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CONTEXTUALIZACAO BIOTECNOLOGICA E SOCIAL:
Impacto potencial desta pesquisa:

Atualmente, a seguranca alimentar ¢ um dos fatores determinantes para a saude
publica (Mozaffarian et al., 2022). No entanto, a presenga de patdgeno nos alimentos e
nos ambientes de processamento, podem comprometer a saude e a qualidade de vida dos
individuos, uma vez que pode desencadear em infec¢des alimentares (Helmy et al., 2023).

Dentro desse contexto, o género Listeria, incluindo Listeria monocytogenes €
espécies ndo patogénicas, representa um risco a saude humana, visto que além de possuir
aspectos que conferem em sua persisténcia na cadeia de producao alimentar (Townsend
et al.,2021; Schoder; Guldimann; Mértlbauer, 2022), o organismo pode apresentar fatores
de viruléncia especificos favorecendo ndao somente sua infeccdo, mas também
contribuindo para disseminagdo e persisténcia (Batt, 1999; Vorob’eva, 2004; Guerreiro;
Arcari; O’Byrne, 2020).

Além disso, a espécie L. monocytogenes e Listeria spp. podem apresentar genes
de resisténcia a antimicrobianos, o que compromete a eficacia dos tratamento clinicos
(Moura et al., 2024; Manyi-Loh; Lues, 2025), podendo ocasionar, em casos mais graves,
0 Obito, principalmente em gravidas, neonatos, idosos e imunocomprometidos (Rogalla;
Bomar, 2025). O risco do patdogeno também estd relacionado com a presenga dos
elementos genéticos modveis, como os plasmideos, que podem possibilitar em
transferéncia cruzada de genes, como os de tolerdncia a antimicrobianos, entre
organismos da mesma espécie ou de espécies diferentes (Blair et al., 2015; Luque-Sastre
et al., 2018). Neste caso, Listeria spp. pode atuar como reservatérios, contendo genes de
interesse e interagindo com organismos patogénicos (Davis; Jackson, 2009; Qi et al.,
2024).

Desta forma, a biotecnologia visa contribuir com vigilancia gendmica de
organismos, visto que técnicas de analise molecular, como o Sequenciamento de Nova
Geracao (NGS), permite a caracterizagao gendmica de microrganismos, possibilitando a
identificacao de genes especificos, diferenciagdo de patdgenos e comparagdo gendomicas
(Hobbs et al., 2023; Silva et al., 2024a; Unrath et al., 2021; Zhang, Yu. et al., 2022; Liith;
Fuchs; Deneke, 2025).

Portanto, nota-se a necessidade de estudos que realizem o monitoramento ¢ a
caracterizacdo de isolados de L. monocytogenes e Listeria spp. ao longo da cadeia de

producdo, analisando diferentes ambientes, preenchendo lacunas existentes na area.



5

Diante disso, este projeto se propds a analisar, através do sequenciamento massivo
do material genético, isolados de L. monocytogenes e Listeria spp., coletados de diversos
locais, como industriais, varejo, domicilio e areas de alimentacdo hospitalar, fornecendo
dados que otimizem a compreensao desses organismos no contexto alimenticio brasileiro,
auxiliando no controle do organismo. O projeto também favorece a vigilancia dos
organismos, uma vez que além do rastreamento em diferentes areas, a pesquisa apontou
uma caracterizagdo relevante de isolados de Listeria spp. pouco explorados no ambiente
alimentar do Brasil, mas com alta importancia (Davis; Jackson, 2009; Qi et al., 2024).

Por consequéncia, o estudo une a biotecnologia com a saude publica brasileira.
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“Nos campos da observagdo, o acaso favorece apenas a mente preparada.’

Louis Pasteur



RESUMO

Listeria monocytogenes representa um risco microbioldgico a seguranga dos alimentos,
estudos reportam sua presen¢a na cadeia de produg¢do, indicando uma ameaca a satde
publica. Nesse contexto, o presente estudo teve por objetivo realizar as caracterizagdes
genOmicas e analises filogenéticas de isolados de L. monocytogenes e Listeria spp.
obtidas de multiplas fontes como instalagdes de abatedouro de aves, de suinos, lacticinio,
superficies domésticas, pontos de varejo de carne e unidades de alimentacdo hospitalar.
A abordagem visou compreender os fatores de viruléncia, os determinantes de resisténcia
e as relagdes genéticas a complexidade desses microrganismos. Apos o isolamento de 14
isolados de L. monocytogenes e 31 isolados de Listeria spp., foram realizadas as extragdes
do material genético e preparo de biblioteca utilizando o kit COVIDSeq (Illumina), com
adaptagdes, seguidos do sequenciamento na plataforma Illumina. Os dados gerados foram
analisados utilizando o pipeline Bactopia v3.0.1, que possibilitou a identificacdo de
determinantes genéticos associados a viruléncia e patogenicidade do patdgeno. Os
resultados indicaram uma diversidade de sorovares e tipo de sequéncia (ST) dos isolados
oriundos das diferentes fontes, porém apresentando ST1 predominante em unidade de
alimentacdo hospitalar, enquanto o ST2 e ST121 foram presentes em mais de um
ambiente, apesar da auséncia de evidéncias de relacdo clonal entre esses isolados. O gene
de resisténcia intrinseca a fosfomicina (fosX) estava presente em todos os isolados
avaliados, enquanto genes de resisténcia a lincosamida variaram, sendo o gene vga(g)
predominante em isolados oriundos de abatedouros e laticinios, com prevaléncia de
92,9%, e o gene /in em ambientes domésticos e hospitalares, com frequéncia de 57,14%.
Genes de viruléncia, como internalinas e determinantes presentes na Ilha de
Patogenicidade Listeria 1 (LIPI-1), foram detectados em todos os isolados estudados. O
plasmideo Incl8(rep25), foi identificado em isolados obtidos de domicilios e varejo,
enquanto /ncl8(rep26) esteve presente em isolados de ambientes de industria, laticinio e
em varejo. Genes de tolerancia ao estresse e metais pesados foram distribuidos em
multiplos ambientes. Isolados atipicos de Listeria spp. exibiram determinantes de
espécies patogénicas, possivelmente por heranga vertical. Os achados demonstram a
capacidade de disseminagdo e o risco potencial de L. monocytogenes € outras espécies do
género em diferentes ambientes relacionados a manipulagdo de alimentos, reforcando a
importancia de vigilancia gendmica continua e de estratégias de satide publica nos
diferentes setores da cadeia de producdo de alimentos.

Palavras-chave: Listeria spp.; seguranca alimentar; vigilancia genomica.
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ABSTRACT

Listeriosis poses a microbiological risk to food safety, and studies have reported its
presence throughout the food production chain, indicating a threat to public health. In this
context, the present study aimed to perform genomic characterization and phylogenetic
analyses of isolates of Listeria monocytogenes and Listeria spp. obtained from multiple
sources, including poultry and swine slaughterhouse facilities, dairy plants, domestic
surfaces, retail meat outlets, and hospital food service units. This approach sought to
improve the understanding of virulence factors, resistance determinants, and genetic
relationships associated with the complexity of these microorganisms. Following the
isolation of 14 L. monocytogenes strains and 31 Listeria spp. isolates, genomic DNA
extraction and library preparation were performed using the COVIDSeq kit (Illumina),
with adaptations, followed by sequencing on the Illumina platform. The generated data
were analyzed using the Bactopia v3.0.1 pipeline, which enabled the identification of
genetic determinants associated with virulence and pathogenicity. The results revealed a
diversity of serovars and sequence types (STs) among isolates from different sources,
with ST1 predominating in hospital food service units, whereas ST2 and ST121 were
identified in more than one environment, despite the absence of evidence for clonal
relatedness among these isolates. The intrinsic fosfomycin resistance gene fosX was
detected in all isolates evaluated, while lincosamide resistance genes varied according to
the source: the vga(G) gene predominated in isolates from slaughterhouses and dairy
facilities, with a prevalence of 92.9%, whereas the /in gene was more frequently identified
in domestic and hospital environments, with a frequency of 57.14%. Virulence-associated
genes, including internalins and determinants located within Listeria Pathogenicity Island
1 (LIPI-1), were detected in all isolates analyzed. The plasmid Incl8(rep25) was
identified in isolates obtained from domestic and retail environments, whereas
Inc18(rep26) was detected in isolates from industrial settings, dairy facilities, and retail
sources. Genes associated with stress tolerance and heavy metal resistance were
distributed across multiple environments. Atypical Listeria spp. isolates exhibited
determinants commonly associated with pathogenic species, possibly as a result of
vertical inheritance. These findings demonstrate the dissemination potential and the
associated risk posed by L. monocytogenes and other Listeria species across diverse food-
related environments, reinforcing the importance of continuous genomic surveillance and
the implementation of public health strategies throughout the food production chain.

Keywords: Listeria spp.; food safety; genomic surveillance.
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1 INTRODUCAO

Sob o contexto atual, a seguranga alimentar ¢ uma das areas de importancia para
a saude publica, visto que a auséncia de alimentos em condigdes seguras para o consumo
e ricos nutricionalmente pode desencadear diversos problemas a satde da populagdo,
como desnutri¢do, doencgas cronicas, infec¢des ou surtos alimentares (Wang et al., 2019;
Mozaffarian et al., 2022; Bintsis, 2017; Mafe et al., 2024).

Outro fator determinante ¢ a presenca de patdgenos alimentares em diversos
pontos da cadeia de producdo de alimentos, que podem gerar hospitalizacdes e demais
prejuizos no campo da satde (Helmy et al., 2023).

Entre esses patogenos, Listeria monocytogenes apresenta uma notoria capacidade
de causar infeccdes em humanos, denominada de listeriose, por meio do consumo de
alimentos contaminados, caracterizando-se como uma ameaga no ambiente alimenticio
(Kubicova et al., 2021).

Um dos principais ambientes de disseminag¢do de L. monocytogenes ¢ a cadeia
alimentar, que abriga insumos de origem animal, favorecendo a presenca do organismo,
que consegue persistir mesmo em condi¢des adversas, como uso de sanitizantes ou
variagOes de temperatura nesses locais (Schoder; Guldimann; Mértlbauer, 2022; Belias et
al., 2022).

Aspectos relacionados a morfologia, juntamente com os fatores de viruléncia,
relacionados a expressdo de genes especificos que sdo ativados em resposta ao estresse
(Batt, 1999), contribuem para a permanéncia e adaptagdo de L. monocytogenes em
diferentes ambientes de producdo (Vorob’eva, 2004; Guerreiro; Arcari; O’Byrne, 2020;
Bucur et al., 2018; Sibanda; Buys, 2022).

Esses genes beneficiam importantes aspectos do processo de infec¢do, entre os de
maior destaque estdo o gene prfA4, que codifica um regulador de mesmo nome, essencial
para o controle transcricional da Ilha de Patogenicidade Listeria 1 (LIPI-1) (Lakicevic;
Besten; Biase, 2021; Wiktorczyk-Kapischke; Skowron; Watecka-Zacharska, 2023) e os
genes plcA e plcB, que em conjunto com a listeriolisina O, permitem a dispersao dos
fagossomos, além de realizarem a lise do vacuolo (Camejo et al., 2011; Wiktorczyk-
Kapischke; Skowron; Walecka-Zacharska, 2023).

Os genes inlA4 e inlB permitem que ocorra a invasao celular, pois se ligam a célula
do hospedeiro por meio das proteinas E-caderina e Met (Lakicevic; Besten; Biase, 2021;

Wiktorczyk-Kapischke; Skowron; Watecka-Zacharska, 2023).
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O estudo dos genes presentes em L. monocytogenes também ¢ fundamental para
a compreensdo da resisténcia a antimicrobianos (ARG em inglés antibiotic resistence
genes), que sao relatados em isolados de L. monocytogenes (Kayode; Okoh, 2023;
Matereke; Okoh, 2020; Wiktorczyk-Kapischke; Skowron; Watecka-Zacharska, 2023),
fortalecendo a importancia de estudos que englobem a ocorréncia de genes de resisténcia
de classes de antibioticos, investigando também, a presenca de elementos genéticos
moveis (MBE em inglés mobile genetic elements), que contribuem para a disseminacao
da resisténcia antimicrobiana (Matereke; Okoh, 2020; Wiktorczyk-Kapischke; Skowron;
Walecka-Zacharska, 2023).

Pesquisas relatam que o género Listeria spp. também ja esteve presente em
ambientes envolvendo a cadeia de producdo de alimentos, exibindo genes de viruléncia,
assim como os genes de resisténcia a antimicrobianos (Franca ef al., 2025; Zhang et al.,
2025; Mafuna et al., 2022; Rosa et al., 2022), indicando riscos a serem considerados no
ambito da saude alimentar em humanos.

O uso da tecnologia de sequenciamento massivo de material genético, tem
proporcionado possibilidades de estudos, permitindo o acesso a dados do genoma
bacteriano, essenciais para o entendimento da caracterizagdo gendmica incluindo a
taxonomia, que possibilita entender as relagcdes evolutivas, assim como a identifica¢do
dos genes de viruléncia, ARG e MBE (Chun et al., 2018; Parra-Flores et al., 2022).

A andlise de sequenciamento aplicada em Listeria spp. € L. monocytogenes
também gera caminhos promissores de estudo cientifico, favorecendo o conhecimento da
plasticidade gendmica, variabilidade intraespécie e potencial de adaptacdo na producao
alimenticia (Ramadan et al., 2023; Gana et al., 2024; Gana ef al., 2025).

Associado a essa técnica, analises de bioinformatica geram maior otimizagao dos
dados gerados a partir do sequenciamento, devido a possibilidade de montagens e
anotagdes, além da identificacdo de genes de interesse clinicos e sanitarios, contribuindo
com informacdes relevantes para a vigilancia genomica (Yu et al., 2023; Hu et al., 2021).

Apesar de atualmente muitos estudos aplicarem o sequenciamento de genoma
completo como principal metodologia a ser utilizada em pesquisas de vigilancia
genOmica com Listeria spp. € L. monocytogenes (Osek; Lachtara; Wieczorek, 2022b; Yu
et al, 2023; Li et al., 2022; Ramadan et al., 2023; Gana et al., 2025), observa-se poucas
pesquisas envolvendo esses microrganismos de ambientes diversos em um mesmo
desenho experimental, sendo de alto interesse, visto a complexidade do microrganismo e

sua relevancia para a saude publica (Townsend et al., 2021).
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Diante desse cenario, o presente estudo objetivou caracterizar o perfil gendmico

de isolados de L. monocytogenes e Listeria spp., obtidos em diferentes ambientes, com
énfase nos genes de resisténcia antimicrobiana e de viruléncia, desenvolvendo os
resultados por meio de analises baseadas em sequenciamento massivo de DNA, buscando
compreender a diversidade genética, assim como fornecer dados relevantes para a

otimizagdo da vigilancia gendmica e controle, essenciais para a saude publica.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA


Rosangela Aparecida Lobo
Riscado


71

8 CONCLUSAO

Este estudo evidencia a elevada diversidade de sorogrupos e STs de L.
monocytogenes ao longo da cadeia de producdo alimentar, com destaque para a presenga
do ST2 e STI121 em diferentes ambientes. Os isolados apresentaram baixa resisténcia
antimicrobiana, em que foi observado poucos genes de resisténcia a antimicrobianos e
resisténcia intrinseca a fosfomicina. A caracterizagdo gendmica revelou variagdo
significativa nos genes de patogenicidade e tolerancia ao estresse conforme o ambiente,
indicando adaptagao do organismo a diferentes condi¢cdes. Os genes de viruléncia
predominaram em abatedouros, laticinios e pontos de varejo, reforgando o risco para a
seguranga alimentar, enquanto genes de tolerancia ao estresse em ambientes domésticos
e hospitalares sugerem co-selecao genética, porém a presenca de replicons Incl8(rep25)
e Incl8(rep26) aponta para a possibilidade de transferéncia horizontal dos genes
associados a tolerancia ao estresse. Isolados atipicos de outras espécies de Listeria
apresentaram genes de viruléncia e tolerancia ao estresse tipicos de L. monocytogenes,
provavelmente devido a heranga vertical compartilhada com espécies patogénicas. Esses
achados destacam a importancia da caracterizagdo gendmica nao apenas de L.
monocytogenes, mas também de outras espécies do género, reforcando a necessidade de

vigilancia constante para prote¢do da satde publica no Brasil.
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10 MATERIAL SUPLEMENTAR
. ANI Assembler ..
ID Predlgted Score  Reference genome Assemble?r total contig QC original N50 (bp) Duplicated  Completeness  Contamination
species o total contig total (bp)
(%) length

DSUO1 gz 94,96 GCF 000196035.1 14 2884178 156123858 7820 0.8 98,34 2,07
monocytogenes -

DSU02 Listeria 95,05 GCF 000196035.1 592 2930665 75974524 258144 0.8 99,45 0
monocytogenes -

DSU03 iy 99,83  GCF_000196035.1 51 3098441 213784230 2932 0 87,1 3,11
monocytogenes

HFSO01 Listeria 98,52  GCF 000196035.1 1228 2650850 46102299 1908 0 77,92 425
monocytogenes -

HSF02 gz 94,95 GCF 000196035.1 1569 2454082 48101774 7244 0 98,29 2,12
monocytogenes -

HSFO03 Listeria 94,94  GCF 000196035.1 642 2826594 67676405 579696 0.8 99,45 0
monocytogenes -

HSF04 gz 94,93  GCF 000196035.1 12 2952743 270686723 290818 6.5 99,45 6,01
monocytogenes -

HSFO05 Listeria 94,93  GCF 000196035.1 205 3270783 321987538 356816 0.8 99,45 0
monocytogenes -

INDO1 Lt 98,64 GCF 000196035.1 26 2945793 116299283 361591 2.4 98,28 5,58
monocytogenes -

DAIO1 Listeria 98,71 GCF 000196035.1 13 2819000 188201120 41662 0 99,17 0,86
monocytogenes -

IND02 gz 94,9  GCF 000196035.1 25 2908304 126569585 131288 2.4 98,28 527
monocytogenes -

INDO3 Listeria 95 GCF 000196035.1 24 2817918 130881169 497887 2.4 98,28 5.11
monocytogenes -

INDO4 g 98,83 GCF 000196035.1 18 2818400 121549661 38077 0.8 99,31 1,34
monocytogenes -

CSUo01 Listeria 99  GCF 900187315.1 13 2883163 149185676 521827 0.8 99,45 0,55

welshimeri —
CSU02  Listeria innocua 98,82  GCF_028596125.1 16 2884451 109882670 288247 0,8 99,45 0,55
CSU03 Listeria 99  GCF 900187315.1 24 2891879 145725958 207404 0.8 99,45 0,83

welshimeri
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ANI

Assembler

ID Predigted Score  Reference genome Assemble.r total contig QL @izl NS50 (bp) Duplicated  Completeness  Contamination
species (%) total contig s total (bp)
CSU04 WZ;ZZZW 98,99 GCF_900187315.1 14 2883377 143538496 306356 0.8 99,45 0,55
CSU05 Listeria innocua 98,78  GCF_028596125.1 31 2893332 134693497 580795 1,6 99,45 0,55
CSuU06 Listeria innocua 98,78  GCF_028596125.1 14 2886307 144128953 552691 1,6 99,45 0,55
CSuo07 Listeria innocua 98,72  GCF_028596125.1 12 2883912 158064973 467956 1,6 99,45 0,55
CSU08 Listeria innocua 98,79  GCF_028596125.1 14 2881085 138611113 580627 1,6 99,45 0,55
CSu09 Listeria innocua 98,71  GCF_028596125.1 11 2837070 135127966 580637 1,6 99,45 0,55
CSuU10 Listeria innocua 98,74  GCF_028596125.1 15 2882061 157256671 580627 1,6 99,45 1,16
CSUI11 Listeria innocua 98,72  GCF_028596125.1 16 2961805 118656736 580627 1,6 99,45 0,55
CSU12 Listeria innocua 98,78  GCF_028596125.1 16 2878672 151479879 580637 1,6 99,45 0,55
CSU13 Listeria innocua 98,73  GCF_028596125.1 44 3147360 350155432 562417 1,6 99,45 0,55
CSuU14 Listeria innocua 98,77  GCF_028596125.1 156 3046756 75117465 595541 0,8 99,45 0,55
CSU15 Listeria innocua 98,78  GCF_028596125.1 69 3119763 108942559 579889 1,6 99,45 0,55
CSuU16 monﬁolj)tjgglenes 99,04 GCF_000196035.1 39 3027919 282638100 464427 0,8 99,45 0,55
CSU17 Liste.ria . 99,04 GCF_900187315.1 158 2978083 83032509 602734 1,6 99,45 0,55
welshimeri
CSU18 Listeria innocua 99,39  GCF_028596125.1 15 2876437 121699655 392967 0,8 99,45 0,55
CSuU19 Listeria innocua 98,83  GCF_028596125.1 18 2876709 122197085 336314 0,8 99,45 0,55
CSuU20 Listeria innocua 98,82  GCF_028596125.1 17 2862870 147667062 510040 0,8 99,45 0,55
CSu21 Listeria innocua 99,39  GCF_028596125.1 18 2877375 132932789 377033 0,8 99,45 0,55
CSu22 Listeria innocua 98,83  GCF_028596125.1 68 2874707 101103017 193390 0,8 99,26 0,55
CSuU23 Listeria innocua 98,8 GCF_028596125.1 55 2875505 102302010 201717 0,8 99,45 0,55
CSuU24 Listeria innocua 98,8 GCF_028596125.1 141 2886095 80067158 41626 0,8 100 0,74
CSU25 Listeria innocua 99,38  GCF_028596125.1 1802 2101599 110061709 1321 0,8 77,21 7,5
CSU26 Listeria innocua 98,63  GCF_028596125.1 16 2863682 123422020 371029 0,8 99,45 0,55
CSu27 Listeria innocua 99,39  GCF_028596125.1 709 3293540 124610839 58914 2,4 99,45 5,36
CSU28 Listeria innocua 99,41  GCF_028596125.1 10 2864196 151775540 475932 0,8 99,45 0,55
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Assembler

ID Predigted Score  Reference genome Assemble.r total contig QL @izl N50 (bp) Duplicated  Completeness  Contamination
species (%) total contig s total (bp)
CSU29 Listeria innocua 99,39  GCF_028596125.1 10 2863830 180663254 539503 0,8 99,45 0,55
CSU30 Listeria innocua 98,82  GCF_028596125.1 16 2877486 124100563 376346 0,8 99,45 0,55
CSU31 Listeria innocua 99,03  GCF_028596125.1 1657 1776529 73620642 1169 0 68,16 2,96
CSU32 Listeria innocua 98,27  GCF_028596125.1 1746 2338083 115240391 1553 0 81,06 4,35
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