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Introducao

/

Jornal of Food Protection

/

Fator de Impacto,gg9= 2,45

Fator de Impacto,g17,=1,51
nupeec




Introducao

Escherichia Coli

E uma bactéria

Forma de bastonete
Anaerodbia facultativa

Gran -

Comensal do TGl
Colonizacéao juncéao reto-anal
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Introducao

Escherichia Coli

. coli Enteropatogénica (EPEC)

. coli Enterotoxigénica (ETEC)

. coli Enteroinvasiva (EIEC)

. coli Enteroagregativa (EAEC)

. coli de aderéncia difusa (DAEC)
. coli Shiga Toxigénica (STEC)

Ultraestrutura celular bacteriana
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E. Coli \O157:HZ
I

mesossomo | grinulo de glicogénio  membrana citoplasmatica

Sorotipo
regido nuelear 5



Introducao

Escherichia Coli O157:H7

Patdgeno Humano , :
CS. Insensivel as Toxinas
Diarréia Aquosa L
: . Reservatorio
Colite hemorragica Contaminacao da carne se da por
Sindrome hemolitica-urémica ¢ . P
fezes e falta de higiene no abate

Carne crua, Agua e vegetais 5




Introducao

Portador Cultura
assintomatico

Uso indiscriminado

Antibidtico Resisténcia

Contaminagéo : .
terapia Bacteriana

‘1' Tempo molécula no
organismo

Morte microbiota gastointestinal

Especificidade

\1: Desempenho 7



Introducao

Especificidade 'T‘ Desempenho

' Numero fagos
: Crescimento
Fagoterapia Exponencial Tempo

Bactéria viavel

Contaminagao

Fagos no Ambiente

Resisténcia

Mecanismo de anti-resisténcia
€ mais rapido 8




Introducao

Bacteriofagos

Oquesao?
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Introducao

Bacteriofagos "'

v Modelo classico de fago € o Capsideo =

lambda,apresentando
capsideo e cauda contratil

v" Genomas de RNA ou DNA.

v Replicacao: ciclos liticos ou
lisogénicos Cauda —=




Introducao

Replicacao

v Os fagos, assim como Cinco etapas de replicacao:
outros virus sao parasitas
obrigatorios. 1. Adsorcao
2. Penetracao
v" Nao possuem metabolismo 3. Biossintese
proprio. 4. Montagem
5. Liberacao

v Contato do fago ocorre por
sua cauda que contem
receptores especificos.
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Introducao

Replicacao: Litico

v

Adsorcao: ligante J, receptor
lamB

Penetracado: entrada do acido
nucleico

Biossintese: producdo de DNA,
RNA viral e proteinas para
formacao de capsideos

Montagem: formacgao de virions

Liberacdo: rompimento da
membrana celular
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Introducao

Replicagao: lisogénico Cotrued o
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Introducao

Interagcao fago bactéria

v’ Caracteristica invasivo de predacao

v Em resposta as bactérias
desenvolveram meio de protecao

v' Impedindo interacdo com fagos,
mutacao dos receptores

v Clivagem (corte de parte do DNA)




Introducao

Interagcao fago bactéria

ModificacOes fenotipicas

Enzimas de restricao

Adaptacao do fago

l

Gene 0.3
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Introducao

Aplicabilidade Colonizacao
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OBJETIVO

I Comparar a administracao oral e/ou retal de um

coquetel de bacteriofago especifico de quatro estirpes
O157 a novilhos confinados com relacao ao I
estabelecimento de populacoes de fagos dentro dos
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Metodologia

» Realizado em um Interacdo Animal-animal e
confinamento de area aberta Animal-ambiente

Orl 8 animais —— 2 Baias

Rec 8 animais —— 2 Baias

O+R 8 animais —— 2 Baias

Con 8 animais —— 2 Baias
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Metodologia

De acordo com as

diretrizes do Canadian
¥ :t L 3 2 g Council on Animal Care
a A28 A& A& a a a

7
. Goquetel de bacteriofagos

& Amostra fecal

Indculo bacteriano

{ Agua e ambiente de J
19

manejo compartilhados
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Metodologia

4 N
Indculo
Bacteriano
- J
E318N
R508N
cozsi-3iN  — °23ML L 450mL de PBS
E32511 %‘ \
H4420N
g A g N Eletroforese em o
mostras de el de campo iferenciar as
E. coli ’ pulsadoIo > linhagens de E.
' (PFGE) coli 20
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Metodologia

Coquetel

Bacteriofagico

rvs
wV7
wV8
wV11

ORL: 3,3 x 10" PFU em 35,2mL de PBS k
REC: 1,5 x 10" PFU suspensa em gel de metocel ¢~
O+R:4,8x 10" PFU ()

CON: solugéo salina tamponada com fosfato (PBS) ()

s

-

Amostras
Bacteriéfagos

) Microscopia

Eletrbnica de

Transmissao
(TEM)

Diferenciar as
—> linhagens de
Fagos
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UFC Amostras
. 0-1
Positivas

L UFP }’
FrequéAnci.a Posztwos 100 FREQ - SAS
Prevaléncia Total

Niveis

o MIXED MODEL - SAS
Eliminacao

- referéncia GLIMIMIX - SAS

Odds ratio
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Resultado

Todos os animais apds o periodo de adaptacao
apresentaram-se negativos para E.coli e pata
bacteriofagos.




Resultados e discussao

TABELA 1. Medidas de capsideo e cauda do fago experimental wV'7 e fago endogeno que
produziu grandes placas, conforme determinado por microscopia eletronica de transmissio

Mensuragio wh [ Fago endogeno
Largura do capsideo (nm) 67.71 3l.73
Comprimento do capsideo{nm) 05.05 53.13
Largura da cauda (nm) 0264 158.67
Comprimento da cauda (nm) 16.36 10.90)
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Resultados e discussao
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Niveis de derramamento de fago

CON ORL REC O+R

FIGURA 1. Niveis médios de eliminacdo do bacteriéfago por
tratamento em novilhos experimentalmente inoculados com Nal® E.
coli O157:H7 no dia 0. Letras diferentes quando p<0,10. 25




Resultados e discussao

8.0 —o—GON
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404 &
4.0

2.0 4

1.8

Eliminacao de fago (log,,CFU/

gfezes).

2 6 12 19 2 3 40 4T 54 61 68 75 62
Dias apds inoculacéo de E.coli

FIGURA 2. Niveis médios de eliminacao do bacteri6fago por dia em
7 novilhos experimentalmente inoculados com NalR E. coli O157:H7
nupeec no dia -2 (p=0,03) 20




Resultados e discussao

.5 7

3.0 -
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Niveis de eliminacdo de E. Coli
(log,oCFU/gfezes)

0.

CON ORL REC O+R

FIGURA 3. Niveis médios de eliminagéo de Nal® E. coli O157:H7
por novilnos experimentalmente inoculados no dia 0.( p<0,01)
nupeec
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Resultados e discussao
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prevaléncia de amostras positivas para e.coli

CON ORL REC O+R

FIGURA 4. apresenta os padrdes de eliminacao fecal de NalR E. coli O157: H7 por animais

’v individuais ao longo do ensaio.( p<0,01)
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Resultados e discussao

M 1 2 3 4 3 B i 7 M

FIGURA 5. Analise de electroforética em gel de campo pulsado de DNA genémico
@ diferido por Xbal das cincos estirpes laboratoriais de Echerichia Coli O157:H7. 29



Resultados e discussao

TABELA 2. Susceptibilidade relativa das cinco cepas conhecidas e doi novos
isolados de Escherichia coli O157:H7 para cada uma das quatro cepas de
bacteridfagos incluidos no coquetel experimental.

Suscetibilidade relativa (log PFU / mi)
a bacteriofagos *

Estirpe de E.coli isolada V3 w¥7 wVi wV11
R50EN 6 6 9 1
E318N 8 5 8 1
H4420N 6 6 5 1
E32511 6 4 6 7
CO281-31IN 5 | 8 £
492 8 5 =10 1

6 6 9 1

535A
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Resultados e discussao

TABELA 3. Odds ratio representando a probabilidade de isolar o bacteriéfago ou NalR
Escherchia coli O157:H7 de amostras fecais dentro de um grupo tratamento especifico
quando comparado com o0 controle.

érupo de tratamento

Organismo isolado ORL REC O+R
Bacteridéfago
Odds ratio 231 1.33 1.91
95% CI 1.11—4.80 0.63—-2.81 092398
£ value 0.03 0.34 0.07
Nal®* E coli O157
Qdds ratio 0.72 1.51 0.92
95% CI 0.32-1.60 0.62-3.72 0.40-2.10

7 £ value 031 027 0.78
nupeec 31



Resultados e discussao

TABELA4. Presenca do bacteriofago especifico de Escherichia coli O157: H7 e E. coli 0157
em amostras ambientais coletadas semanalmente durante o periodo experimental de 12 semanas

Amostras CON ORL REC O+R Total
Agua (n=12"
E. coli O157:H7 1 (8.3) 1 (B.3) 0 (0.0) 1 (8.3) 3(6.3)
Bacteriofago | {(8B.3) 1 (8.3) 0 (0.0 2{16.7) 4 (8.3)
Alimento {n = 24
E. coli O157:H7 2(8.3) 1 (4.2) 2(8.3) 2(8.3) T(07.3)
~ Bacteriéfago 0 (0.0} 3(12.5) 0 (0.0 1{4.2) 4{4.2)
Feres (n= 24¢
E. coli O157:H7 13 (54.2) 11 (45.8) 18 (75.0) 13 (54.2) 55(57.3)
Bacteriéfago 13 (54.2) 13 (534.2) 11 (45.8) 10 {41.7) 47 (49.0)

b- amostra de 100mL
c- subamostra de 10g 32
)\li]4=« d-subamostrade 1g



Resultados e discussao

{ Oral # Retal J

Retal + Agu

1 Fago pos 15d

|

Recontaminacao

Padroes de
Aplicacao

T Efetlvo @ @

Ambiente
producao

Controle adquiriu
bacteridfagos

+ Estudos

|

Formas
comerciais

|

Viabilizar
consumo
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Conclusao

A.utilizacao de um coquetel de bacteriofagos foi
positivo para a mitigacao de' E. coli O157:H7,
sendo que @ administracao oral fol mais efetiva
para essa mitigacao quando cemparada com a
administracaoiretal.
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