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RESUMO

VIRULOMA E RELAGAO GENETICA DE Listeria monocytogenes ISOLADAS EM CASOS
DE LISTERIOSE HUMANA, ALIMENTOS E AMBIENTE DE PRODUCAO DE ALIMENTOS
NO BRASIL

Rosana Macedo de Almeida

Orientadores: Dr?Cristina Barroso Hofer
Dr?Deyse Christina Vallim da Silva
Dr Pedro Henrigue Nunes Panzenhagen

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pdés-Graduagdo em Medicina
(Doengas Infecciosas e Parasitarias), Faculdade de Medicina, da Universidade Federal do
Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtengéo do titulo de Doutor
em Ciéncias Aplicadas a Infectologia.

Listeria monocytogenes é um patdogeno de origem alimentar que pode causar infecgbes
graves em humanos, especialmente em grupos vulneraveis, como gestantes,
recém-nascidos e imunocomprometidos. Neste estudo, um total de 72 cepas desta espécie
foram obtidas de varios produtos alimenticios, ambientes de processamento de alimentos e
fontes clinicas. As anadlises realizadas foram baseadas no sequenciamento do genoma total
das cepas, permitindo verificar a composicdo do viruloma, as relagdes filogenéticas e a
determinagédo do complexo clonal (CC) por Multi-Locus Sequence Typing (MLST). O estudo
revelou a presenga de 11 CC com a predominancia do Complexo Clonal 3 (18 cepas),
seguidos dos CCs: CC1 (15), CC2 (11), CC218 (10), CC9 (9), CCH9 (2), CC155 (2), CC8 (2),
CC7 (1), CC4 (1) e CC315 (1). Os complexos clonais CC1, CC3 e CC218 foram encontrados
predominantemente em cepas oriundas de Sao Paulo e do Rio de Janeiro. Constituidos por
cepas que apresentavam intima relagao filogenética, os CC3 e CC218 estavam envolvidos
em surtos de listeriose hospitalar no RJ (2008) e SP (1992 e 1997), respectivamente.
Também foi observada intima relacdo filogenética no CC2, entre a cepa CLIST 4774
(sangue) e CLIST 4775 (queijo tipo ricota), ambas isoladas no mesmo ano e estado
(RJ/2021). Duas cepas isoladas no Rio de Janeiro foram respectivamente caracterizadas
como novos ST descritos no presente estudo e validados pelo Instituto Pasteur. A cepa
CLIST 3980 pertence ao CC155 e ST 1434, ja CLIST 2088 pertence ao CC3 e ST 1435,
essa ultima estava envolvida no surto de listeriose hospitalar ocorrido em 2008 no Estado. A
analise do viruloma revelou que L. monocytogenes possui um vasto repertério de genes de
viruléncia. Neste estudo, os genes inl/G e inlL foram caracteristicos da linhagem Il. A ilha de
patogenicidade-1 (LIPI-1) foi observada em todas as cepas do estudo, enquanto a LIPI-3,
LIPI-4 e gene comK foram observados majoritariamente nas cepas linhagem | que compdem
80% (58) das cepas do estudo e foram representadas pelos CC1, CC2, CC3, CC4, CC59,
CC218 e CC315, revelando potencial de viruléncia superior ao observado nas cepas da
linhagem Il do estudo. Duas cepas da linhagem | apresentaram a LIPI-4, uma cepa do CC4
(ralo do ambiente de processamento de alimentos/2014/RS) e a outra cepa pertencia ao
CC315 (alface/2010/SP), mostrando a presenca de cepas de L. monocytogenes com
tropismo pelo sistema nervoso central e placenta nos alimentos. Esse estudo evidenciou que
diversas cepas dos complexos clonais CC1, CC2, CC3, CC9 e CC218 foram observadas e
algumas delas apresentaram intima relagdo filogenética mesmo quando isoladas em
diferentes anos e estados.

Palavras-chave: Listeria monocytogenes, viruloma, complexo clonal, MLST



ABSTRACT

VIRULOME AND GENETIC RELATIONSHIP OF Listeria monocytogenes ISOLATED IN
CASES OF HUMAN LISTERIOSIS, FOOD AND FOOD PRODUCTION ENVIRONMENT IN
BRAZIL

Rosana Macedo de Almeida

Orientadores: DréCristina Barroso Hofer
Dr2Deyse Christina Vallim da Silva
Dr Pedro Henrique Nunes Panzenhagen

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pdés-Graduagdo em Medicina
(Doengas Infecciosas e Parasitarias), Faculdade de Medicina, da Universidade Federal do
Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencao do titulo de Doutor
em Ciéncias Aplicadas a Infectologia.

Listeria monocytogenes is a food-borne pathogen that can cause severe infections in
humans, especially in vulnerable groups such as pregnant women, newborns and
immunocompromised. In this study, a total of 72 strains of this species were obtained from
various food products, food processing environments and clinical sources. The analyses
were based on the whole genome sequencing, allowing to verify the virulome characteristics,
phylogenetic relationships and the determination of the clonal complex (CC) by Multi-Locus
Sequence Typing (MLST). The study revealed the presence of 11 CC with the predominance
of Clonal Complex 3 (18 strains), followed by CC: CC1 (15), CC2 (11), CC218 (10), CC9 (9),
CC59 (2), CC155 (2), CC8 (2), CC7 (1), CC1 (1). The clonal complexes CC1, CC3 and
CC218 were predominantly found in strains from Sao Paulo and Rio de Janeiro. Consisting
of strains that had an intimate phylogenetic relationship, CC3 and CC218 were involved in
outbreaks of hospital listeriosis in RJ (2008) and SP (1992 and 1997), respectively. A close
phylogenetic relationship was also observed in CC2, between the strain CLIST 4774 (blood)
and CLIST 4775 (ricotta cheese), both isolated in the same year and state (RJ/2021). Two
strains isolated in Rio de Janeiro were respectively characterized as new ST described in this
study and validated by the Pasteur Institute. The CLIST 3980 strain belongs to CC155 and
ST 1434, while CLIST 2088 belongs to CC3 and ST 1435, the latter was involved in the
outbreak in 2008. Virulome analysis revealed that L. monocytogenes has a vast repertoire of
virulence genes. In this study, in/G and inlL genes were characteristic of lineage II.

The pathogenicity-1 island (LIPI-1) was observed in all strains of the study, while LIPI-3,
LIPI-4 and comK gene were observed mostly in strains | that make up 80% (58) of the strains
of the study and were represented by CC1, CC2, CC3, CC4, CC59, CC218 and CC315
potential of virulence higher than that observed in strains of lineage Il. Two lineage | strains
showed LIPI-4, one strain of CC4 (food processing environment drain/2014/RS) and the
other strain belonged to CC315 (lettuce/2010/SP) showing the presence of L.
monocytogenes strains with tropism by the central nervous system and placenta isolated
from food. This study showed that several strains of the clonal complexes CC1, CC2, CC3,
CC9 and CC218 were observed and some of them showed close phylogenetic relationships
even when isolated in different years and states.

Keywords: Listeria monocytogenes, virulome, clonal complex, MLST
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1. Listeriose

As zoonoses, ou doencas de origem animal, sdo caracterizadas como
doengas transmitidas entre os animais e humanos, como consequéncia de um
contato direto e/ou indireto com ou sem o envolvimento do meio ambiente e através
da alimentacédo (EFSA, 2016). Em 1950, houve a primeira reunidao de um grupo de
especialistas em Zoonoses formado pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e
pela Organizagdo das Nagbes Unidas para Agricultura e Alimentacédo (FAO),
identificando uma lista de 86 doencgas transmitidas por animais para humanos, das
quais, 20 dessas doencas foram causadas por bactérias. Existem diversos
mecanismos de transmissdo das zoonoses e algumas doengas sao transmitidas por
diversas vias. A via de transmissdo de uma zoonose se da por meio de vetores
(carrapatos, pulgas, mosquitos, dentre outros), arranhées ou mordidas, contato
direto (trabalhadores de abatedouro, agricultores, fazendeiros, veterinarios), fezes
de animais, solo, agua (Chlebicz & Slizewska, 2018).

A listeriose humana € uma zoonose de natureza bacteriana causada por
Listeria monocytogenes e pode ser transmitida por alimentos contaminados, contato
direto de animais infectados ou por transmissao cruzada no ambiente hospitalar. A
transmissao para o homem através do contato direto com animais infectados,
apesar de rara, foi relatada em 17 casos na literatura mundial acometendo
veterinarios e fazendeiros que desenvolveram lesdes cutaneas (McLauchlin, 1996).

A principal forma de transmissdo da bactéria é através do consumo de
alimentos contaminados, por esse motivo, a listeriose € conhecida quase
exclusivamente como uma Doenga Transmitida por Alimentos (DTA). L.
monocytogenes foi detectada em ampla variedade de alimentos de origem animal e
vegetal que tem sido implicados na ocorréncia de casos esporadicos e surtos de
listeriose no mundo (Cruz et al., 2008; Vallim et al., 2015; Chlebicz & Slizewska,
2018).

Outra forma de transmissdo € a contaminag¢ao cruzada durante o periodo
neonatal. Na maioria dos relatos, as maos dos profissionais de saude, os
equipamentos, as salas de parto e as enfermarias foram associados aos casos de
listeriose (Schuchat et al., 1991; Tortajada et al., 2012). A forma de transmissao

entre humanos pode ser representada pela transmissao vertical, entre mae e filho
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por via transplacentaria ou através do canal vaginal no momento do parto. Nesses
casos, a mae foi previamente infectada pela ingestdo de alimentos contaminados

com L. monocytogenes (Tourdjaman, Laurent & Leclercq, 2014).

1.2. Manifestagoes Clinicas da Listeriose

A listeriose € uma doenca relativamente rara, que varia de 0,1 a 10 casos/100
mil pessoas por ano, dependendo da regidao mundial. Apesar de apresentar baixa
incidéncia, € uma das doengas mais graves transmitidas por alimentos e com
letalidade em torno de 20 a 30% dos casos, o que ressalta a sua importancia para a
saude publica no mundo (Cruz et al., 2008; Who, 2018).

A listeriose pode se manifestar de duas formas: invasiva e nao-invasiva. A
forma nao-invasiva ocorre predominantemente em individuos imunocompetentes,
apos a ingestao de grande indculo bacteriano e, geralmente, tem a duracdode 1a 3
dias, podendo se estender por até uma semana. A doenga manifesta-se como uma
gastroenterite, evidenciando quadros de diarréia, nauseas, vomito, mialgia e febre
(Tourdjman & Laurent & Leclercq, 2014).

A forma invasiva da listeriose tem como principal grupo de risco, idosos,
gestantes, recém-nascidos e individuos imunocomprometidos. Os individuos com
doenca hematoldgica, cancer solido, diabetes, transplante, doenga auto imune,
infecgdo por HIV, pacientes em didlise, em uso de imunossupressor, quimioterapia
ou corticosterdides, sao os que apresentam o risco cerca de 1000 vezes maior de
desenvolver a listeriose invasiva, quando comparado a um individuo saudavel com
idade inferior a 65 anos. Ja na gravidez, o risco varia entre 100 e 1000 vezes. O
periodo de incubagédo da forma invasiva varia de 3 a 70 dias e resulta em quadros
clinicos severos como bacteremia, meningoencefalite, meningite, septicemia, parto
prematuro, aborto, peritonite, endocardite e abscesso hepatico (Goulet et al., 2012;
Schlech, 2019).

Ressalta-se a relevancia da listeriose durante a gestacdo, nesse caso, a
infecgcdo invasiva pode ocasionar parto prematuro, aborto espontaneo e morte
intrauterina. Além disso, os neonatos podem desenvolver meningite e septicemia ao

nascer. O periodo de incubacao pode variar entre 17 a 70 dias (Dalton et al., 2011;
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Silk et al., 2012; Goulet et al., 2013; De Noordhout et al., 2014; Tourdjman, Laurent &
Leclercq, 2014). Na maioria das vezes, as gestantes sdo assintomaticas e nao
apresentam outra condigdo de risco além da listeriose. Todavia podem apresentar
manifestagdes clinicas podem se iniciar com sintomas semelhantes aos de um
resfriado, apresentando quadros febris, vdmito, diarréia, dores abdominais e dores
musculares (Charlier-Woerther & Lecuit, 2014; Allenberger & Hunulescu, 2015;
Fouks et al., 2018; Freitag et al., 2021).

1.3.  One Health e Surtos Listeriose de Grande Repercussao

O conceito One Health (Saude Unica) é uma abordagem ampla de saude,
baseada na integracdo da saude humana, animal e ambiental com a finalidade de
promover a saude, manutencido da biodiversidade e o equilibrio dos ecossistemas.
Tal abordagem busca um sistema de controle de zoonoses mais eficiente, e
consequentemente, melhorias na saude da populagdo animal e humana. A
abordagem One Health envolve diversas disciplinas como a seguranca alimentar,
saude publica, economia da saude, saude do ecossistema, ciéncias sociais e a
saude animal para abordar problemas de saude complexos (Xie et al., 2017).

Diversas zoonoses de importancia na saude publica sdo transmitidas por
alimentos e, na auséncia do conhecimento sobre a incidéncia, a carga microbiana
causadora das doengcas e as combinagbes especificas patdégeno-produtos
alimenticios, é dificil delimitar quais os perigos de origem alimentar e as medidas de
controle devem ser postas em vigor pelos respectivos produtores e &rgaos
responsaveis. L. monocytogenes € amplamente adaptada a diferentes ecossistemas
(por exemplo, rios, lagos, agua do mar, esgoto, solo, plantas, plantas em
decomposicéao, forragem, silagem, efluentes agricolas), uma variedade de alimentos
e hospedeiros de diversas espécies, o que torna o micro-organismo um importante
modelo da abordagem One Health para doengas infecciosas, pois reconhece a
interconexao entre a saude humana, a saude animal e os ecossistemas ambientais.
(Loutox, Milohani & Bierne, 2022; Boqvist, S6derqgvist & Vagsholm, 2018).

A primeira descricdo de um grande surto de listeriose de origem alimentar
ocorreu no Canada entre marco e setembro de 1981. Houve 41 casos de listeriose

invasiva (34 perinatais e 7 adultos) e alta mortalidade (27% perinatal e 28,6% casos
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adultos). Schleh e colaboradores (1983) realizaram um estudo caso-controle para
investigar as origens da epidemia e mostraram que a salada de repolho estava
contaminada com L. monocytogenes sorotipo 4b e, portanto, era o alimento
responsavel pela propagacdo da epidemia. Durante a investigagdo, também foi
determinado que os campos de repolho foram fertilizados com esterco de ovelha,
que é portador dos mesmos microrganismos. A partir desta publicagao, foi possivel
vincular os alimentos ao principal veiculo da listeriose e salientar a importancia do
patdgeno no cenario das doengas de origem alimentar (Schleh et al., 1983; Schichat,
Swaminathan & Broome, 1991; Hof, 2003).

A partir dos anos 2000 diversos surtos de listeriose alcancaram maior
evidéncia na perspectiva da saude publica mundial. Nos Estados Unidos, em 2011, a
contaminacao do meldo do tipo cantaloupe levou a um grande surto de listeriose
afetando consumidores em 28 estados, com 147 casos registrados, 33 mortes e 1
aborto espontaneo (CDC, 2011).

Em dezembro de 2014, 11 estados dos EUA relataram surtos relacionados ao
consumo de macas carameladas. Trinta e cinco pessoas foram infectadas com L.
monocytogenes, 34 foram hospitalizadas e 7 morreram. Onze casos de listeriose
foram registrados em gestantes, sendo um deles acompanhado de aborto
espontaneo. Trés casos de meningite também foram relatados em 29 criangas
saudaveis de 5 a 15 anos. Do total de infectados, 28 relataram comer macas
carameladas pré-embaladas. A andlise microbioldgica do ambiente de
processamento de macas da empresa responsavel confirmou a contaminacgao por L.
monocytogenes com o mesmo perfl de PFGE (do inglés pulsed field gel
eletrophoresis) das magas carameladas envolvidas no surto (CDC, 2014).

Em 2018, a Africa do Sul enfrentou o maior surto de listeriose ja registrado,
com 1.060 casos e 216 mortes. O alimento identificado como responsavel foi um
produto carneo processado pronto para consumo chamado Polony, que é
amplamente consumido na regido (Smith et al., 2019). No Quadro 1, encontram-se
listados os principais surtos de listeriose relatados mundialmente até os dias atuais.

No Brasil, diversos estudos demonstram a presenga de L. monocytogenes em
ambiente de processamento de alimentos e em produtos alimenticios, mas pouco se
sabe sobre a incidéncia de listeriose humana e descrigdo de surtos, provavelmente
devido a auséncia de uma vigiléncia e sistema de notificacdo eficientes (Camargo et

al., 2017). Em 2010, Martins e colaboradores relataram um surto de listeriose que
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afetou 6 idosos internados no Rio de Janeiro. Uma investigagdo epidemioldgica

atribuiu a cozinha do hospital como possivel fonte de contaminagao (Martins et al.,

2010).

Quadro 1. Principais surtos de listeriose descritos mundialmente desde 1981

Ano Pais Casos Alimento envolvido
(6bitos)

1999 Estados Unidos 4 (ND) Cachorro-quente

2000 Estados Unidos 30 (ND) Frios

2000 Estados Unidos 13 (ND) Queijo fresco

2001 Estados Unidos 6 (ND) Frios

2001 Japéo 38 (ND) Queijo

2002 Estados Unidos 54 (ND) Frios

2003 Estados Unidos 12 (ND) Queijo fresco

2003 Estados Unidos 3 (ND) Desconhecido

2004-2007 Estados Unidos 135 (22) Queijo fresco

2006 Suicga 8 (3) Queijo “tomme”

2007 Estados Unidos 5(3) Leite pasteurizado aromatizado

2007 Noruega 17 (3) Queijo camembert

2007 Estados Unidos 5(3) Leite pasteurizado

2008 Canada 57 (22) Alimento pronto para consumo

2008 Estados Unidos 5(3) Salada de atum

2008 Canada 57 (24) Carne processada

2009 Australia 36 (4) Carne de frango

2009 Dinamarca 8 (2) Carne bovina

2010 Austrélia 9(2) Meldo

2010 Estados Unidos 10 (5) Aipo em cubos

201 Estados Unidos 147 (33) Melao cantaloupe

2012 Estados Unidos 22 (4) Queijo ricota

2013 Estados Unidos 6 (1) Queijo

2014 Estados Unidos 8 (1) Queijo
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Ano Pais Casos Alimento envolvido
(6bitos)

2014 Estados Unidos 32 (7) Macés carameladas

2015 Estados Unidos 10 (3) Sorvete

2015 Estados Unidos 30 (3) Queijo

2016 Estados Unidos 19 (1) Saladas embaladas

2016 Estados Unidos 9 (3) Vegetais congelados

2018 Africa do Sul 1060 (216) Carne processada (Polony)

2019 Estados Unidos 8 (1) Carne processada e queijo

Adaptado de Camargo et al., 2015b e CDC, 2019a
ND: ndo determinado

1.4. Caracteristicas do Género

O género Listeria é constituido por bactérias Gram-positivas em forma
de pequenos bastonetes e/ou cocobacilos de 0.4 a 0.5um de diametro e 0.5
a 2.0um de comprimento, ndo formadoras de esporos e capsulas. Sao
micro-organismos anaerébios facultativos, fermentadores da glicose,
catalase positivos, capazes de se multiplicar em temperaturas entre 1 e
45°C, pH entre 6 e 9 e suportar concentracdes de até 20% de cloreto de
sédio (Schuchat, Swaminathan & Broome, 1991; Rocourt & Buchrieser,
2007).

A faixa 6tima de crescimento de Listeria situa-se entre 30 e 37°C, no
entanto, quando as culturas sédo incubadas em meio semi-solido incolor
entre 20 e 30°C, visualiza-se o crescimento em forma de “guarda-chuva” nas
espécies moveis do género: L.monocytogenes, L.ivanovii, L.innocua,
L.welshimeri, L.seeligeri, L.grayi, L.marthii, L. cossartiae, L. cayugensis, L.
farberi. A espécie L. costaricensis apresenta mobilidade somente a 37°C. Ja
as espécies L. rocourtiae, L. weihenstephanensis, L. cornellensis, L. riparia,
L. rustica, L. portnoyi, L. grandensis, L. fleischmannii, L. floridensis, L.

goaensis, L. aquatica, L. newyorkensis, L. booriae, L. thailandesis, L.
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valentina e L. immobilis naturalmente imdveis, o crescimento fica restrito no
ponto de picada do inéculo (McLauchlin & Rees, 2015; Weller, 2015; Carlin
et al., 2021).

Os membros do género apresentam bom crescimento em Agar
Sangue de Cavalo/Carneiro a 5% e apds a incubagéo por 24 horas, suas
colénias sdo branco-acinzentadas, convexas e podem ou nao, evidenciar
uma zona de hemdlise do tipo beta. Quando crescidas em meios incolores
as colbnias sao transparentes, brilhantes e acinzentadas sob iluminagao
direta e apresentam uma tonalidade azul-esverdeada quando observadas
sob iluminagéo obliqua ou pela técnica de Henry (Schuchat, Swaminathan &
Broome, 1991).

As espécies do género encontram-se amplamente distribuidas no
meio ambiente e podem ser isoladas de diversas fontes como do solo,
aguas superficiais (rios, lagos), vegetacao, efluentes de esgoto, hortaligas,
frutos, em fezes de humanos e animais. Dentre os animais, Listeria spp. foi
detectada em varias espécies, incluindo ruminantes, suinos, equinos, caes e
diversas espécies de aves (Hofer & Reis, 2005). Devido a natureza
ubiquitaria e favorecida pela capacidade de sobreviver e multiplicar-se em
temperatura de refrigeragcdo, algumas espécies de Listeria podem ser
isoladas de diversos alimentos, como os vegetais crus, alimentos prontos
para o consumo, carnes mal cozidas, charcutarias, frutos do mar e laticinios.
Quanto aos alimentos armazenados sob refrigeragdo, se destaca o risco
potencial a saude do consumidor devido ao carater psicrotréfico do género,
pois a maioria da microbiota presente nos alimentos tem sua taxa
metabdlica reduzida, ou mesmo inibida, e favorece a multiplicacdo de
Listeria. Logo, a veiculagdo da Listeria por meio de classes de alimentos,
representa uma importante ameaca da saude publica e na seguranga
alimentar para a industria de alimentos (Ryser & Marth, 2007, Mazaheri et
al., 2021).
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1.5. Taxonomia do género Listeria

O género Listeria pertence a familia Listeriaceae, ordem Bacillales,
classe Bacilli e ao filo Firmicutes. Apresenta baixo conteudo guanina-citosina
(32 a 46%) e esta filogeneticamente relacionado aos géneros Bacillus,
Lactobacillus, Clostridium, Staphylococcus, Streptococcus e Enterococcus
(Vazquez-Boland et al., 2001; Buchrieser & Rocourt, 2007).

A descrigao do primeiro isolamento de L. monocytogenes ocorreu em
1926, quando Murray, Webb e Swann publicaram uma investigagdo sobre
uma doengca em coelhos e cobaias do biotério da Universidade de
Cambridge, na Inglaterra. Naquela ocasido, propuseram o nome Bacterium
monocytogenes para O nNovo micro-organismo, capaz de provocar uma
significativa monocitose circulante nos animais infectados (Murray, Webb &
Swann, 1926).

No ano seguinte, Pirie (1927) isolou um micro-organismo obtido de
figado de roedores e o nomeou Listerella hepatolytica, homenageando o
cirurgidao Lord Lister, responsavel pela introdugao das técnicas assépticas de
cirurgia. Em 1940, Pirie observou caracteristicas semelhantes aquela
bactéria isolada por Murray e colaboradores, reconhecendo que o género
havia sido descrito anteriormente. No mesmo ano, Pirie modifica a
denominagao do género para Listeria, porque Listerella seria a nomenclatura
de um género de protozoario descrito anteriormente (Pirie, 1940; Doyle,
1989; Farber & Peterkin, 1991).

Apoés a descrigdo do micro-organismo, L. monocytogenes foi isolada
primeiramente em humanos na Dinamarca em 1929, portadores de um
quadro de monocitose circulante, tal como, constatado anteriormente por
Murray e colaboradores (1926) nos animais infectados (Gray & Killinger,
1966; Farber & Peterkin, 1991). Em 1931, a bactéria foi isolada de cérebros
de ovelhas por Gill (1937) e a relacdo entre a doenca que acometeu um
rebanho de ovelhas na Nova Zelandia e L. monocytogenes foi estabelecida.
Dois anos depois, os trés primeiros casos de infec¢des fatais em dois recém

nascidos e um adulto foram descritos em 1933 na Universidade de Yale, nos
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Estados Unidos. E a partir dai, diversos casos de listeriose animal e humana
foram descritos na literatura mundial (Burn, 1936; Gill, 1937).

Devido a similaridade existente entre cepas isoladas do género
Listeria, acreditava-se que o mesmo era composto somente pela espécie L.
monocytogenes. No entanto, os estudos sobre as distintas caracteristicas
antigénicas somaticas e flagelares do género Listeria iniciados na década de
1940 por Paterson (1940) e Julianelle (1941) somados aos estudos de
Donker-Voet em 1959 e de Seeliger & Hohne em 1979, permitiram a
caracterizagdo da espécie em sorogrupos e sorotipos. (Seeliger & Hohne,
1979; Hofer & Hofer, 2013).

Em 1948, Sohier e colaboradores descreveram Listeria denitrificans,
uma bactéria muito semelhante a L. monocytogenes em sangue de carne
cozida (Sohier et al., 1948 apud Hof, 2003).

No decorrer dos anos, outras espécies do género foram descritas
como Listeria grayi, isolada de fezes de roedor em 1966; Listeria murrayi
isolada da vegetagcdao em 1971; e em 1980 foi descrita a espécie Listeria
ivanovii isolada de casos de abortos em ovelhas em 1970 (FARBER &
Peterkin, 1991; Hofer & Hofer, 2013). Em 1981, utilizando testes fenotipicos,
incluindo a caracterizagao antigénica, foi descrita a espécie Listeria innocua,
assim denominada por ser nao patogénica e isolada do meio ambiente, de
portadores humanos e animais saudaveis. Em 1982, foram relatadas duas
novas espécies: Listeria seeligeri e Listeria welshimeri (Stuart & Welshimer,
1973; Rocourt & Seeliger, 1985).

Com o surgimento da biologia molecular, a partir de 1973 foi possivel
realizar estudos de hibridizacdo de &acido desoxirribonucléico (DNA) e
evidenciar a heterogeneidade genética existente no género Listeria (Stuart &
Welshimer, 1973). Em 1983, os estudos de hibridizagdo de DNA de Rocourt
e colaboradores permitiram a classificacdo e confirmacao do género Listeria
em cinco espécies distintas, L. monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua, L.
welshimeri e L. seeligeri (Rocourt et al., 1983). Desde entado, a taxonomia do
género sofreu diversas modificacées. A espécie L. denitrificans, descrita em
1948 foi excluida do género Listeria e foi descrita como um membro do
género Jonesia (Stuart & Welshimer, 1973; Rocourt, Wehmeyer &
Stackebrandt, 1987). Em 1992, as espécies L. grayi e L. murrayi, por
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apresentarem uma grande similaridade gendmica, foram unidas em uma
unica espécie denominada L. grayi. Ainda no mesmo ano, Boerlin e
colaboradores propuseram a classificacdo de L. ivanovii em duas
subespécies: L. ivanovii subespécie ivanovii e L. ivanovii subespécie
londoniensis (Rocourt et al., 1992; Boerlin et al., 1992).

A constituicdo do género nao foi modificada, até que em 2010, duas
espécies foram descritas. Listeria marthii, foi isolada do solo e agua de uma
floresta nos Estados Unidos e Listeria rocourtiae, foi isolada de alface
pré-cortada na Austria (Graves et al., 2010; Leclercq et al., 2010). Em 2013,
Bertsch e colaboradores descreveram a espécie Listeria fleischmannii
isolada a partir de queijos na Suiga, e Lang Halter e colaboradores
descreveram Listeria weihenstephanensis isolada de uma planta aquatica no
sudeste da Alemanha. No mesmo ano, den Bakker e colaboradores
propuseram a classificagdo das cepas de L. fleischmannii em duas
subespécies: L. fleischmannii subespécie fleischmannii e L. fleischmannii
subespécie coloradonensis.

No ano de 2014, cinco novas espécies foram isoladas de amostras
ambientais de agua dos estados do Colorado e Flérida, nos Estados Unidos:
Listeria floridensis, Listeria aquatica, Listeria cornellensis, Listeria riparia e
Listeria grandensis (Den Bakker et al., 2014). Em 2015, foram descritas as
espécies Listeria booriae e Listeria newyorkensis isoladas de ambientes de
processamento de alimentos nos EUA (Weller et al., 2015). No ano de 2018
duas novas espécies foram descritas, Listeria costaricensis foi isolada de um
sistema de drenagem de processamento de alimentos na Costa Rica e
Listeria goaensis isolada de manguezal no estado de Goa, na india
(Nunez-Montero et al., 2018; Doijad et al., 2018). Na Tailandia, a nova
espécie Listeria thailandensis foi isolada de alimentos em 2019 (Leclerq et
al., 2019). Em 2020, Listeria valentina foi isolada do ambiente de uma
fazenda de criacdo de animais em Valéncia, na Espanha (Quereda et al.,
2020). Mais recentemente, em as espécies Listeria farberi, Listeria
immobilis, Listeria ilorinensis, Listeria swaminathanii, Listeria portnoyi,
Listeria rustica, Listeria cossartiae subespécie cossartiae e Listeria

cossartiae subespécie cayugensis foram descritas a partir de cepas isoladas
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de amostras de agua proveniente da agricultura e ambientes naturais nos
EUA (Carlin et al., 2021; Raufu et al., 2022; Carlin et al., 2022).

Orsi e colaboradores separaram as espécies em dois grandes grupos
fenotipicamente e genotipicamente distintos: Listeria sensu lato e Listeria
sensu stricto, totalizando 30 espécies e 8 subespécies conforme observado
na Figura 1 (Orsi & Wiedmann, 2016; Carlin et al., 2021; Lourenco et al.,
2022). O grupo sensu lato é composto por espécies saprofitas presentes no
ambiente e inclui L. grayi (subsp. grayi e murrayi), L. rocourtiae , L.
fleischmannii (subsp. fleischmannii e coloradonensis;), L.
weihenstephanensis , L. floridensis , L. aquatica , L. cornellensis , L. riparia ,
L. grandensis , L. boriae, L. newyorkensis , L. costaricensis , L. ilorinensis, L.
goaensis , L. thailandensis, L. valentina , L. portnoyi e L. rustica. O grupo
Listeria sensu stricto inclui as espécies L. innocua , L. welshimeri , L.
seeligeri , L. marthii , L. farberi , L. immobilis , L. cossartiae (subsp.
cossartiae e cayugensis), L. swaminathanii, e as duas espécies patogénicas
de Listeria: L. monocytogenes e L. ivanovii (subsp. ivanovii e londoniensis).
Essas duas espécies sdo conhecidas por serem patogénicas tanto para
humanos quanto para animais, no entanto, L. ivanovii € predominante em
ovelhas e bovinos e raramente acomete o homem (Cummins et al., 1994,
Vazquez-Boland et al., 2001, Guillet et al., 2010).
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1.6. Caracteristicas Bioquimicas

A identificacdo bioquimica das espécies do género Listeria € realizada
por meio de testes de fermentacao de agucares, como a D-xilose, D-manitol,
a-metil-D-manosideo e L-ramnose, somada a observagao da hemoalise. As
espécies L. monocytogenes e L. ivanovii sao [(-hemoliticas, ou seja,
apresentam uma reacdo de hemolise total em agar sangue de carneiro ou
agar sangue de equino formando uma zona de hemdlise, que se apresenta
notoriamente mais acentuada na espécie L. ivanovii. L.seeligeri pode ou nao
apresentar uma reagdo de hemolise fraca, e as outras espécies do género
nao sdo hemoliticas (Quadro 2) (Buchrieser & Rocourt, 2007).

O teste de Christie-Atkins-Munch-Perteson (CAMP) detecta reacgdes
sinérgicas das hemolisinas de Listeria spp. com a p-toxina de
Staphylococcus aureus e com o exofator de Rhodococcus equi. L.
monocytogenes apresenta reacéo positiva com S. aureus e negativa com R.
equi, enquanto L. ivanovii tem a reagao inversa, isto €, reagao positiva com
R. equii e reagao negativa com S. aureus. Ja a espécie L. innocua apresenta
reacao negativa no teste de CAMP para os dois micro-organismos, fato que
permite diferencia-la da espécie L. monocytogenes, pois as duas espécies
apresentam similaridade quanto ao perfil de fermentagcao dos agucares. As
demais espécies apresentam teste de CAMP negativo, no entanto L.
seeligeri pode apresentar reacdo de CAMP positiva para S. aureus e

negativa para R. equi (Mc Kellar, 1994).
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Quadro 2. Caracteristicas bioquimicas das espécies do género Listeria

Acido sem gas® Teste de CAMP

Espécies Hemodlise*  Motilidade ] . - S R

D-xilose  D-manitol a-D-Manosideo  L-ramnose aureus equi

L. monocytogenes + + - - + + + +/-
L. ivanovii + + + - - - - +
L. innocua - + - - + +/- - .
L. welshimeri - + + - + +/- - -
L. seeligeri - + + - - - + -
L. grayi - + - + + - _ -
L. marthii - + - - - - _ .
L. rocourtiae - - + + + + - .
L. fleischmannii - - + + - + - .
L. weihenstephanensis - - + + - + - .
L. cornellensis - - + - - - - .
L. riparia - - + +/- + + _ R
L. grandensis - - + - - _ - -
L. aquatica - - + - + + - -
L. floridensis - - + - - + - -
L. newyorkensis - - + + - +/- - _
L. booriae - - + + + + - _
L. costaricensis - +C + - + + * *
L. goaensis + - + - - + * *
L. thailandensis - - + - - + * *
L. valentina - - + - - + * *
L. farberi - + - - + + * %
L. cossartiae - + - - + . * *
L. immobilis - - + - - - * *
L. portnoyi - - + + - + * *
L. rustica - - + + _ + * *

a

: Agar sangue de carneiro; b: + positivo > 90%; - negativo > 90%; +/- variavel, 11 a 89% das cepas positivas; ¢ : movel

apenas a 37°C; *: dados ndo disponibilizados pelos autores na descricdo da espécie.

Adaptado de Carlin e colaboradores (2021)

1.7. Caracterizagao antigénica

L. monocytogenes esta constituida por sorogrupos e sorotipos/sorovares,

baseados nas estruturas antigénicas somaticas (antigeno “O”), representadas por 12

fragbes caracterizadas por algarismos romanos (I a Xll) e flagelares (antigeno “H”)

caracterizadas por 4 antigenos (A,B,C, D). Conforme o esquema de Donker-Voet

(1958) e Seeliger e Hohne (1979) o género Listeria apresenta 17 sorotipos

representados por numeros (1/2, 3, 4, 5, 6 e 7) e letras (a, b, ¢, d, e e ab)
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caracterizando os antigenos somaticos e flagelares respectivamente. A espécie L.
monocytogenes, apresenta 13 sorotipos diferenciados pelas fragbes somaticas (O) e
flagelares (H) (1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e, 7)(Quadro 3). Ja a
espécie L. innocua é representada por apenas trés sorotipos (6a, 6b e 6ab). A
espeécie L. ivanovii constitui o sorotipo 5, tendo as fragdes somaticas (ll), (V), (VI),
(V1) e (X) e flagelares A, B e C (Buchrieser & Rocourt, 2007).

A sorotipificagcdo por aglutinagcdo € tradicionalmente utilizada para a
caracterizagado dos sorotipos de L. monocytogenes, no entanto, uma alternativa a
técnica de aglutinagao foi desenvolvida por Doumith e colaboradores, tendo em vista
a dificuldade de aquisicdo ou padronizacdo dos antissoros e a necessidade de
conhecimento técnico especializado. A técnica de sorotipificagcdo molecular por
reagdo em cadeia da polimerase (PCR- do inglés Polymerase chain reaction)
classifica L. monocytogenes em sorogrupos baseada em quatro genes marcadores
para os distintos grupos de sorotipos (Quadro 4). Os genes marcadores amplificados
na PCR séao: Imo 0737, orf 2819 (apresentam funcao putativa de reguladores
transcricionais), Imo 1118 fungao putativa de proteina e orf 2110 fungao putativa de
proteina secretora (Borucki & Call, 2003; Doumith et al., 2004; Leclercq et al., 2011).

Dentre os 13 sorotipos conhecidos de L. monocytogenes, os sorotipos 1/2a,
1/2b e 4b sao responsaveis por aproximadamente 95% dos casos das infec¢des em
humanos. Enquanto o sorotipo 1/2a representa mais de 50% do isolamento de
alimentos e do meio ambiente, o sorotipo 4b foi o sorotipo causador da maioria dos
principais surtos de listeriose humana no mundo (Swaminathan & Gerner-Smidt,
2007).
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Quadro 3. Caracterizagao antigénica dos sorotipos de L. monocytogenes

Sorotipos Antigenos Somaticos (O) Antigeno flagelar(H)
1/2a 1, 10, (1) A B
1/2b 1, 11, (1) AB,C
1/2c I, 11, () B,D

3a I, (1, IV A B
3b I, (1), 1V, (X1, (XIIT) AB,C
3c I, (1, 1V, (XN), (X1I) B,D
4a (1, (v, v, IX A/B,C
4ab (nny, v, VI, ViI, IX, X AB,C
4b (1, v, vi A B, C
4c (nn, v, vi A/B,C
4d (), (v), vi, v AB,C
4e (1, v, VI, (Vi) (IX) A B, C
7 (1, X, Xl A B, C

As fragdes somaticas entre parénteses podem estar ausentes: (lll), (V), (VIII), (XI1) ou (XIII).
Adaptado de Farber & Peterkin, 1991.

Quadro 4. Sorogrupos moleculares segundo Doumith e colaboradores (2004)

Gene alvo

Sorogrupos

Imo 1118 Imo 0737 orf2110 orf 2819
1/2a - 3a - + - -
1/2c -3¢ + + - -
1/2b — 3b - - - +
4b-4d-4e - - + +
+: presencga do fragmento amplificado
-: auséncia do fragmento amplificado
pb: pares de bases




1.8. Caracteristicas Filogenéticas de L.monocytogenes

A espécie L. monocytogenes € formada por uma populagdo estruturada,
composta por 4 linhagens bem definidas, evidenciada por diversos estudos
filogenéticos. Suas caracteristicas ecolégicas, evolutivas e fenotipicas, incluindo a
viruléncia, s&o variadas. Ha evidéncias de que as cepas pertencentes a linhagem |
sdo mais virulentas do que as cepas da linhagem Il. As cepas da linhagem | sdo
mais frequentemente associadas a casos clinicos humanos e estdo principalmente
associadas a surtos envolvendo processos infecciosos invasivos.

Além disso, estudos in vitro e em animais indicam que os fendtipos
associados a invasao e doenga, sdo mais frequentes entre as cepas da linhagem |
em comparagao com cepas da linhagem Il. Em adi¢ao, as cepas da linhagem | sao
altamente clonais, sugerindo que caracteristicas genéticas importantes para a
aptidao dentro do hospedeiro estdo sob forte selegcdo. As cepas da linhagem I
apresentam taxas de recombinagao mais altas do que as cepas da linhagem I, o que
pode contribuir para uma maior capacidade de adaptacdo a diversos nichos
ecoldgicos. Tal plasticidade gendmica aumentada entre as cepas da linhagem Il
corrobora os achados de varios estudos que mostram que estas estirpes sdo mais
frequentemente isoladas de uma diversidade maior de fontes do que as cepas da
linhagem |. Cepas das linhagens Ill e IV raramente estdo associadas a doencgas
humanas e sao predominantemente isoladas de fontes animais (ruminantes)
(Quadro 5)(Nightingale et al., 2005; Den Bakker et al., 2008; Orsi, Den Bakker &
Wiedmann, 2011; Pirone-Davies et al., 2018; Betchel & Gibbons, 2021).
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Quadro 5. Resumo das linhagens de L. monocytogenes

Linhagem Sorotipo Caracteristicas Distribui¢ao
Genotipicas
| 1/2b, 3b, 3c, 4b Menor diversidade Comumente isolada
entre as linhagens; de varias
niveis mais baixos de fontes;
recombinagao entre super-representada
as linhagens entre cepas isoladas
de humanos
| 1/2a, 1/2c, 3a Mais diversa, niveis de Comumente isolada
recombinacao mais de varias
elevados fontes;
super-representado
dentre os
alimentos e
relacionada com

alimentos, assim como
ambientes naturais

i 4a, 4b, 4c Muito diverso; niveis Maioria dos isolados
de recombinacéao obtidos de
entre  aqueles da ruminantes
linhagem | e a
linhagem
Il
v 4a, 4b, 4c Poucas cepas Maioria dos isolados
analisadas até o obtidos de
momento ruminantes

Adaptado de Orsi, Den Bakker & Wiedmann, 2011.

As cepas dessa espécie foram classificadas nas suas respectivas linhagens
através de uma variedade de abordagens genotipicas, como a Ribotipagem,
Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE do inglés pulsed field gel
eletrophoresis), Tipificagdo de Sequéncia Multilocus (MLST do inglés Multilocus
sequence typing) e Sequenciamento de Genoma Total (WGS do inglés Whole
Genome Sequencing) (Brosch, Chen & Luchansky, 1994; Cai et al., 2002; Fuggett et
al., 2006; Nadon et al., 2001; Ragon et al., 2008; Yin et al., 2019).

Alguns anos atras, a PFGE era considerada o padrdo ouro de vigilancia
microbiolégica e possuia uma padronizagédo internacional pela rede PulseNet,
contudo a nomenclatura dos perfis ndo era coordenada entre os diferentes

laboratdrios internacionais da Rede. Ademais, a PFGE nao refletia as relagoes
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evolutivas entre as cepas e, alguns perfis sdo altamente prevalentes, o que resulta
em um poder discriminatério limitado. A partir da ampla utilizagdo da técnica de
MLST, que é baseada no sequenciamento de sete genes conservados, os genotipos
caracterizados passam a apresentar a sua nomenclatura padronizada
internacionalmente. Tal fato possibilita investigar a possivel transmissao de cepas de
L. monocytogenes através do comércio internacional de alimentos (Moura et al.,
2016; Wagner et al., 2021).

A tipificacdo baseada em sequéncia multilocus subdivide os complexos
clonais (CC) distintos dentro das linhagens, ou seja, sublinhagens que podem estar
associadas a manifestacbes mais graves da doencga, como a listeriose invasiva
(Maury et al., 2016; Yin et al.,, 2019). Ainda mais, os CC sao grupos de tipos de
sequéncias (ST do inglés Sequence Type) que ao serem identificados, caracterizam
cepas de L. monocytogenes em grupos evolutivamente distintos (Ragon et al.,
2008). Na espécie, a diversidade é refletida em particular pela variagdo na
prevaléncia dos ST ou CC, segundo as fontes (alimentos, ambiente, animais, casos
clinicos), o pais de origem e o potencial de viruléncia da cepa (Maury et al., 2017).
Os clones pertencentes a linhagem | CC1, CC2, CC4 e CC6 sao associados a
doengas humanas, enquanto os clones da linhagem Il CC9 e CC121 estdo
fortemente associados aos alimentos e aos ambientes de processamento dos
alimentos (Félix et al., 2018; Painset et al., 2019; Maury et al., 2019). Ja os CC388,
CC321, CC11, CCA475 sao clones relativamente raros e o CC87 parece ser
prevalente em alimentos e casos clinicos na China (Quadro 6) (Painset et al., 2019;
Zhang et al., 2020; Li et al., 2022).

Com o avancgo das tecnologias de sequenciamento do genoma total (WGS do
inglés Whole Genome Sequencing), os genomas bacterianos inteiros ficaram
internacionalmente disponiveis para a analise, proporcionando um alto nivel de
discriminagdo das cepas, possibilitando inferir relagdes filogenéticas e o acesso a
informacdes adicionais, como a investigagdo de marcadores genéticos de viruléncia
e resisténcia. Além disso, o WGS tem sido usado em diversos estudos para a
deteccdo e a investigacdo de surtos. A melhoria na caracterizagdo das cepas
obtidas com as analises de WGS forneceram evidéncias genéticas robustas,
inclusive para vincular os casos e as definicbes de caso mais precisas do que a
PFGE, permitindo que os casos fossem caracterizados como parte ou nao de surtos
investigados (Painset et al., 2019).

31



Quadro 6. Distribuigdo dos complexos clonais nas linhagens genéticas | e Il de L. monocytogenes
mais comumente observados na literatura mundial

Linhagem Complexo Clonal Sorotipo

I CC1, CC2, CC3, CC4, 1/2b, 3b, 3c,
CC5, CCp, CC87, CC218, 4b
CC388

! CC7, CC8, CC9, CC11, 1/2a, 1/2c, 3a
CC121, CC155, CC475

1.9. Patogenicidade e Viruloma de L. monocytogenes

O sucesso da L. monocytogenes na indugao de infeccdo se deve a sua
capacidade de promover a proépria internalizagcdo em células hospedeiras. Esta
bactéria tem a capacidade de atravessar as trés importantes barreiras do hospedeiro
humano, o epitélio intestinal, a barreira hematoencefalica e a placenta, e
posteriormente, se disseminar para outros 6rgaos (Chen et al., 2009).

O processo de infecgdo de células hospedeiras por L. monocytogenes
envolve diversas etapas: adesao e invasao a ceélula hospedeira, internalizagao, lise
vacuolar, proliferacdo intracelular e disseminacdo para as células hospedeiras
adjacentes (Vazquez-Boland et al., 2001).

Quando ingerida através dos alimentos contaminados, L. monocytogenes
sobrevive a exposigcao a alta acidez estomacal, sais biliares e enzimas proteoliticas
do sistema hospedeiro. Posteriormente, se adere e entra nas células fagociticas e
nao fagociticas do hospedeiro por meio de proteinas de superficie chamadas
internalinas (Carvalho et al., 2014).

O termo viruloma descreve o conjunto de genes que contribui para
estabelecer o potencial patogénico de uma bactéria, a seguir sera descrito o
viruloma de L. monocytogenes. A bactéria é internalizada por macrofagos em

vacuolos fagossOmicos primarios apos aderir ao tecido epitelial gastrointestinal com
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a ajuda das internalinas. Apds ser internalizada, L. monocytogenes escapa do
vacuolo com a ajuda de uma citolisina chamada listeriolisina O (LLO) e uma
fosfatidilinositol fosfolipase especifica (PIcA). O patégeno entdo se replica no
citoplasma a medida que o hospedeiro fornece nutrientes suficientes. Os
mecanismos de mobilidade baseados na actina da célula hospedeira facilitam o
movimento bacteriano através do citoplasma para células vizinhas, evitando assim, a
exposi¢ao ao sistema imune do hospedeiro. Tal evasdo se deve a proteina de
polimerizagdo de actina (ActA), determinante molecular para o movimento
bacteriano intracelular. Ao ser internalizada por células vizinhas, L. monocytogenes é
confinada em um vacuolo de membrana dupla do qual escapa com a ajuda de LLO e
PIcB para reiniciar seu ciclo de vida. PIcA e PIcB sao duas fosfolipases que auxiliam
na lise das membranas dos vacuolos, a primeira atua na fuga do vacuolo primario,
enquanto a ultima é ativa durante a disseminagéao célula a célula. (Bonazzi, Lecuit &
Cossart, 2009; Doyle et al., 2013; Neves et al., 2013). Na Figura 2 , esta resumido o

ciclo intracelular de L. monocytogenes nas células hospedeiras.
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Figura 2. Genes de patogénese e viruléncia envolvidos na infecgao por L. monocytogenes em células
humanas (Adaptado de Matle, Mbatha & Madoroba, 2020)

L. monocytogenes possui um grande grupo de fatores de viruléncia que
contribuem para sua patogenicidade e atuam em varias etapas do ciclo de infecgao
do hospedeiro. Grande parte dos determinantes de viruléncia sdo agrupados ao
longo do cromossomo na ilha de patogenicidade de Listeria monocytogenes 1
(LIPI-1) (Matle, Mbatha & Madoroba, 2020).
viruléncia, prfA, plcA, hly, mpl, actA e plcB. O gene prfA codifica um ativador

A LIPI-1 contém seis fatores de

transcricional muito importante, o PrfA, que afeta direta ou indiretamente a
transcricdo de mais de 140 genes, incluindo os genes contidos na LIPI-1. Os genes
plcA e plcB codificam a fosfatidilinositol fosfolipase C (PI-PLC) e fosfatidilcolina

fosfolipase C (PC-PLC), respectivamente, que cooperam com a listeriolisina O (LLO)
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para escapar dos fagossomos para o citoplasma. O gene mpl codifica uma
zinco-metaloprotease necessaria para maturagao pro-PlcB e actA uma proteina de
superficie que parece ser um fator de viruléncia multifuncional (Hadjilouka,
Paramithiotis & Drosinos, 2018) .

O crescimento intracelular e a sobrevivéncia de L. monocytogenes depende
de diversos fatores de viruléncia, que devem ser expressos no momento e local
corretos. A expressdao da maioria desses fatores de viruléncia € controlada pelo
principal ativador de viruléncia PrfA, uma proteina de 27 kDa pertencente a familia
Crp/Fnr de reguladores transcricionais. O PrfA atua ligando-se como um dimero a
um sitio de ligagdo de consenso palindrémico, conhecido como PrfA-box, situado a
montante (aproximadamente 40 pares de bases) dos sitios de inicio da transcricao
de genes controlados positivamente pelo PrfA. A auséncia de PrfA atenua
significativamente a viruléncia de L. monocytogenes, em modelos de infeccdo de
vertebrados e invertebrados, assim como nos modelos em cultura de células. Devido
a sua importancia para a patogénese, a expressdo e a atividade de PrfA sao
controladas em varios niveis (transcricional, pds-transcricional e pds-traducional)
para garantir que os genes de viruléncia sejam transcritos apenas quando
necessario dentro do hospedeiro (Vasanthakrishnan et al., 2015; Tiensuu et al.,
2019).

As foslipases do tipo C (PLC) clivam o grupo da cabeca polar dos fosfolipidios
na ligacao glicerol-fésforo, liberando diacilglicerol e um éster de fosfato soluvel em
agua. O gene plcA, codifica uma fosfolipase especifica para fosfatidilinositol
(PI-PLC) . A outra fosfolipase, codificada por plcB, € uma enzima de amplo alcance
que cliva a fosfatidilcolina (PC-PLC). Esta enzima cliva uma variedade de
fosfolipidios, incluindo esfingomielina em micelas detergentes, lipossomas e
membranas biolégicas (Smith et al., 1995).

As citolisinas dependentes de colesterol (CDC) representam a maior familia
de toxinas formadoras de poros. Mais de 50 CDC foram identificadas em Firmicutes,
Actinobacteria e em Proteobacteria (Hotze et al., 2013; Tweten, Hotze, & Wade,
2015). Exceto aquelas produzidas por Proteobacteria, as CDC sao produzidas por
patdbgenos Gram-positivos oportunistas, e muitos tem papel importante na
patogénese. Entre as CDC que demonstraram contribuicbes para a patogénese
estdo a perfringolisina (PFO) de Clostridium perfringens, pneumolisina (PLY) de

Streptococcus pneumoniae, estreptolisina O (SLO) de Streptococcus pyogenes,
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antrolisina (ALO) de Bacillus anthracis e listeriolisina O (LLO) de Listeria
monocytogenes. A LLO é distinta por ser a unica CDC produzida por um patégeno
intracelular (Nguyen, Peterson & Portnoy, 2019). Para alcancgar o citosol da célula
hospedeira, L. monocytogenes deve primeiro escapar do vacuolo fagocitario de
entrada, o que requer a LLO. Ja no citosol, a bactéria se replica e produz um fator de
nucleacédo de actina (ActA) para mover-se intracelularmente, formar saliéncias que
sdo englobadas por células vizinhas formando vacuolos de membrana dupla e
novamente, a LLO é necessaria para escapar desses vacuolos secundarios (Nguyen
& Portnoy, 2020).

ActA é uma proteina transmembrana exposta de forma polar na superficie de
L. monocytogenes e esta recruta diretamente o complexo de nucleacdo de actina
Arp2/3 para a superficie bacteriana, estimulando a polimerizagao da actina em um
polo e levando a formacdo de caudas de actina em forma de cometa. A
polimerizagdo local da actina em um pdlo de L. monocytogenes permite o seu
movimento intracelular e a sua disseminagao para as células adjacentes (Gouin,
Quereda & Cossart, 2015; Costa et al., 2020).

A metaloprotease Mpl é um membro da familia M4 de metaloproteases,
representada pela termolisina de Bacillus thermoproteolyticus. O gene mpl é
traduzido como uma pré-enzima com uma sequéncia sinal de 24 aminoacidos, que é
removida ap0s a secregao através da membrana bacteriana. A Mpl secretada
amadurece por autocatalise intramolecular, liberando um propeptideo de 176
aminoacidos e uma protease madura de 310 aminoacidos. Tanto a PIcB quanto a
Mpl sdo sintetizadas como pré-enzimas inativas que se acumulam na interface
membrana-parede celular. A diminuicdo do pH no vacuolo da célula hospedeira
inicia a autoativagdo de Mpl através da autoclivagem, levando a maturagédo de PlcB
através da clivagem mediada por Mpl do pro-peptideo N-terminal de PlcB . A
autoativagdo de Mpl também leva a rapida secre¢cdao de Mpl e PIcB através da
parede celular para o espago vacuolar, comprometendo a integridade da membrana
do vacuolo devido a hidrolise dos fosfolipidios da membrana (Bitar, Cao & Marquis,
2008; Alvarez & Agaisse, 2016).

A ilha de patogenicidade de L. monocytogenes 3 (LIPI-3) foi descrita pela
primeira vez em um conjunto de cepas da linhagem I, que codifica um agrupamento
genético envolvido na produgédo de Listeriolisina S (LLS), um fator hemolitico e

citotoxico que se mostra necessario para viruléncia de L. monocytogenes in vivo.
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A LIPI-3 é composta por oito genes, o gene IlIsA codifica o peptideo toxico
listeriolisina S, os genes /lIsG e llsH codificam para um transportador putativo, os
genes lIsB, lIsY e lIsD codificam enzimas de modificagao pés-traducional putativas
envolvidas na producdo de anéis tiazol/oxazol/metiloxazol, o gene /IsP codifica uma
protease putativa, e o gene /IsX codifica para uma proteina de fungdo desconhecida
especifica para o género Listeria (Cotter et al., 2008; Tavares et al., 2020).
Recentemente, diferentes estudos demonstraram que a listeriolisina S também age
como uma bacteriocina e pode alterar a microbiota intestinal. Em um modelo de
camundongo infectado oralmente, L. monocytogenes mutantes para listeriolisina S
exibiram uma diminuicdo na capacidade de invadir o intestino 6 horas apds a
infeccdo e, além disso, mudancgas significativas nas populagdes dos géneros
Alloprevotella, Allobaculum e Streptococcus sugerindo que a presenga deste
peptideo apresenta um papel importante no ambiente intestinal (Quereda et al.,
2017; Vilchis-Rangel et al., 2019).

A LIPI-4 foi caracterizada em 2016, como um sistema de fosfotransferase da
familia da celobiose contendo um agrupamento de seis genes. Esta ilha de
patogenicidade estd fortemente associada a infeccdo neural e placentaria, e foi
identificada pela primeira vez como um fator de viruléncia especifico do complexo
clonal (CC) 4 (Maury et al., 2016).

Além das ilhas de patogenicidade, outros grupos de genes estao envolvidos
no sucesso da infecgdo do hospedeiro, como as internalinas, que formam um grupo
de proteinas de superficie de L. monocytogenes que desempenham um papel
fundamental na mediacdo da invasdo celular. Em 1991, foi descrita a primeira
proteina dessa familia multigénica, a Internalina A (InlA) que é uma proteina de 80
kDa contendo 15 repeti¢cdes ricas em leucina (LRR), um peptideo de sinalizagao no
N-terminal e uma regido de ancoragem de superficie bacteriana LPXTG no
C-terminal. O receptor da célula hospedeira para InlA é a proteina de superficie
E-caderina, presente nas células do epitélio intestinal e a ligagcdo do complexo
InlA-E-caderina promove a internalizagdo da bactéria pela célula hospedeira (Orsi et
al., 2007; Drolia & Bhunia, 2019; Matereke & Okoh, 2020).

A Internalina B (InIB) € uma proteina de superficie vagamente associada a
acidos lipoteicdicos na superficie bacteriana. Desse modo, ambas as formas de InIB,
associadas a superficie ou liberadas como forma soluvel, sdo moléculas

sinalizadoras que podem cooperar para a entrada eficiente de L. monocytogenes. A
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InIB interage com trés diferentes moléculas de superficie celular: (1) o receptor da
tirosina quinase Met (Receptor de Fator de Crescimento de Hepatécitos-HGF),
expresso em tecidos epiteliais envolvido no desenvolvimento, regeneragao de
tecidos, diferenciagao celular e motilidade celular ; (2) o receptor de complemento
gC1g-R, o primeiro componente da cascata do complemento; e (3)
glicosaminoglicanos de superficie. Ao atravessar a barreira intestinal, a InIB é
necessaria para a passagem pelas células M das placas de Peyer e desempenha
um papel acessorio na entrada nos enterécitos. Enquanto a internalizagdo mediada
por InlA é restrita a uma populagao limitada de células epiteliais, a internalizacéo
mediada por InIB tem diversas células como alvo, tais como hepatécitos, células
epiteliais e endoteliais (Khelef et al., 2006; Sobyanin et al., 2017; Matereke & Okoh,
2020).

O gene inlC (internalina C) codifica uma pequena proteina de 297
aminoacidos, que exibe um peptideo sinal de 34 aminoacidos e seis LRRs de 22
aminoacidos, seguido por um dominio tipo lg. Este ultimo dominio, como observado
em outras internalinas, tem a funcao de estabilizar o dominio LRR e favorecer as
interagbes proteina-proteina (Ooi et al., 2006; Gouin et al, 2010). A InIC, é
secretada por L. monocytogenes e demonstrou regular a formagdo de
protuberéncias de membrana em células polarizadas. Uma vez secretada, no
citoplasma da célula hospedeira, a InIC interage com a proteina Tuba, uma proteina
hospedeira que interage com N-WASP (proteina hospedeira da sindrome de
Wiscott-Aldrich) nas jungdes intercelulares para estimular a polimerizagao da actina,
e dessa forma controlar a morfologia € a manutencdo do complexo apical. A
interacao de InIC com a proteina Tuba, desloca N-WASP e induz o relaxamento da
tens&o de actina cortical, melhorando a capacidade de L. monocytogenes de formar
saliéncias e se espalhar eficientemente de célula a célula (Rajabian et al., 2009;
Ireton et al., 2014; Costa et al., 2020).

Um estudo recente realizado por Ghosh e colaboradores (2018), sugeriu que
a proteina InlF (Internalina F) contribui diretamente para a penetracdo da barreira
hematoencefalica, visando células endoteliais cerebrais. Os pesquisadores
descobriram que uma cepa mutante de L. monocytogenes com uma delegcédo do
gene inlF teve uma reducdo de aproximadamente 10 vezes no potencial na
colonizagdo do cérebro em comparagdo com as bactérias do tipo selvagem,

sugerindo um papel da InlF na infec¢do cerebral. Os autores usaram uma matriz de
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afinidade contendo a proteina InlF para identificar a proteina de mamifero vimentina
como um receptor hospedeiro em potencial. Embora a vimentina seja conhecida
principalmente como uma proteina intracelular do citoesqueleto, ela também esta
presente na superficie de varios tipos de células de mamiferos, incluindo células
endoteliais microvasculares cerebrais. Os resultados dos ensaios in vivo em
camundongos fornece evidéncias de que a associagdo da InlF com a vimentina
promove a neuroinvasdo, mediando a infeccdo de células endoteliais cerebrais
(Ghosh et al., 2018; Ireton et al., 2021).

A Internalina G (inlG) ainda nao apresenta funcédo bem definida, dado que
existem poucos estudos sobre o papel desta proteina na invasdo das células
hospedeiras. Em 2007, um estudo composto por 133 cepas de L. monocytogenes,
revelou que a InlG nao era observada na linhagem |, mas estava presente em 74,2%
da linhagem Il e 30,7% da linhagem Ill. Posteriormente, Balandyt e colaboradores
(2011) descreveram que a InlG estava presente majoritariamente nas cepas isoladas
do ambiente e raramente, nas cepas clinicas provenientes de humanos e animais.
Por esse motivo, sugeriu que a proteina estaria intimamente relacionada a
sobrevivéncia no meio ambiente. Recentemente, Gou e colaboradores (2022)
descreveu um experimento no qual a imunizagdo de camundongos com a InlG
resultava em um efeito protetor para a infecgdo por L. monocytogenes. No entanto,
quando produzida uma cepa mutante com delecdo para InlG, a viruléncia foi
diminuida na infecgdo em camundongos mas a capacidade de adesao e invasao em
células do tipo Caco-2 foi aumentada. (Jia et al., 2007; Balandyté et al., 2011; Gou et
al., 2022).

A Internalina H (InlH), € uma proteina de superficie ancorada pela sortase A e
regulada por o B estresse-dependente, como a entrada na fase estacionaria, choque
térmico, acidez ou por estresse oxidativo. Esta envolvida na multiplicagéo bacteriana
numa fase sistémica posterior a infecgao precoce in vivo e além disso, a inativagao
de InlH aumenta a produgao de interleucina-6 (IL-6) no figado e no bacgo durante a
infeccdo por L. monocytogenes em camundongos. Sugerindo que a InlH € uma
proteina de superficie induzida pelo estresse que facilita a sobrevivéncia do
patdgeno nos tecidos, moderando a resposta inflamatdria (Personnic et al., 2010).

A Internalina J (InlJ), assim como a InlA, possui um dominio N-terminal de
repeticdo rica em leucina (LRR) e um motivo LPXTG C-terminal caracteristico de

proteinas de superficie ancoradas ao peptidoglicano por uma sortase. No entanto,
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as LRR de InlJ tem uma sequéncia de consenso contendo cisteina diferente
daquelas LRR na InlA. A InlJ ndo é produzida por bactérias cultivadas in vitro em
meio de infusdo cérebro-coracdo ou mesmo se replicando no citosol de células
cultivadas em tecidos. Ao contrario disso, € eficientemente produzida e localizada na
superficie de bactérias presentes no figado e sangue dos animais infectados.
Surpreendentemente, a expressao de inlJ por um promotor heterélogo em L.
monocytogenes ou L. innocua promoveu a adesao bacteriana as células humanas in
vitro. Desse modo, esses achados sugeriram fortemente que InlJ atua como uma
adesina ancorada por sortase expressa especificamente durante a infecgao in vivo
(Sabet et al., 2005; Bierne et al., 2007; Sabet et al., 2008)

Outra internalina associada a superficie, a InlK, mostrou estar envolvida na
capacidade de Listeria escapar da autofagia pelo recrutamento da proteina MVP
(major vault protein) a superficie bacteriana. E uma molécula de quatro dominios
que apresenta o dominio LRR classico em seu N-terminal, que é seguido por trés
dominios cujas dobras sao distintas daquelas identificadas em outras internalinas.
Essa estrutura lembra um “braco dobrado”, com um dominio de reconhecimento do
ligante potencial localizado na regido do “cotovelo”. A InlK foi a primeira internalina
que demonstrou participar na ajuda de um patdgeno bacteriano a escapar da
autofagia através do reconhecimento da proteina do hospedeiro, e a flexibilidade
entre os dominios de sua estrutura alongada pode desempenhar um papel
fundamental nessa fungdo complexa (Neves et al., 2013).

Por meio de gendmica comparativa, foi identificado o gene vip, que codifica
uma proteina de superficie LPXTG ausente nas espécies nao-patogénicas de
Listeria . Este gene é regulado positivamente pelo PrfA, o ativador transcricional dos
principais fatores de viruléncia da Listeria . A proteina Vip esta ancorada na parede
celular de L. monocytogenes pela sortase A e é necessaria para a entrada em
algumas células de mamiferos interagindo com a Gp96, receptor do reticulo
endoplasmatico localizada na superficie das células hospedeiras durante a invasao
e que essa interacdo é critica para uma infecgdo bem-sucedida in vivo (Cabanes et
al., 2005; Martins et al., 2012).

L. monocytogenes se utiliza das hexoses-fosfato da célula hospedeira como
fonte de carbono e energia para fomentar o rapido crescimento intracelular. A
captacédo das hexoses é realizada por Hpt, um homdlogo bacteriano da translocase

de mamiferos, que transporta glicose-6-fosfato do citosol para o reticulo
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endoplasmatico na etapa final da gliconeogénese e glicogendlise. A expressao da

Hpt permease é controlada pelo regulador central de viruléncia PrfA, que ao entrar
nas células hospedeiras induz um conjunto de fatores de viruléncia necessarios para

0 parasitismo intracelular. Desse modo, as duas espécies patogénicas L.
monocytogenes e L. ivanovii , sdo capazes de utilizar glicose-1-fosfato (G1P), ao
contrario das espécies nao-patogénicas, uma vez que a utilizagdo de G1P é
diretamente dependente de PrfA e co-expressa com fator de viruléncia (Hpt)
dependente de PrfA. A glicose, ao contrario, € usada constitutivamente por Listeria
spp. patogénicas e nao-patogénicas. O G1P ¢é um agucar disponivel no
compartimento intracelular do hospedeiro, 0 que sugere que O mecanismo
responsavel por sua utilizacdo pode desempenhar um papel relevante no
parasitismo intracelular por Listeria. Uma vez que, a perda da Hpt resultou em
prejuizo na proliferacdo bacteriana no citosol hospedeiro e numa viruléncia atenuada
em camundongos (Chico-Calero et al., 2002).

A fixagédo as superficies das mucosas € o evento inicial na patogénese de L.
monocytogenes, o gene lapB (Proteina de adeséo Listeria B) codifica uma proteina
de superficie LPXTG que esta ausente de espécies de Listeria ndo-patogénicas. A
expressdo da adesina LapB é regulada positivamente pelo PrfA, e é regulado
positivamente em bacos de camundongos durante a infeccdo. E uma proteina de
superficie ancorada a sortase A, necessaria para adesao e entrada em células de
mamiferos e para viruléncia apds inoculagao intravenosa ou oral em camundongos
(Reis et al., 2010; Reddy et al., 2016).

Ainda no contexto de fixagdo a superficie das mucosas intestinais, a Lap
(Proteina de adesao de Listeria) interage com o seu receptor da célula hospedeira, a
proteina de choque térmico 60 (Hsp60) no lado apical, causando uma disfungao no
epitélio e assim promove a translocagao de L. monocytogenes através da barreira
epitelial. A proteina LAP ativa a sinalizagdao de fator nuclear NF-kB, facilitando a
abertura mediada pela quinase de cadeia leve de miosina (MLCK) da barreira epitelial
por meio da redistribuicdo celular das proteinas juncionais epiteliais claudina-1,
ocludina e E -caderina (Drolia et al., 2018; Drolia et al., 2020).

A superficie celular de L. monocytogenes é rica em proteinas que tornam o
mecanismo de invasao do patdégeno complexo, o gene aut, codifica uma proteina

Auto de 572 aminoacidos contendo uma sequéncia sinal, um dominio de autolisina
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N-terminal e um dominio de ancoragem na parede celular C-terminal composto por
quatro moédulos GW. O gene aut é expresso independentemente do regulador do
gene de viruléncia PrfA e codifica uma proteina de superficie com atividade
autolitica. No estudo de Cabanas e colaboradores (2004), foram mostradas
evidéncias de que Auto é necessario para a entrada de L. monocytogenes em
células eucaridticas nao-fagociticas cultivadas. A baixa invasividade de um mutante
de delecao aut correlacionou-se com a sua viruléncia reduzida apds inoculagao
intravenosa de camundongos e infeccdo oral de cobaias. Durante a infeccéo, a
atividade autolitica do Auto também pode ser critica. No estudo de Betchel e
colaboradores (2021), foi realizada uma analise genémica de 504 cepas de L.
monocytogenes em diferentes grupos de alimentos disponiveis publicamente e foi
constatada delecao total ou parcial de aut em determinada populagdo da bactéria,
sugerindo que de L. monocytogenes pode apresentar associagées com alimentos
especificos, como os queijos e que o conteudo génico pode contribuir para esse
padrao (Cabanes et al., 2004; Bechtel & Gibbons, 2021).

Outro fator de adesdo encontrado na espécie é codificado pelo gene ami,
uma amidase autolitica de L. monocytogenes que é direcionada para a superficie
bacteriana através de seu dominio de ancoragem na parede celular C-terminal
(CWA). Milohani e colaboradores (2004) observaram que cepas nocautes de ami
exibiram adesao significativamente menor a células eucariéticas em comparagao
com o tipo selvagem, indicando fun¢des de ami na ligagéo a células hospedeiras. No
estudo de Bechtel e Gibbons (2021), o gene ami sofreu delegbes totais ou parciais
assim como a autolisina Aut, sugerindo populagdes genéticas com conteudo génico
especifico para determinados nichos de alimentos (Milohanic et al., 2004; Bechtel &
Gibbons, 2021).

AgrC/AgrA é um sistema regulatério de dois componentes que faz parte do
sistema de comunicagédo Agr. Inicialmente descrito em Staphylococcus aureus, esse
sistema de comunicacgdo célula a célula € organizado como um operon de quatro
genes, agrBDCA. AgrB é uma proteina ligada a membrana que processa o
propeptideo AgrD em um peptideo autoindutor maduro (AIP). A deteccdo de AIP
pela histidina quinase AgrC induz a regulacao transcricional através da ativagao do
regulador AgrA. Atualmente, o papel na adaptacdo de L. monocytogenes ao seu
ambiente, € apenas parcialmente compreendido. No entanto, quando Vivant e

colaboradores (2015) submeteram uma cepa selvagem de L. monocytogenes e uma
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cepa mutante com delegcdo de AgrA a diferentes microcosmos, a cepa contendo a
delecao apresentou sobrevivéncia significativamente reduzida nos microcosmos de
solo bidtico, e as analises do transcriptoma mostraram grandes alteracbes do
transcriptoma na cepa com delecdo de agrA, enquanto as variagdes nos
transcriptomas entre o tipo selvagem e o mutante AagrA foram modestos sob
condigdes abidticas. Em ambientes bidticos do solo, 578 genes codificadores de
proteinas e um extenso repertério de RNAs nao codificantes (ncRNAs) foram
transcritos diferencialmente. A transcricdo de genes que codificam proteinas
envolvidas no envelope celular e em processos celulares, incluindo o sistema
fosfotransferase e transportadores ABC, e proteinas envolvidas na resisténcia a
peptideos antimicrobianos foi afetada. Sob condigcbes de solo esterilizado, as
diferencas foram limitadas a 86 genes e 29 ncRNAs. Esses resultados sugerem que
o regulador de resposta AgrA do sistema de comunicagdo Agr desempenha papéis
importantes durante a vida saprofitica de L. monocytogenes no solo. Alguns estudos
mostram que o sistema de comunicagao Agr de L. monocytogenes esta envolvido na
adesao a superficies abidticas nos estagios iniciais da formacdo de biofilmes e
durante a infecgdo do hospedeiro mamifero (Riedel et al., 2009; Vivant et al., 2014;
Vivant et al., 2015).

OppA € uma lipoproteina ligada a superficie da célula importante para a
adaptacao de L. monocytogenes e outras bactérias ao frio, participa de uma série de
processos: absor¢do bacteriana de nutrientes, reciclagem da parede celular
peptideos, renovacdo de peptidoglicanos e deteccdo do meio via peptideos
especificos ou inespecificos (Goodell & Higgins, 1987; Borezee et al., 2000; Schliep
et al.,, 2012). Borezee e colaboradores (2000) relataram que uma cepa de L.
monocytogenes mutante para oppA foi incapaz de usar peptideos com mais de trés
residuos, demonstrando que OppA medeia o transporte de oligopeptideos para
dentro da célula. A extensao do turnover de peptidoglicano permaneceu inalterada
em mutantes sem oppA, indicando que os fragmentos peptidicos reciclados por
OppA sdao responsaveis por apenas uma pequena parte das vias de reciclagem em
Escherichia coli e outras bactérias gram-negativas (Reith & Mayer, 2011). Apesar
disso, varios estudos relataram que algumas cepas de L. monocytogenes mostraram
niveis mais elevados de transcritos de oppA em células de fase estacionaria
cultivadas a 4°C e, resultados recentes mostraram que nao sao todas as cepas de L.

monocytogenes que superexpressam OppA quando cultivadas em baixas
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temperaturas (Chan et al., 2007; Cacace et al., 2010; Cabrita et al., 2013). OppA
também pode estar envolvida na formagao de biofiimes. Um estudo realizado com
Vibrio fluvialis mostrou que tanto em meios ricos quanto em meios minimos
contendo peptona ou triptona, um mutante oppA formava biofilmes em niveis mais
altos do que a cepa selvagem (Lee et al., 2004). Um trabalho recente relatou que um
suposto transportador ABC, uma permease, apresenta 99% de similaridade com a
OppA, esta envolvida na regulagdo negativa da formagdo de biofilmes de L.
monocytogenes (Zhu et al., 2008; Zhu et al., 2011). O sistema opp em L.
monocytogenes pode explicar a contaminagdo de queijo e outros alimentos lacteos
fermentados por este patdgeno. Na verdade, esses tipos de alimentos contém uma
ampla variedade de peptideos, variando de 4 a pelo menos 18 residuos gerado
pelas proteinases associadas ao envelope das células lactocécicas (Borezee et al.,
2000; Detmers et al., 1998). No entanto, Cabrita e colaboradores (2013) n&o
conseguiram detectar esta proteina no sobrenadante de uma cultura a 11°C de uma
cepa persistentemente presente em ambiente de queijaria. O fato de que esta
estirpe ndo depende dessa proteina para a captacdo de oligopeptideos pode ter
contribuido para sua persisténcia no ambiente frio da industria de laticinios. Estudos
feitos em E. coli mostraram que mutagdes sem sentido ou redugdes transcricionais
em OppA podem fornecer resisténcia a antibidticos aminoglicosideos, como
canamicina, estreptomicina, isepamicina e neomicina. A maioria dessas cepas
resistentes apresentaram reducdo ou niveis indetectaveis de OppA (Acosta et al.,
2000; Kashiwagi et al., 1998). OppA se liga a analogos peptidicos toxicos e os
transporta para o interior da célula. Semelhante a outras bactérias como Bacillus
subtilis (Solomon et al., 2003), OppA medeia o transporte do derivado peptidico
toxico bialaphos em L. monocytogenes. Outros antibidticos, como bacilisina,
fosfinotricil € vancomicina entram nas células via um transportador peptidico, que é
significativo para o desenvolvimento de antimicrobianos direcionados aos sistemas
de importagcao ABC (Eirich et al., 2011; Garmory & Titball, 2004).

O viruloma de L. monocytogenes possui mais de 70 genes de viruléncia e em
sua grande maioria ainda pouco conhecidos. Apenas os principais e com fungdes
mais bem definidas foram descritos e abordados acima. Listeria € um patdgeno com
grande plasticidade em seu arcabougo genético, permitindo adaptar-se a
ecossistemas diversos e isso se deve aos seus sistemas regulatérios Sigma (o) B e

PrfA, que assim ativam mecanismos de sobrevivéncia que ajudam a superar as
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condigdes adversas dentro do hospedeiro, e como num mecanismo ‘liga e desliga”

alterna entre um microrganismo sapréfito inofensivo para um patégeno altamente

competente.

Nosso estudo, através do sequenciamento do genoma completo, analisou

cepas de L. monocytogenes circulantes de diferentes regides do pais e periodos,

possibilitando um maior entendimento da relagdo genémica entre elas e o seu perfil

de viruléncia (Quadro 7).

Quadro 7. Lista dos genes de viruléncia abordados no estudo e suas respectivas funcoes

Gene

Fungao

Aderéncia Bacteriana

ami adesao e viruléncia da célula hospedeira

ditA adesao e viruléncia da célula hospedeira

fbpA adesao e invasao da célula hospedeira

lap adesao da célula hospedeira

lapB adesao e invasao da ceélula hospedeira

Invasao

aut entrada em células eucaridticas e viruléncia

aut IVb entrada em células eucaridticas e viruléncia

cwhA entrada em células eucaridticas e viruléncia

IpeA entrada em células eucarioticas

vip entrada em células eucarioticas e viruléncia
Sobrevivéncia intracelular

hpt replicagao intracelular

IpIA1 replicacao intracelular

OppA crescimento a baixa temperatura e sobrevivéncia
intracelular

prsA2 relevante para a infecgao da célula hospedeira
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Gene Funcao

purQ replicacao intracelular

SVpA sobrevivéncia intracelular

Regulacgao da transcricao e tradugao

agrA adaptacao as condi¢gdes ambientais

agrC adaptacao as condi¢gdes ambientais

cheA proteina de quimiotaxia

cheY proteina de quimiotaxia

fur regulador de viruléncia

lisK crescimento e adaptacao a baixas temperaturas,

tolerancia ao estresse e viruléncia

lisR crescimento e adaptacao a baixas temperaturas,
tolerancia ao estresse e viruléncia

sigB adaptacao a estresse

stp regula EF-Tu e controla a sobrevivéncia bacteriana
no hospedeiro infectado

VirR regulon de viruléncia, também medeia a resisténcia
contra compostos antimicrobianos

virS medeia a resisténcia contra compostos
antimicrobianos

Ancoragem de Proteinas de Superficie

Igt crescimento intracelular e controle da liberagc&o de
lipoproteinas

IspA maturacao da lipoproteina
SrtA ancoragem celular
srB ancoragem celular

Modulagao Imune

intA escape do sistema imune e viruléncia




Gene

Funcao

Modificagao de peptidoglicano

oatA escape do sistema imune e viruléncia
pdgA viruléncia bacteriana e evasao do sistema imune inato
do hospedeiro
Resisténcia a Bile
bsh sobrevivéncia e persisténcia intestinal
mdrivi resisténcia a antibidticos e outros compostos toxicos e
resposta imune do hospedeiro
Formacao de Biofilme e Viruléncia
comK formagao de biofilme e viruléncia

Fonte: Banco de dados BIGSDB-Lm, Instituto Pasteur
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2. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Listeria monocytogenes é um patdégeno de origem alimentar que pode causar
infeccbes graves em humanos, particularmente em populagdes vulneraveis, como
mulheres gravidas, recém-nascidos e individuos imunocomprometidos. No Brasil, a
listeriose ndo € uma doenga de notificagdo obrigatéria, mesmo com a publicagao de
estudos que evidenciam a presenga do patdégeno nos alimentos e a ocorréncia de
casos de listeriose ao longo dos anos. Compreender a diversidade genética e a
relacao filogenética das cepas de L. monocytogenes pode ajudar a identificar fontes
potenciais de contaminacdo e rotas de transmissdo, o que poderia favorecer as
intervengdes de saude publica e contribuir para a prevencao de possiveis surtos.

A caracterizagdo do viruloma (genes de viruléncia) das cepas de L.
monocytogenes pode fornecer informagdes sobre a patogenicidade de diferentes
cepas e 0 seu potencial de causar quadros clinicos severos. Como vem sendo
relatado na literatura internacional, alguns complexos clonais estdo associados a
casos clinicos envolvendo cepas com maior potencial de viruléncia.

Ainda mais, comparar as relagdes filogenéticas e o viruloma de isolados de L.
monocytogenes de diferentes fontes pode ajudar a identificar cepas com
caracteristicas em comum e possiveis reservatorios do patdgeno, o que poderia
contribuir para a implementacdo de medidas de seguranga alimentar e assim,

prevenir infecgdes humanas.
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OBIJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Determinar os genes de viruléncia e os complexos clonais presentes
em cepas de L. monocytogenes selecionadas da Colecdo de Listeria
(CLIST/IOC/FIOCRUZ) em seus diferentes nichos ecoldgicos através da
analise dos dados de sequenciamento de genoma total e do uso de

ferramentas de bioinformatica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar as cepas de L. monocytogenes da Colecdo de Listeria

(CLIST/IOC/Fiocruz) quanto ao repertorio de genes de viruléncia.
e Caracterizar a diversidade filogenética das cepas de L. monocytogenes

de origem humana, alimentar e ambiental da Colecao de Listeria
(CLIST/IOC/Fiocruz)
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4.

MATERIAL E METODOS

a. Cepas Bacterianas

Sessenta e quatro cepas de L. monocytogenes provenientes da
Colecao de Listeria (CLIST) do Laboratério de Zoonoses Bacterianas, Instituto
Oswaldo Cruz-FIOCRUZ/RJ foram submetidas ao sequenciamento do genoma
total em 2017. No entanto, 7 dessas cepas nao apresentaram cobertura
suficiente para realizar a montagem do genoma. Em 2021, duas cepas de L.
monocytogenes foram sequenciadas e acrescentadas ao estudo. E no ano
seguinte, um novo sequenciamento foi realizado num total de 24 cepas, das
quais, foram incluidas 17 novas cepas e a repeticdo do sequenciamento das 7
cepas que apresentaram baixa cobertura do genoma em 2017.

O estudo abrangeu um total de 83 cepas de L. monocytogenes
sequenciadas que foram isoladas previamente de alimentos (31), ambiente de
processamento de alimentos (3) e casos clinicos (49) entre os anos de 1977 a
2021 nos estados de Sao Paulo (39), Rio de Janeiro (24), Rio Grande do Sul
(10), Pernambuco (3), Espirito Santo (2), Bahia (2), Paraiba (1), Santa Catarina
(1) e no Distrito Federal (1). As cepas foram previamente identificadas por testes
bioquimicos e/ou por PCR multiplex conforme Doumith e colaboradores (2004).

As cepas inicialmente incluidas no estudo s&o provenientes da Dissertacéo
de Mestrado intitulada “Listeria monocytogenes: sorotipos, genes de viruléncia e
relagdo genética entre amostras de origem humana e de alimentos no Brasil”,
concluida em 2015 (158). Naquela ocasido, foram selecionadas todas as 57
cepas clinicas (no periodo de 1975 a 2013) depositadas na Colegao de Listeria
(CLIST) e 43 cepas isoladas de alimentos. O critério de selegao para incluséao
destas cepas de alimentos no presente estudo foi: selecionar uma cepa por
sorotipo de acordo com a data e local de isolamento, no periodo de 2001 a 2013
de acordo com a disponibilidade das mesmas na CLIST. Utilizou-se como critério
de inclusdo uma cepa de L. monocytogenes pertencente, pelo menos, a cada um
dos 56 pulsotipos encontrados na dissertagdo e a inclusdo das cepas envolvidas

no surto de listeriose no Rio de Janeiro em 2008. Durante o periodo presente do
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estudo, surgiu a oportunidade de sequenciar 19 novas cepas. Estas
contemplaram cepas isoladas em anos mais recentes e depositadas na CLIST.

A Colecao de Listeria (CLIST) do Laboratério de Zoonoses Bacterianas,
Instituto Oswaldo Cruz-FIOCRUZ/RJ é membro da World Federation for Culture
Collections (WFCC) sob o numero WDCM 947 e todas as cepas da Colegéo
bacteriana estdo mantidas por criopreservacdo em caldo Brain Heart Infusion
(BHI) acrescido de glicerol a 20% em freezer a -80°C. As cepas da CLIST,
incluindo as utilizadas no estudo, foram anteriormente identificadas de forma
fenotipica e molecular, e sao oriundas de Instituicbes de Ensino Superior e de
Pesquisa, Laboratérios Centrais de Saude Publica (LACEN), hospitais,
laboratérios clinicos, ambiente e de industrias alimenticias de diversas regides do

Brasil.

b. Sequenciamento do Genoma Total de L.monocytogenes

O DNA genbmico das cepas de L. monocytogenes foi purificado com o Kit
Dneasy Blood and Tissue (Qiagen, Valencia, Califérnia, EUA). O DNA obtido foi
quantificado utilizando o fluorimetro QUBIT (Life Technologies, Carlsbad,
Califérnia, EUA). O Kit Nextera XT (lllumina, San Diego, Califérnia, EUA) foi
empregado para o preparo da biblioteca de DNA genémico. O sequenciamento
de DNA foi realizado nas plataformas HiSeq 2500 (lllumina Inc., San Diego,
Califérnia, EUA) da Policlinica Piquet Carneiro-UERJ e MiSeq (lllumina Inc., San
Diego, Califérnia, EUA) da Rede de Plataformas Tecnoldgicas (RTP) do Instituto
Oswaldo Cruz (I0C)- FIOCRUZ/RJ.

As leituras obtidas com o sequenciamento foram processadas através do
programa fastp versdo 0.23.2 (Chen et al., 2018). O programa Mash versao 2.3
(Ondov et al., 2016) foi utilizado para analisar as leituras em relacédo a cobertura
esperada dos genomas e a identidade das cepas contra os genomas do GTDB
langamento 207 (Parks et al., 2021). Assim, somente as cepas de L.
monocytogenes com cobertura de leitura superior a 20X foram selecionadas para
a montagem dos genomas através do programa Unicycler versao v0.5.0 (Wick et
al., 2017) e nas subsequentes analises. As métricas das montagens gendémicas

foram avaliadas com o programa QUAST versé&o 5.1.0rc1 (Gurevich et al., 2013).
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Os genomas obtidos foram anotados com o programa PGAP versao
2022-04-14.build 6021 (Tatusova et al., 2016).

c. Tipificagao das cepas

A analise in silico foi realizada a partir da montagem dos genomas de L.
monocytogenes, utilizando 0 programa MLST versao 2.21
(https://github.com/tseemann/mist) contra o esquema de tipificacdo listeria_2 do
PubMLST (Jolley, Bray, & Maiden, 2018). Os complexos clonais (CC) e os
Multi-Locus Sequence Type (ST) foram caracterizados a partir de sete genes
conservados analisados, abcZ (codifica o transportador ABC), bgl/A
(beta-glucosidase), cat (catalase), dapE (succinil diaminopimelato desuccinilase),
dat (D-aminoacido aminotransferase), Idh lactato desidrogenase e a [hkA
(histidina quinase).

A analise dos sorotipos das cepas sequenciadas foi realizada com o programa
LisSero versdao 0.4.9 (Doumith et al., 2004). O programa JolyTree versao
2.1.211019ac foi utilizado na construgdo da arvore filogenética das cepas
sequenciadas (Criscuolo, 2020). A analise da arvore filogenética utilizando as
sequéncias gendbmicas de L. monocytogenes foi baseada em MinHash, utilizada
para reduzir sequéncias grandes (ou conjuntos de sequéncias) a representagdes
de esbogo compactadas. Dessa forma, a similaridade das sequéncias originais

pode ser rapidamente estimada (Ondov et al., 2016).

d. Viruloma de L.monocytogenes

A analise in silico dos genes envolvidos na viruléncia de L. monocytogenes foi

obtida através do software ABRIicate (https://github.com/tseemann/abricate) versao
1.0.1 contra o banco de dados BIGSdb-Lm (Moura et al., 2016). No estudo, foi

analisada a presenca de genes envolvidos na invasao celular, adesao, sobrevivéncia

intracelular, regulagao da transcri¢cao e traducao.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizagao das cepas de L. monocytogenes

Das 83 cepas da Colegcdao de Listeria sequenciadas, 72 cepas foram
classificadas como L. monocytogenes, duas cepas foram caracterizadas como
outras espécies de Listeria, a cepa CLIST 4610 foi classificada como L. innocua e a
CLIST 4778 como L. kieliensis. A cepa CLIST 2929 foi identificada como
Streptococcus oralis. Desse modo, todas as cepas nao caracterizadas como L.
monocytogenes foram excluidas das analises subsequentes.

As cepas CLIST 0715, CLIST 0720, CLIST 1015, CLIST 2161, CLIST 2164,
CLIST 2167, CLIST 2168, CLIST 3720 nao apresentaram cobertura suficiente para a
montagem dos genomas (<20x) e por esse motivo, foram excluidas do estudo.

A montagem gendmica foi realizada nas 72 cepas de L. monocytogenes,
apresentando um tamanho médio de 2.944.098 pares de bases e uma média de
61,5 contigs com conteudo médio de citosina-guanina de 37,91%. Os genomas
possuem em média 2.927 genes, sendo 2.889,47 genes codificantes, 47,04 RNAs e
25,54 pseudogenes. Todas as montagens se mostraram completas em relagdo ao
conteudo de genes (>= 95%) e livres de contaminagao (< 5%) pela analise com o
programa CheckM.

As 72 cepas de L. monocytogenes foram isoladas de casos clinicos (43), de
alimentos (26) e de ambientes de processamento de alimentos (3). As cepas foram
enviadas ao Laboratério de Zoonoses Bacterianas e depositadas na Colegao de
Listeria do Instituto Oswaldo Cruz (IOC) para o diagnostico laboratorial conclusivo.
Os isolamentos ocorreram entre 1977 e 2021, sendo proveniente dos estados de
Sao Paulo (n=31), Rio de Janeiro (n=23), Rio Grande do Sul (n=9), Espirito Santo
(n=2), Pernambuco (n=3), Bahia (1), Distrito Federal (n=1), Paraiba (1) e Santa
Catarina (n=1) (Tabela 1).

Dentre as cepas clinicas humanas, o liquido cefalorraquidiano foi o espécime
predominante entre os isolados (n=20), seguido de sangue (n=18), conforme a
Tabela 2. Trés cepas foram isoladas de ambientes de produgao dos alimentos, como

ralo de processamento, piso da sala de salmoura e o ralo do chuveiro de ambiente
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de cozimento (Tabela 3). Nos alimentos a principal fonte de isolamento foram os

laticinios (n=9), seguida de saladas (n=6) como observado na Tabela 4.

Tabela 1. Distribuicdo das 72 cepas de L. monocytogenes em diferentes anos e Estados

Estado Periodo de Isolamento

1977-1980 1981-1990 1991-2000 2001-2010 2011-2021  Total(%)

Sé&o Paulo 8 3 5 13 2 31 (43)
Rio de Janeiro 0 1 2 12 8 23 (32)
Rio Grande do Sul 0 0 0 4 5 9(13)
Pernambuco 2 0 0 0 1 3(5)
Espirito Santo 0 0 0 1 1 2 (3)
Bahia 0 0 0 0 1 1(1)
Paraiba 0 0 0 1 0 1(1)
Santa Catarina 0 0 0 0 1 1(1)
Distrito Federal 0 1 0 0 0 1(1)
Total (%) 10 (13) 5(7) 7 (10) 31 (43) 19 (27) 72 (100)
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Tabela 2. Distribuicdo das 43 cepas clinicas de L. monocytogenes segundo os espécimes clinicos

Estado Espécimes Clinicos

Liquor Sangue Liquido Placenta Fezes  Total (%)

(%) (%) peritoneal (%) (%)
(%)

Sé&o Paulo 1 5 0 0 0 16 (37)
Rio de Janeiro 4 10 2 0 1 17 (40)
Rio Grande do 2 1 0 1 0 4 (9)
Sul

Pernambuco 0 2 0 0 0 2 (5)
Espirito Santo 1 1 0 0 0 2 (5)
Paraiba 1 0 0 0 0 1(2)
Distrito Federal 1 0 0 0 0 1(2)
Total (%) 20 19 2 1 1 43 (100)

Tabela 3. Distribuicdo das 3 cepas de L. monocytogenes isoladas em ambiente de processamento de
alimentos

Estado Ambiente de Produgao de Alimentos
Ralo da sala do Piso da Sala Ralo do Chuveiro  Total (%)
processamento de Salmoura  de Cozimento
Rio Grande do Sul 1 1 0 2 (67)
Rio de Janeiro 0 0 1 1(33)
Total (%) 1(33) 1(33) 1(33) 3 (100)

95



Tabela 4. Distribuicdo das 26 cepas de L. monocytogenes isoladas de alimentos

Estado Alimentos

Salada Laticinio Embutido  Prato Pronto Produto Total (%)

carneo

Sé&o Paulo 4 1 1 5 4 15 (58)
Rio de Janeiro 1 4 0 0 0 5(19)
Rio Grande do 0 3 0 0 1 4 (15)
Sul
Bahia 1 0 0 0 0 1(4)
Santa Catarina 0 1 0 0 0 1(4)
Total (%) 6 9 1 5 5 26 (100)

5.2. Tipificagcao Molecular das cepas L. monocytogenes

A arvore filogenética baseada em MinHash foi obtida a partir das sequéncias
gendmicas de L. monocytogenes, observada na Figura 3, permitiu estimar a
similaridade entre as cepas de L. monocytogenes presentes no estudo. A analise in
silico de MLST das 72 cepas de L. monocytogenes revelou a presenga de 11
Complexos Clonais, com a predominancia do Complexo Clonal 3 (18 cepas),
seguidos dos CCs em frequéncia decrescente: CC1 (15), CC2 (11), CC218 (10),
CC9 (9), CC59 (2), CC155 (2), CC8 (2), CC7 (1), CC4 (1) e CC315 (1) (Figura 4 e
Figura 5). Na distribuicdo dos CC nos diferentes Estados, observou-se que os
complexos clonais CC1, CC3 e CC218 foram encontrados predominantemente em
cepas oriundas de Sao Paulo e do Rio de Janeiro (Figura 6).

O complexo clonal prevalente nas cepas do estudo foi o CC3 (18 cepas),
observado tanto nas cepas isoladas de alimentos quanto nas cepas clinicas. No
grupo selecionado para o estudo, o CC3 foi primeiramente observado em uma cepa
de liquor em Sao Paulo no ano de 1977, permaneceu sendo observado em cepas
clinicas do mesmo estado até 1981. Mais tardiamente, o CC3 foi observado no Rio

de Janeiro em 2000 em uma cepa de hemocultura de um recém nato, em duas
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cepas de queijo em 2005 e 2006, e no ano de 2008, em 4 cepas de L.
monocytogenes isoladas de amostras clinicas envolvidas em um surto de listeriose
hospitalar no Rio de Janeiro (Figura 7).

O surto de listeriose ocorrido em 2008 em uma unidade hospitalar do Rio de
Janeiro envolvendo 6 pacientes foi descrito anteriormente por Martins e
colaboradores (2010). Quatro cepas de L. monocytogenes isoladas desses
pacientes foram analisadas no presente estudo. Foi observado que todas as cepas
pertencem ao CC3, com uma cepa tendo sido recuperada de liquido peritoneal e as
demais recuperadas do sangue do paciente (Tabela 5). Na arvore filogenética, foi
observada a proximidade genética entre as cepas do surto hospitalar (CLIST 2085,
CLIST 2088, CLIST 2083, CLIST 2082), e além disso, uma alta relagao filogenética
entre a cepa CLIST 2169 (RJ-2000-sangue) e a cepa CLIST 2083
(RJ-2008-sangue).

Ainda no clado que compreende o CC3, observou-se alta relagao entre a
CLIST 2170 isolada de liquor na Paraiba em 2001 e a CLIST 1400 isolada de
alimento no Rio de Janeiro em 2006. As cepas de origem clinica CLIST 3710, CLIST
3718, CLIST 3713 e CLIST 3708, isoladas em anos subsequentes em S&o Paulo
(1977-1981) também revelaram alta proximidade filogenética, e a cepa CLIST 3981,
isolada de alimento no Rio de Janeiro em 2005 revelou alta relagdo com a cepa
CLIST 3708 (Figura 8).

No Rio de Janeiro, o CC1 foi observado em casos de listeriose em diferentes
anos (1990, 1995, 2014 e 2017), mas nao foi obtida nenhuma cepa de fonte
alimentar do Estado no grupo do estudo (Figura 9). No entanto, a cepa clinica
CLIST 4496 isolada no Rio de Janeiro em 2017 esta altamente relacionada as cepas
de alimento no estado de S&o Paulo de 2009 (CLIST 0663/prato pronto e CLIST
0678/salada pronta) inserida no mesmo clado. Em S&o Paulo, o CC1 foi observado
em uma cepa de liquor, quatro cepas de saladas prontas para o consumo e pratos
prontos em 2009, e 1 prato pronto para o consumo em 2011 (Figura 10).

A cepa CLIST 3620, isolada de queijo em SP/2013 e a CLIST 3960, isolada
de sangue no RJ/2014 revelaram grande proximidade filogenética. Além disso, foi
possivel observar um agrupamento formado por duas cepas clinicas: CLIST 2934 e
CLIST 2938, isoladas em Sao Paulo no ano de 1982 e Rio de Janeiro em 1995,

respectivamente (Figura 10).
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O CC2 foi observado em 2 cepas clinicas em Sdo Paulo (1977), alimentos no
Rio Grande do Sul em 2002 e 2011, e em cepas clinicas em 2010 e 2014, uma cepa
isolada de alimento na Bahia (2014), e no Rio de Janeiro foi observado em cepas
clinicas em 2006, 2012 e 2021. No ano de 2021, foi observado o CC2 na cepa
CLIST 4774, isolada de sangue e o mesmo clone foi isolado de uma cepa de ricota
(CLIST 4775). Essas cepas isoladas mais recentemente, ficaram agrupadas a uma
cepa clinica isolada de liquor no Rio de Janeiro em 2012 (CLIST 0001) (Figura 11).

O CC218 foi observado em Sao Paulo a partir de 2 casos de listeriose em
uma unidade hospitalar em 1992 e 3 casos nessa mesma unidade em 1997. No
entanto, o CC218 foi observado somente em uma cepa de prato pronto isolada em
2001 no mesmo Estado. Ademais, o CC218 foi observado em casos de listeriose
oriundos de outros estados da regido sudeste com grande relagdo genética e
isolados em diferentes anos (CLIST 2930, CLIST 0629 e CLIST 2087) (Figura 12).

As cepas CLIST 2940, CLIST 2943, CLIST 3987, CLIST 2946, CLIST 2944,
CLIST 2945 e CLIST 3945 formaram um agrupamento de cepas clinicas isoladas em
Sao Paulo (1992 e 1997), no Rio de Janeiro (2014) e uma cepa de alimento isolada
em Sao Paulo (2001) (Figura 13).

A primeira observagao do CC9 foi em 1978, um caso clinico em Pernambuco
e outro em Sao Paulo, posteriormente, foi isolado nos Estados de S&do Paulo e Rio
de Janeiro nos anos de 1985, 2001, 2008, 2011 e 2016 de espécimes clinicos,
alimentos e ambiente de produgao de alimentos. O isolamento mais recente foi em
2016 no Rio de Janeiro, mais especificamente, de um swab coletado do ralo de
cozimento da area de producéao (Figura 14).

Duas cepas (CLIST 3980 e CLIST 2088) isoladas no Rio de Janeiro a partir
de uma amostra de ricota (2005) e sangue (2008), respectivamente, tiveram as
sequéncias genémicas enviadas ao Instituto Pasteur e foram caracterizadas como
novos ST, descritos neste estudo. A cepa CLIST 3980 pertence ao CC155 e ST
1434, ja CLIST 2088 pertence ao CC3 e ST 1435 e estava envolvida no surto de

listeriose hospitalar ocorrido em 2008 no Estado.
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Figura 3. Arvore Filogenética das 72 cepas de L. monocytogenes sequenciadas utilizando o
Programa Jolytree versao 2.1.211019ac

N° cLsT UF Ano Fonte Sequence Type Complexo Clonal Linhagem Sorotipo

s oo CLISTOBE3 sp 2009 alimento 1 cc1 | 4b, 4d, 4e

8 -+ CLISTOB78 SP 2009 alimento 1 e | I 4b, 4d, de
- CLISTOB8T SP 2009 alimento 1 cc1 I 4b, 4d, 4e
wsesnnnns s CLISTA496 Rl 2017 clinica 1 1 1 4b, 4d, 4e
««CLISTOTOB SP 2009 alimento 1 1 1 4b, 4d, 4e

- CLIST1018 sp 2011 alimento 1 cc1 1 4b, 4d, de

vesrnes s CLISTITO06 Rl 1990 clinica 1 cc1 1 4b, 4d, de
«xes 0 CLISTIT05 PE 2012 clinica 1 cc1 1 4b, 4d, 4e

% ++ CLIST3620 P 2013 alimento 1 cc1 1 4b, 4d, de
[. vesssnas s OLIST3960 Rl 2014 clinica 1 o1 1 4b, 4d, 4e
......... CLIST2934 SP 1982 clinica i cc1 I 4b, 4d, 4e
revenaas CLIST2938 RI 1995 clinica 1 cc1 | 4b, 4d, de
b cisnaaai CLIST2135 DF 1989 clinica 1 cc1 I 4b, 4d, 4e
CLIST0044 sC 2012 alimento 1 cc1 1 4b, 4d, de

-« CLIST3601 RS 2013 clinica 1 cc I 4b, 4d, 4e

v+ CLIST3837 RS 2014 ambiente 219 cca | 4b, 4d, de
CLIST2940 P 1992 clinica 218 cc218 1 4b, 4d, 4e*
oo GLIST2943 SP 1992 clinica 218 cc218 | 4b, 4d, de*
CLIST3987 SP 2001 alimento 218 cc218 1 ab, 4d, 4e*
CLIST2946 P 1997 clinica 218 cc218 | 4b, 4d, de*
. ++ CLIST2944 sp 1997 clinica 218 cc218 1 4b, 4d, de*
irnsbene < CLIST2945 P 1997 clinica 218 cc218 1 4b, 4d, 4e*
ce-eas CLIST3925 RI 2014 clinica 218 cc218 | 4b, 4d, de*
-« CLIST2930 RI 2004 clinica 218 cc218 1 4b, 4d, de*
cereeennnn CLISTOG29 ES 2010 clinica 218 cc218 1 4b, 4d, de*
RI 2008 clinica 218 cc218 1 4b, 4d, de*

+« CLIST3807 RS 2014 clinica 2 cc2 1 4b, 4d, 2e

| [ ....... - CLIST3717 P 1977 clinica 2 ccz 1 4b, 4d, 4e
........ CLIST2936 SP 1977 clinica 2 cc2 1 4b, 4d, 4e
L -+ CLIST3800 BA 2014 alimento 2 ce2 | 4b, 4d, de
b« oo OLIST3985 RS 2002 alimento 2 cc2 1 4b, 4d, de
e OLISTATT4 RI 2021 clinica 2 cc2 | 4b, 4d, 4e

<« CLIST4775 Rl 2021 alimento 2 cc2 | 4b, 4d, 4e

crennen s CLISTO001 RI 2012 clinica 2 2 1 4b, ad, 2e
Loooonenaan CLIST0438 RS 2010 clinica 2 cc2 1 4b, 4d, 4e
-+ CLIST2932 RI 2006 clinica ¥ cc2 | 4b, 4d, de

. CLIST1071 RS 2011 alimento 145 cc2 1 4b, 4d, de
......... CLIST0586 sp 2010 alimento 520 cc3ns 1 1/2b,3b,7
. ++ CLIST3710 P 1979 clinica 3 cc3 | 1/2b,3b, 7
««++ CLIST3T18 P 1977 clinica 3 cc3 1 1/2b,3b,7
+«CLIST3713 P 1978 clinica 3 cc3 | 1/2b,3b, 7
- CLIST3708 P 1981 clinica 3 cc3 1 1/2b, 3b, 7
-+ CLIST3981 Rl 2005 alimento 3 cc3 | 1/2b,3b,7
-+ CLIST2933 sp 1980 clinica 3 cc3 1 1/2b, 3b, 7
++CLIST3984 SP 2004 alimento 3 cc3 I 1/2b,3b, 7
<« CLIST3T15 PE 1978 clinica 3 cc3 1 1/2b, 3,7
<« CLIST2170 PB 2001 clinica 3 cc3 1 1/2b,3b, 7
++ CLIST1400 R 2006 alimento 3 cc3 | 1/2b,3b, 7
-+ CLIST2557 P 2008 alimento 3 ce3 | 1/2b, 3b, 7
-+ CLIST2085 Rl 2008 clinica 3 cc3 | 1/2b,3b,7
-+ CLIST2088 RI 2008 clinica 1435 cc3 | 1/2b, 3b, 7
-+ CLIST2083 RI 2008 clinica 3 cc3 1 1/2b,3b, 7
- CLIST2169 Rl 2000 clinica 3 cc3 | 1/2b,3b, 7
«+ CLIST2082 RI 2008 clinica 3 [alec] | 1/2b,3b, 7
-+ CLIST3711 P 1979 clinica 3 cc3 1 1/2b, 3b, 7
++CLIST3236 P 2006 alimento 3 cc3 1 1/2b,3b, 7
-+ CLIST2876 P 2007 alimento 59 €csa 1 1/2b,3b,7
-+ CLIST3838 RS 2014 ambiente 59 €cs9 1 1/2b,3b, 7

+++ CLIST0305 ] 2011 alimento 122 cc9 ] 1/2¢,3¢

-+ -+ CLIST3986 sp 2001 alimento B cc9 ] 1/2¢, 3¢

-+« CLIST3988 SP 2001 alimento 9 [oe] ] 1/2¢, 3¢

-+ CLIST2071 RI 2008 clinica 9 ccg ] 1/2¢, 3¢

«« CLIST2379 R 2008 clinica 9 co ] 1/2a, 3a

«++ CLIST3712 sP 1978 clinica 9 cco ] 1/2¢, 3¢

-+ CLIST3714 PE 1978 clinica 9 cc9 " 1/2¢, 3¢

-« CLIST4318 Rl 2016 ambiente 9 cco n 1/2¢, 3¢

- CLIST2144 P 1985 clinica 9 cc9 i 1/2a, 3a

[ -+ CLIST0238 ES 2011 clinica 1297 ccs I 1/2a, 3a

-« CLIST0484 RS 2010 alimento 8 ccs ] 1/2a,3a

«++ CLIST3980 L] 2005 alimento 1434 cciss ] 1/2a,3a

-+ CLIST4710 RS 2008 alimento 155 CC155 " 1/2a,3a

-+ -+ CLIST2546 sp 2008 alimento 7 cc? ] 1/23,3a
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Figura 4. Distribuicdo dos complexos clonais nas 72 cepas de L. monocytogenes segundo a fonte de
isolamento
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Figura 5. Distribuicdo dos complexos clonais nas 72 cepas de L. monocytogenes conforme o isolado
clinico, alimentar ou ambiental
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Figura 6. Distribuicdo das 72 cepas de L. monocytogenes de acordo com o Estado
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Figura 7. Distribuicdo das 18 cepas do Complexo Clonal 3 de L. monocytogenes conforme o ano de
isolamento
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Tabela 5. Distribui¢cdo clonal das cepas clinicas de L. monocytogenes envolvidas em um surto de uma

unidade hospitalar no Rio de Janeiro em 2008

N° CLIST UF Ano Fonte Isolado cC

CLIST 2085 RJ 2008 Clinica Sangue CC3
CLIST 2088 RJ 2008 Clinica Sangue CC3
CLIST 2083 RJ 2008 Clinica Sangue CC3
CLIST 2082 RJ 2008 Clinica Liquido peritoneal CC3

Figura 8. Arvore Filogenética das 18 cepas de L. monocytogenes sequenciadas pertencentes ao
Complexo Clonal 3 (Programa Jolytree versao 2.1.211019ac)
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Figura 9. Distribuicdo das 15 cepas do Complexo Clonal 1 de L. monocytogenes de acordo com o
ano de isolamento

1989

o
il

1990

1995

RJ

2014
2017

1982
2009

HAlimento

E Clinica

2011
2013

62



Figura 10. Arvore Filogenética das 15 cepas de L. monocytogenes sequenciadas pertencentes ao
Complexo Clonal 1 (Programa Jolytree verséo 2.1.211019ac)

N°CLIST

-+ CLISTO63
-+ CLISTO678

- CLISTOEST
ceessnss CLIST4496
--------- CLISTOT06
+veeeee s CLISTI018
L ...ooooe CLISTITO08
----------- CLIST3705
[ CLISTIB20
st CLIST3960
[ CLIST2934
rrreseees s CLIST2938
e oo CLIST2135

e CLISTO944
I—- ---------- CLIST3601

Estado/Ano

SP 2009
SP 2009
SP 2009
RJ2017
SP 2009
SP2011
RJ 1990
PE 2012
SP2013
RJ2014
SP 1982
RJ 1985
DF 1989
sCa012
RS 2013

Fonte

alimenta
alimento
alimenta
clinica
alimenta
alimento
clinica
clinica
alimento
clinica
clinica
clinica
clinica
alimento
alimento

Sequence Type

b ek b bk b e b

[ -

Cc1
Ccc1
CC1
Ccc1
Cc1
Ccc1
Ccc1
Cc1
CCa

Cc1
Ccc1
Ccc1
Ccc1

Complexo Clonal

Linhagem

Figura 11. Arvore Filogenética das 11 cepas de L. monocytogenes sequenciadas pertencentes ao
Complexo Clonal 2 (Programa Jolytree verséo 2.1.211019ac)
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Figura 13. Arvore Filogenética das 10 cepas de L. monocytogenes sequenciadas pertencentes ao
Complexo Clonal 218 (Programa Jolytree verséo 2.1.211019ac)

N°CLIST Estado/Ano Fonte Sequence Type Complexo Clonal Linhagem Sorotipo

-+ CLIST2940 5P 1992 clinica 218 CC218 | 4b, 4d, 42”
CLIST2943 5P 1992 clinica 218 CC218 | 4b, 44, 427
----CLIST3987  SP2001 alimento 218 CC218 | 4h, 4d, 42
-+« CLIST2946 SP 1997 clinica 218 CC218 | 4b, 4d, 42
CLIST2944 5P 1997 clinica 218 Cc218 | 4b, 4d, 42"
--CLIST2945 SP 1997 clinica 218 CC218 | 4b, 4d, 42”
-+« CLIST3925 RJ2014 clinica 4b, 4d, 42
LLIST2930 RJ 2004 clinica 218 cc218 | 4b, 4d, 42"
CLISTOG29 ES2010 clinica 218 CC218 | 4b, 4d, 4

-+« CLIST2087 RJ 2008 clinica 218 Cc218 | 4b, 44, 48"

Figura 14. Arvore Filogenética das cepas de L. monocytogenes sequenciadas pertencentes ao
Complexo Clonal 9 (Programa Jolytree verséo 2.1.211019ac)

N°CLIST Estado/Ano Fonte Sequence Type Complexo Clonal Linhagem Sorotipo
<+« CLIST3966 SP2001 alimento 9 CCa ] 1i2c, 3c
--=CLIST3988 SP2001 alimento 9 CcCa ] 1/2c, 3c

-+ CLIST2071 RJ 2008 clinica 9 CCa Il 1i2c, 3c
- CLIST2379 RJ 2008 clinica 9 CcCca ] 1/2a, 3a
--+CLIST3712 SP1978 clinica 9 CcCca ] 1/2c, 3c
- CLISTIT14 PE 1978 clinica 9 Cca 1l 1/2c, 3¢
-« «CLIST4318 RJ2016 ambiente 9 Cca 1l 1/2c, 3¢
-+ CLIST2144 SP 1985 clinica 9 Cca 1l 1/2a, 3a

5.3. Viruloma de L. monocytogenes

Na Figura 15, o heatmap mostra a presenga ou auséncia dos genes de
viruléncia em todas as 72 cepas de L. monocytogenes do estudo. Os quadrados dos
genes presentes nas cepas estdo coloridos em vermelho e os genes ausentes nas
cepas permanecem sem preenchimento (branco), as cepas clinicas estao
identificadas em vermelho, as cepas isoladas de alimentos em azul e as cepas
isoladas do ambiente de producdo de alimentos estado identificadas em verde. As
cepas CLIST 4610 e CLIST 4778 incluidas no heatmap, pertencem as espécies L.
innocua e L. kieliensis, respectivamente. As mesmas foram utilizadas como cepas

externas ao clado da espécie.
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Figura 15. Viruloma das 72 cepas de L. monocytogenes utilizando o banco de BIGsdb-LM do Instituto Pasteur, Paris
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5.3.1. llhas de Patogenicidade

As llhas de Patogenicidade descritas em L. monocytogenes sao as LIPI-1,
LIPI-3 e LIPI-4. A LIPI-1 contempla os genes prfA, plcB, pIcA, hly, mpl e actA, neste
estudo foi detectada a presenca dos genes prfA, plcA, hly, mpl em todas as 72
cepas de L. monocytogenes. No entanto, dois genes presentes nessa ilha de
patogenicidade, actA ou plcB, ndo foram observados em trés cepas. A cepa CLIST
2088 (sangue/CC3/RJ/2008) e CLIST 3708 (Liquor/CC3/SP/1981) n&o apresentaram
o gene actA, e o gene plcB ndo foi observado na cepa CLIST 0484
(leite/CC8/RS/2010).

A LIPI-3 é codificante da listeriosina S, um fator de viruléncia que apresenta
funcdo de hemolisina e bacteriocina, e esta envolvida na modulagdo da microbiota
intestinal. Caracteristico da linhagem | (sorotipos 1/2b, 3b, 4b, 4d e 4e), a LIPI-3 ndo
foi observada em nenhuma das 14 cepas da linhagem |l (sorotipos 1/2a, 3a, 1/2c,
3c). Ao analisar o genoma das 57 cepas pertencentes a linhagem | (79% do total das
cepas do estudo), os genes pertencentes a LIPI-3 foram identificados em 41
genomas (57% do total de cepas do estudo). As 41 cepas que apresentaram genes
que compdem a LIPI-3, foram caracterizadas como pertencentes a 4 complexos
clonais distintos: CC1, CC4, CC218 e CC3, totalizando 15 cepas do CC1, 16 do
CC3, 9 do CC218 e 1 do CC4 (Tabela 6). No entanto, a frequéncia dos genes
encontrados na LIPI-3 destas cepas € heterogénea, como € possivel observar na
Tabela 7. Dentre as 15 cepas do CCA1, lIsA n&o foi observado em 2 cepas, /IsD em 6
cepas, /IsY em 6 cepas, lIsP em 12 cepas. Nas 16 cepas do CC3, é observada a
auséncia dos genes /IsY e IlIsP, 8 e 13, respectivamente. Na cepa do CC4, todos os
genes constituintes estavam presentes. Ja nas 9 cepas do CC218, foi observado
que o gene lIsY estava ausente em 4 e lIsP, em 8 cepas.

Apesar dessas cepas do estudo apresentarem genes constituintes da LIPI-3,
o estudo realizado por Clayton e colaboradores (2011), demonstrou que 0s genes
lIsA, lIsG, lIsH, lIsX, lIsB, lIsY e lIsD sao essenciais para a atividade hemolitica da
Listeriolisina S; por meio da geragdo de mutantes com delegdo em diferentes genes
que compdem a LIPI-3. Por este motivo, somente 21 cepas de L. monocytogenes
apresentaram todos os genes considerados essenciais para a atividade hemolitica.
Todas pertencentes a linhagem |, oito cepas pertencentes ao CC1, 8 do CC3, 1 do
CC4 e 4 do CC218.
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Entretanto a LIPI-3 n&o foi observada em nenhuma cepa dos complexos
clonais CC2, CC315 e CC59, também pertencentes a linhagem | (Figuras 15 e 16).
A LIPI-4 foi observada em duas cepas de L. monocytogenes, CLIST 586 e
CLIST 3837, a primeira pertencente ao CC315 foi isolada de alface em 2010 (Sao
Paulo) e a ultima do CC4 isolada de um ralo do ambiente de processamento de

alimentos em 2014 (Rio Grande do Sul).

Tabela 6. Presenca dos genes constituintes da LIPI-3 em 41 cepas de L. monocytogenes

Complexos Clonais Genes da LIPI-3
(n° de cepas)
IIsA lIsB lIsD  lIsG IIsH lIsX lIsY lIsP
CC1 (15) 13 15 9 15 15 15 9 3
CC218 (9) 6 8 7 8 8 9 5 1
CC3(16) 11 14 13 13 13 14 8 3

CC4 (1) 1 1 1 1 1 1 1 1

Figura 16. Distribuicdo das 21 cepas de L. monocytogenes positivas para LIPI-3 de acordo com os
respectivos Complexos Clonais, Estado e Ano de Isolamento
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5.3.2. Internalinas

As internalinas codificadas pelos genes in/B, inlC, inlC2 e inlJ, estavam
presentes em todas as 72 cepas do estudo. O gene inlA nao foi detectado em 1
cepa de origem clinica CLIST 2932 (sangue/CC2/RJ/2006), e inlE ndo estava
presente em 1 cepa CLIST 2144 (sangue/CC9/SP/1985). Os genes inlK e inlF nao
foram observados em 2 e 3 cepas, respectivamente (Figura 17).

O gene inID foi observado em 28 (39%) cepas: 8 pertencentes ao CC2; 6 ao
CC1; 5 ao CC3; 2 cepas do complexo clonal CC59, CC155 e CC218; e uma cepa
pertencente ao CC4, CC7 e CC8 por complexo clonal, respectivamente (Figura 18).

O gene inlG foi encontrado em 14 cepas do estudo, correspondendo a 100%
das cepas da linhagem Il do estudo (CC7, CC8, CC9 e CC155), ndo observada em
nenhuma das cepas pertencentes a linhagem |. O gene iniL, assim como o inlG, foi
observado exclusivamente em cepas da linhagem I, totalizando 12 cepas dos
seguintes CC: 9 do CC9, 2 do CC155 e 1 do CC7.

Figura 17. Frequéncia dos genes codificadores de internalinas 72 cepas de L. monocytogenes
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Figura 18. Frequéncia dos genes codificadores internalinas D, G, J e L nas 72 cepas de L.
monocytogenes
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5.3.3. Aderéncia Bacteriana (ami, dItA, fbpA, lap, lapB)

Os genes envolvidos na adesao bacteriana ao hospedeiro dt/A e lap foram
observados em todas as 72 cepas do estudo, enquanto os genes fbpA e lapB foram
observados em 71 cepas e ausentes somente na cepa CLIST 2932
(sangue/CC2/RJ/2006) (Figura 19). O gene ami foi encontrado em 20 (28%) cepas,
apresentando maior heterogeneidade quanto a distribuicdo da amostra do estudo.
Foi encontrado mais frequentemente em cepas clinicas dos CC3 (7 das 18) e CC9

(8 das 9) cepas de L. monocytogenes (Figura 20).

Figura 19. Frequéncia dos genes dltA, fbpA, lap e lapB nas 72 cepas de envolvidos na aderéncia
bacteriana ao hospedeiro
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Figura 20. Frequéncia da presenca do gene ami em 72 cepas de L. monocytogenes quanto ao
Complexo Clonal e a fonte de isolamento
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5.3.4. Invasao (aut, autIVb, cwhA , IpeA , vip)

O gene cwhA foi encontrado em todas as 72 cepas do estudo, IpeA em 71,
vip em 68, aut em 34 (47%) e aut IVb em 36 (50%) cepas, respectivamente.
Enquanto o gene aut foi observado mais frequentemente nos CC3 (18 cepas) e CC9
(9 cepas), principalmente em cepas clinicas, o gene aut IVb foi mais frequentemente
observado nos CC1 (15 cepas) e CC218 (10 cepas). Enquanto as cepas do CC1
apresentaram aut IVb de origem clinica e alimentar, a maioria das cepas do CC218

eram de origem clinica (Figura 21).
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Figura 21. Presenca dos genes aut e aut IVb nas 72 cepas de L. monocytogenes conforme os
complexos clonais
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5.3.56. Sobrevivéncia intracelular (hpt, IpIA1, oppA, prsA2, purQ e
SvpA)

Os genes relacionados a sobrevivéncia de L. monocytogenes estavam
presentes de forma homogénea entre os complexos clonais. Os genes IplA1, prsA2,
purQ, svpA estavam presentes nas 72 cepas do estudo, ja os genes hpt e oppA

estavam ausentes em uma cepa, cada.

5.3.6. Regulagdo da transcricao e traducgao (agrA, agrC, cheA,
cheY, fur, liskK, lisR, sigB, stp, virR e virS)

Os genes regulatorios de processos bacterianos cheA, cheY, lisR, stp, virR e
virS foram encontrados em todas as cepas do estudo. Os genes IlisK, agrA, fur e

agrC foram detectados em 71, 70, 70 e 67 cepas, respectivamente.

5.3.7. Ancoragem de Proteinas de Superficie (/Igt, IspA, srtA, srtB)

Os genes associados a ancoragem de proteinas de superficie Igt, srtA e sriB
estavam presentes em todas as cepas do estudo, ja o gene IspA estava ausente em

uma cepa CLIST 2144 (CC9), isolada de sangue em Sao Paulo no ano de 1985.
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5.3.8. Modulagao Imune (intA) e modificagdo de peptidoglicano
(oatA, pdgA)

O gene intA, pgdA e oatA foram observados em todas as 72 cepas do estudo.

5.3.9. Resisténcia a Bile (bsh e mdrM)

Os genes bsh e mdriM foram encontrados em todas as 72 cepas do estudo.

5.3.10. Formacao de Biofilme e Viruléncia (comK)

O gene comK, foi encontrado em 48 cepas do estudo. Dentre elas,
destaca-se frequéncia da deteccdo na linhagem |, em todas as cepas do CC218
(10), seguido dos CC2 (10 das 11) e CC3 (15 das 18), conforme a Tabela 7. Na
linhagem Il, o gene foi detectado somente em duas cepas do CC 155, isoladas de
alimentos (CLIST 3980 e CLIST 4710) (Figura 22).
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Tabela 7. Distribuicdo do gene comK nos Complexos Clonais de 72 cepas de L. monocytogenes

Complexo clonal

Presenca do gene comK

Total de cepas de L.
monocytogenes por CC

cc1 7 15
CC155 2 2
cc2 10 11
Ccc218 10 10
Cc3 15 18
CC315 1 1
Cc4 1 1
CC59 2 2
cc7 0 1
CCs8 0 2
CC9 0 9
Total geral 48 72

Figura 22. Presenca do gene comK nas linhagens | e Il e complexos clonais de 72 cepas de L.

monocytogenes
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6. DISCUSSAO

Neste estudo, a analise dos genomas de L. monocytogenes de origem clinica,
alimentar e do ambiente de producédo de alimentos da Colecao de Listeria (CLIST)
isolados no periodo entre 1977 e 2021, evidencia uma representagao significativa da
circulacdo do patdégeno concentrada na regido sudeste. O estudo incluiu cepas
provenientes de diferentes regides do Brasil, entretanto a dificuldade existente de
obtencao dessas cepas, resultou na super-representacao das cepas obtidas em Sao
Paulo (43%) e no Rio de Janeiro (32%), foi possivel evidenciar a circulagdo de cepas
altamente relacionadas em varias cidades simultaneamente ou com variagdo de
temporalidade.

Foram identificados 11 complexos clonais distintos, com predominio dos CC:
CC1, CC2, CC3 e CC218 da linhagem | e o CC9 da linhagem Il. As cepas desses
CC foram observadas em diferentes anos de ambas as fontes, clinicas e de
alimentos. Dentre eles, destaca-se o envolvimento do CC3 em casos de listeriose
em anos subsequentes em Sao Paulo (1977-1981), a alta relagao filogenética da
cepa CLIST 3708 (SP/LCR/1981) com a cepa CLIST 3981 (RJ/ricota/2005) e a
implicagdo desse CC no surto de listeriose hospitalar no Rio de Janeiro em 2008. Do
mesmo modo, no CC1 destaca-se a alta relacdo de cepas isoladas de pratos
prontos e saladas prontas para o consumo em Sao Paulo (2009) altamente
relacionadas a uma amostra isolada de fezes no Rio de Janeiro em 2017. Ja o
CC218 foi responsavel por dois surtos de listeriose na mesma unidade hospitalar em
Sao Paulo nos anos de 1992 e 1997 com alta relagdo genética assim como, a cepa
posteriormente isolada em 2014 a partir de uma cepa clinica no Rio de Janeiro
(CLIST 3925), destacando a relevancia do agrupamento na regido sudeste. A
primeira observagédo do CC2 no estudo foi uma cepa clinica em Sao Paulo em 1977
com posterior isolamento em diferentes estados ao longo dos anos (RJ, RS, BA,
SP). Contudo, no ano de 2021 no Rio de Janeiro foi observada alta relagéo entre a
cepa CLIST 4774 (sangue) e CLIST 4775 (ricota), sugerindo que o alimento
envolvido poderia estar relacionado a contaminagao alimentar no referido caso de
listeriose ocorrido no mesmo ano e estado. A Unica cepa isolada de placenta do
estudo (CLIST3714/PE/1978), estava associada ao CC9, um agrupamento
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majoritariamente encontrado em cepas de origem alimentar e associado a individuos
altamente imunocomprometidos segundo o estudo realizado por Maury e
colaboradores (2016)(84). O mesmo CC também estava associado a mais 4 cepas
clinicas, no entanto, somente 1 cepa apresentava informagdes quanto ao quadro
clinico do paciente (CLIST 2071/RJ/2008/sangue/paciente vivendo com HIV)
disponivel no acervo da CLIST.

Como a listeriose € uma doencga transmitida majoritariamente por alimentos,
nossos achados apontam para possiveis fontes de infecgédo e persisténcia, seja nos
alimentos e/ou instalagdes de produgédo de alimentos, nas quais L. monocytogenes
pode permanecer por varios anos (Lakicevic & Nastasijevic, 2016, Castro et al,,
2018).

O aumento das investigagbes baseadas no genoma do patdégeno realizadas
no territério nacional, incluindo cepas humanas, alimentares, ambientais e aquelas
provenientes de testes regulatérios de alimentos, seria primordial na identificagéo de
grupos de cepas relacionadas e monitoramento das fontes de contaminagao,
permitindo a implementagcdo de medidas para um melhor controle da listeriose no
Brasil. No entanto, a limitagdo financeira existente para o sequenciamento dos
genomas e consequente, a escassez de genomas sequenciados reflete as
disparidades globais na investigacdo genémica de patégenos (Moura et al., 2017;
Bespalova et al., 2021).

A caracterizagdo dos CC das 35 cepas brasileiras realizada por Camargo e
colaboradores (2019) mostra a prevaléncia dos CC3, CC9, CC218 no estudo,
corroborando os nossos achados. As cepas deste estudo apresentaram grande
representatividade de cepas relacionadas aos casos clinicos, ja os achados de
Camargo e colaboradores (2019) eram predominantemente de fonte alimentar,
mostrando reservatoérios alimentares dos CC no cenario nacional, ainda que nao
tenha especificado o estado de origem.

Outros estudos realizados anteriormente também englobaram o
sequenciamento de cepas de origem brasileira, Chenal-Francisque e colaboradores
(2011) analisaram 300 cepas, dentre elas, somente 6 foram isoladas no Brasil
representantes dos CC1, CC9, CC121, CC195 (1 cepa de 1980) e CC218 (1989).
No entanto, 4 das 6 cepas nao possuiam a informacao do ano de isolamento. Ja o
estudo publicado por Haase e colaboradores em 2014 (173), incluia 28 cepas de

origem brasileira majoritariamente de fonte alimentar e do ambiente de producédo
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com a maioria dos isolamentos nos anos de 1994, CC1 (2 cepas), CC2 (2), CC3 (2),
CC7 (2), CC9 (4), CC59 (6), CC155 (1), CC199 (3), CC218 (5 cepas, 3 cepas
isoladas de camarao) e CC288 (1). Apesar desses estudos enriquecerem o
conhecimento dos CC de relevancia nacional, esses dados sdo ainda incipientes,
com dados cronoldgicos incompletos ou de isolamento da cepa concentrado em um
mesmo ano, dificultando estabelecer uma estimativa mais fidedigna.

No estudo de Chenal-Francisque e colaboradores (2011), a genotipificagao
de 300 isolados dos 5 continentes e de diversas fontes mostrou a existéncia de
poucos agrupamentos prevalentes e distribuidos globalmente. Os agrupamentos
CC1 e CC2 foram predominantes em todas as regides do mundo, exceto no norte da
Africa para o CC1. J4a o CC3 ficou entre os 4 agrupamentos mais comuns em todas
as regides, enquanto o CC9 ficou em terceiro lugar na Europa e no Hemisfério
Ocidental. Os autores sugerem que a dispersdo desses agrupamentos pode ocorrer
por varios meios, como viagens humanas, comércio de animais ou alimentos e a
migracao de animais silvestres.

O estudo realizado no Chile por Toledo e colaboradores (2018), analisou 38
cepas do periodo de 2009 a 2011 revelando que os CC mais comuns foram CC1
(60%) e CC9 (46%). Na Linhagem I, os isolados foram agrupados em CC1 (n = 15),
CC2 (n=2), CC3 (n=1),CC5(n=3), CC6 (n=3) e um singleton (ST392). Na
Linhagem Il, os isolados foram agrupados em CC7 (n = 2), CC8 (n = 2), CC9 (n = 6),
CC37 (n = 1) e CC121 (n = 2). A maioria dos CC identificados entre as cepas
chilenas representavam os CC mais comuns em todo o mundo, tendo o CC1 e CC9
como os CC mais comumente relatados na Europa e na América do Sul/Central
(Ragon et al., 2008; Chenal-Francisque et al., 2011). Além disso, o CC1 foi isolado
mais comumente em cepas clinicas e CC9 em cepas de alimentos.

O estudo de Maury e colaboradores (2016), analisou 6.663 cepas de L.
monocytogenes coletadas ao longo de 9 anos na Franga e evidenciou os clones
mais prevalentes: CC121 (17,6% do total de isolados), CC1 (11,4%), CC9 (9,9%),
CC2 (7,6%), CC6 (7,3%), CC8 e CC16 (6,6%), CC5 (5,1%) e CC4 (5,1%). Foi
observado no estudo que os clones CC1, CC2, CC4 e CC6 estao fortemente
associados a origem clinica (62% das cepas desses clones sao de origem clinica),
enquanto os clones CC121 e CC9 estao fortemente associados a origem alimentar
(apenas 10,3% de origem clinica), sendo esses mais frequentemente isolados de

pacientes imunocomprometidos.
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L. monocytogenes possui determinantes de viruléncia agrupados ao longo do
cromossomo em ilhas genémicas ou ilha de patogenicidade de Listeria-1 (LIPI-1). No
entanto, LIPI-3 e LIPI-4 também foram identificados por sequenciamento do genoma
total como importantes representantes de fatores de viruléncia (Jeyaletchumi et al.,
2012; Denes et al., 2014; Matle, Mbatha & Madoroba, 2020).

A investigacdo dos genes de viruléncia é capaz de mostrar diferencas
importantes entre linhagens e sublinhagens. A LIPI-1, abriga varios genes
importantes, incluindo prfA, pIcA, hly, mpl, actA e plcB, que participam da invaséo do
hospedeiro e proliferagao celular, € amplamente distribuido da espécie (Chen et al.,
2017). Como esperado, a principal ilha de patogenicidade LIPI-1 foi altamente
conservada e presente em todas as cepas do estudo. Os genes actA e pc/B foram a
excegao, uma vez que as cepas CLIST 2088 (sangue/CC3/RJ/2008) e CLIST 3708
(Liquor/CC3/SP/1981) ndo apresentaram o gene actA, e na cepa CLIST 0484
(leite/CC8/RS/2010) nao foi observado o gene plcB.

A LIPI-3 desempenha um importante papel na colonizagdo gastrointestinal e
esta fortemente associada as cepas da linhagem | (Quereda et al., 2016; Hilliard et
al., 2018). Neste estudo, LIPI-3 foi detectada somente em cepas da linhagem |,
resultados concordantes com os achados de outros estudos (Cotter et al., 2008;
Hilliard et al., 2018). Quarenta e uma cepas apresentaram genes constituintes da
LIPI-3, entretanto ndo apresentaram todos os genes /lIsA, lIsG, lIsH, lIsX, lIsB, lIsY e
lIsD, que segundo Clayton e colaboradores (2011), sdo essenciais para a atividade
hemolitica da Listeriolisina S. Portanto, das 41 cepas de L. monocytogenes, 21
apresentaram todos os genes essenciais. Oito pertencentes ao CC1, 8 do CC3, 1 do
CC4 e 4 do CC218. E nenhuma das cepas CC2, CC315 e CC59, também
pertencentes a linhagem |, apresentaram genes da LIPI-3, mostrando que a LIPI-3
pode ser variavel entre os complexos clonais dentro da linhagem |.

Um estudo realizado recentemente na Irlanda revelou uma associagao significativa
da LIPI-3 ao CC1, CC3, CC4 e CC54 corroborando os nossos achados, exceto pela
diferenca no CC54, n&do encontrado nesse estudo, e o CC218 frequentemente
presente na nossa amostra mas nao encontrado nas cepas do estudo irlandes
(Myintzaw et al., 2023). Sabe-se que a LIPI-1 esta envolvida na invaséo das células
hospedeiras e na formagao de caudas de actina, que ajudam uma bactéria a se

mover dentro da célula hospedeira. A LIPI-3, por outro lado, é expressa apenas em
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condicdes de estresse oxidativo e confere melhor capacidade em termos de escape
fagossémico.

A presenca da LIPI-1 e LIPI-3 em uma mesma cepa pode aumentar a
capacidade da L. monocytogenes invadir as células hospedeiras, mover-se em seu
interior e escapar dos fagossomos, levando ao aumento da viruléncia (Cotter et al.,
2008; Vilchis-Rangel et al., 2019; Guidi et al., 2021).

A LIPI-4, que codifica um sistema de fosfotransferase da familia da celobiose,
esta fortemente associado a certas cepas da linhagem | que estdo associadas a
invasdo do sistema nervoso central e da placenta (MAURY et al.,, 2016). Nesse
estudo contendo 72 cepas, duas cepas da linhagem | apresentaram a LIPI-4, uma
cepa do CC4 (ralo do ambiente de processamento de alimentos/2014/RS), como a
descrigao inicial da ilha descrita por Maury e colaboradores em 2016. A outra cepa
pertencia ao CC315 (alface/2010/SP). Apesar da amostra do estudo n&o ter
revelado o acometimento humano por nenhum CC que possuia a LIPI-4,
ressaltamos a circulagdo desta nos alimentos e ambiente de producao,
representando um risco potencial a saude publica.

L. monocytogenes possui um vasto repertorio de viruléncia, e neste estudo,
apresentou-se homogéneo quanto a presenga de diversos genes, tais quais, iniA,
inB, inIC, inlE, inlK, inlF, inld (internalinas), dItA, fbpA, lap, lapB (aderéncia
bacteriana), cwhA , IpeA , vip (invasao), hpt, IpIA1, oppA, prsA2, purQ e svpA
(sobrevivéncia intracelular), agrA, agrC, cheA, cheY, fur, lisK, lisR, rsbV, sigB, stp,
virR e virS (regulagéo da transcricdo e traducéo), /gt, IspA, srtA, srtB (ancoragem de
proteinas de superficie), intA (modulagdo imune), oatA, pdgA (modificacdo de
peptidoglicano) e bsh e mdriMl (resisténcia a bile).

Os genes inlL e inlG, foram observados somente nas cepas da linhagem I,
achados em concordancia com o estudo de Toledo e colaboradores (2018) no Chile.
No estudo de Popowska e colaboradores (2017) foi relatado que a InlL esta
envolvida na formagédo de biofilmes e na ligagdo a proteina MUC2, presente no
muco intestinal. J& o estudo de Gou e colaboradores (2022), mostrou que no teste
de infecgdo em camundongos a viruléncia de L. monocytogenes foi diminuida apds a
delecado do gene inlG. O estudo de Myintzaw e colaboradores (2023) sugeriu que a
combinagdao de uma maior proporgcao de genes de tolerancia ao stress e a presencga
do gene inlL, poderia permitir que os CC de linhagem II (CC20, CC18, CC26, CC9,
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CC7 e CC155) persistam no ambiente de processamento de alimentos e,
eventualmente, infectem individuos imunocomprometidos.

O gene ami, ligado a adesé&o bacteriana estava presente em 20 cepas (28%),
foi encontrado mais frequentemente em cepas clinicas dos CC3 (linhagem 1) e CC9
(linhagem II). Esse achado difere dos encontrados por Raschle e colaboradores
(2021), que na analise de cepas de L. monocytogenes em aguas superficiais de rios
e lagos que irrigam toda a Suica mostrou que o gene de adesao ami estava ausente
em quase todas as cepas da linhagem |, exceto por uma cepa. Apesar de n&o
termos estudado nenhuma cepa originaria de fonte aquifera esta € uma possivel
fonte de contaminacao de alimentos frescos.

O gene aut estava presente nas cepas da linhagem Il e nos CC3 e CC59 da
linhagem I. O gene aut IV, alelo do gene de invasao aut, foi observado somente nas
cepas da linhagem | nos CC1, CC2, CC4 e CC218, clones do sorotipo 4b, e uma
cepa do CC315 pertencente ao sorotipo 1/2b. No estudo de Rascle e colaboradores
(2021) anteriormente citado, todas as cepas pertencentes ao sorotipo 4b continham
aut_IVb, mas a analise ndo citava esse alelo em nenhuma cepa de outro sorotipo.

A detecgdo do gene comK, se deu majoritariamente na linhagem |, observado
nos CC1, CC2, CC3, CC4 e CC218. Ressalta-se a elevada frequéncia nos CC2,
CC3 e CC218, os dois ultimos envolvidos em surtos de listeriose abordados no
estudo. Do mesmo modo, o estudo realizado por Moura e colaboradores (2016),
revelou que a presenga do gene comK foi dispersa em varias sub linhagens e muito
mais frequente na linhagem | do que na linhagem II.

Quando um profago se insere no gene comK durante o crescimento
intracelular no gene comK, o mesmo tem a transcrigao interrompida nas cepas de L.
monocytogenes. A excisao do profago leva a formagéao de um gene comK funcional,
necessario para a regulagao do sistema Com durante a infecgdo. O sistema Com é
necessario para que uma bactéria escape dos fagossomos dos macrofagos.
Portanto, o profago desempenha um papel significativo na regulagao da viruléncia
do patogeno. A presenca de uma forma n&o interrompida do gene comK esta
envolvida na sobrevivéncia intracelular e na formacéo de biofilmes (Verghese et al.,
2011; Rabinovich et al., 2012)

A complexidade da diversidade de fontes de contaminagao, a subnotificagao
dos casos de listeriose, dificuldade de obtengao de espécimes clinicos e a falta de
dados epidemiologicos (a listeriose ndo € uma doenga de notificacdo compulséria),
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sdo fatores que dificultam o estudo sobre a dindamica do patégeno no Brasil. Apesar
das limitagbes, o presente estudo traz a luz caracteristicas acerca do microrganismo
circulante no pais, chama a atencéo para a necessidade do rigido monitoramento da
cadeia de producdo de alimentos e da intensificagdo de medidas educativas para a
prevencao da listeriose, sobretudo aquela populagdo mais suscetivel ao risco de

quadros severos.
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7.

CONCLUSOES

Foi observada alta prevaléncia do complexo clonal 3 nas cepas de L.
monocytogenes isoladas ao longo dos anos em Sao Paulo e Rio de Janeiro

que compdem essa amostra de estudo.

Diversas cepas dos complexos clonais CC1, CC2, CC3, CC9 e CC218 foram
observadas e algumas delas apresentaram intima relagdo filogenética,

mesmo isoladas em diferentes anos e estados.

Uma cepa do CC2 de fonte humana e outra obtida de alimento foram isoladas
no mesmo estado e ano (Rio de Janeiro/2021), apresentando intima relagao
filogenética. Desse modo, o alimento ricota seria uma possivel fonte de

contaminacgao alimentar para o caso de listeriose ocorrido.

Duas cepas provenientes de sangue humano do CC3 foram obtidas com
intervalo de oito anos (2000 e 2008) no Rio de Janeiro com alta proximidade
genética. A cepa CLIST 2083 estava envolvida no surto de listeriose
hospitalar em 2008, mostrando que essas cepas intimamente relacionadas do

CC3 continuaram circulando ao longo dos anos.

Dois novos ST foram descritos neste estudo, o ST 1434 encontrado na cepa
CLIST 3980 (RJ/CC155/ricota/2005) e o ST 1435 na cepa CLIST 2088
(RJ/CC3/sangue/2008), a ultima envolvida no surto de listeriose hospitalar

ocorrido no Rio de Janeiro.

A LIPI-1 foi observada em todas as cepas do estudo, enquanto a LIPI-3,
LIPI-4 e gene comK foram observados majoritariamente nas cepas linhagem |
que compdem 80% (58) cepas do estudo, representadas pelos CC1, CC2,
CC3, CC4, CChH9, CC218 e CC315. Revelando potencial de viruléncia

superior ao observado nas cepas da linhagem Il do estudo.
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e A LIPI-4 nao foi observada em cepas clinicas do estudo, entretanto foi
evidenciada em uma cepa isolada de alface (CC315/Sao Paulo/2010) e mais
recentemente, do ralo do ambiente de processamento de alimentos (CC4/Rio
Grande do Sul/2014), cepas de L. monocytogenes com tropismo pelo sistema

nervoso central e placenta detectadas nos alimentos.

e Os genes inlG e inlL foram caracteristicos da linhagem Il no estudo, o
mecanismo de viruléncia do primeiro gene ainda nao foi completamente
elucidado e o ultimo esta envolvido na formagao de biofilmes e na ligagéo a

proteinas do muco intestinal.
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9. ANEXOS

9.1. ANEXO 1

Viruloma das 72 cepas de L. monocytogenes Sequenciadas

Amostra UF

Ano Fonte

ST

cc

Linhagem

Sorotipo

Genes Detectados

CLIST0663 | SP | 2009 | alimento

CC1

| 4b, 4d,

4e

prfA, plcB, plcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsA, lisB, lIsD, lIsG, lsH, lIsX, lIsY, inlA,
inIB, inIC, inIC2, inlE, inlK, inlF, inldJ, inID,
cwhA , IpeA , vip, aut Ivb, IplA1, prsA2,
purQ, svpA, hpt, oppA, agrA, agrC,
cheA, cheY, fur, lisK, lisR, sigB, stp, virR,
virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA, pgdA,
oatA, bsh, mdrM

CLIST0678 | SP | 2009 | alimento

CC1

| 4b, 4d,
de

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsA, lisB, lIsD, lIsG, lisH, lisX, lIsY, inlA,
inIB, inlC, inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ,
cwhA , IpeA , vip, aut Ivb, IplA1, prsA2,
purQ, svpA, hpt, oppA, agrA, agrC,
cheA, cheY, fur, lisK, lisR, sigB, stp, virR,
virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA, pgdA,
oatA, bsh, mdrM

CLIST0687 | SP | 2009 | alimento

CC1

| 4b, 4d,
4e

prfA, plcB, plcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsA, lIsB, lIsD, lIsG, lIsH, lisX, lIsY, lIsP,
inlA, inIB, inIC, inIC2, inlE, inlK, inlF,
inld,inID, cwhA , IpeA , vip, aut Ivb, IplA1,
prsA2, purQ, svpA, hpt, oppA, agrA,
agrC, cheA, chey, fur, lisK, lisR, sigB,
stp, VirR, virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA,
pgdA, oatA, bsh, mdrM

CLIST4496 | RJ | 2017 clinica

CC1

| 4b, 4d,
4e

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,

lIsA, lIsB, lIsD, lIsG, lisH, lIsX, lIsY, lIsP,
inlA, inIB, inlIC, inIC2, inlE, inlK, inlF,

inld,inID, cwhA , IpeA , vip, aut Ivb, IplA1,
prsA2, purQ, svpA, hpt, oppA, agrA,

agrC, cheA, chey, fur, lisK, lisR, sigB,
stp, VirR, virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA,
pgdA, oatA, bsh, mdrM

CLISTO706 | SP | 2009 | alimento

CC1

| 4b, 4d,
4e

prfA, plcB, plcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsA, lIsB, lisG, lsH, lisX, inlA, inIB, inIC,
inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ, cwhA | IpeA ,
vip, aut Ivb, IplA1, prsA2, purQ, svpA,
hpt, oppA, agrA, agrC, cheA, cheY, fur,
lisK, lisR, sigB, stp, virR,virS, Igt, IspA,
srtA, srtB, intA, pgdA, oatA, bsh, mdrM

CLIST1018 | SP | 2011 | alimento

CC1

| 4b, 4d,

4e

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsB, lIsD, lIsG, lisH, lIsX, lIsY, inlA, inIB,
inIC, inlC2, inlE, inlK, inlF, inlJ, cwhA ,
IpeA , vip, aut Ivb, IplA1, prsA2, purQ,
svpA, hpt, oppA, agrA, agrC, cheA,
chey, fur, lisK, lisR, sigB, stp, VirR, virS,
Igt, IspA, srtA, srtB, intA, pgdA, oatA,
bsh, mdrM
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Amostra

UF

Ano
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ST

cc

Linhagem

Sorotipo

Genes Detectados

CLIST3706

RJ

1990

clinica

CC1

4b, 4d,
4e

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsA, lIsB, lIsG, lIsH, lIsX, inlA, inIB, inIC,
inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ, cwhA | IpeA ,
vip, aut Ivb, IplA1, prsA2, purQ, svpA,
hpt, oppA, cheA, cheY, fur, lisK, lisR,
sigB, stp, VirR, virS, Igt, IspA, srtA, srtB,
intA, pgdA, oatA, bsh, mdrM

CLIST3705

PE

2012

clinica

CC1

4b, 4d,
4e

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsA, lisB, lIsG, lIsH, lIsX, inlA, inIB, inlC,
inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ, cwhA , IpeA ,
vip, aut Ivb, IplA1, prsA2, purQ, svpA,
hpt, oppA, agrA, agrC, cheA, cheY, fur,
lisK, lisR, sigB, stp, VirR, virS, Igt, IspA,
srtA, srtB, intA, pgdA, oatA, bsh, mdrM,
comK

CLIST3620

SP

2013

alimento

CC1

4b, 4d,
4e

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsA, lIsB, lIsD, lIsG, lisH, lIsX, lIsY, inlA,
inIB, inIC, inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ,
cwhA , IpeA , vip, aut Ivb, IplA1, prsA2,
purQ, svpA, hpt, oppA, , agrA, agrC,
cheA, cheY, fur, lisK, lisR, sigB, stp, virR,
virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA, pgdA,
oatA, bsh, mdrM, comK

CLIST3960

RJ

2014

clinica

CC1

4b, 4d,
de

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsA, lIsB, lIsD, lIsG, lisH, lIsX, lIsY, lIsP,
inlA, inIB, inlIC, inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ,
cwhA | IpeA , vip, aut Ivb, IplA1, prsA2,
purQ, svpA, hpt, oppA, agrA, agrC,
cheA, cheY, fur, lisK, lisR, sigB, stp, virR,
virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA, pgdA,
oatA, bsh, mdrM

CLIST2934

SP

1982

clinica

CC1

4b, 4d,
4e

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsA, lisB, lIsD, lIsG, llsH, lIsX, lIsY, inlA,
inlB, inIC, inlC2, inlE, inlK, inlF, inlJ,inID,
cwhA , IpeA | vip, aut Ivb, IplA1, prsA2,
purQ, svpA, hpt, oppA, agrA, agrC,
cheA, cheY, fur, lisK, lisR, sigB, stp, virR,
virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA, pgdA,
oatA, bsh, mdrM, comK

CLIST2938

RJ

1995

clinica

CC1

4b, 4d,
4de

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsA, lIsB, lIsG, lisH, lIsX, inlA, inIB, inIC,
inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ, cwhA , IpeA ,
vip, aut Ivb, IplA1, prsA2, purQ, svpA,
hpt, oppA, agrA, agrC, cheA, cheY, fur,
lisK, lisR, sigB, stp, VirR, virS, Igt, IspA,
srtA, srtB, intA, pgdA, oatA, bsh, mdrM,
comK

CLIST2135

DF

1989

clinica

CC1

4b, 4d,
4e

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsA, lIsB, lisG, lsH, lisX, inlA, inIB, inIC,
inlC2, inlE, inlK, inlF, inlJ,inID, cwhA ,
IpeA , vip, aut Ivb, IplA1, prsA2, purQ,
svpA, hpt, oppA, agrA, agrC, cheA,
cheY, fur, lisK, lisR, sigB, stp, virR, virS,
Igt, IspA, srtA, srtB, intA, pgdA, oatA,
bsh, mdrM, comK
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CLIST0944

SC

2012

alimento

CC1

4b, 4d,
4e

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsA, lIsB, lIsG, lIsH, lIsX, inlA, inIB, inlC,
inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ,inID, cwhA ,
IpeA , vip, aut Ivb, IplA1, prsA2, purQ,
svpA, hpt, cheA, cheY, fur, liskK, lisR,
sigB, stp, VirR, virS, Igt, IspA, srtA, srtB,
intA, pgdA, oatA, bsh, mdrM, comK

CLIST3601

RS

2013

clinica

CC1

4b, 4d,
4e

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsA, lIsB, lIsD, lIsG, lIsH, lIsX, lIsY, inlA,
inIB, inlC, inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ,
cwhA | IpeA , vip, aut Ivb, IplA1, prsA2,
purQ, svpA, hpt, oppA, agrA, agrC,
cheA, cheY, fur, lisK, lisR, sigB, stp, virR,
virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA, pgdA,
oatA, bsh, mdrM, comK

CLIST3837

RS

2014

ambiente

219

CC4

4b, 4d,
4e

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsA, lisB, lIsD, lIsG, lIsH, lIsX, lIsY, lIsP,
inlA, inIB, inlIC, inIC2, inlE, inlK, inlF,
inld,inID, cwhA , IpeA , vip, aut Ivb, IplA1,
prsA2, purQ, svpA, hpt, oppA, agrA,
agrC, cheA, cheY, fur, lisK, lisR, sigB,
stp, VirR, virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA,
pgdA, oatA, bsh, mdrM,
LM9005581_70009, LM9005581_70010,
LM9005581_70011, LM9005581_70012,
LM9005581_70013, LM9005581_70014

CLIST2940

SP

1992

clinica

218

CC218

4b, 4d,
4e*

prfA, plcB, plcA, hly, mpl, actA, plcB,
inlA, inIB, inlIC, inIC2, inlE, inlK, inlF,
inld,inID, cwhA , IpeA , vip, aut Ivb, IplA1,
prsA2, purQ, svpA, hpt, oppA, agrA,
agrC, cheA, cheY, fur, lisK, lisR, sigB,
stp, VirR, virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA,
pgdA, oatA, bsh, mdrM, comK

CLIST2943

SP

1992

clinica

218

CC218

4b, 4d,
4e*

prfA, plcB, plcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsA, lIsB, lIsG, lIsH, lIsX, inlA, inIB, inlC,
inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ, cwhA | IpeA ,
vip, aut Ivb, IplA1, prsA2, purQ, svpA,
hpt, oppA, agrA, agrC, cheA, cheY, fur,
lisK, lisR, sigB, stp, virR, virS, Igt, IspA,
srtA, srtB, intA, pgdA, oatA, bsh, mdrM,

comK

CLIST3987

SP

2001

alimento

218

CC218

4b, 4d,
4e*

prfA, plcB, plcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsA, lisB, lIsD, lIsG, lIsH, lIsX, lIsY, lIsP,
inlA, inIB, inlIC, inIC2, inlE, inlK, inlF,
inld,inID, cwhA , IpeA , vip, aut Ivb, IplA1,
prsA2, purQ, svpA, hpt, oppA, agrA,
agrC, cheA, cheY, fur, lisK, lisR, sigB,
stp, VirR, virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA,
pgdA, oatA, bsh, mdrM, comK

CLIST2946

SP

1997

clinica

218

CC218

4b, 4d,

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsA, lIsB, lIsD, lIsG, lisH, lisX, lIsY, inlA,
inIB, inlC, inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ,
cwhA , IpeA , vip, aut Ivb, IplA1, prsA2,
purQ, svpA, hpt, oppA, agrA, agrC,
cheA, cheY, fur, lisK, lisR, sigB, stp, virR,
virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA, pgdA,

96




Amostra

UF

Ano

Fonte

ST

cc

Linhagem

Sorotipo

Genes Detectados

oatA, bsh, mdrM, comK

CLIST2944

SP

1997

clinica

218

CC218

4b, 4d,
4e*

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsD, lIsG, llsH, lIsX, inlA, inIB, inIC,
inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ, cwhA | IpeA ,
vip, aut Ivb, IplA1, prsA2, purQ, svpA,
hpt, oppA, agrA, agrC, cheA, cheY, fur,
lisK, lisR, sigB, stp, virR, virS, Igt, IspA,
srtA, sriB, intA, pgdA, oatA, bsh, mdrM,
comK

CLIST2945

SP

1997

clinica

218

CC218

4b, 4d,
4e*

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsB, lIsD, lisX, inlA, inIB, inIC, inIC2, inlE,
inlK, inlF, inlJ, cwhA , IpeA , vip, aut Ivb,
IplA1, prsA2, purQ, svpA, hpt, oppA,
agrA, agrC, cheA, cheY, fur, lisK, lisR,
sigB, stp, VirR, virS, Igt, IspA, srtA, srtB,
intA, pgdA, oatA, bsh, mdrM, comK

CLIST3925

RJ

2014

clinica

218

CC218

4b, 4d,
4e*

prfA, plcB, plcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsA, lisB, lIsD, lIsG, lIsH, lisX, lIsY, inlA,
inIB, inlC, inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ,
cwhA , IpeA , vip, aut Ivb, IplA1, prsA2,
purQ, svpA, hpt, oppA, agrA, agrC,
cheA, cheY, fur, lisK, lisR, sigB, stp, virR,
virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA, pgdA,
oatA, bsh, mdrM, comK

CLIST2930

RJ

2004

clinica

218

CC218

4b, 4d,
4e*

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsB, lisD, lisG, lisH, lisX, lIsY, inlA, inIB,
inlC, inlC2, inlE, inlK, inlF, inlJ, cwhA ,
IpeA |, vip, aut Ivb, IplA1, prsA2, purQ,
svpA, hpt, oppA, agrA, agrC, cheA,
chey, fur, lisK, lisR, sigB, stp, VirR, virS,
Igt, IspA, srtA, srtB, intA, pgdA, oatA,
bsh, mdrM, comK

CLIST0629

ES

2010

clinica

218

CC218

4b, 4d,
4e*

prfA, plcB, plcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsA, lisB, lIsG, lIsH, lIsX, inlA, inIB, inIC,
inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ, cwhA | IpeA ,
vip, aut Ivb, IplA1, prsA2, purQ, svpA,
hpt, oppA, agrA, agrC, cheA, cheY, fur,
lisK, lisR, sigB, stp, virR, virS, Igt, IspA,
srtA, sriB, intA, pgdA, oatA, bsh, mdrM

CLIST2087

RJ

2008

clinica

218

CC218

4b, 4d,
4e*

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsA, lisB, lIsD, lIsG, lsH, lIsX, lIsY, inlA,
inIB, inIC, inlC2, inlE, inlK, inlF, inlJ,inID,
cwhA , IpeA , vip, aut Ivb, IplA1, prsA2,
purQ, svpA, hpt, oppA, agrA, agrC,
cheA, cheY, fur, lisK, lisR, sigB, stp, virR,
virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA, pgdA,
oatA, bsh, mdrM, comK

CLIST3807

RS

2014

clinica

CC2

4b, 4d,
4e

prfA, plcB, plcA, hly, mpl, actA, plcB,
inlA, inIB, inlC, inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ,
cwhA , IpeA , vip, aut Ivb, IpIA1, prsA2,
purQ, svpA, hpt, oppA, agrA, agrC,
cheA, cheY, fur, lisK, lisR, sigB, stp, virR,
virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA, pgdA,
oatA, bsh, mdrM, comK

97




Amostra

UF

Ano

Fonte

ST

cc

Linhagem

Sorotipo

Genes Detectados

CLIST3717

SP

1977

clinica

CC2

4b, 4d,
4e

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
inlA, inIB, inlC, inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ,
cwhA , IpeA , vip, aut Ivb, IplA1, prsA2,
purQ, svpA, hpt, oppA, agrA, agrC,
cheA, cheY, fur, lisK, lisR, sigB, stp, virR,
virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA, pgdA,
oatA, bsh, mdrM

CLIST2936

SP

1977

clinica

CC2

4b, 4d,
4e

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
inlA, inIB, inlC, inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ,
cwhA , IpeA , vip, aut Ivb, IplA1, prsA2,
purQ, svpA, hpt, oppA, agrA, agrC,
cheA, cheY, fur, lisK, lisR, sigB, stp, virR,
virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA, pgdA,
oatA, bsh, mdrM, comK

CLIST3800

BA

2014

alimento

CC2

4b, 4d,
4e

prfA, plcB, plcA, hly, mpl, actA, plcB,
inlA, inIB, inlC, inIC2, inlE, inlK, inlF,
inld,inID, cwhA , IpeA , vip, aut Ivb, IplA1,
prsA2, purQ, svpA, hpt, oppA, agrA,
agrC, cheA, cheY, fur, lisK, lisR, sigB,
stp, VirR, virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA,
pgdA, oatA, bsh, mdrM, comK

CLIST3985

RS

2002

alimento

CC2

4b, 4d,
de

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
inlA, inIB, inIC, inIC2, inlE, inlK, inlF,
inld,inID, cwhA , IpeA , vip, aut Ivb, IplA1,
prsA2, purQ, svpA, hpt, oppA, agrA,
agrC, cheA, che, fur, lisK, lisR, sigB,
stp, VirR, virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA,
pgdA, oatA, bsh, mdrM, comK

CLIST4774

RJ

2021

clinica

CC2

4b, 4d,
4e

prfA, plcB, plcA, hly, mpl, actA, plcB,
inlA, inIB, inlIC, inIC2, inlE, inlK, inlF,
inld,inID, cwhA , IpeA , vip, aut Ivb, IplA1,
prsA2, purQ, svpA, hpt, oppA, agrA,
agrC, cheA, cheY, fur, lisK, lisR, sigB,
stp, VirR, virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA,
pgdA, oatA, bsh, mdrM, comK

CLIST4775

RJ

2021

alimento

CC2

4Db, 4d,
4e

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
inlA, inIB, inlC, inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ,
inID, dtlA, lap, fbpA, lapB, cwhA , IpeA ,
vip, aut Ivb, IplA1, prsA2, purQ, svpA,
hpt, oppA, agrA, agrC, cheA, cheY, fur,
lisK, lisR, sigB, stp, virR, virS, Igt, IspA,
srtA, srtB, intA, pgdA, oatA, bsh, mdrM,
comK

CLIST0001

RJ

2012

clinica

CC2

4b, 4d,
4e

prfA, plcB, plcA, hly, mpl, actA, plcB,
inlA, inIB, inlIC, inIC2, inlE, inlK, inlF,
inld,inID, dtlA, lap, fbpA, lapB, cwhA ,
IpeA , vip, aut Ivb, IplA1, prsA2, purQ,
svpA, hpt, oppA, agrA, agrC, cheA,
cheY, fur, lisK, lisR, sigB, stp, virR, virS,
Igt, IspA, srtA, srtB, intA, pgdA, oatA,
bsh, mdrM, comK

CLIST0438

RS

2010

clinica

CC2

4b, 4d,
4e

prfA, plcB, plcA, hly, mpl, actA, plcB,
inlA, inIB, inIC, inIC2, inlE, inlF, inlJ,inID,
dtlA, lap, fbpA, lapB, cwhA | IpeA , vip,
aut lvb, IplA1, prsA2, purQ, svpA, hpt,
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oppA, agrA, agrC, cheA, cheY, fur, lisK,
lisR, sigB, stp, virR, virS, Igt, IspA, srtA,
srB, intA, pgdA, oatA, bsh, mdrM, comK

CLIST2932

RJ

2006

clinica

CC2

4b, 4d,
4e

prfA, plcB, plcA, hly, mpl, actA, plcB,
inIB, inlC, inIC2, inlE, inlK, inlJ, dtlA, lap,
cwhA, vip, IplA1, prsA2, purQ, svpA, hpt,
oppA, agrA, cheA, che, lisR, sigB, stp,
VirR, virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA,
pgdA, oatA, bsh, mdrM, comK

CLIST1071

RS

201

alimento

145

CC2

4b, 4d,
4e

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
inlA, inIB, inlIC, inIC2, inlE, inlJ,inID, dtlA,
lap, fbpA, lapB, cwhA , IpeA , vip, IplA1,
prsA2, purQ, svpA, hpt, oppA, agrA,
cheA, cheY, lisK, lisR, sigB, stp, virR,
virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA, pgdA,
oatA, bsh, mdrM, comK

CLIST0586

SP

2010

alimento

520

CC315

1/2b,
3b, 7

prfA, plcB, plcA, hly, mpl, actA, plcB,
inlA, inIB, inIC, inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ,
dtlA, lap, fbpA, lapB, cwhA | IpeA | vip,
aut Ivb, IplA1, prsA2, purQ, svpA, hpt,
oppA, agrA, agrC, cheA, cheY, fur, lisK,
lisR, sigB, stp, virR, virS, Igt, IspA, srtA,
srtB, intA, pgdA, oatA, bsh, mdrM,
comK, LM9005581_70009,
LM9005581_70010, LM9005581_70011,
LM9005581_70012, LM9005581_70013,
LM9005581_70014

CLIST3710

SP

1979

clinica

CC3

1/2b,
3b, 7

prfA, plcB, plcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsD, inlA, inlB, inlC, inIC2, inlE, inlK, inlF,
inld, dtlA, lap, fopA, lapB, cwhA , IpeA ,

vip, aut, IplA1, prsA2, purQ, svpA, hpt,

oppA, agrA, agrC, cheA, cheY, fur, lisK,
lisR, sigB, stp, VirR, virS, Igt, IspA, srtA,
srB, intA, pgdA, oatA, bsh, mdrM, comK

CLIST3718

SP

1977

clinica

CC3

1/2b,
3b, 7

prfA, plcB, plcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsX, lisB, lisD, inlA, inIB, inIC, inIC2, inlE,
inlK, inlF, inlJ, dtlA, lap, fbpA, lapB,
cwhA , IpeA |, vip, aut, IplA1, prsA2,
purQ, svpA, hpt, oppA, agrA, agrC,
cheA, cheY, fur, lisK, lisR, sigB, stp, VirR,
virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA, pgdA,
oatA, bsh, mdrM, comK

CLIST3713

SP

1978

clinica

CC3

1/2b,
3b, 7

prfA, plcB, plcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsB, lisD, lIsG, lisH, lIsX, inlA, inlB, inIC,
inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ, dtlA, lap, fbpA,

lapB, cwhA | IpeA , vip, aut, IplA1,

prsA2, purQ, svpA, hpt, oppA, agrA,

agrC, cheA, cheY, fur, lisK, lisR, sigB,
stp, VirR, virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA,

pgdA, oatA, bsh, mdrM, comK

CLIST3708

SP

1981

clinica

CC3

1/2b,
3b, 7

prfA, plcB, picA, hly, mpl, plcB, lIsA,
lIsB, lIsD, lIsG, lIsH, lisX, lIsY, lIsP, inlA,
inIB, inIC, inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ, dtlA,
lap, fbpA, lapB, ami, cwhA , IpeA , vip,
aut, IplA1, prsA2, purQ, svpA, hpt, oppA,
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agrA, agrC, cheA, chey, fur, lisK, lisR,
sigB, stp, virR, virS, Igt, IspA, srtA, srtB,
intA, pgdA, oatA, bsh, mdrM, comK

CLIST3981

RJ

2005

alimento

CC3

1/2b,
3b, 7

prfA, plcB, plcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsA, lisB, lIsD, lIsG, lIsH, llsX, inlA, inIB,
inlC, inlC2, inlE, inlK, inlF, inlJ, dtlA, lap,
fbpA, lapB, cwhA , IpeA , vip, aut, agrA,
agrC, cheA, cheY, fur, lisK, lisR, sigB,
stp, VirR, virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA,
pgdA, oatA, bsh, mdrM, comK

CLIST2933

SP

1980

clinica

CC3

1/2b,
3b, 7

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsD, inlA, inIB, inIC, inIC2, inlE, inlK,
inlF, inld, dtlA, lap, fbpA, lapB, cwhA ,
IpeA | vip, aut, IplA1, prsA2, purQ, svpA,
hpt, oppA, lgt, IspA, srtA, srtB, intA,
pgdA, oatA, bsh, mdrM, comK

CLIST3984

SP

2004

alimento

CC3

1/2b,
3b, 7

prfA, plcB, plcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsA, lisB, lIsD, lIsG, lIsH, lisX, lIsY, inlA,
inIB, inIC, inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ, dtIA,
lap, fbpA, lapB, cwhA , IpeA , vip, aut,
IplA1, prsA2, purQ, svpA, hpt, oppA,
agrA, agrC, cheA, cheY, fur, liskK, lisR,
sigB, stp, virR,virS, Igt, IspA, srtA, srtB,
intA, pgdA, oatA, bsh, mdrM

CLIST3715

PE

1978

clinica

CC3

1/2b,
3b,7

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsA, lIsB, lIsD, lIsG, lIsH, lIsX, lIsY, inlA,
inIB, inlC, inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ,inID,
dtlA, lap, fbpA, lapB, ami, cwhA , IpeA ,
vip, aut, IplA1, prsA2, purQ, svpA, hpt,
oppA, agrA, agrC, cheA, cheY, fur, lisK,
lisR, sigB, stp, VirR, virS, Igt, IspA, srtA,
srtB, intA, pgdA, oatA, bsh, mdrM, comK

CLIST2170

PB

2001

clinica

CC3

1/2b,
3b, 7

prfA, plcB, plcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsA, lIsB, lIsD, lIsG, lisH, lIsX, lIsY, lIsP,
inlA, inIB, inIC, inIC2, inlE, inlK, inlF,
inld,inID, dtlA, lap, fbpA, lapB, ami, cwhA
, IpeA |, vip, aut, IplA1, prsA2, purQ,
svpA, hpt, oppA, agrA, agrC, cheA,
cheY, fur, lisK, lisR, sigB, stp, virR, virS,
Igt, IspA, srtA, srtB

CLIST1400

RJ

2006

alimento

CC3

1/2b,
3b,7

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsA, lIsB, lIsD, lIsG, lisH, lIsX, lIsY, lIsP,
inlA, inIB, inlIC, inIC2, inlE, inlK, inlF,
inld,inID, dtlA, lap, fbpA, lapB, ami, cwhA
, IpeA , vip, aut, IplA1, prsA2, purQ,
svpA, hpt, oppA, agrA, agrC, cheA,
chey, fur, lisK, lisR, sigB, stp, VirR, virS,
Igt, IspA, srtA, srtB, intA, pgdA, oatA,
bsh, mdrM, comK

CLIST2557

SP

2008

alimento

CC3

1/2b,
3b,7

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsA, lIsB, lIsD, lIsG, lIsH, lisX, lIsY, inlA,
inlB, inIC, inIC2, inlE, inlK, inlF, inld, dtIA,
lap, fopA, lapB, cwhA | IpeA , vip, aut,
IplA1, prsA2, purQ, svpA, hpt, oppA,
agrA, agrC, cheA, cheY, fur, liskK, lisR,
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sigB, stp, virR, virS, Igt, IspA, srtA, sriB,
intA, pgdA, oatA, bsh, mdrM, comK

CLIST2085

RJ

2008

clinica

CC3

1/2b,
3b, 7

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsA, lIsB, lIsD, lIsG, lIsH, lisX, lIsY, inlA,
inIB, inlC, inlC2, inlE, inlK, inlF, inlJ,inID,
dtlA, lap, fbpA, lapB, ami, cwhA , IpeA ,
vip, aut, IplA1, prsA2, purQ, svpA, hpt,
oppA, agrA, agrC, cheA, cheY, fur, lisK,
lisR, sigB, stp, VirR, virS, Igt, IspA, srtA,
srtB, intA, pgdA, oatA, bsh, mdrM, comK

CLIST2088

RJ

2008

clinica

1435

CC3

1/2b,
3b, 7

prfA, plcB, picA, hly, mpl, plcB, IIsA, lisB,
lIsD, lIsG, llsH, lIsX, lIsY, inlA, inIB, inlIC,
inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ, dtlA, lap, fbpA,
lapB, cwhA , IpeA , vip, aut, IplA1,
prsA2, purQ, svpA, hpt, oppA, agrA,
agrC, cheA, cheY, fur, lisK, lisR, sigB,
stp, VirR,virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA,
pgdA, oatA, bsh, mdrM, comK

CLIST2083

RJ

2008

clinica

CC3

1/2b,
3b,7

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsA, lIsB, lIsG, lisH, lIsX, inlA, inIB, inIC,
inlC2, inlE, inlK, inlF, inld, dtlA, lap, fbpA,

lapB, cwhA |, IpeA , vip, aut, IplA1,

prsA2, purQ, svpA, hpt, oppA, agrA,

agrC, cheA, cheY, fur, lisK, lisR, sigB,
stp, VirR, virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA,

pgdA, oatA, bsh, mdrM, comK

CLIST2169

RJ

2000

clinica

CC3

1/2b,
3b, 7

prfA, plcB, plcA, hly, mpl, actA, plcB,
inlA, inIB, inlIC, inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ,
dtlA, lap, fbpA, lapB, cwhA | IpeA , vip,
aut, IplA1, prsA2, purQ, svpA, hpt, oppA,
agrA, agrC, cheA, cheY, fur, lisK, lisR,
sigB, stp, virR, virS, Igt, IspA, srtA, srtB,
intA, pgdA, oatA, bsh, mdrM, comK

CLIST2082

RJ

2008

clinica

CC3

1/2b,
3b, 7

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsB, lIsD, lIsG, lIsH, lIsX, inlA, inIB, inIC,
inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ, dtlA, lap, fbpA,
lapB, ami, cwhA , IpeA , vip, aut, IplA1,

prsA2, purQ, svpA, hpt, oppA, agrA,

agrC, cheA, cheY, fur, lisK, lisR, sigB,
stp, VirR, virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA,

pgdA, oatA, bsh, mdrM, comK

CLIST3711

SP

1979

clinica

CC3

1/2b,
3b, 7

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
inlA, inIB, inlIC, inIC2, inlE, inlK, inlF,
inld,inID, dtlA, lap, fbpA, lapB, ami, cwhA
, IpeA , vip, aut, IplA1, prsA2, purQ,
svpA, hpt, oppA, agrA, agrC, cheA,
chey, fur, lisK, lisR, sigB, stp, VirR, virS,
Igt, IspA, srtA, srtB, intA, pgdA, oatA,
bsh, mdrM, comK

CLIST3236

SP

2006

alimento

CC3

1/2b,
3b,7

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
lIsA, lIsB, lIsG, lisH, lisX, inlA, inIB, inIC,
inlC2, inlE, inlK, inlF, inld, dtlA, lap, fbpA,
lapB, cwhA |, IpeA , vip, aut, IplA1,
prsA2, purQ, svpA, hpt, oppA, agrA,
agrC, cheA, cheY, fur, lisK, lisR, sigB,
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stp, VirR, virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA,
pgdA, oatA, bsh, mdrM

CLIST2876 | SP | 2007 | alimento 59 CC59 | 1/2b,

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
3b,7

inlA, inIB, inIC, inIC2, inlE, inlK, inlF,

inld,inID, dtlA, lap, fbpA, lapB, cwhA ,
IpeA , vip, aut, IplA1, prsA2, purQ, svpA,
hpt, oppA, agrA, agrC, cheA, cheY, fur,
lisK, lisR, sigB, stp, virR, virS, Igt, IspA,
srtA, srtB, intA, pgdA, oatA, bsh, mdrM,

comK
CLIST3838 | RS | 2014

ambiente 59 CC59 | 1/2b,

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
3b,7

inlA, inIB, inIC, inIC2, inlE, inlK, inlJ,inID,
dtlA, lap, fbpA, lapB, ami, cwhA , IpeA ,
vip, aut, IplA1, prsA2, purQ, svpA, hpt,
oppA, agrA, agrC, cheA, cheY, fur, lisK,
lisR, sigB, stp, VirR, virS, Igt, IspA, srtA,
srtB, intA, pgdA, oatA, bsh, mdrM, comK

CLIST0305 | RJ | 2011 | alimento 122 CC9 Il 1/2¢c, 3¢ prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
inlA, inIB, inIC, inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ,

inlG, inlL, dtlA, lap, fbpA, lapB, ami,
cwhA , IpeA |, vip, aut, IplA1, prsA2,
purQ, svpA, hpt, oppA, agrA, agrC,
cheA, cheY, fur, lisK, lisR, sigB, stp, virR,

virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA, pgdA,

oatA, bsh, mdrM
CLIST3986 | SP | 2001

alimento 9 CC9 1] 1/2c, 3¢ prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
inlA, inIB, inlIC, inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ,

inlG, inlL, dtlA, lap, fbpA, lapB, ami,
cwhA | IpeA , vip, aut, IplA1, prsA2,
purQ, svpA, hpt, oppA, agrA, agrC,
cheA, cheY, fur, lisK, lisR, sigB, stp, virR,

virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA, pgdA,

oatA, bsh, mdrM
CLIST3988 | SP | 2001

alimento 9 CC9 Il 1/2¢c, 3¢ prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
inlA, inIB, inIC, inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ,
inlG, inlL, dtlA, lap, fbpA, lapB, cwhA ,
IpeA , vip, aut, IplA1, prsA2, purQ, svpA,
hpt, oppA, agrA, agrC, cheA, cheY, fur,
lisK, lisR, sigB, stp, virR, virS, Igt, IspA,

srtA, srtB, intA, pgdA, oatA, bsh, mdrM
CLIST2071 | RJ | 2008

clinica 9 CC9 1] 1/2c, 3¢ prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
inlA, inIB, inlC, inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ,

inlG, inlL, dtlA, lap, fbpA, lapB, ami,
cwhA | IpeA , vip, aut, IplA1, prsA2,
purQ, svpA, hpt, oppA, agrA, agrC,
cheA, cheY, fur, lisK, lisR, sigB, stp, virR,

virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA, pgdA,
oatA, bsh, mdrM

CLIST2379 | RJ | 2008 clinica 9 CC9 Il 1/2a, 3a prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
inlA, inIB, inIC, inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ,
inlG, inlL, dtlA, lap, fbpA, lapB, ami,
cwhA , IpeA , vip, aut, IplA1, prsA2,
purQ, svpA, hpt, oppA, agrA, agrC,
cheA, cheY, fur, lisK, lisR, sigB, stp, virR,
virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA, pgdA,
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oatA, bsh, mdrM

CLIST3712

SP

1978

clinica

CC9

1/2¢c, 3¢

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
inlA, inIB, inIC, inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ,
inlG, inlL, dtlA, lap, fbpA, lapB, ami,
cwhA , IpeA |, vip, aut, IplA1, prsA2,
purQ, svpA, hpt, oppA, agrA, agrC,
cheA, cheY, fur, lisK, lisR, sigB, stp, virR,
virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA, pgdA,
oatA, bsh, mdrM

CLIST3714

PE

1978

clinica

CC9

1/2¢c, 3c

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
inlA, inIB, inlIC, inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ,
inlG, inlL, dtlA, lap, fbpA, lapB, ami,
cwhA |, IpeA , vip, aut, IplA1, prsA2,
purQ, svpA, hpt, oppA, agrA, agrC,
cheA, cheY, fur, lisK, lisR, sigB, stp, virR,
virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA, pgdA,
oatA, bsh, mdrM

CLIST4318

RJ

2016

ambiente

CC9

1/2¢, 3¢

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
inlA, inIB, inIC, inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ,
inlG, inlL, dtlA, lap, fbpA, lapB, ami,
cwhA , IpeA |, vip, aut, IplA1, prsA2,
purQ, svpA, hpt, oppA, agrA, agrC,
cheA, cheY, fur, lisK, lisR, sigB, stp, virR,
virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA, pgdA,
oatA, bsh, mdrM

CLIST2144

SP

1985

clinica

CC9

1/2a, 3a

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
inlA, inIB, inlIC, inIC2, inlK, inlF, inlJ, inlG,
inlL, dtlA, lap, fbpA, lapB, ami, cwhA ,
IpeA , vip, aut, IplA1, prsA2, purQ, svpA,
oppA, agrA, agrC, cheA, cheY, fur, lisK,
lisR, sigB, stp, virR, virS, Igt, srtA, srtB,
intA, pgdA, oatA, bsh, mdrM

CLIST0238

ES

201

clinica

1297

CC8

1/2a, 3a

prfA, plcB, plcA, hly, mpl, actA, plcB,
inlA, inIB, inIC, inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ,
inlG, inID, dtlA, lap, fbpA, lapB, ami,
cwhA | IpeA, aut, IplA1, prsA2, purQ,
svpA, hpt, oppA, agrA, agrC, cheA,
cheY, fur, lisK, lisR, sigB, stp, virR, virS,
Igt, IspA, srtA, srtB, intA, pgdA, oatA,
bsh, mdrM

CLIST0484

RS

2010

alimento

CC8

1/2a, 3a

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, inlA,
inIB, inlC, inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ, inlG,
dtlA, lap, fopA, lapB, cwhA |, IpeA, aut,
IplA1, prsA2, purQ, svpA, hpt, oppA,
agrA, cheA, chey, fur, lisK, lisR, sigB,
stp, VirR, virS, Igt, ISpA, srtA, srtB, intA,
pgdA, oatA, bsh, mdrM

CLIST3980

RJ

2005

alimento

1434

CC155

1/2a, 3a

prfA, plcB, plcA, hly, mpl, actA, plcB,
inlA, inIB, inIC, inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ,
inlG,inID, inlL, dtlA, lap, fopA, lapB, ami,
cwhA , IpeA , vip, aut, IplA1, prsA2,
purQ, svpA, hpt, oppA, agrA, agrC,
cheA, cheY, fur, lisK, lisR, sigB, stp, virR,
virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA, pgdA,
oatA, bsh, mdrM, comK
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CLIST4710

RS

2006

alimento

155

CC155

1/2a, 3a

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
inlA, inIB, inIC, inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ,
inlG,inID, inlL, dtlA, lap, fopA, lapB, ami,
cwhA , IpeA |, vip, aut, IplA1, prsA2,
purQ, svpA, hpt, oppA, agrA, agrC,
cheA, cheY, fur, lisK, lisR, sigB, stp, virR,
virS, Igt, IspA, srtA, srtB, intA, pgdA,
oatA, bsh, mdrM, comK

CLIST2546

SP

2008

alimento

CC7

1/2a, 3a

prfA, plcB, pIcA, hly, mpl, actA, plcB,
inlA, inIB, inlIC, inIC2, inlE, inlK, inlF, inlJ,
inlG,inID, inlL, dtlA, lap, fopA, lapB, ami,
cwhA , IpeA, aut, IplA1, prsA2, purQ,
svpA, hpt, oppA, agrA, agrC, cheA,
chey, fur, lisK, lisR, sigB, stp, VirR, virS,
Igt, IspA, srtA, srtB, intA, pgdA, oatA,
bsh, mdrM
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