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1 INTRODUCAO

A criacdo de bezerras continua sendo um dos grandes desafios na
bovinocultura leiteira. Apesar do desenvolvimento de tecnologias no sistema de
criacdo e no controle de doencas, diversos sdo os fatores que levam essa classe a
possuir elevadas taxa de morbidade e mortalidade (Acres, 1985, Radostits et al.
2007). Apesar de um sistema imunolégico maturo ao nascimento, a capacidade de
resposta imune nas primeiras semanas de vida nao possui efetividade exigida para o
periodo (Hulbert & Mois4, 2016), atrelando sua defesa quase que exclusivamente aos
anticorpos maternos transmitidos via colostro, contudo, a falha de transferéncia de
imunidade passiva ainda possui altos indices em propriedades leiteiras (Barragry
1997, Weaver et al., 2000).

Aliados aos fatores intrinsecos, 0 ambiente de criacdo tem influéncia direta
na incidéncia de enfermidades neonatais (Svensson et al., 2003) pois determina o
grau de exposicdo a patdogenos e a intempéries ambientais. Os distUrbios
gastrointestinais e pulmonares sdo os principais entraves do desenvolvimento no
periodo neonatal, podendo ocorrer de forma isolada ou concomitantes (Barrington et
al. 2002, Callan & Gary 2002). A diarreia se destaca nas primeiras semanas de vida
(Garcia et al., 2000) acometendo em mais de 50 % dos animais, podendo chegar a
totalidade dos animais quando mal manejados (Bartels et. al, 2010; Hulbert & Moisa,
2016).

A diarreia é caracterizada pelo aumento no volume e no numero de
excrecdes, diminuindo a capacidade de absorcdo de nutrientes. Sua etiologia é
multifatorial, podendo ser aliada a fatores infecciosos (bactéria, virus, protozoarios) ou
nao infecciosa, podendo ocorrer de formas isoladas ou concomitantes (Bartels et.al,
2010; Izzo et al., 2011). A co-infeccdo € comum em bezerras (Cho & Yoon, 2014),
aliados principalmente a presséo infectiva presente nos ambientes de criacdo e a
susceptibilidade de proliferacdo de bactérias patogénicas em animais acometidos por
desordens entéricas. A colonizagdo dessas bactérias altera a fungao intestinal e
causam a desestruturacdo da microbiota comensal do intestino, que tem importantes
funcBes sobre o desenvolvimento do epitélio intestinal e imunolégico e na modulacéo
da resposta inflamatéria (Lei Y.M, et.al, 2015). Portanto, o aumento da taxa de

passagem associado a uma disbiose bacteriana tem influéncia direta na absorcéo e
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na saude animal, podendo levar a alteracbes metabdlicas que retardam o
desenvolvimento e o inicio da vida produtiva (Cho et al., 2013; Zeineldin et al., 2018).

Apesar dos constantes avancos nas terapias, o controle da doenca nesse
periodo ainda € um desafio ndo solucionado. Além disso, o crescente aumento da
resisténcia bacteriana a antibioticos, associada a desestruturacdo da microflora
comensal do intestino tem questionado as terapias convencionais. Uma das
alternativas para o controle bacteriano € o uso de bacterioéfagos, que sao particulas
intracelulares obrigatérias de bactérias com alta especificidade (Santos et al., 2014).
Em termos gerais, 0s bacteriéfagos possuem ciclos lisogénicos e liticos, sendo esse
altimo mais comumente utilizado tem estudos terapéuticos devido a maior capacidade
de replicacdo e de combate bacteriano (Sulakvelidze et al., 2001). Diante disso, o
objetivo desse trabalho é avaliar o uso de bacteriéfagos de forma continua na dieta
liqguida sobre a incidéncia de diarreia e o desempenho zootécnico de bezerras

leiteiras.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BACTERIOFAGOS COMO ALTERNATIVA NO CONTROLE DA DIARREIA
NEONATAL BOVINA

2.1.1 Diarreia neonatal bovina

O periodo neonatal é um estagio critico no desenvolvimento de funcdes
fisiolégicas. A adaptacdo a vida extrauterina e a instabilidade metabdlica torna o
recém-nascido propenso a doencas perinatais, causando desvios financeiros para o
sistema produtivo (Piccione et al., 2010; Arfuso et al., 2017). Dentro desse cenario,
durante as primeiras semanas de vida, distarbios do trato digestorio e respiratorio,
apresentam alta incidéncia em neonatologia bovina (Svensson et al, 2003; Botteon et
al., 2008), sendo que a diarreia € a principal causadora de desordens no sistema
digestivo neste periodo.

A diarreia € um sinal clinico provenientes de disturbios no sistema digestorio
dos animais. Além disso, € reconhecida como uma sindrome decorrente da interacdo
entre agentes infecciosos e fatores nao-infecciosos relacionados a nutricdo; condi¢des
de higiene dos criatorios; densidade populacional; condi¢cbes sanitarias da mae e do
proprio animal, entre outros (Barrington et al., 2002). Portanto, independente do
sistema de criacdo adotado na propriedade, é muito importante que esses pontos
recebam atencéo redobrada dos produtores, pois nessa fase de vida os animais ainda
nao estdo com o seu sistema imunolégico completamente desenvolvido, sendo mais
suscetiveis a inameras infec¢des.

Entre os agentes etioldgicos envolvidos na patogenia da enfermidade,
comumente, de forma simultanea, destacam-se Salmonela spp., Clostridium
perfringens, Coronavirus, Adenovirus e parasitas como Cryptosporidium spp. e
Eimeria spp. Porém, os principais agentes etioldgicos sdo Escherichia coli e Rotavirus
(Langoni et al., 2004; Ferreira et al., 2009; Oliveira et al., 2012; Cho et al., 2013).

Como se trata de uma doenca multifatorial, a gravidade depende da cepa
envolvida e de fatores do hospedeiro que podem predispor a enfermidade, como falha
na transferéncia de imunidade passiva, falta de antissepsia do corddao umbilical logo
apos o parto, alta lotagdo de animais em confinamento, fatores meteorolégicos, além

da desinfeccéo incorreta do ambiente (Pence et al.,2001).
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O curso da enfermidade é rapido, iniciando-se a sintomatologia com alteracées
comportamentais, progredindo para alteragdes metabdlicas que podem levar ao 6bito
(CHO et al., 2010). Um dos principais achados clinicos sdo fezes com consisténcia
amolecida a aguosa, que podem ser observadas no perineo ou cauda, bem como no
ambiente onde os animais estéo alocados.

Como consequéncia, a doenca apresenta, principalmente, o prejuizo
econdmico para o sistema de producéo, com perdas econémicas ao redor de 20% a
52% (Botteon et al., 2008). Os prejuizos sdo em decorréncia da perda dos animais
por Obito, gastos com tratamento; perda de peso do animal e comprometimento do
seu desenvolvimento, acarretando em bezerras com baixa capacidade produtiva no

futuro.

2.1.1.1 Diarreia Bacteriana

A diarreia bacteriana decorre muitas vezes da queda da imunidade gerada por
outros fatores primarios ligados a sanidade, nutricdo e condi¢gdes ambientais (CHO &
Yoon, 2014). A supressao imunitaria e o desequilibrio da microbiota intestinal facilitam
a fixacdo e proliferacdo de bactérias patogénicas transitorias, presentes no ambiente
de criacdo (Zeineldin et al., 2018). Em bezerras estd associada principalmente a
Escherichia coli e a Salmonella spp., ambas causadoras de hipersecrecédo, contudo,
com patogenicidade distintas.

A E. coli é a uma bactéria gram-negativa que é classicada em diferentes
patotipos de acordo com sua viruléncia (Kaper et al., 2004). A E. coli enterotoxigénica
- ETEC o principal patotipo associada a diarreia bacteriana em bezerras, sendo
predominante a partir do quarto dia de vida (Foster & Smith, 2009). Sua patogenia é
dada inicialmente pela expressdo do antigeno k99 responsavel por sua fixacao,
principalmente na parte distal do intestino delgado. Apds a colonizagéo, ha a producéo
da toxina termo-estavel, causando a secrecao de cloreto para o intestino e por osmose
levando a diarreia aquosa (Holland, 1990, Foster & Smith, 2009).

Assim como a E.coli, a Salmonella spp. também é uma gram-negativa e pode
atingir bovinos de qualquer idade, contudo, é predominante em bezerros com menos
de 3 semanas de idade. A S. entérica sorovares Typhimurium e Dublin sdo as mais
comuns em bovinos, sendo associada a diarreia aguda e a doenca sistémica,

respectivamente (Cho e Yoon, 2014). Em bezerros a S. typhimurium é a mais comum
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e responsdavel por apresentar diarreia aquosa e mucoide com a presenca de estrias
de fibrina e sangue (Fossler et.al, 2005). A patogenicidade € determinada pela fixagdo
no trato gastrointestinal, principalmente nas por¢cbes distais do ileo e ceco e
multiplicacédo nos tecidos linfoides, se disseminando por todo o organismo e invadindo
as células mononucleares e fagécitos (Tsolis et al., 1999; Kirk et al, 2002).

Assim, os disturbios decorrentes da diarreia bacteriana devem-se a acao
local e sistémica de endotoxinas, a inflamacéo causada pelo agente etiologico e a
atrofia das vilosidades intestinais, que levam a hipersecrecdo e ma absorcéao,

decorrendo em alteracdes metabdlicas (Constable et al., 1996; Cambier et al., 2001).

2.1.1.2 AlteracBes metabolicas na diarreia

Disturbios nos fluidos corporais sdo comuns em animais com diarreia,
causando desequilibrios a nivel eletrolitico e acido-basico, contribuindo para a
severidade da doenca (Pereira, 2014). Em quadros diarreicos, o desequilibrio hidrico
resultante da secrecéo de liquido no intestino gera uma reducéo do volume sanguineo
circulante e desidratacdo dos tecidos. Assim, a desidratacdo, juntamente com a
hipersecrecéo e consisténcias fecais alteradas séo os sinais mais evidentes no inicio
de disturbios gastrointestinais. Nos fluidos fecais sdo perdidos aproximadamente
0,3% do peso corpéreo. Em casos de quadros intensos, essas perdas podem atingir
13 a 18% do peso corporeo em 24h (Lewis & Philips, 1972).

Além disso, a perda excessiva de bases aliado ao acumulo de &cido lactico,
decorrentes da fermentacdo bacteriana da lactose ndo digerida, causam quadro de
acidose metabolica (Martin & Partida, 2011; Divers & Peek, 2008). Os animais com
acidose apresentam-se deprimidos, com fragueza muscular e relutantes a succ¢ao, e
em casos mais graves podem mesmo estar em decubito lateral ou em estado
comatoso (Radostitis et al, 2007; Pereira, 2014).

Assim, o desequilibrio nutricional decorrente das perdas excessivas de
eletrdlitos e ma absorcédo, juntamente com a hipofagia geradas por dor e/ou pela
acidose geram um déficit energético. Para suprir esse déficit é ativado processo de
lipdlise, aumentando as concentracdes de triglicerideos e acidos graxos nao
esterificados- AGNE na corrente sanguinea (Gonzalez et.al., 2011). Os lipideos
possuem papel fundamental na sintese de varias substancias organicas, na

composicdo estrutural de membranas celulares e servem como percussores na
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sintese hormonal (Nassaji & Ghorbani, 2012). A intensa mobilizacdo lipidica e
alteracdes nos niveis plasmaticos tem sido associada a disfungcfes hepaticas (Nanji
et al., 1999; Baydar & Kizil, 2012).

Em diarreias bacterianas, os lipopolissacarideos - LPS e endotoxinas liberados
da parede de gram-negativas estimulando a liberacdo de citocinas inflamatdrias.
Essas por sua vez parecem inibir a acdo da lipoproteina lipase, responsavel pela
hidrolise das moléculas de triglicerideos, aumentando suas concentracdes séricas
(Feingold et al.,, 1992; Albarak & Kabu, 2016). Essas alteracdes lipidicas e
lipoproteicas prejudicam a oxidacao lipidica e transporte do colesterol para estimular
a resposta anti-inflamatoria (Carpentier & Scruel, 2002; Khovidhunkit et al. 2004). A
incorreta modulacdo da resposta inflamatéria pode danificar a funcdo de diversos
orgaos, como o figado e o rim, e dependendo dessa disfuncdo e da gravidade das
alteracdes metabdlicas é determinado o progndstico do bezerro (Sen & Constable,
2013; Constable et al., 2017).

Além dessas alteracdes, ocorrem disturbios eletroliticos, normalmente, pela
perda ou variacdes nas concentracdes de eletrélitos ou devido a perda de 4gua, sendo
0S mais comuns a hiponatremia, hipercalemia, hipercalcemia e hipocloremia
(Radostitis et al, 2007).

2.1.2 LimitacOes das terapias convencionais

Apesar da alta relevancia desta doenca e da constante busca por novas
alternativas terapéuticas antimicrobianas (Constable, 2009), ndo se observam
reflexos consistentes na reducao da taxa de mortalidade de bezerros neonatos nos
altimos anos. Sabe-se que a morte de bezerros por esta enfermidade se da por uma
soma de fatores, tendo como etiologia primaria a enfermidade digestiva, agravada
pelos desequilibrios hidro-eletrolitico e acido-base, muitas vezes resultando em
endotoxemia e choque (Foster e Smith, 2009; Freitas et al., 2010). Estas alteracdes
se devem a dificuldade do neonato em manter a temperatura corporal nos primeiros
dias de vida, a rapida perda de liquidos e eletrdlitos, bem como a alta dependéncia da
ingestao de colostro para manutencdo do seu estado nutricional e obtencéo da
imunidade passiva, fazendo com que sejam altamente dependentes de fatores
ambientais e nutricionais para manutencao de sua homeostasia (Blum, 2006). Assim,

necessita-se de terapias que sejam realizados de forma extremamente rapida e
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eficiente para que as condi¢des clinicas do neonato sejam mantidas e o quadro
infeccioso revertido de forma eficaz. Porém, o tratamento suporte muitas vezes néao é
realizado devido a auséncia de mao-de-obra especializada na propriedade leiteira,
bem como o tempo gasto no tratamento de cada individuo, levando a ineficiéncia de
protocolos antimicrobianos.

Ainda, a crescente pressdo da sociedade quanto a reducdo do uso de
antibioticos em animais de producéo vem fazendo com que, cada vez mais, este tema
seja abordado, tanto no campo da medicina humana quanto veterinaria (Meganck et
al., 2014). A terapia antimicrobiana deve ser elegida e realizada de forma prudente,
dividindo os casos conforme a gravidade do quadro para evitar o uso indiscriminado
ou desnecessario dos antibidticos, ndo s6 para manter a eficacia das drogas, como
para reduzir custos com tratamentos (Smith, 1962; Berge et al., 2009). Assim, seu uso
sem sinais clinicos que indiquem a real necessidade é questionado, sendo importante
que o responsavel pela criacdo seja capacitado a identificd-los para tomar decisdes
de tratamento.

Desta forma, torna-se crucial trabalhar de forma preventiva o controle da
diarreia neonatal em bovinos, de forma que possam ser minimizados os fatores
predisponentes para a enfermidade e reduzir os gastos com tratamentos e 6bitos, bem
como 0s prejuizos gerados pelo atraso no crescimento destes animais.

Porém, de modo geral, evitar que 0s bezerros entrem em contato com 0s
agentes causadores de diarreia é praticamente impossivel. Desta maneira,
precisamos garantir que, ao entrar em contato, 0s animais sejam capazes de debelar
uma possivel infeccdo. Sabe-se que no momento do nascimento, ruminantes
neonatos apresentam o intestino estéril, 0 qual comeca a ser imediatamente
colonizado a partir disso por uma comunidade microbiana diversificada e complexa
(Stewart et al., 1988). Quando pensamos em prevencao de diarreias, pensamos em
impedir ou dificultar a proliferacdo de bactérias patogénicas no intestino destes

neonatos, e o uso de bacteriéfagos tem se mostrado eficiente neste sentido.

2.1.3 BACTERIOFAGOS

Os bacteriéfagos, também denominados pela abreviatura fagos, sao particulas
virais intracelulares obrigatérias que infectam bactérias com uma alta especificidade.

Desta forma agem exclusivamente em determinada espécie bacteriana, ou ainda,
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entre cepas especificas desta espécie (Santos et al., 2014). Estes microrganismos
estdo entre os componentes mais abundantes atualmente descobertos em nosso
planeta, com um comportamento inofensivo frente a grande maioria dos organismos,
incluindo os seres humanos, exceto a seus hospedeiros alvo, exclusivamente
bactérias (Pirnay et al., 2015).

O primeiro relato da existéncia de bacteriéfagos foi relatada em 1986 na india,
pelo bacteriologista Ernest Hanking, que observou a presenca de uma substancia nao
identificada que possuia a¢do antimicrobiana contra a Vibrio cholerae (Sulakvelidze et
al., 2001; Haqg et al. 2012), contudo, somente em 1915 ressurgiu o0 interesse pelo
estudos dos fagos atraveés do bacteriologista Frederick Twort, que em ensaios com
culturas artificias observou algumas colénias com aspecto transferente e com
incapacidade de se replicar (Duckworth et al., 1976 Sulakvelidze et al., 2001) levando
a publicacdo de um artigo que designava que o causador da lise bacteriana se tratava
de um agente infecioso filtravel, e entre outras possibilidades a hipétese de que se
tratava de um virus.

No mesmo ano, o microbiologista Felix D’Herelle, a partir de algumas amostras
fecais provenientes de um surto de disenteria hemorragica de origem bacteriana
durante a segunda guerra mundial, obteve um filtrado livre de bactérias e observou o
mesmo relato de Twor quando incubou junto a Shigella spp (Sulakvelidze et al., 2001).
Dois anos mais tarde, publicou um artigo estabelecendo a relacdo causal entre a cura
da disenteria e a presenca desse virus, ao qual denominou de bacteriéfago, e assim
apesar de controvérsia, a descoberta dos fagos sdo associadas a seu nome
(D’Herelle, 1917).

Apesar do conhecimento sobre a biologia dos bacteriéfagos serem limitadas,
a terapia fagica foi utilizada constantemente até meados de 1930, com elevadas taxas
de sucesso (News, 2004; Fruciano & Bourne, 2007; Abedon et al., 2011), contudo, a
falta de experimentos controlados e randomizados levaram ao questionamento da
terapia, que passou a cairem em desuso com a publicacdo de trés artigos criticos
(Sulakvelidze et al., 2001; Abedon et al., 2011; Summers, 2012) que questionavam
sua natureza aliados ao surgimento dos antibidticos. Entretanto, no leste europeu a
terapia continuou sendo utilizada até a atualidade associada ou como alternativa aos

antibiéticos.
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2.1.3.1 Morfologia e Classificagcéo

Apesar de serem considerados o0s seres mais abundantes no planeta
(Rohwer & Edwards, 2002), a morfologia desses virus é bastante tipica, sendo
composto por acido nucleico e proteinas (Ferreira, 2010). Sua diferenciacdo pode ser
determinada tanto pela natureza do acido nucleico, que pode se apresentar sob forma
de DNA e RNA, de cadeia simples (ss) ou dupla (ds), na conformacao linear, circular
ou superenrolada (Orlova, 2012). Contudo, a grande maioria possui uma molécula
linear de dsDNA. Ainda, podem apresentar divergéncia de estrutura e tamanho (Grath
& Sinderen, 2007).

Tradicionalmente o fago € composto por uma cabeca formada por uma
capside de estrutura estavel e variada que envolve o genoma viral e pode estar
associada a proteinas que Ihe conferem especificidade (Ferreira et al., 2010). Unido a
cabeca, 0 pescoco confere seguranca que o acido nucleico sera liberado somente
quando anexado a célula hospedeira e serve de suporte para o anexo da cauda
(Vandamme, 2013). A cauda apresenta dimensfes diversas e pode apresentar
contratilidade de acordo com o fago, sendo composta por uma placa basal ao qual
estdo associadas as fibras, que através de suas espiculas também sdo fatores de
especificidade (Orlova, 2012).

Sua classificacdo ainda é algo questionavel e pouco definida. Alguns
métodos de divisdo foram sugeridos no decorrer dos anos, como a microscopia
eletrbnica, propriedade dos virions e do material genéticos, contudo, hoje a
classificacdo mais aceita € baseada na morfologia e na natureza do seu genoma
(Ackermann & Eisenstark, 1974). De acordo com essa classificagéo cerca de 96% dos
fagos identificados sdo pertencentes a classe dos Caudovirales, caracterizados por
serem caudados, de fita dupla de DNA e tamanho variando de 18 a 500 mil pares de
bases (Casjens, 2005). Essa ordem é dividida em trés familias de acordo com as
caracteristicas capsideo e da cauda. O outros 4% restantes foram incluidos em outras
7 familias, sendo impossibilitados de comporem uma ordem por falta de semelhanca
(Drulis-kawa et al., 2012).
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2.1.3.2 Ciclos de vida

Semelhante aos demais virus, os fagos ndo possuem sistemas proprios
para sintese proteica, utilizando-se do metabolismo do hospedeiro para completar seu
processo de replicacao (Ferreira, 2010)

A replicacdo viral inicia-se com a adsor¢cdo do fago ao hospedeiro,
ocorrendo a interacdo de proteinas virais com 0s receptores presentes na membrana
bacteriana, como o flagelo, peptidiglicanos pilus sexual, capsula e lipopolissacarideos
— LPS (Letellier et al., 2004). Esse contato inicial com o hospedeiro é determinado de
forma aleatéria através de movimentos brownianos da particula viral, devido a
auséncia de estruturas que lhes conferem mobilidade. (Parija, 2009; Koskella &
Meaden, 2013)

Apesar de serem altamente especificos, essa gama de receptores pode
conferir ao fago a capacidade de infectar mais de uma familia de bactérias, assim
como algumas bactérias podem ser infectadas por mais de uma classe de fago (king
etal., 2012; Weitz et al., 2013). A ordem Caudovirales tem sua especificidade definida
pelas fibras que compdes sua cauda (Chaturongakul & Ounjai, 2014; Miller et al.,
2003). Esse processo € particular para cada interagcdo, contudo, em geral ocorrem
com uma ligacdo reversivel mediadas pelas fibras da cauda e posteriormente uma
ligacédo irreversivel através de enzimas hidroliticas que alteram a conformacdo da
particula viral, permitindo a injecdo do material genético ao citoplasma bacteriana
(Chiaruttini et al., 2010; Drulis-Kawa et al., 2012). ApGs sua penetracdo, 0S genes
precoces dos fagos se redirecionam a maquinaria de sintese microbiana do
hospedeiro para sintese de acido nucleico e proteinas virais para a formacéo e
empacotamento do virions (Letellier et al., 2004; Maurice et al., 2013).

As etapas seguintes sao dependentes do tipo dos bacteri6fagos, que
podem divergir em ciclos liticos ou lisogénico (Figura 1). Os fagos temperados
possuem genes reguladores dos dois ciclos, assim o estado fisiologico da célula
hospedeira pode ser determinante para o mesmo assumir a fase litica ou a lisogenia,
enquanto os fagos virulentos que possuem nao conseguem assumir outra via

bioldgica que nao a fase litica (Grath & Sinderen, 2007; Goldin, 2011).
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Figura 1: Ciclo de vida reprodutivo dos bacteriéfagos. Fonte: Adaptado de Azeredo et
al., 2018.

O ciclo litico é caracterizado pela interrup¢do do metabolismo bacteriano e
lise celular (Maurice et al., 2013). Logo apds a penetracdo do genoma viral inicia-se o
processo de transcricdo viral, através do RNA polimerase bacteriana que é
previamente modificada para reconhecer os acidos nucleicos virais (King et al., 2012).
Os primeiros genes a serem expressos codificam a producdo de proteinas
reguladoras que impedem a capacidade de replicacdo e de transcricdo da bactéria,
fazendo com que o bacteriéfago controle o metabolismo bacteriano a seu beneficio
(Grath & Sinderen, 2007).

Com metabolismo bacteriano sendo controlado pelo fago, inicia-se a
sintese de proteinas estruturais e cataliticas essenciais para a morfogénese da
particula viral (Maurice et al.,, 2013). A primeira etapa consiste na formacdo do
capsideo viral, que € iniciado com a formacao do procapsideo, que consiste em uma
proteina estrutural composta pela proteina principal do capsideo (MCP). A partir disso,
em um dos vértices é acoplada uma proteina de entrada (portal protein) que permite
a entrada e empacotamento do DNA viral. Logo apés algumas proteinas, como a
proteina adaptadora (Ad), se ligam ao material genético evitando que o mesmo se
disperse, e a proteina finalizadora (Hc) realize a finalizacdo do capsideo garantindo
gue 0 mesmo confira uma geometria correta (Aksyuk & Rossmann, 2011). A cauda é
formada de forma independente e necessita-se que haja a juncdo de ambos para a

formacdo da particula viral madura. Mais tardiamente sdo0 expressos genes que
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codificam a sintese de holina e lisina, que sdo capazes de danificar a integridade da
membrana citoplasmatica, liberando os novos bacteridfagos, conferindo a capacidade
de continuar a infecao viral (Gregoracci, 2006; Canada & Meeting, 2006).

Ja no ciclo lisogénico, a material genético viral se incorpora ao DNA
bacteriano formando o que denominamos profago, se replicando em sintonia com o
mesmo. Esse processo € possivel devido a sintese da proteina repressora que
impossibilita a expressdo de genes responsaveis pela cascata litica (Golding, 2011).
A capacidade de autorregulardo confere estabilidade lisogénica ilimitada, contudo, o
estado nutricional, metabdlico e a dimensdo do hospedeiro podem serem fatores
determinantes para que 0os mesmos passem a desempenhar atividade litica (In et al.,
2010; Golding, 2011). Portanto, em caso de estresse fisico-quimico e condi¢cdes
desfavoraveis do hospedeiro, a replicacdo do fago se torna uma via para propagacao

do bacteriofago.

2.1.3.3 Vantagens da Fagoterapia

A terapia a base de bacteridfagos tem acdo semelhante aos antibidticos,
pois possui efeito antibacteriano consideravel. Quando utilizado de forma metafilatica
em humanos, alguns estudos demonstram efeito superior dos fagos em relagéo aos
antibioticos (Meladze et al., 1982; Kochetkova et al., 1989; Sakandelidze, 1991). Além
da sua eficacia, outros pontos sdo relevantes na sua utilizacdo em substituicdo a
terapia convencional. Umas das caracteristicas importantes é sua alta especificidade,
combatendo somente as bactérias alvos, evitando a disbiose gastrointestinal
(Chernomordik, 1989; Zeineldin et al., 2018). A manutencao da microflora natural tem
importante papel no desenvolvimento do tecido intestinal e imunolégico e modulagéo
da resposta inflamatoria (Macpherson et. al, 2004; Lei Y.M, et.al, 2015). Além disso,
compete por nutrientes e tecido intestinal com bactérias patogénicas, evitando
infeccdes secundarias (Rakoff-Nahoum et.al, 2004).

Outro fator importante € seu crescimento exponencial, ja que ao infectar o
hospedeiro e se multiplicar libera milhares de novos fagos para continuar a agao
terapéutica. Por se replicar no hospedeiro, também tem uma agéo propria no local da
infecdo, enquanto os antibioticos sdo absorvidos, metabolizados e eliminados via
renal (Smith & Huggins. 1982; Sulakvelidze et al., 2001)
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Além desses, 0 seu papel frente a resisténcia bacteriana tem alavancado
seu estudo de forma cada vez mais intensiva. Uma caracteristica fundamental é a
capacidade de adaptac&o dos virus ser muito superior ao das bactérias, determinando
uma resisténcia reduzida quando comparados aos antibioticos (Rakhuba et al., 2010;
Kesik-Szeloch et al., 2013). Além disso, por utilizar componentes da parede celular
para definir a sua adsor¢do, uma bactéria acaba sendo susceptivel a diferentes tipos
de bacteriéfagos, fazendo com que seus mecanismos de defesa se tornem menos
eficazes quando utilizados um coquetel de fagos (Shirley, 2016). Ainda, por serem
considerados os organismos mais abundantes do planeta, o isolamento de um novo
fago se torna mais pratico que o desenvolvimento de uma nova molécula para
desenvolvimento de um farmaco (Silver & Bostian, 1993; Chopra, 1997, Park et al.,
2012). Ademais, os estudos com uso terapéutico de bacteriéfagos ndo apresentaram
nenhum efeito colateral grave, enquanto o uso de antibibticos ja foi associado a
disturbios intestinais, alergias e infec¢Bes secundarias (Yao & Moellering, 1995).

2.1.3.4 Estratégias terapéuticas

A descricao de estratégias terapéuticas com bacteridfagos esta sendo realizada
desde o século passado, com relatos a partir de 1920 em paises europeus como a
extinta Unido Soviética (Salmond et al., 2015). Através da intensificacdo dos estudos
incluindo particulas de bacteriéfagos foram abertos caminhos para o desenvolvimento
de inovacfes farmacéuticas com produtos biotecnoldgicos. Estas terapias utilizam
essencialmente particulas com capacidade litica como um método alternativo aos
tratamentos convencionais, a base de antimicrobianos, frente a infecgdes bacterianas
resistentes. A preferéncia por ciclos de capacidade litica se d4 em virtude da maior
efetividade em velocidade de replicacdo, propagacdo e combate as células alvo
(Carlton 1999; Monk et al., 2010). Com destaque especial, a seguranca promovida
pela estratégia, baseada na auséncia de qualquer mecanismo metabdlico exercido
pelos fagos com afinidade em células eucaridticas (Harada et al., 2018).

Atualmente, entre os principais métodos de utilizacdo destes agentes, podemos
destacar a fagoterapia constituida na utilizacdo da aplicagédo de bacteriéfagos para o
controle da colonizacéo bacteriana e o combate a enfermidades em animais. Além

disso, como alternativas no biocontrole na descontaminacgéo de alimentos, sanitizacéo
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na desinfeccdo de equipamentos e superficies de contato assim como conservantes
naturais de determinados compostos (Garcia et al., 2009).

Nos ultimos anos, diversos estudos, na medicina humana, foram realizados
abordando as suas possiveis aplicabilidades na pratica clinica em tratamentos de
quadros infecciosos (Alves et al., 2017; Azeredo et al., 2018; Borysowski et al., 2014).
Ja em animais, estudos como os de Smith e Huggins (1982) apontaram como um dos
primeiros trabalhos confirmando a efetividade dos bacteri6fagos em camundongos
desafiados experimentalmente com a bactéria Escherichia coli, estes resultados foram
confirmados por Sulakvelidze et al. (2001) na mesma espécie alvo. Estes mesmos
grupos de pesquisadores estenderam suas linhas de pesquisas para avaliacdo da
fagoterapia em bezerros, ovinos e suinos, indicando resultados promissores com uma
Unica dose de fagoterapia especifica frente a Escherichia coli, reduzindo a magnitude
dos processos infecciosos pela bactéria, associado a menor perda de fluidos com
consequente preservacgao da hidratacéo (Smith e Huggins, 1983; Sulakvelidze et al.,
2001). Ainda ao final dos anos 80 e inicio dos anos 90, os fagos foram
experimentalmente utilizados na prevencao e tratamento de doencas infeciosas em
camundongos e porquinhos da india causadas por cepas de bactérias, com
caracterizada resisténcia frente a antimicrobianos convencionais, como
Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter, sugerindo eficacia na prevencdo de
desenvolvimento dos quadros avancgados (Soothill et al., 1988; Soothill, 1992; Soothill,
1994).

Os fatores que podem interferir com as interacdes entre os bacteriéfagos e suas
células bacterianas alvo podem incluir a dose administrada, tempo e via de
administracdo, presenca de uma resposta imune efetiva contra os fagos, além do
possivel aparecimento de cepas bacterinas mutantes resistentes a esta infec¢éo viral
(Smith et al.,, 1987). Autores como Rozema et al. (2009) demonstraram uma
diminuicdo na populacdo de Escherichia coli enterotoxigénica em bovinos adultos
submetidos a tratamentos via oral comparado a animais que receberam o mesmo
tratamento a base de bacteriéfagos por via intra-retal. Desta forma, foi demonstrado
gue o periodo mais longo de permanéncia do produto através da via oral possibilitou
um maior tempo de interacdo com as colbnias de suas células alvo, neste caso
Escherichia coli.

Seguindo a mesma linha, em uma avaliagao do efeito de um composto a base

de bacteridfagos via oral em bezerros, o tratamento com fagos causou uma reducao
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na contagem de Escherichia coli fecal quando comparado ao grupo controle (Bicalho
et al., 2012). Barrow et al. (1998) utilizaram isolados de bacteri6fagos liticos na
tentativa de controle a septicemia induzida por infecgao experimental com Escherichia
coli em bezerros privados da ingestdo de colostro. A estratégia de inoculagédo
intramuscular do terapico retardou o aparecimento de bacteremia e prolongou o tempo
de vida dos animais.

Quanto a Salmonelose, em setores como o da avicultura, a terapia também foi
avaliada com uma evidenciada diminuicdo na contagem de Salmonella spp. no trato
digestério de aves submetidas ao tratamento (Borie et al., 2008; Hungaro et al., 2013).
Os bacteriéfagos de Salmonella spp. também estdo bem difundidos em propriedades
leiteiras, e a diversidade desses fagos pode revelar interacdes entre os sorovares de
Salmonella spp. e seus bacteriéfagos especificos (Switt et al.,, 2013). Porém, os
estudos com Salmonella spp. ainda sdo poucos, em comparacdo ao que se sabe
sobre os efeitos dos bacteriéfagos no controle da Escherichia coli, como demonstrado
na recente revisdo publicada por Wang et al. (2017), que destacou os principais
trabalhos na atualidade abordando a estratégia de utilizacdo de bacteriéfagos no
controle de Escherichia coli O157:H7 em ruminantes domésticos, produtos carneos,
frutas e vegetais.

Portanto, a estratégia de fagoterapia no controle pontual de determinadas
infeccBes bacterianas esta apresentando resultados promissores em diferentes areas
da medicina moderna. Quando focamos nas abordagens trabalhadas atualmente em
medicina veterinaria, a inovacdo farmacéutica direcionada a setores de maior
demanda por parte do mercado consumidor, como o das bezerreiras, pode ser um
importante ponto de consolidacdo desta terapia. Assim, devido ao alto custo da
criacdo de bezerras, visando a obtencdo de vacas de reposicdo com alto mérito
genético, torna-se vital para a bovinocultura leiteira trabalhar de forma preventiva a
ocorréncia de diarreia neonatal, diminuindo as perdas por Obitos e geradas pelo
tratamento de quadros clinicos de diarreia, sendo o uso de bacteri6fagos uma
alternativa interessante no controle desta doenca, diminuindo o uso de antibiéticos
(Barrington & Gay, 2002).
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3 ARTIGO

Incidéncia de diarreia neonatal e ganho de peso de bezerras leiteiras com
suplementacao continua de bacteriéfagos no periodo de aleitamento.
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INCIDENCIA DE DIARREIA NEONATAL E GANHO DE PESO DE BEZERRAS
LEITEIRAS COM SUPLEMENTACAO CONTINUA DE BACTERIOFAGOS NO
PERIODO DE ALEITAMENTO

Evandro Schmoeller, Viviane Rohrig Rabassa, Marcio Nunes Corréa, Cassio
Cassal Brauner, Eduardo Schmitt, Josiane de Oliveira Feijo, Vinicius Coitinho
Tabeleédo, Francisco Augusto Burkert Del Pino.

RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito do uso de bacteridfagos de forma continua
na dieta liquida de bezerras leiteiras na prevencéo de diarreias e outras doencas,
assim como sua influéncia sobre o desempenho zootécnico. Para tal, foram utilizadas
200 bezerras da raca girolando, divididas de forma homogénea em dois grupos,
considerando o grau sanguineo, peso ao nascimento e ordem de partos, sendo: Grupo
Controle (GC, n=100) sem a adicdo de bacteriéfago a dieta; e Grupo Bacteriéfago
(GF, n=100) com a adi¢cao de bacteriéfagos de forma continua na dieta liquida a partir
do terceiro dia de vida. Foram realizadas avaliagcbes de concentracdo sérica de
proteinas plasmaticas totais (PPT) entre 24-48 horas de vida para a mensuracao de
falha de transferéncia de imunidade passiva — FTIP (PPT<5,5 g/dL). Os animais foram
monitorados até os 80 dias quanto a ocorréncia de doencas e desempenho
zootécnico. Além disso, foi realizado mensuracgédo do escore de fezes (EF) diariamente
até os 30 dias de idade, numa escala de 0-4, gerando o tempo que 0s animais
permaneciam em diarreia (EF=2) e a duracdo do primeiro episédio. Na avaliacao de
FTIP, ndo houve diferenca (p=0,25) entre os grupos, assim como na morbidade,
mortalidade, letalidade e recidiva de diarreia (p>0,05). Contudo, o GF apresentou em
média 4,68+0,63 dias em diarreia no primeiro més de vida e tempo de duracdo do
primeiro episodio de 3,62+0,22 dias, enquanto o GC apresentou médias de 6,61+0,55
e 5,52+0,37 dias respectivamente, demonstrando uma reducéo (p<0,05) do quadro
diarreico no GF. Além disso, o GF apresentou superioridade (p<0,05) no ganho de
peso medio diario (GMD) no periodo neonatal (0,350+0,02 x 0,260+0,02 kg/dia), no
desaleitamento parcial (0,313+0,01 x 0,250+0,01 kg/dia) e no desaleitamento total
(0,591+0,01 x 0,550+0,01 kg/dia), em reacdo ao GC. Diante disso, é possivel afirmar
gue o uso da fagoterapia no periodo de aleitamento reduz o tempo de duragcédo da

diarreia neonatal, proporcionando um maior ganho de peso médio diario dos animais.
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Palavras chaves: Fagoterapia, desenvolvimento corporal, doencas neonatais.
ABSTRAT

The objective of this study was to evaluate the effect of the use of bacteriophages
continuously in the liquid diet of dairy calves in the prevention of diarrhea and other
diseases, as well as their influence on the zootechnical performance. To do this, 200
calves of the girolando breed were used, divided equally into two groups, considering
the blood level, birth weight and calving order, being: Control Group (GC, n=100)
without the addition of bacteriophage to the diet; and Group Bacteriophage (GF,
n=100) with the addition of bacteriophages continuously in the liquid diet from the third
day of life. Serum total plasma protein concentration (PPT) assessments were
performed between 24-48 hours of life for the measurement of passive immunity
transfer failure - FTIP (PPT <5.5 g/ dL). The animals were monitored up to 80 days for
the occurrence of diseases and zootechnical performance. In addition, feces score
(EF) was measured daily up to 30 days of age on a scale of 0-4, generating the time
the animals remained in diarrhea (EF=2) and duration of the first episode. In the
evaluation of FTIP, there was no difference (p = 0.25) between the groups, as well as
morbidity, mortality, lethality and recurrence of diarrhea (p>0.05). However, GF
presented a mean of 4.68 + 0.63 days in diarrhea in the first month of life and duration
of the first episode of 3.62 + 0.22 days, while GC presented a mean of 6.61 + 0.55 and
5.52 + 0.37 days respectively, demonstrating a reduction (p<0.05) in diarrhea in GF.
In addition, GF presented superiority (p <0.05) in the mean daily weight gain (ADG) in
the neonatal period (0.350 £ 0.02 x 0.260 + 0.02 kg/day) in the partial lift (0.313 + 0.01
x 0.250 £ 0.01 kg / day) and in total reaction (0.591 + 0.01 x 0.550 £ 0.01 kg / day), in
reaction to GC. In view of this, it is possible to affirm that the use of phage therapy in
the period of lactation reduces the duration of neonatal diarrhea, providing a greater

average daily weight gain of the animals.

Keywords: Phage therapy, body development, neonatal diseases
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INTRODUCAO

A criacdo de bezerras € parte fundamental dentro do ciclo produtivo de bovinos
leiteiros. Contudo, o periodo neonatal é uma fase critica para as bezerras, que
precisam se adaptar a vida extrauterina. A instabilidade metabdlica, aliada a uma
resposta imune ainda em maturacao, torna esses animais susceptiveis a doencas e
ao aumento da mortalidade (Volpato et. al, 2017).

Dentre as doengas neonatais, a diarreia est4 associada a altas perdas
econdmicas devido a elevada morbidade e mortalidade, custo de tratamento e
comprometimento no desenvolvimento corpéreo (Foster, 2009). A enfermidade
apresenta causa multifatorial, podendo ser infecciosa (virus, bactérias e protozoarios);
ou néo infecciosas, devido a disturbios alimentares influenciados pela temperatura e
guantidade de leite e/ou intempéries climaticas (Smith, 2009). Porém, independente
da causa primaria, com o desequilibrio da microbiota intestinal pelo quadro de diarreia,
enterites bacterianas acabam ocorrendo de forma secundéaria na maioria dos quadros
clinicos (Cho et al., 2013).

As diarreias bacterianas tém como principais agentes etioldgicos a Escherichia
coli e a Salmonella spp. que comumente sdo tratadas de forma metafilatica a base de
antibioticos. O uso dessa terapia vem sendo amplamente questionada por causarem
fatores de resisténcia antimicrobiana e a morte de microorganismos que agem de
forma simbidtica ao intestino, participando do desenvolvimento do tecido intestinal e
do sistema imunolégico (Macpherson et. al, 2004), modulacdo da resposta
inflamatoria (Lei Y.M, et.al, 2015), competindo por nutrientes e superficie epitelial
intestinal com bactérias patogénicas (Rakoff-Nahoum etal, 2004), e
consequentemente proporcionando um incremento energético e de vitaminas
(Backhed et. al, 2005).

Visando diminuir o uso indiscriminado de antibioticos, a fagoterapia tem surgido
com uma alternativa no controle profilatico das diarreias bacterianas. Os bacteriéfagos
(fagos) séo particulas virais intracelulares obrigatérios que parasitam bactérias com
alta especificidade (Santos et al., 2014). Esses fagos possuem modalidades de
reproducao distintas, podendo ter ciclos liticos ou lisogénico. Na forma litica se tornam
uma excelente ferramenta no controle de bactérias patogénicas, pois utilizam do
metabolismo bacteriano para se replicar e produzir endolisinas que causam a

destruicdo da parede celular e morte bacteriana (Harper e Enright, 2011). Estudos tém
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demonstrado efeitos positivos no biocontrole da microbiota intestinal de ovinos
(Callaway et al., 2008) e ruminantes (Sheng et al., 2006) e no controle da septicemia
de bezerros e aves (Barrow et al., 1998).

Diante disso, o objetivo desse trabalho é avaliar o efeito da utilizacdo de
bacteriofagos liticos de forma continua na dieta liquida na prevencéo de diarreias

neonatais e no desenvolvimento corporal de bezerras leiteiras.

METODOLOGIA

O estudo foi realizado em uma propriedade comercial na cidade de Passos,
Minas Gerais, Brasil. Para tal, foram utilizadas 200 bezerras da raga Girolando
mantidas em sistema de criagdo de modelo tropical. O aleitamento era realizado
através de sucedaneo lacteo (Nurture Prime®, Nutron, Brasil) e fornecido em duas
refeicOes diarias até os 42 dias de idade, totalizando 6 litros diarios. Apés os 42 dias,
0s animais recebiam o aleitamento somente no periodo vespertino, totalizando 3 litros
diarios. Além disso, a partir do terceiro dia de vida os animais possuiam livre acesso
ao concentrado e agua e aos 60 dias era iniciado o fornecimento de silagem de milho
(NRC, 2000). O desaleitamento era realizado aos 70 dias de vida, permanecendo na
fase de cria até os 80 dias.

A ocorréncia de falha na transferéncia de imunidade passiva (FTIP) foi
determinada através da avaliacdo dos niveis séricos de proteinas plasmaticas totais
(PPT). Para isto, foi realizada uma coleta de sangue destes animais entre 24 e 48
horas de vida, através de venopuncédo da jugular com auxilio de tubos vaccutainer
contendo EDTA. Apdés, as amostras foram centrifugadas 3500 rpm para obtencéo do
soro e analisadas em refratdmetro éptico. Para determinacéo da ocorréncia de FTIP
foi usado como ponto de corte o parametro de 5,5 g/dL, como determinado por Tyler
et al. (1996).

Grupos experimentais

Os animais foram divididos de forma homogénea em dois grupos, considerando
peso ao nascimento, grau sanguineo, ordem de partos e FTIP, sendo: Grupo
Bacteriéfago - GF, n=100 (50 Y2, 48 34, 2 5/s de sangue Holandés): que receberam 1

grama diaria de bacteriéfago (FAGOLAC®, Bayer Saude Animal, Brasil) adicionadas
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as duas refeicbes com sucedaneo lacteo a partir do terceiro dia de vida durante o
periodo de aleitamento; e Grupo Controle - GC, n=100 (51 Y2, 48 %4, 1 %z de sangue

Holandés) que receberam sucedaneo lacteo sem a adi¢do do produto.

Escore de fezes e duracao da diarreia

A consisténcia das fezes foi determinada diariamente até os 30 dias de idade
(n=96), utilizando-se o seguinte escore: 0 (fezes normais), 1 (fezes pastosas), 2 (fezes
aguosas), 3 (diarreia profusa com fezes liquefeitas) e 4 (diarreia profusa com fezes
liquefeitas e sanguinolentas) (Adaptado de Kertz and Chester-Jones, 2004). Partindo-
se do escore de fezes, determinou-se como fezes diarreicas os escores 2, 3 e 4,
sendo, portanto, o dia que o animal comecou a excretar fezes com estas
caracteristicas, estabelecido como o dia de inicio da diarreia, e o dia que este mesmo
animal voltou a defecar fezes de escore 0 ou 1, caracterizado como o dia de término
da diarreia. Diante do escore de fezes foram determinadas a duracédo da diarreia no

seu primeiro episddio e a permanéncia de fezes diarreicas no periodo neonatal.

Ocorréncia de doencas

Os animais foram monitorados até 80 dias de vida quanto a ocorréncia de casos
de diarreia, determinando sua morbidade (nimero de animais que adoeceram dividido
pelo nimero total de animais no experimento), mortalidade (nimero de animais que
vieram a O6bito dividido pelo nimero total de animais), letalidade (nimero de animais
gue vieram a o6bito por diarreia dividido pelo nimero de animais que apresentaram
diarreia no experimento) e recidivas (nUmero de animais que adoeceram duas vezes
ou mais).

Foi também determinada a ocorréncia de doencas respiratérios, bem como a
mortalidade por esta enfermidade. Ainda, a ocorréncia de outras doencas neonatais
(onfaloflebite, timpanismo ruminal/abomasal, artrite, hérnia umbilical, tristeza
parasitaria) foi avaliada, gerando a incidéncia de cada doenca e a mortalidade geral
(nuimero total de animais que morreram dividido pelo niumero total de animais).

O diagnostico das doencas era realizado com auxilio de médico veterinario
quando detectado qualquer alteracdo comportamental ou sinais clinicos aparentes

atraves da afericdo do tempo de preenchimento capilar -TPC, coloragédo de mucosas,
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temperatura retal, tugor cutaneo e auscultacdo cardiaca e pulmonar, determinando
suas frequéncias. O tratamento das enfermidades era realizado de acordo com

protocolo determinado pela propriedade.

Avaliagdes zootécnicas

Foram realizadas avaliacbes de peso corporal, perimetro toracico, altura de
cernelha e largura de garupa dos animais ao nascer e semanalmente até 30 dias de
vida, e posteriormente avaliados aos 42, 60 e 80 dias de idade. Através do peso
corporal, foi determinado o ganho de peso médio diario (GMD) dos animais que

completaram os 80 dias de idade (200 animais, menos o0s 6bitos).

Analise Estatistica

Os dados obtidos foram analisados no programa estatistico SAS (SAS Institute
Inc., Cary, EUA). As médias foram analisadas através do método MIXED MODELS,
considerando o animal, o grupo e momento da coleta, bem como suas interacdes.
Médias pontuais foram analisadas através do método One-way ANOVA. A
comparacdo de médias individuais foi feita através do teste de Tukey-Kramer.
Variaveis categéricas foram avaliadas pelo teste de Qui-quadrado. Foram
considerados significativos valores de p<0,05.

Aspectos éticos

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo

Animal — CEEA da Universidade Federal de Pelotas sob protocolo n° 14807.

RESULTADOS

Os animais avaliados nao possuiram diferenca (p=0,25) na FTIP entres os
grupos, apresentando taxas de 5 % (n=5) para o GC e 2 % (n=2) para o GF.

A ocorréncia de doencas e 6bitos ndo diferiu (p>0,05) entre os grupos avaliados
(Tabela 1), contudo, a duracdo da diarreia no primeiro episodio (p=0,01) e a
permanéncia de fezes diarreicas (p=0,02) foram menores no GF durante o periodo

neonatal, em comparacgao ao GC (figura 1).
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Tabela 1. Taxas de mortalidade, morbidade, 6bito e recidivas de doencas de
bezerras com ou sem a adicdo de bacteriofagos de forma continua na dieta liquida.

A Grupos
Parametro Controle Bacteriofagos Valo de p
Morbidade por diarreia (%) 70% (70/100) 63 % (63/100) 0,29
Morbidade por doenga respiratéria (%) 29% (29/100) 26,% (26/100) 0,66
Morbidade por outras doengas (%) 21% (21/100) 21 % (21/100) 1,00
Mortalidade por diarreia (%) 2% (2/100) 1% (1/100) 0,57
Mortalidade por doenca respiratéria (%) 3% (3/100) 5% (5/100) 0,47
Mortalidade geral (%) 8% (8/100) 16%(16/100) 0,07
Letalidade por diarreia (%) 2,9% (2/70) 1,6 %(1/63) 0,62
Recidiva de diarreia (%) 24,3% (17/70) 25,4% (16/63) 0,88

8- p<0,001 8- p=003
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Figura 2: Periodo de duracdo do primeiro episédio de diarreia (A) e tempo de
permanéncia de fezes diarreicas (B) no periodo neonatal em bezerras com ou sem a

adicdo de bacteriofagos de forma continua na dieta liquida (n=96).

Na avaliagdo zootécnica, 0os animais que receberam a incorporacdo da
fagoterapia possuiram maior GMD (p=0,004) no periodo neonatal (primeiros 30 dias
de vida), no desaleitamento parcial (p=0,004) e desaleitmento total (p=0,009) (Figura
2). Os parametros de perimetro toracico, altura de cernelha e largura de garupa nao

apresentaram diferenca (p>0,05) entre os grupos (Tabela 2).
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Figura 3: Ganho de peso médio diario (GMD) durante o periodo neonatal (30 dias)
desaleitamento parcial (42 dias) e desaleitamento total (80 dias) de bezerras com ou
sem adicdo de bacteriéfagos a dieta liquida (n=175).

* p<0,01
** p=0,01

Tabela 2: Avaliacdo do desenvolvimento corporal de bezerras com ou sem adi¢do de

bacteriéfago de forma continua na dieta liquida.

Grupos Valor de p

Parametro Controle Bacteriofagos
Média EPM? Média EPM

Grupo Dia  Grupo*Dia

Perimetro Toracico (cm) 77,67 0,21 78,30 0,26 0,06 <0,001 0,26
Altura de cernelha (cm) 77,29 0,18 77,44 0,13 0,51 <0,001 0,81
Largura de garupa (cm) 18,26 0,29 18,53 0,15 0,42 <0,001 0,32

1 Erro padrao da média

DISCUSSAO

O uso de bacteriofagos no biocontrole de bactérias tem retomado sua ascensao
no mercado da industria alimenticia (Sharma et al., 2005; Hong et al, 2014), e no
tratamento de doencas infecciosas na saude animal e humana (Garcia et al., 2009;

Azeredo et al., 2018). Nas ultimas décadas, estudos vem sugerindo o uso dessa
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terapia como alternativa no controle profilatico de enterobactérias em ruminantes, em
prol da reducéo dos custos de tratamento e resisténcia bacteriana. Estudos in vitro
demonstraram efeitos satisfatérios na reducdo de E.coli 0:157:H7 (O'Flynn et al.,
2004; Niu et al., 2009; Coffey et al., 2011; Carter et al., 2012). In vivo, os estudos
apresentam resultados contraditérios. O uso de fagos se mostrou eficaz no controle
da populacao intestinal de E.coli em bovinos (Sheng et al., 2006; Niu et al., 2008) e
ovinos (Callaway, 2008), contudo, outros estudos ndo possuiram o mesmo efeito
(Bach et al., 2003; Raya et al., 2006; Rivas et al. 2010).

A co-infeccdo é comum em bezerros diarreicos (Cho e Yoon et al., 2014) aliado
a uma disbiose intestinal e queda imunoldgica que facilita a proliferacdo de agentes
bacterianos de forma secundaria (Cho et al., 2013) e consequentemente aumentando
a duracdo e severidade da doenca. Essa observacao foi condizente com o atual
experimento, que mostrou uma reducdo na duracdo da diarreia no periodo de
aleitamento e ao primeiro episédio em animais recebendo fagoterapia. Esse fato foi
reportado por Smith e Huggins (1983) e Sulakvelidze et al. (2001) que demonstraram
o0 uso de fagos na reducdo da magnitude dos processos infecciosos, associado a
menor perda de fluidos com consequente preservacédo da hidratacao.

A perda de fluidos e menor absor¢cao de nutrientes, associadas ao processo
inflamatoério ocasionado durante quadros de diarreias tem uma correlacdo negativa
com o ganho de peso dos animais (Barrington et al., 2002; Gifford et al., 2012). Assim,
o menor tempo de duracdo de diarreia pode explicar o maior GMD dos animais que
receberam a adicdo de fagos a dieta liquida. Nota-se que essa diferenca é ainda maior
quando consideramos apenas o periodo neonatal, sendo considerado esse 0
momento de maior incidéncia da enfermidade (Garcia et al., 2000).

Contudo, o uso de fagos no estudo néo foi capaz de reduzir a incidéncia de
doencas. A fagoterapia apresenta a capacidade de combater especificamente 0s
agentes bacterianos, e sendo a diarreia neonatal de origem multifatorial, podendo ter
origem primaria em fatores nutricionais, ambientais e/ou virais (Cho e Yoon et al. 2014)
e, portanto, ndo controlado pela fagoterapia. Porém, a fagoterapia conseguiu diminuir
a duracdo dos quadros de diarreia, ou seja, provavelmente atuando sobre a co-
infecg@o por bactérias e sobre enterites bacterianas secundarias (Cho et al., 2013).
Entre as causas de diarreia neonatal, Santin et al. (2014) observou que 50,3% de

amostras de fezes de bezerras entre 5 dias a dois meses de idade apresentou-se
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positiva para Cryptosporidium spp., aumentando para 66,7% quando considerados
somente os animais de até duas semanas de idade.

Ainda, o sucesso da terapia pode estar aliado a fatores como temperatura, pH,
concentracéo, via e numero de administracdes. Ronzema et al. (2009) em estudo com
coquetéis de fagos demonstrou que a terapia via oral € superior a intra-retal. J& Sheng
et al. (2006) observou que a aplicacéo retal (4 doses de 25 ml com 1 x 101° UFP)
foram suficientes para controle da populacéo bacteriana, contudo, 0 mesmo estudo
mantinha a administracdo continua de fagos em concentragcdo menores na agua (1,8
x 10° UFP). Ainda, Anand et.al (2015) utilizando um fago de amplo espectro mostrou
gue o mesmo foi capaz de exercer acéo bactericida sobre 47,3% de isolados de E.coli
de bezerras diarreicas. Portanto o uso de bacteriéfagos de forma continua por via oral
possivelmente seria uma alternativa no controle de enterobactérias, como a E.coli
enterotoxigénica e Salmonella spp., principais causadoras de diarreia bacteriana em
bezerras.

Portanto, o uso de bacteriéfagos de forma continua pode ser uma ferramenta
no controle da severidade de quadros diarreicos e determinar um maior ganho de peso
ao final do periodo de aleitamento, contudo, deve ser associado a boas praticas de
manejo ambiental, sanitario e nutricional para conseguir atingir resultados mais sélidos

na incidéncia de doencas e mortalidade.

CONCLUSAO

O uso de bacteriéfagos de forma continua na dieta liquida reduziu a duracdo
da diarreia neonatal, proporcionando um maior ganho de peso médio diarios de
bezerras leiteiras no periodo de aleitamento.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A diarreia neonatal demonstrou ser um problema recorrente em neonatos.
Assim, o uso de bacteriéfagos de forma continua na dieta liqguida demonstrou ser uma
ferramenta viavel no controle da duracéo da diarreia e no ganho de peso médio diario
em bezerras leiteiras. Ainda, quando utilizado concomitante ao manejo higiénico-
sanitario adequado pode ser uma proposta eficiente na redugéo das incidéncias de
diarreia neonatal, alavancando o ganho de peso, a reducédo do tempo improdutivo e
maior producao de leite futura. Por fim, o uso de um método alternativo no controle de
infecgbes bacterianas reduz o uso indiscriminado de antibidticos e posterior

resisténcia a essas moléculas, impactando diretamente na satde animal e publica.
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