UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA E BIOCIENCIAS

Mariana Alves Elois

Bioprospeccao de bacteriofagos para biocontrole de Listeria spp. na industria de

alimentos

Florianopolis

2023



Mariana Alves Elois

Bioprospeccao de bacteriofagos para biocontrole de Listeria spp. na industria de

alimentos

Dissertacdo submetida ao Programa de Po6s-Graduagdo
em Programa de Pos-Graduagcdo em Biotecnologia e
Biociéncias da Universidade Federal de Santa Catarina
para a obtengdo do titulo de Mestra em Biotecnologia e
Biociéncias.

Orientador(a): Prof.(a) Dr.(a) Gislaine Fongaro

Floriandpolis

2023



Elois, Mariana Alves

Bioprospecc3o de bacteridfagos para biocontrole de Listeria
spp. na inddstria de alimentos / Mariana Alves Elois ;
orientadora, Gislaine Fongaro, 2023.

1e6 p.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Programa de Pés-
Graduacdoc em Biotecnoclogia e Biociéncias, Florianépolis, 2023,

Inclui referéncias.

1. Biotecnologia e Biociéncias. 2. Listeria monocytogenes. 3.
Virus bacterianos. 4. Reducdo. 5. Ace inox. I. Fongaro, Gislaine
II. Universidade Federal de Santa Catarina. Programa de Pds-

Graduacdo em Biotecnologia e Biociéncias. III. Titulo.




Mariana Alves Elois

Bioprospeccao de bacteriofagos para biocontrole de Listeria spp. na industria de

alimentos

O presente trabalho em nivel de Mestrado foi avaliado e aprovado, em 30 de junho de 2023, pela

banca examinadora composta pelos seguintes membros:

Rafael Rodrigues de Oliveira, Dr.(a)

Neoprospecta

Prof.(a) Juliano De Dea Lindner, Dr.(a)
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC)

Certificamos que esta € a versao original e final do trabalho de conclusdo que foi julgado adequado

para obtenc¢ao do titulo de Mestra em Biotecnologia e Biociéncias.

Documento assinado digitalmente

Aguinaldo Roberto Pinto

Data: 25/09/2023 10:46:42-0300

CPF: ***.874.718-**

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Documento assinado digitalmente

Gislaine Fongaro

Data: 22/09/2023 21:00:52-0300

CPF: ***.101.439-*"

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Prof.(a) Gislaine Fongaro, Dr.(a)

Orientador(a)

Florianopolis, 2023



Este trabalho ¢ dedicado a minha querida e inesquecivel avé Maria de Lourdes Elois.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Universidade Federal de Santa Catarina e ao Programa de Biotecnologia
e Biociéncias que possibilitaram a minha formacdo e trabalham para um ensino de qualidade
acessivel a todos. Agradeco também ao CNPq pelo fomento da bolsa que me permitiu
qualidade de vida.

Gostaria de agradecer a minha orientadora, Prof.(a) Dr.(a) Gislaine Fongaro, por me
receber de bragos abertos no Laboratorio de Virologia Aplicada, me guiar, apoiar e contribuir
com o meu crescimento profissional e pessoal. Obrigada pela dedicacdo, pelas oportunidades
que me proporcionou ao longo destes dois anos e por me apresentar ao mundo académico.

Agradeco a Prof.(a) Dr.(a) Ariadne Cruz e Prof.(a) Dr.(a) Izabella por sempre
estarem dispostas a ajudar ao longo desta jornada da p6s-graduacao.

Gostaria de agradecer ao Prof. Dr. David Rodriguez-Lazaro pela recep¢do em sua
casa e em seu laboratério, na Espanha, e pela alegria em compartilhar sua cultura. Foram
momentos incriveis que estardo guardados para sempre em minha memoria € que
contribuiram para a minha formacao profissional e pessoal.

Gostaria de agradecer aos amigos que compartilho os dias no laboratério. Bea, muito
obrigada pela parceria em inimeros experimentos, obrigada pelas risadas, pelas dancinhas,
por tornar todos os dias mais leves e por ser esse ser humano incrivel. Cati, sou muito grata
por te conhecer e¢ ter a sua amizade. Vocé ¢ exemplo de perseveranga e determinagao.
Obrigada por todos os momentos e por todos os roles. Giulia, muito obrigada pela parceria de
sempre, em experimentos, disciplinas, seminarios, escritas, almogos, € viagens internacionais.
Obrigada por ser tao verdadeira e dedicada. lara, obrigada pela sua leveza, espontaneidade e
por fazer todos os momentos Unicos. Obrigada por todas as conversas dentro e fora do
laboratorio. Isa, muito obrigada por ser tdo altruista, por me ajudar em tantos momentos e em
situagdes diferentes. E além disso, ser uma amiga incrivel, sempre disposta a ouvir,
compartilhar momentos e nos levar pro bar. Rafa, obrigada por ser unico, obrigada pelo seu
prazer em ensinar ¢ ajudar, obrigada por sempre me tranquilizar independente da situagdo e
enxergar o mundo com leveza. Paula, convivemos tdo pouco no laboratorio, mas o suficiente
para que eu pudesse enxergar o tamanho do teu coragdo e para que vocé pudesse me cativar
com a sua luz e alegria. Muito obrigada por me ensinar e me acolher logo que cheguei no

laboratorio.



Agradeco todas as pessoas que fazem parte do laboratério, que diretamente ou
indiretamente, contribuiram para a realizacdo deste trabalho e compartilharam momentos
comigo. Muito obrigada Helena, Raphael, Julia Kinetz, Doris e Mari Dahmer.

Gostaria de agradecer aos meus pais, Ana Claudia e Sergio. Mde, muito obrigada por
sempre me ouvir, me ajudar, me acalmar e me inspirar. Pai, muito obrigada por me apoiar, me
tranquilizar ¢ me ensinar a ser forte. Palavras nunca serdo suficientes para expressar o meu
amor, gratidao e admiracao por vocés. Eu sou grata e espero, um dia, retribuir ao menos, um
por cento de tudo que vocés ja fizeram por mim. Eu vivo por vocés.

Gostaria de agradecer ao meu irmao, Artur, por todo companheirismo. Obrigada por
ser esse ser humano iluminado que aprecia as coisas simples e preciosas da vida, que leva a
vida com leveza e vive um dia de cada vez. Obrigada pelo apoio e por sempre me ajudar
quando preciso.

Gostaria de agradecer meu companheiro, Lucas, por todo amor, companheirismo,
paciéncia e momentos compartilhados. Muito obrigada por sempre me ajudar, por sempre
estar comigo e me confortar. Eu te amo.

Gostaria de agradecer a minha amiga, Natalia. Muito obrigada por estar presente na
minha vida por tantos anos e por todos os momentos. Obrigada por me entender, me escutar e
me ajudar. Vocé ¢ exemplo de determinagao e forga e eu tenho muito orgulho de vocé.

Agradeco ao meu amigo, Matheus. Muito obrigada por tantos anos de amizade,
muito obrigada por todos os momentos, por todo amor e por ndo permitir que a distdncia nos

separe.



RESUMO

A Listeria ¢ um género que compreende bactérias com morfologia de bastonete,
gram-positivas e anaerobias facultativas. Esse género inclui diversas espécies, sendo a
Listeria monocytogenes a mais estudada em fun¢do da sua patogenia. Listeria monocytogenes
¢ um patogeno de origem alimentar que se destaca nas industrias de alimentos dada sua alta
resisténcia a salinidade e baixo pH, capacidade de crescimento em baixas temperaturas e
habilidade de formar biofilmes. A sobrevivéncia e persisténcia deste patdgeno em ambientes
de processamento de alimentos estdo diretamente relacionados com o aumento do risco de
contamina¢do cruzada dos produtos alimenticios, potenciais mecanismos de resisténcia e a
criagdo de microambientes protegidos que culminam na persisténcia de certas cepas. Diante
dos desafios acerca de L. monocytogenes nas industrias de alimentos aliado a crescente
prevaléncia da resisténcia bacteriana aos antibidticos, novas abordagens biotecnoldgicas
devem ser desenvolvidas e aprimoradas para controlar o crescimento microbiano. Neste
contexto, os bacteriofagos surgem como uma alternativa Util e eficaz para o biocontrole
bacteriano, visto sua atividade autorreguladora, baixa toxicidade para células eucaridticas e
capacidade de lise do hospedeiro alvo. O presente trabalho teve como objetivo bioprospectar
novos fagos e aplica-los em superficies visando o biocontrole de Listeria monocytogenes.
Para tanto, foram feitas indugdes de infecgdes de bacteridfagos in vitro a partir de amostras
ambientais de diversas matrizes, seguido da propagacdo e isolamento dos mesmos. Cento e
oito (108) fagos foram isolados e baseados na estabilidade e titulo viral, vinte e quatro (24)
fagos foram caracterizados morfologicamente e molecularmente. As caracterizagdes
morfologicas e moleculares revelaram fagos pertencentes as familias Microviridae,
Inoviridae, Peduoviridae e Casjensviridae. Além disso, com os estudos moleculares foi
possivel avaliar a presenca de genes de resisténcia a antibidticos associados aos fagos
isolados. Os resultados confirmaram a presenga de genes relacionados a resisténcia a
beta-lactamicos nos isolados 22 (SMLM9), 26 (PLLMI1) e 31 (SMLM?7). Foi avaliado o
controle de L. monocytogenes em superficies de a¢o inox com albumina de soro bovino
(BSA) utilizando os fagos 5 (OYLMI1), 19 (SULM4), 24 (SULMS), 34 (SULM6) e 37
(SMLMS). O tratamento com bacteriofagos em amostras consideradas contaminadas com
matéria organica (3 mg/mL de proteina sérica bovina) alcangou redugdes variando de
0.005-1.273 logs UFC/mL de L. monocytogenes, em relagdo ao grupo controle nao tratado
com fagos. Este estudo destaca a eficiéncia dos bacteriéfagos 5 (OYLMI), 19 (SULM4), 24
(SULMS), 34 (SULMS6) e 37 (SMLMS) no controle de L. monocytogenes em meio liquido e
em superficie de inox, o que incentiva o escalonamento dos testes em plantas de
processamento de alimentos.

Palavras-chave: Listeria monocytogenes; virus bacterianos; reducdo; superficies; ago inox.



ABSTRACT

Listeria is a genus comprising rod-shaped, gram-positive, and facultative anaerobic bacteria.
This genus includes several species, with Listeria monocytogenes being the most studied due
to its pathogenesis. Listeria monocytogenes is a foodborne pathogen that stands out in the
food industry due to its high resistance to salinity and low pH, ability to grow at low
temperatures, and ability to form biofilms. The survival and persistence of this pathogen in
food processing environments are directly related to the increased risk of cross-contamination
of food products, potential mechanisms of resistance, and the creation of protected
microenvironments that culminates in the persistence of certain strains. Faced with the
challenges surrounding L. monocytogenes in the food industry, coupled with the increasing
prevalence of bacterial resistance to antibiotics, new biotechnological approaches must be
developed and improved to control microbial growth. In this context, bacteriophages emerge
as a useful and effective alternative for bacterial biocontrol, given their self-regulatory
activity, low toxicity to eukaryotic cells, and ability to lyse the target host. The present work
aimed to bioprospect new phages and apply them on surfaces aiming at the biocontrol of
Listeria monocytogenes. For this purpose, induction of in vitro bacteriophage infections was
performed using environmental samples from different matrices, followed by their
propagation and isolation. One hundred and eight (108) phages were isolated and based on
stability and viral titer, twenty-four (24) phages were characterized morphologically and
molecularly. Morphological and molecular characterizations revealed phages belonging to the
Microviridae, Inoviridae, Peduoviridae, and Casjensviridae families. In addition, with
molecular studies, it was possible to evaluate the presence of antibiotic resistance genes
associated with isolated phages. The results confirmed the presence of genes related to
beta-lactam resistance in isolates 22 (SMLM9), 26 (PLLM1), and 31 (SMLM?7). The control
of L. monocytogenes on stainless steel surfaces with bovine serum protein (BSA) was
evaluated using phages 5 (OYLMI1), 19 (SULM4), 24 (SULMS), 34 (SULM6) and 37
(SMLMS). Treatment with bacteriophages in samples considered to be contaminated with
organic matter (3 mg/mL of bovine serum protein) achieved reductions ranging from
0.005-1.273 logs CFU/mL of L. monocytogenes, in relation to the control group not treated
with phages. This study highlights the efficiency of bacteriophages 5 (OYLMI), 19
(SULM4), 24 (SULMS), 34 (SULMS6), and 37 (SMLMS) in the control of L. monocytogenes
in a liquid medium and on stainless steel surface, which encourages the scaling up testing in
food processing plants.

Keywords: Listeria monocytogenes; bacterial viruses; reduction; surfaces; stainless steel.
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1INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Satde (OMS), uma zoonose ¢ qualquer
doenga ou infeccdo naturalmente transmissivel de animais vertebrados para humanos ou
vice-versa. Os patdgenos zoondticos podem ser bacterianos, virais ou parasitarios, podem
envolver agentes ndo convencionais, como agentes patogénicos ndo virais acelulares, e podem
ser transmitidos para os seres humanos por contato direto ou por meio de alimentos, agua e
meio ambiente (WHO, 2020b). As zoonoses sdo de grande interesse no ambito de Satude
Unica, visto que esse conceito compreende a conexio entre a medicina humana e animal,
associados ao cuidado e conservacao ambiental (BERKES; DOUBLEDAY; CUMMING,
2012; RYU et al., 2017).

Muitas doencas transmitidas por alimentos (DTAs) sdo causadas por patdogenos
zoonOticos € geram inimeros impactos sociais € econdmicos. Dentre os patdgenos zoonoticos
de origem alimentar se destacam Salmonella spp. (Salmonella enterica serovar Enteritidis),
Campylobacter spp., Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC), virus da hepatite E e
Listeria spp. (BESHEARSE et al., 2021; BINTSIS, 2017; GRUDLEWSKA-BUDA et al.,
2023).

O género Listeria compreende bactérias com morfologia de bastonete,
gram-positivas e anaerdbias facultativas. Dentre as espécies descritas dentro deste género,
Listeria monocytogenes ¢ mais patogénica e esta frequentemente associada a surtos
alimentares ao redor do mundo. Listeria monocytogenes ¢ responsavel pela doenga conhecida
como listeriose e apesar de causar poucos casos, estd associada a uma alta taxa de
mortalidade. A listeriose ¢ uma infeccdo grave que afeta principalmente pessoas com sistemas
imunoldgicos enfraquecidos, como idosos, gravidas, recém-nascidos e individuos com
doengas cronicas (RADOSHEVICH; COSSART, 2017).

Listeria monocytogenes ¢ uma bactéria que pode ser encontrada em diversos
ambientes, incluindo solo, dgua e vegetacdo, entretanto, a resisténcia desta bactéria a
condi¢cdes adversas, como altas concentracdes de sal e baixo pH, bem como sua capacidade de
formar biofilmes, contribuem para sua sobrevivéncia e persisténcia em ambientes de
processamento de alimentos, aumentando o risco de contaminac¢do cruzada (KHELEEF et al.,
2006). A contaminagdo cruzada ¢ um dos principais fatores que contribuem para as doengas
de origem alimentar. Ela ocorre quando microrganismos sdo transferidos de uma superficie

contaminada para um alimento ndo contaminado. Equipamentos e superficies em contato com
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alimentos, como maquinas de corte, tdbuas de corte e pisos, podem se tornar reservatorios da
Listeria monocytogenes e facilitar a contaminacao dos produtos alimenticios (LONDERO et
al.,2019; PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2008).

A resisténcia da Listeria monocytogenes a agentes antimicrobianos e biocidas
também ¢ uma preocupagdo, pois dificulta a eliminacdo da bactéria durante os processos de
limpeza e desinfec¢do. Além disso, a formagdo de biofilmes e a presenga de nichos nao
alcancados pelos desinfetantes contribuem para a persisténcia da Listeria monocytogenes em
ambientes de processamento de alimentos (MORETR@, T.; LANGSRUD, 2004; PAN;
BREIDT; KATHARIOU, 2006; TOMPKIN, 2002).

Nesse contexto, os bacteriéfagos tém sido estudados como uma alternativa para o
controle da Listeria monocytogenes em ambientes de processamento de alimentos. Estes virus
sdo capazes de infectar bactérias e, por meio do seu ciclo litico, levam a lise bacteriana. Os
fagos ainda possuem atividade autorreguladora, baixa toxicidade para células eucarioticas e
nao regeneracdo do hospedeiro alvo devido a lise bacteriana (HOBBS; ABEDON, 2016;
JASSIM; LIMOGES, 2013; LOC-CARRILLO; ABEDON, 2011).

Os fagos possuem diversas aplicacdes biotecnologicas que se estendem desde
tratamentos para infec¢cdes bacterianas em humanos e animais até aplicagcdes para controle
bacteriano em alimentos, superficies e equipamentos (ANAND et al., 2020; GENG et al.,
2020; GORSKI et al., 2016; SALMOND; FINERAN, 2015). Além disso, as proprias
proteinas fagicas, responsaveis pelo rompimento da parede celular bacteriana, podem ser
utilizadas para controle de patogenos (SALMOND; FINERAN, 2015).

Dessa forma, levando em consideragdo i) a baixa eficiéncia dos tratamentos
disponiveis para sanitizagdo das areas contaminadas por L. monocytogenes, i1) o grande
desafio acerca da resisténcia antimicrobiana na civilizagdo e iii) a possibilidade de utilizagao
dos bacteriofagos como ferramenta biotecnoldgica aplicada em diferentes areas e com
diferentes finalidades, o presente estudo apresenta uma bioprospec¢do de novos fagos e
possiveis aplicagdes em superficies visando o biocontrole de patdgenos, especialmente

Listeria monocytogenes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Zoonoses alimentares e sua relacio com a Satide Unica

O termo “zoonoses”deriva da palavra grega zoon, que significa animal, € nosos, que
significa doenga (RAHMAN et al., 2020). De acordo com a Organizagdo Mundial da Satude
(OMS), uma zoonose ¢ qualquer doenca ou infec¢do naturalmente transmissivel de animais
vertebrados para humanos ou vice-versa. As doengas zoonoéticas sdo causadas por diferentes
patogenos, incluindo bactérias, virus, parasitas, fungos e agentes patogénicos ndo virais
acelulares (WHO, 2020b).

Os patdgenos podem ser transmitidos de animais para os humanos de forma direta ou
indireta. A gripe aviaria, por exemplo, ¢ uma doenca causada por um virus transmitido de
animais para os seres humanos por meio de goticulas ou fomites. No caso da raiva, a mordida
de animais contaminados (cachorros, morcegos, macacos, gambds, guaxinins ou raposas)
transmitem o virus para humanos diretamente através da saliva. Além destes exemplos, os
patdgenos também podem ser transmitidos através de vetores como mosquitos e carrapatos
(HUANG; HIGGS; VANLANDINGHAM, 2019; MORTIMER, 2019).

Os alimentos possuem um papel importante na transmissao de patdogenos € causam
doencas que sdo responsdveis por altas taxas de morbidade e mortalidade em populagdes
adultas e pediatricas. A mortalidade ¢ frequentemente associada a doengas diarreicas causadas
por alimentos e dgua potavel contaminados e afetam cerca 420.000 (7.5%) pessoas, incluindo
125.000 criancas. Além disso, estima-se que cerca de 600 milhdes (7.69% individuos ou 1 em
cada 10 pessoas no mundo) de pessoas consomem alimentos e 4gua contaminados anualmente
(NEWELL et al., 2010; WHO, 2015). As zoonoses também geram inlimeros impactos na
saude humana e animal, incluindo obstaculos que afetam negativamente o desempenho diério
dos individuos. Em animais, além de levarem a mortalidade, podem acarretar importantes
perdas econdmicas no setor pecudrio, ja que, quando ndo envolvidas em mortalidade, podem
acarretar na diminui¢do do desempenho e perdas significativas de produtos de origem animal.
Consequentemente, a economia também ¢ fortemente afetada pelas medidas necessarias para
o controle e erradicagdo das zoonoses, incluindo vigilancia, diagnéstico, isolamento e
quarentena, restrigdes ao transporte de animais, programas de tratamento e vacinacao,

inspegdes e biosseguranca (RAHMAN et al., 2020).
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Globalmente, as doencas transmitidas por alimentos causadas por bactérias
(226.526.634) foram mais comuns do que as causadas por virus (138.513.782) e parasitas
(10.284.561) (WHO, 2015). Os principais patogenos zoonoOticos de origem alimentar incluem
Salmonella spp. (Salmonella enterica serovar Enteritidis), Campylobacter spp., Escherichia
coli produtora de toxina Shiga (STEC), virus da hepatite E e Listeria spp (BESHEARSE et
al.,2021; BINTSIS, 2017; GRUDLEWSKA-BUDA et al., 2023).

Nos Estados Unidos, apesar de causar poucos casos, Listeria monocytogenes esta
associada a uma alta taxa de mortalidade, com cerca de 3 a 35 mortes no ano (9.4%-20.8%).
Enquanto na Europa, as taxas de mortalidade para a mesma bactéria sdo ainda maiores,
variando de 198 a 247 mortes no ano (15%—17.8%) (LEE; YOON, 2021).

O conceito de Saude Unica, também conhecido como One Health, reconhece a
interdependéncia entre a saude dos seres humanos, dos animais e o ambiente. Esse conceito
foi adotado em 1984 por organizagdes e pesquisadores internacionais para investigagdo,
prevencao e controle eficazes de doengas infecciosas (BIDAISEE; MACPHERSON, 2014).

A abordagem de Saude Unica reconhece que as zoonoses ndo podem ser
adequadamente controladas ou prevenidas apenas por meio de esforcos isolados nas areas de
saide humana ou animal, mas através da integracdo da vigilancia, controle e prevengao de
doengas em todas as espécies envolvidas, bem como compreensdo dos fatores ambientais e
ecologicos que contribuem para a propagacao das doengas. Além disso, o conceito de Saude
Unica incentiva colaboracdes entre biologos, veterinarios, médicos, agricultores, ecologistas,
microbiologistas, epidemiologistas e engenheiros biomédicos para garantir satide favoravel
para animais, humanos e meio ambiente e prevencdo e controle de doengas emergentes e
reemergentes, incluindo zoonoses (GHAI et al., 2022; HASLER et al., 2014). A Organizacio
Mundial da Saade (OMS), Organizagdo Mundial para Satide Animal (OIE), Organizagdo das
Nagdes Unidas para Alimentagdo e Agricultura (FAO), Centros de Controle e Prevengao de
Doencas (CDC), Departamento de Agricultura dos EUA (USDA), Coordenacao do Sistema
de Influenza das Nagdes Unidas (UNSIC) e a Comissao Europeia ja reconhecem as estratégias

de prevencio e controle envolvendo a abordagem de Satide Unica (WHO, 2012).
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2.2 Género Listeria spp.

Bactérias pertencentes ao género Listeria sao onipresentes no ambiente, anaerdbicas
facultativas, gram-positivas, com formato de bastonete, ndo esporulantes, ndo capsuladas e
com baixo conteudo de guanina e citosina. Elas sdo resistentes a condi¢des extremas, como
baixa temperatura e alta salinidade, demonstrando uma grande adaptabilidade ao ambiente
(KHELEF et al., 2006).

Na tultima década, houve um aumento na identificacdo de novas espécies de diversas
fontes, totalizando 29 espécies contabilizadas (Tabela 1). Embora 29 espécies sejam listadas,
2 espécies, Listeria denitrificans e Listeria murrayi, sdo consideradas sindnimos. A espécie L.
denitrificans foi transferida para um novo género e renomeada como Jonesia denitrificans em
1987 e confirmada por duas emendas recentes (NOUIOUI et al., 2018; OREN; GARRITY,
2019; ROCOURT, Jocelyne;, WEHMEYER; STACKEBRANDT, 1987). Mais tarde,
descobriu-se que existiam semelhangas de alto nivel entre Listeria grayi e Listeria murrayi.
Assim, ambas foram fundidas em uma unica espécie, L. grayi, por questdo de prioridade

(ROCOURT, J. et al., 1992).



Tabela 1. Espécies do género Listeria.

N° Espécie Ano de descrigao
1 Listeria ilorinensis 2022
2 Listeria farberi 2021
3 Listeria rustica 2021
4 Listeria portnoyi 2021
5 Listeria immobilis 2021
6 Listeria cossartiae 2021
7 Listeria valentina 2020
8 Listeria thailandensis 2019
9 Listeria costaricensis 2018
10 Listeria goaensis 2018
11 Listeria newyorkensis 2015
12 Listeria booriae 2015
13 Listeria riparia 2014
14 Listeria grandensis 2014
15 Listeria floridensis 2014
16 Listeria cornellensis 2014
17 Listeria aquatica 2014
18 Listeria 2013

weihenstephanensis

19 Listeria fleischmannii 2013

20 Listeria rocourtiae 2010

21 Listeria marthii 2010

22 Listeria grayi 1992

23 Listeria ivanovii 1984

24 Listeria welshimeri 1983

25 Listeria seeligeri 1983

26 Listeria innocua 1983

27 Listeria murrayi 1971
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28 Listeria denitrificans 1961

29 Listeria monocytogenes 1940

Fonte: Elaborada pela autora.

2.3  Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes € a bactéria mais patogénica dentro do género de Listeria.
Ela foi isolada pela primeira vez pelo veterinario sueco Gustav Hiilphers em 1910 a partir de
lesdes necroticas de figado de coelho e nomeada como Bacillus hapatis (HULPHERS, 1911).
Entretanto, em 1926, recebeu o nome Bacterium monocytogenes por Murray, que desconhecia
o trabalho precedente de Hiilphers, e investigava surtos consecutivos de mortes subitas e
doencgas entre coelhos e cobaias de laboratorio. A bactéria foi novamente renomeada
Listerella hepatolytica por Pirie em 1927, em homenagem ao pioneiro cirurgido e
bacteriologista Joseph Lister, mas recebeu seu nome atual pelo proprio Pirie em 1940
(MURRAY; WEBB; SWANN, 1926; PIRIE, 1940) (Figura 1).

Listeria monocytogenes possui a habilidade de crescer em um amplo espectro de
temperaturas (1-45 °C), favorecendo sua sobrevivéncia e resisténcia em alimentos. Visto que
essa bactéria ndo resiste a temperaturas superiores a 60 °C, a pasteurizacdo se torna uma
alternativa vidvel para sua eliminagdo em produtos lacteos. Este organismo possui flagelos
que lhe confere motilidade apenas em uma faixa estreita de temperatura, ou seja, crescendo
entre 20 e 25 °C a flagelina ¢ produzida e montada na superficie da célula, entretanto, a 37 °C
a producao de flagelina ¢ acentuadamente reduzida (PEEL; DONACHIE; SHAW, 1988).

Além da habilidade de crescimento em diferentes temperaturas, L. monocytogenes
também ¢ resistente a pH extremos e altas salinidades, entretanto seu crescimento Otimo
ocorre em pH neutro e 0,5% NaCl. A resisténcia deste patdgeno a condi¢des adversas
contribui para a sua ampla distribui¢do em multiplos habitats e corrobora o aumento dos

surtos de origem alimentar em paises industrializados (KHELEF et al., 2006).
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2.4 Listeriose

A listeriose ¢ a doenga resultante de uma infec¢do bacteriana causada pela bactéria
Listeria monocytogenes. O primeiro relato de listeriose foi feito em ovelhas em 1925 ¢ mais
tarde, em 1929, em seres humanos (GRAY; KILLINGER, 1966). Entretanto, esta doenca
permaneceu obscura até a década de 1950, quando se descobriu que a L. monocytogenes era,
de fato, o agente causador da doenga “granulomatosa infantisséptica”, responsavel por
inimeros natimortos na Alemanha Oriental pos-guerra (GRAY; KILLINGER, 1966; HOF,
2003).

Em 1953, o bacteriologista da Alemanha Oriental Potel descobriu que casos de
listeriose em mulheres gravidas estavam frequentemente associados ao consumo de leite cru
(GRAY; KILLINGER, 1966). Embora os alimentos, principalmente o leite, tenham sido
postulados como a fonte da listeriose na Alemanha, a listeriose nao foi globalmente
reconhecida como uma doenca transmitida por alimentos. Esse paradigma s6 mudou quando
um surto de listeriose ocorreu na Nova Escocia, Canada (SCHLECH et al., 1983; SEELIGER,
1988) e a investigacdo epidemiologica o vinculou com o consumo de repolho de campo
adubado com esterco de ovinos com listeriose (Figura 1).

A listeriose afeta principalemente idosos, gestantes, recém-nascidos e pessoas
imunocomprometidas e pode causar septicemia, abortos, infeccdes do Sistema Nervoso
Central e materno-fetal e infecgdes localizadas, além de induzir gastroenterites benigna e
espontaneamente resolutiva em individuos imunocomprometidos (BUCHANAN et al., 2017,
VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001a).

A listeriose feto-maternal ocorre através da disseminagdo da bactéria ao feto por
meio da placenta, podendo ocasionar aborto, parto prematuro e 6bito dos recém-nascidos. Os
sintomas relacionados a esse processo na gestante incluem dores de cabeca, fadiga, calaftios,
dores musculares e articulares, em alguns casos, esse processo € assintomatico. A listeriose
neonatal também pode ocorrer, embora seja menos frequente. Nesse caso, a ocorréncia € entre
a primeira e a oitava semana apds o parto e os recém-nascidos podem apresentar febre,
meningite, septicemia, gastroenterite ¢ pneumonia. Por fim, em adultos, as manifestagdes
clinicas sdo causadas geralmente pela sensibilizagdo do Sistema Nervoso Central, causada
pela infeccdo do parénquima cerebral e se apresentam na forma de meningite ou encefalite.
Outras manifesta¢des clinicas menos comuns sdo artrite, pleurite, miocardite, endocardite,

peritonite, sinusite, otite, conjuntivite e abscessos localizados (ROCOURT, J., 1996).
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Figura 1. Linha do tempo acerca dos eventos envolvendo Listeria monocytogenes ¢ a

listeriose.
Abactéria foi isolada Abactéria recebeu 0 nome de Primeiro relato de Descobriu-se que L. monocytogenes era Reconhecimento da listeriose
pela primeira vez Bacterium monocytogenes listeriose em humanos responsavel por por indimeros natimortos como uma doenga transmitida
por alimentos
HULPHERS, 1911 MURRAY; WEBB; SWANN, 1926 GRAY; KILLINGER, 1966 HOF, 2003 SCHLECH et al,, 1983; SEELIGER, 1988
<+—— 1910 1925 1926 1927 1929 1940 1950 1953 1981 >
Primeiro relato de Abactéria foi renomeada Abactéria recebeu o nome Os casos de listeriose em mulheres gravidas
listeriose em animais de Listerella hepatolytica de Listeria monocytogenes foram associados ao consumo de leite cru
GRAY; KILLINGER, 1966 PIRIE, 1940 PIRIE, 1940 GRAY; KILLINGER, 1966

Fonte: Elaborada pela autora.

2.5 Mecanismo de acao

L. monocytogenes apresenta um mecanismo especifico para invasdo de células
fagociticas e ndo fagociticas. Visto que a forma mais comum de contaminagdo por esta
bactéria € pela ingestdo de alimentos contaminados, o trato gastrointestinal ¢ a principal forma
de entrada no hospedeiro. L. monocytogenes pode induzir sua propria internalizagdo através
de varias células nao fagociticas, incluindo enterdcitos, hepatdcitos, fibroblastos, células
endoteliais e células gliais do Sistema Nervoso Central.

A fagocitose de L. monocytogenes em células epiteliais ocorre através de um
mecanismo chamado ziper-type, caracterizado por uma intima interagdo entre a bactéria e a
membrana celular, seguida pela invaginagdo progressiva da membrana plasmatica e
internalizacao bacteriana. Esse processo ocorre através do operon inlAB, que codifica duas
proteinas de superficie denominadas internalina (InlA e InlB) (GAILLARD, J.-L et al., 1991).
O receptor para InlA ¢ a E-caderina (Ecad), uma proteina de junc¢do aderente transmembranar
expressa em células epiteliais e alguns subconjuntos de células mieloides. A interagcdo do InlA
com o Ecad envolve diretamente o 16° aminoacido (prolina) do Ecad (LECUIT et al., 1999).
O dominio citoplasmatico do Ecad, que liga o Ecad via beta e alfa-cateninas ao citoesqueleto

de actina, ¢ critico para a internalizagdo (LECUIT et al, 2000), e estudos identificaram
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fatores-chave envolvidos na internalizacio mediada por InlA, incluindo ARHGAPI10,
vezatina, miosina 7, caveolina e clatrina (BONAZZI et al., 2008; SOUSA et al., 2005;
VEIGA; COSSART, 2005).

A translocacdo de L. monocytogenes ao longo do limen intestinal acontece nas
células extrusivas na ponta das vilosidades intestinais, nas dobras das vilosidades e, mais
notavelmente, em torno das células caliciformes.

A resposta do tecido intestinal a L. monocytogenes ¢ independente da invasdo das
vilosidades intestinais mediadas por InlA e totalmente dependente de listeriolisina O (LLO),
que desencadeia a resposta do tecido hospedeiro intestinal nas placas de Peyer, onde a L.
monocytogenes se transloca através da barreira intestinal de maneira independente de InlA via
células microfenestradas.

A citolisina formadora de poros listeriolisina O (LLO), codificada por hly, ¢
absolutamente necessaria para a lise vacuolar (DANCZ et al., 2002; PORTNOY; SUZANNE
JACKS; HINRICHS, 1988; VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001b). Além de LLO, L.
monocytogenes secreta duas fosfolipases C (PLCs), PI-PLC e PC-PLC, codificadas por plcA e
plcB, respectivamente que atuam sinergicamente auxiliando LLO na lise de vacuolos
primarios e secundarios, respectivamente (CAMILLI; GOLDFINE; PORTNOY, 1991;
GEDDE et al., 2000; LEIMEISTER-WACHTER; DOMANN; CHAKRABORTY, 1991;
MENGAUD; BRAUN-BRETON; COSSART, 1991; SMITH et al, 1995;
VAZQUEZ-BOLAND et al., 1992). Quando atinge o citosol, a bactéria ¢ capaz de
polimerizar a actina através da proteina de superficie ActA (actin assembly-inducing protein),
permitindo a propagacao da infeccdo em focos sem contato com o meio extracelular. Durante
a multiplicacdo intracelular em células infectadas primarias, a geracdo da cauda de actina
impulsiona as bactérias em diregdes aleatorias e ocasionalmente para a periferia da célula,
gerando uma saliéncia, que contém a bactéria. Quando a bactéria em movimento encontra a
membrana de uma célula adjacente, uma protrusdo invagina nesta célula, gerando um vacuolo
de membrana dupla contendo L. monocytogenes e parte da cauda de actina. O vacuolo da
célula infectada secundariamente ¢ entdo lisado pelas enzimas bacterianas, liberando bactérias
no citosol e iniciando um novo ciclo infeccioso (TILNEY; PORTNOY, 1989) (Figura 2).

Os genes LLO e ActA sdo parte do genoma de L. monocytogenes e responsaveis pela
viruléncia em modelos animais de infec¢do (GAILLARD, J. L.; BERCHE; SANSONETTI,
1986; LEVRAUD et al., 2009; PORTNOY; SUZANNE JACKS; HINRICHS, 1988). Além

disso, eles fazem parte da ilha-1 de patogenicidade desse patdogeno e sdo co-regulados pelo
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regulador transcricional PrfA, o principal regulador dos genes de viruléncia de L.

monocytogenes (COSSART; LECUIT, 1998).

Figura 2. Ciclo de vida de Listeria monocytogenes em células de mamiferos.
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Fonte: Adaptado de TILNEY & PORTNOY, 1989.

2.6 Disseminacao sistémica

Ap0s atravessar a barreira intestinal, a bactéria chega ao figado pela veia porta. Uma
vez no figado, ela é rapidamente fagocitada pelas células de Kupffer, macrofagos residentes
de origem fetal que revestem os sinusoides hepaticos, induzindo sua morte precoce
dependente de necrostatina-1. Esse processo desencadeia o recrutamento de monoécitos que
orquestram uma resposta inflamatoria tipo 1 antibacteriana. A morte das células de Kupffer
também desencadeia uma resposta do tipo 2 envolvendo a interleucina-33 derivada de
hepatocitos e a interleucina-4 derivada de basofilos. A ativagdo alternativa de macrofagos
derivados de mondcitos recrutados para o figado permite que eles substituam as células de
Kupffer ablacionadas e restaurem a homeostase do figado. Portanto, a morte das células de
Kupffer ¢ um sinal chave orquestrando a inflamag@o antibacteriana tipo 1 e o reparo hepatico

mediado pelo tipo 2 apés a infecgdo (BLERIOT et al., 2015).
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2.7  Atravessamento da barreira placentaria

Nas infec¢gdes materno-fetais, a infeccdo placentaria por L. monocytogenes nao
resulta apenas de bacteremia, que pode ser favorecida pela imunossupressdo associada a
gravidez, mas também ¢ consequéncia de um tropismo especifico da bactéria pela placenta
(CHARLIER et al., 2017). Enquanto cepas de L. monocytogenes que expressam um InlA
truncado e ndo funcional sdo isoladas em até 42% dos isolados de origem alimentar, apenas
uma pequena minoria (4,4%) das cepas clinicas expressam um InlA truncado. Esta
observagao epidemioldgica suporta fortemente um papel para InlA na listeriose humana.
Além disso, a invasdo de L. monocytogenes em explantes placentarios humanos no terceiro
trimestre ¢ dependente de InlA, consistente com o fato de que as células placentérias situadas
na interface materno-fetal e banhadas em sangue materno, o sinciciotrofoblasto e
citotrofoblastos, sdo de origem epitelial e expressam, portanto, o receptor InlA Ecad (LECUIT
et al., 2004). A invasao do explante placentario humano por L. monocytogenes também ¢
dependente de InlB. A InIB esté situado a jusante de InlA no operon InlAB e ¢ uma proteina
de superficie que medeia a entrada em uma ampla variedade de células cultivadas (DRAMSI
et al., 1995) apds interagdo com seu receptor ubiquamente expresso chamado cMet, um
receptor do fator de crescimento de hepatdcitos (SHEN et al., 2000). Dessa forma, InlA e InlB
atuam de maneira conjugada para a invasao de L. monocytogenes na placenta (DISSON et al.,

2008).

2.8  Listeria monocytogenes em ambientes agricolas e em animais

A atividade humana tem um impacto significativo na prevaléncia e na biodiversidade
de L. monocytogenes no solo e em ambientes aquaticos (DECLAN et al., 2020; RASCHLE et
al., 2021). O escoamento de campos agricolas pode contaminar as fontes de dgua proximas,
que servem como reservatorios e transferem L. monocytogenes para outros ambientes, como
pisciculturas. A fertilizacdo de campos agricolas com estrume ndo tratado também ¢ uma
fonte de contamina¢do. Em fazendas de gado, o chorume ou estrume sélido ¢ frequentemente
espalhado em campos ou nas proximidades que posteriormente sdo utilizados para o cultivo
de alimentos forrageiros (NICHOLSON; GROVES; CHAMBERS, 2005) L. monocytogenes
pode sobreviver por mais de 6 meses no lodo armazenado e persistir por meses em solos
agricolas (LOCATELLI et al., 2013; WELSHIMER, 1960). Além da aplicagdo de residuos

animais no solo, muitos paises permitem a aplicacdo do lodo de esgoto municipal e
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biossolidos em terras agricolas seguindo graus variaveis de tratamento (GHOLIPOUR et al.,
2020). L. monocytogenes pode sobreviver a digestdo anaerdbica do lixo municipal e a
regeneragao apos a aplicagao no solo (GERBA, C. P.; PEPPER; WHITEHEAD, 2002). Outras
fontes de contaminagdo por L. monocytogenes em campos agricolas incluem &4guas de
irrigagdo, animais silvestres, equipamentos usados para trabalhar nos campos e as superficies
utilizadas para a distribuicdo das ra¢des dos animais.

Nos animais, o transporte persistente ou temporario de L. monocytogenes ja foi
documentado em mamiferos, aves, peixes, moluscos, anfibios, répteis e insetos (IIDA et al.,
1991; LI et al., 2018; SKOVGAARD; MORGEN, 1988; WEBER et al., 1993; ZAYTSEVA;
ERMOLAEVA; SOMOV, 2007).

A ocorréncia de L. monocytogenes em animais silvestres representa um risco a
seguranga alimentar, pois as matérias-primas derivadas de animais estdo suscetiveis a
contamina¢do impactando diretamente as industrias de alimentos (ROTHROCK et al., 2017).
Os subtipos hipervirulentos de L. monocytogenes sao comuns em animais ruminantes e
animais silvestres. Além disso, aves, roedores e outros animais silvestres podem acelerar a
circulacdo deste patdogeno entre aterros, campos agricolas e armazéns de alimentos e ragoes,
facilitando sua entrada na cadeia de producao de alimentos.

Estudos demonstram que o gado possui uma alta prevaléncia fecal de L.
monocytogenes, variando de 6 a 25%. A contaminagao fecal do ambiente predispde as vacas a
reinfeccdo e a persisténcia de L. monocytogenes em fazendas leiteiras (NIGHTINGALE et al.,

2004), contribuindo para a contaminagao dos equipamentos de ordenha e do proprio leite.

2.9  Listeria monocytogenes em plantas de processamento de alimentos

Considerando que a L. monocytogenes possui resisténcia a alta salinidade e baixo
pH, € capaz de crescer em baixas temperaturas e possui habilidade de formar biofilmes
(BUCUR et al., 2018), elas se tornam destaque nas industrias de alimentos, visto que estas
caracteristicas contribuem para a sua sobrevivéncia e persisténcia em ambientes de
processamento de alimentos que, consequentemente, aumentam o risco de contaminagdo
cruzada dos produtos alimenticios.

A contaminagdo cruzada ¢ um dos principais fatores que culminam em doengas de
origem alimentar, representando cerca de 91.7% dos casos registrados nos Ultimos anos

(LONDERO et al., 2019). A contaminacao cruzada pode acontecer em qualquer estdgio do
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processamento de alimentos e ¢ causada pela transferéncia de microrganismos de uma matriz
contaminada, seja ela bidtica ou abidtica, para um produto nao-contaminado. Dada a
capacidade de adesdao e formacdo de biofilmes caracteristicas de L. monocytogenes,
equipamentos como maquinas de fatiar e triturar, tdbuas de corte, facas, mesas, pisos € pias se
tornam reservatorio deste patdégeno e foco de transferéncia para produtos alimenticios (FINN
et al, 2013; MORETR@, Trond et al, 2013; PEREZ-RODRIGUEZ et al, 2008;
RIPOLLES-AVILA et al., 2018).

Diversos estudos ja demonstraram que L. monocytogenes possui capacidade de se
aderir em poliestireno, politetrafluoretileno, aco inoxidavel e outros materiais utilizados nos
equipamentos de processamento dos alimentos, como poliéster, borracha, vidro e teflon
(BLACKMAN; FRANK, 1996; RIPOLLES-AVILA et al., 2019). Dessa forma, a persisténcia
de L. monocytogenes nestas superficies estd diretamente relacionada com potenciais
mecanismos de resisténcia a agentes antimicrobianos, biocidas e calor (CLOETE, 2003).

A resisténcia de bactérias ligadas a biocidas tem sido associada principalmente a
protecao mecanica devido a sintese da matriz de componentes extracelulares e aos nutrientes
circundantes, ou a fatores fisiologicos intrinsecos, como a adaptacao das células do biofilme e
estresses como a falta de nutrientes e estresse oxidativo (PAN; BREIDT; KATHARIOU,
20006).

A resisténcia de L. monocytogenes também pode ser genotipica, neste caso, autores
ja caracterizaram bombas de efluxo que conferem resisténcias ao quaternario de amoénio, por
exemplo (MORETR@, T.; LANGSRUD, 2004). O quaternario de amodnio € um composto
amplamente utilizado em superficies de contato com alimentos ou sem contato com alimentos
em virtude de sua natureza ndo corrosiva e sua eficicia contra uma variedade de bactérias
(GERBA, Charles P., 2015; TOMPKIN, 2002).

Além da aquisi¢ao de mecanismos de resisténcia por L. monocytogenes, a existéncia
de nichos ou reservatorios nos ambientes nao alcancados pelos desinfetantes, a formacao de
biofilmes e a criagdo de microambientes protegidos, podem estar associados a doses

subinibitdrias dos desinfetantes que consequentemente culminam na persisténcia de certas

cepas (MORETR@, T.; LANGSRUD, 2004).
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2.10 Listeria monocytogenes nos alimentos

Dada a presenca onipresente de L. monocytogenes em ambientes agricolas, nos
animais ¢ no processamento de alimentos, ndo ¢ surpreendente encontrar este patdogeno em
uma ampla variedade de alimentos.

A L. monocytogenes pode ser encontrada em alimentos crus (carnes e vegetais) ou
ndo processados ou em alimentos contaminados apds o processamento, como queijos e frios.
Leite ou alimentos ndo pasteurizados também podem abrigar esse patogeno, dessa forma, é
importante realizar a pasteurizacdo ou cozimento para eliminar a bactéria. Entretanto, em
alimentos prontos para comer (RTEs), a contaminag¢ao pode ocorrer apos o cozimento e antes
do empacotamento. Os alimentos RTEs que suportam o crescimento de L. monocytogenes, ou
seja, que ndo foram submetidos a pasteurizagdo ou tratamento equivalente, devem ter um
prazo de validade suficientemente curto que ndo apresente ameaga a saude do consumidor. Na
Unido Europeia, os fabricantes de alimentos devem demonstrar taxas de L. monocytogenes
inferiores a 100 UFC/g no prazo final de validade do produto (CE N° 2073, 2015). Se a
possibilidade de crescimento acima de 100 UFC/g durante o prazo de validade dos produtos
nao pode ser eliminado, ou se o produto RTE se destina a grupos de consumidores em risco de
listeriose, o produto deve estar livre de L. monocytogenes. Ja nos Estados Unidos, a tolerancia
de L. monocytogenes aplicada a todos os produtos alimenticios RTE ¢ zero (ARCHER, 2018).

Desde a década de 1980, varios surtos de listeriose foram relatados em todo o
mundo. Varios destes surtos sao multinacionais, refletindo a rapida globalizagdo, avancos nos
métodos de digitagdo e maior compartilhamento de dados e cooperagdo entre as autoridades
de saude publica de diferentes paises (DESAI et al., 2019; PETTENGILL et al., 2020). Uma
grande parcela dos surtos de listeriose € atribuida aos produtos lacteos. Sendo que entre estes,

os queijos sao os veiculos mais comuns de listeriose (Tabela 2).
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Tabela 2. Exemplos de surtos de listeriose ao redor do mundo atribuidos a diferentes

alimentos nos ultimos dez anos (2013-2023).

Ano(s) Pais Tipo de Numero de Nuimero de Referéncia
alimento caso(s) obito(s)
2013 Estados Unidos Queijo latino 9 1 (JACKSON et
al., 2018)
2013 Estados Unidos Queijo latino 8 1 (JACKSON et
al., 2018)
2013 Estados Unidos  Queijo curado 6 1 (JACKSON et
macio al.,2018)
2013 Estados Unidos Queijo 6 1 (CDC, 2013)
2014 Estados Unidos Queijo latino 3 1 (JACKSON et
al., 2018)
2014 Estados Unidos Lacticinios 8 1 (CDC, 2014)
2014 Estados Unidos Queijo 5 1 (CDC, 2014a)
2014 Estados Unidos Leite ndo 2 1 (NICHOLS et
pasteurizado al., 2020)
2015 Estados Unidos ~ Queijo macio 30 3 (CDC, 2015)
2015 Estados Unidos Sorvete 10 3 (CDC, 2015a)
2015-2016 Canada Achocolatado 34 4 (HANSON et
al., 2019)
2016 Estados Unidos Leite cru 2 1 (CDC, 2016)
Queijo cru
2017 USA macio (Vulto 8 2 (CDC, 2017)
Creamery)
2018-2020 Austria Queijo curado 34 10 (NUESCH-IND
macio ERBINEN e¢
al.,2021)
2019 Estados Unidos Fatias de carnes 10 1 (CDC, 2019)
Deli e queijos
2021 Estados Unidos  Queijo Fresco 13 1 (CDC, 2021)
2023 Estados Unidos ~ Carnes Deli e 16 1 (CDC, 2023)
queijos
2022 Estados Unidos Queijo Brie e 6 0 (CDC, 2022)
Camembert
2022 Estados Unidos Sorvete 28 1 (CDC, 2022a)
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51

41

83

39

22

24

1060

32

35

33

17

216

1 (Estados
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(DAHL et al.,
2017)

(JENSEN et al.,
2016)

(LUTH et al.,
2020)

(LACHMANN
etal.,2021)

(MAESAAR et
al., 2021)

(DURANTI et
al., 2018)

(SCHIORRING
etal.,2017)

(ALTHAUS et
al., 2017)
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N et al., 2020)

(TCHATCHOU
ANG et al.,
2020)

(CABAL et al.,
2019)

(CDC, 2018)

(CDC, 2018a)

(HALBEDEL
et al., 2020)

(CDC, 2020)

(CDC, 2021a)

(CDC, 2021b)

(ANGELO et
al., 2017)

(SELF et al.,
2019)
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2021 Estados Unidos Saladas 18 3 (CDC, 2022b)
embaladas Dole
2021 Estados Unidos Saladas 10 1 (CDC, 2022c¢)
embaladas
Fresh Express
2014 Estados Unidos  Broto de feijao 5 2 (CDC, 2015b)
2015-2018 Unido Europeia Milho 32 6 (EFSA, 2018)
congelado
2015-2018 Multinacional Vegetais 47 9 (EFSA et al.,
congelados 2018)
2016 Estados Unidos Vegetais 9 3 (CDC, 2016a)
congelados
2020 Estados Unidos Cogumelo 36 4 (CDC, 2020a)
Enoki
2023 Estados Unidos Cogumelo 5 0 (CDC, 2023a)
Enoki
2019 Estados Unidos Fonte 24 2 (CDC, 2019a)
desconhecida
2023 Estados Unidos Fonte 25 0 (CDC, 2023b)
desconhecida (Investigacao
ativa)

Produtos destacados em laranja: laticinios; Produtos destacados em azul: origem animal; Produtos destacados em
roxo: frutas; Produtos destacados em verde: verduras; Produtos destacados em rosa: legumes e cogumelos;

Produtos destacados em cinza: fonte desconhecida. Fonte: Elaborada pela autora.

2.11 Bacteriofagos

Os bacteriofagos, também chamados de fagos, sdo parasitas intracelulares
obrigatorios de bactérias. Eles foram descobertos de forma independente em 1915 por
Frederick Twort, na Inglaterra e em 1917 por Félix d'Hérelle, na Franca.

A fagoterapia foi amplamente utilizada na Unido Soviética em pacientes de qualquer
idade sofrendo de um amplo espectro de doengas (ALEXANDROVA et al., 1935; BERIDZE,
1938; ERMOLIEVA, 1939; LURIE, 1938; RODIGINA, 1938; RUCHKO; TRETYAK, 1936;
TSULUKIDZE, 1938, 1941, 1940). Os resultados obtidos a partir desta iniciativa foram
satisfatorios e publicados, entretanto, muitas destas publicacdes ndo atingiram o mundo
ocidental pois estavam escritas em russo. Quando alguns destes resultados foram traduzidos e

divulgados entre cientistas de lingua inglesa, eles foram vistos com ceticismo, pois a maioria
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dos ensaios clinicos realizados ndo seguiam os padrdes internacionais. A fagoterapia
continuou a ser amplamente utilizada na Russia e na Europa Oriental. Entretanto, a crescente
disponibilidade de medicamentos antimicrobianos seguros e eficazes ap6s a Segunda Guerra
Mundial contribuiu para a baixa utilizagao dos bacteriofagos (CHANISHVILI, 2012).

Os antibidticos estdo entre as intervengdes terapéuticas mais bem-sucedidas da
histéria da medicina, entretanto as resisténcias antimicrobianas associadas ao seu uso se
tornaram um problema de saude publica. De acordo com a Organizacao Mundial da Saude,
aproximadamente 700.000 pessoas morrem anualmente por conta de resisténcia
antimicrobiana e a projecdo ¢ que esses numeros subam rapidamente nos proximos anos
(WHO, 2019).

O aumento na resisténcia a antibidticos em Listeria estd em consondncia com o
modelo global de aumento da prevaléncia de resisténcia a antibidticos. Ha relatos recorrentes
de patogenos que sdo resistentes a quase todos os antibidticos existentes. Um estudo
examinou 65 amostras de leite e derivados e os ensaios de antibiograma revelaram alta
resisténcia de L. monocytogenes a sulfametoxazol, trimetoprima, eritromicina, cefotetana e
oxitetraciclina (KAYODE; OKOH, 2022). Outro estudo demonstrou a alta frequéncia de
cepas de L. monocytogenes resistentes a clindamicina isoladas de alimentos e em ambientes
de processamento de alimentos (WISNIEWSKI et al., 2022).

Dessa forma, o crescente nimero de bactérias multirresistentes, a proibigdo total do
uso de antibioticos na alimentacdo animal na Unido Europeia, bem como a proibig¢ao parcial
nos Estados Unidos, e declinio no desenvolvimento de novos agentes antibacterianos, levaram
os cientistas a reconsiderarem o uso dos bacteriofagos e ampliarem as pesquisas nessa area
(DHEMAN et al., 2021; SNEERINGER, 2015; WHO, 2020a). A utilizagdo dos bacteri6fagos

abrange diversas areas, incluindo saide humana e animal (ELOIS et al., 2023).
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2.12 Biologia dos bacteriofagos

Os bacteridfagos sdo organismos onipresentes no ambiente, sendo encontrados em
oceanos, solos, em ambientes extremos caracterizados por temperaturas muito baixas ou
muitos altas e at¢é mesmo no intestino humano (DION; OECHSLIN; MOINEAU, 2020).

Os fagos incluem virus com DNA de fita dupla (dsDNA), DNA de fita simples
(ssDNA), DNA de fita simples RNA (ssRNA) e RNA de fita dupla (dsSRNA). A maioria dos
fagos (cerca de 96%) possuem cauda. Os fagos que ndo possuem cauda sdo denominados
como “cubicos”, filamentosos ou pleomodrficos (menos de 4%). O termo “cibico” denota
simetria cubica em forma icosaédrica, sendo que alguns tipos contém lipidios em envelopes
ou constituintes internos (Tabela 3). Os fagos filamentosos ou pleomorficos sdo

invariavelmente sensiveis ao éter e ao cloroformio (ACKERMANN, 2009).

Tabela 3. Classificacdo dos bacteridfagos baseada em morfologia e material genético.

Formato Acido Nucleico Familia Caracteristicas
Com cauda dsDNA (L) Myoviridae Cauda
contratil
Siphoviridae Cauda longa e ndo
contratil
Podoviridae Cauda curta
Poliédrico ssDNA (C) Microviridae Capsdmeros conspicuos
dsDNA (C, S) Corticoviridae Capsideo complexo,
Lipidios
dsDNA (L) Tectiviridae Capsideo duplo,
Lipidios,
Pseudo cauda
dsDNA (L) SH1* Capsideo duplo,
Lipidios
dsDNA (C) STIV* Saliéncias em forma de
torre
ssRNA (L) Leviviridae Semelhante ao poliovirus
dsRNA (L, M) Cystoviridae Envelope,
Lipidios
Filamentosos ssDNA (C) Inoviridae Filamentos longos,

hastes curtas
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dsDNA (L)

dsDNA (L)

Lipothrixviridae

Rudiviridae

Envelope,
Lipidios

Hastes rigidas,
Tipo TMV

Pleomorfico dsDNA (C, S)

dsDNA (C, S)

dsDNA (L, S)

dsDNA (C, S)

dsDNA (L)

dsDNA (C)

dsDNA (L)

Plasmaviridae

Fuselloviridae

Guttaviridae

Ampullaviridae*

Bicaudaviridae*

Globuloviridae*

Envelope, Sem
capsideo, Lipidios

Em forma de lim3o,
envelope,
Lipidios

Em forma de liméo,
envelope

Em forma de gota

Em forma de garrafa,
Nucleocapsideo
helicoidal

Duas caudas,
Ciclo de
desenvolvimento,
Nucleocapsideo
helicoidal

Envelope,
esférico,
Lipidios, Nucleocapsideo
helicoidal

C, circular; L, linear; M, multipartido; S, superenrolado; —, sem nome; *, ndo classificado; SH1, virus

Haloarcula hispanica; STIV, Virus icosaédrico com torreta Sulfolobus; TMV, Virus do mosaico do tabaco

nativo. Fonte: Adaptado de Ackermann, 2009.

Recentemente as familias Myoviridae, Podoviridae ¢ Siphoviridae foram abolidas

visto que avaliagdes independentes dessas familias baseadas na morfologia sdo polifiléticas e

ndo refletem com precisdo historias evolutivas compartilhadas. Ao mesmo tempo, ¢

reconhecida a importancia de identificadores morfologicos (ndo taxonOmicos) como

"miovirus", “podovirus e ‘“sifovirus”. Portanto, estes termos podem ser usados livremente

para refletir caracteristicas distintivas e manter sua referéncia historica, no entanto, eles nao

possuem significado taxondmico formal. Além disso, a ordem Caudovirales foi substituida

pela classe Caudoviricetes para agrupar todos os virus bacterianos e de arqueias com caudas,

com capsideos icosaédricos e com dupla fita de DNA (Figura 3) (TURNER et al., 2023).



Figura 3. Nova classificacdo dos fagos com cauda.
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Fonte: Adaptado de Turner et al., 2023.
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Em termos de caracterizagao dos ciclos de vida dos fagos, os fagos podem ser liticos,
temperados ou cronicos. Os fagos liticos, através de um processo conhecido como adsorgao,
se ligam aos receptores especificos localizados na membrana celular de suas bactérias
hospedeiras. Apos a etapa de adsor¢do, os fagos injetam seu material genético (DNA ou
RNA) no citoplasma bacteriano e iniciam o processo de transcri¢do e traducdo das proteinas
fagicas utilizando a maquinaria celular bacteriana para sua replicacdo. Quando os fagos estao
completamente montados, eles induzem a lise celular do hospedeiro, liberando novos virions
responsaveis por infectar outras células bacterianas. Os fagos temperados, por sua vez,
seguem as mesmas etapas de adsorcdo, injecdo do material genético e montagem de novos
fagos no genoma bacteriano. Entretanto, ao invés de lisar as células hospedeiras, os fagos
temperados se integram no genoma bacteriano, formando uma estrutura chamada de profago
que se replica com o cromossomo hospedeiro e ¢ transferido verticalmente do cromossomo
inicialmente infectado célula para sua progénie através da divisdo celular. O ciclo lisogénico,
ou seja, a replicacdo do fago como um profago que ndo resulta diretamente na produgdo ou
liberacao de virions, pode fornecer imunidade contra uma infec¢ao pelo mesmo tipo de fago.
Além disso, condi¢des de estresse, como luz ultravioleta, produtos quimicos mutagénicos ou
danos a0 DNA podem induzir uma mudancga para o ciclo litico. Por fim, os fagos também
podem ser cronicos ¢ semelhante aos dois tipos de ciclos de vida apresentados anteriormente,
fagos cronicos adsorvem a célula, inserem seu material genético no citoplasma e geram
infec¢des produtivas nas quais os virions sao liberados em longos intervalos, entretanto, nao
ha interrup¢ao substancial das células hospedeiras (HOBBS; ABEDON, 2016).

Dentro dos ciclos de vida, os fagos podem ser i) liticos e ndo temperados, quando
fagos liticos nao exibem ciclos lisogénicos, ou ii) cronicos e nao temperados, quando os fagos
liberados cronicamente nao exibem ciclos lisogénicos. As proximas duas estratégias de
infeccdo e liberacdo de um fago incluem iii) fagos liticos e temperados, ou seja, fagos liticos
que podem exibir ciclos lisogé€nicos, ou iv) fagos cronicos e temperados, ou seja, fagos
liberados cronicamente que podem exibir ciclos lisogénicos (HOBBS; ABEDON, 2016)
(Figura 4).
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Figura 4. Caracterizacao dos ciclos de vida dos fagos.
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progénie; 2) Fagos que exibem ciclos produtivos e empacotamento do genoma em virions maduros durante a
liberacdo da progénie; 3) Fagos que exibem ciclos produtivos ou formam profagos e realizam empacotamento do
genoma em virions maduros antes da liberagdo da progénie; 4) Fagos que exibem ciclos produtivos ou formam
profagos e realizam empacotamento do genoma em virions maduros durante a liberagdo da progénie. Fonte:

Adaptado de Hobbs & Abedon, 2016.
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A aplicagdo dos fagos para controle bacteriano em ambiente ou em contextos
terapéuticos deve explorar a utilizagdo de fagos profissionalmente liticos visto que fagos que
exibem ciclos lisogénicos podem atuar como portadores naturais de genes de resisténcia a
antibidticos por meio do processo de transducdo (CHEN et al., 2022). A transdugdo ¢ um
mecanismo de transferéncia genética mediado por fagos com replicagdo independente. A
aquisi¢do de resisténcia antimicrobiana por transducdo ja foi observada em espécies
bacterianas clinicamente relevantes, assim como no ambiente (BALCAZAR, 2014).

Os bacteriofagos podem ser utilizados como agentes terapéuticos para combater
infec¢cdes bacterianas em humanos e animais. H4 inimeros estudos que relatam a aplicagdo
bem-sucedida de bacteriofagos em animais, incluindo bovinos, suinos, ratos, coelhos,
cachorros, gatos e cavalos. Nestes casos, os fagos foram utilizados sozinhos ou em coquetéis
para tratar uma grande diversidade de infec¢des bacterianas como mastite (Staphylococcus
aureus) (BREYNE et al., 2017; NGASSAM-TCHAMBA et al., 2020; TITZE; KROMKER,
2020), metrite (Escherichia coli) (SANTOS et al., 2010), feridas cronicas (biofilmes
multibacterianos) (MILHO et al., 2019), infeccao pulmonar, otite externa, infecgdes do trato
urindrio, queratite (Pseudomonas aeruginosa) (FUJIKI et al., 2020; FURUSAWA et al., 2016;
HAWKINS et al., 2010; WATERS et al, 2017) ¢ infec¢do sistémica (Acinetobacter
baumannii) (KIM et al., 2020). Em humanos, ha relatos de aplicagdes bem-sucedidas para
tratar otites cronicas (WRIGHT et al., 2009). Além disso, atualmente existem centros como o
Center for Innovative Phage Applications and Therapeutics (IPATH), que tratam pacientes
com infec¢des multirresistentes com risco de vida com terapia fagica por meio do programa
de uso compassivo do FDA (Food and Drug Administration).

Os bacteriofagos também podem ser utilizados para o controle de patdgenos em
alimentos, superficies e equipamentos e também para a deteccdo de bactérias. Varios estudos
demonstram a eficacia de bacteridfagos em alimentos para o controle de bactérias de origem
alimentar, como Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Campylobacter spp., € Escherichia
coli (BAl et al., 2016; MOYE; WOOLSTON; SULAKVELIDZE, 2018).

Atualmente, ja existem diversos produtos contendo fagos aprovados pelo
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) e comercializados para o
biocontrole de bactérias patogénicas. Para o controle de Salmonella, estdo disponiveis
formulacdes como SalmoFresh®, uma preparacdo com fagos especificos contra Salmonella,
eficaz no tratamento de alimentos que apresentam alto risco de contaminag¢dao e capaz de

matar os sorotipos mais comuns como Typhimurium, Enteritidis, Heidelberg, Newport, Hadar,
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Kentucky, Thompson, Georgia, Agona, Grampian, Senftenberg, Alachua, Infantil, Reading e
Schwarzengrund (ZHANG et al., 2019). Estudos ja demonstraram a eficacia deste produto em
frutas frescas, pepinos, frangos e costeletas de peito de peru (MAGNONE et al., 2013;
SHARMA et al., 2017; SUKUMARAN et al., 2016). Além deste, o produto SalmoFREE®
também se encontra disponivel e ¢ um coquetel contendo seis fagos diferentes, eficaz contra
Salmonella spp. (CLAVIIO et al., 2019).

Visando o controle de Escherichia coli, ha disponivel no mercado EcoShield®, uma
preparacdo de fagos eficaz contra E. coli e E. coli produtora de toxina Shiga (STEC)
(VIKRAM et al., 2020). Além disso, existem formulagdes direcionadas a Listeria, como
ListShield®, uma formulagdo de coquetel de fagos especifica contra Listeria monocytogenes
que pode ser aplicada a produtos frescos, laticinios, peixes e alimentos prontos para consumo
(PERERA et al., 2015). E Listex™, uma formulagdo de suspensdo de fagos P100, também
eficaz contra Listeria monocytogenes, para aplicagdo em carnes, peixes, frutos do mar,
laticinios e outros alimentos prontos para consumo e também para instalagdes de fabricagdo

de alimentos (EFSA, 2016; REINHARD et al., 2023).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

e Prospectar bacteriofagos para controle de Listeria spp. na industria de alimentos.

3.2 Objetivos especificos

e Isolar, propagar e identificar morfologicamente e molecularmente bacteriéfagos
capazes de infectar Listeria spp.;

e Identificar genes de resisténcia associados aos genomas dos fagos isolados;

e Selecionar bacteridfagos com atividade litica contra Listeria monocytogenes;

e Controlar em superficies a populacdo de Listeria monocytogenes em superficies de

aco inox utilizando os bacteri6fagos selecionados.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1. Listeria spp. e condicoes de cultivo

As bactérias do género Listeria utilizadas neste trabalho foram isoladas de industrias
frigorificas e identificadas por meio da ISO 11290-1, PCR, serotyping ou oriundas do banco
American Type Culture Collection (ATCC) (Tabela 4). Tais bactérias foram cedidas pela
empresa Neoprospecta Microbiome Technologies Inc., Floriandpolis, Brasil, parceira do
presente trabalho por meio do Mestrado Académico para Inovacdao (MAI/CNPq), segundo
Termo de Cooperagdo Técnica N° 23080.026100/2021-51, coordenado pela Professora Dra.
Gislaine Fongaro da Universidade Federal de Santa Catarina.

As bactérias foram cultivadas e propagadas em 25 mL de caldo BHI (Brain Heart
Infusion, Kasvi) incubadas em estufa a 37 °C, por 16 horas, até atingir densidade o6tica (DO)

600nm= 0,6 a 0,9.
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Tabela 4. Bactérias do género Listeria usadas no isolamento de bacteridofagos e seu local de

obtencao/isolamento.

Identificacio espécie, subespécie e sorotipo

Local/Etapa de Isolamento

Listeria monocytogenes Ivb-v1

Listeria monocytogenes llc

Listeria welshimeri

Listeria innocua 6a (1)

Listeria innocua 6a (2)

Listeria innocua 6a (3)

Listeria innocua 6b

Listeria seeligeri

Listeria monocytogenes (1)

Listeria monocytogenes (2)

Listeria monocytogenes (3)

Listeria innocua

Carne bovina refrigerada

Ambiente de processamento (mesa)

Carcaca bovina

Carne bovina refrigerada

Faca

Carcaca bovina

Carne bovina refrigerada

Carne bovina refrigerada

Linguiga suina defumada

Asa de frango

ATCC 19111

ATCC 33090

Fonte: Elaborada pela autora.
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4.2 Bioprospeccao de bacteriofagos
4.2.1 Proveniéncia das amostras

Para a bioprospec¢do dos bacteriofagos foram utilizadas amostras de ostras
provenientes do Laboratério de Moluscos Marinhos (LMM/UFSC), esgotos urbanos e
hospitalares provenientes do estado de Santa Catarina, fezes de galinhas crioulas do Oeste de
Santa Catarina, coletas de superficies da linha de producdo frigorifica (coletadas em
esponjas), peles de frango provenientes de industrias de alimentos, camas de avidrio
provenientes da pecuaria do Sul do pais, bem como bacteriofagos depositados no biobanco do

Laboratoério de Virologia Aplicada (LVA/UFSC).

4.2.2 Induciao de infeccao in vitro dos bacteriofagos

Para inducdo da infeccdo bacteriana por bacteriéfagos presentes nas amostras
ambientais, foi aplicado em uma placa de petri contendo 10 mL de meio BHI solido (bottom
agar), 1 mL de meio semissolido aquecido 0,7% (top agar), 1 mL da cultura de bactéria em
fase exponencial de crescimento (DO 600nm= 0,6 a 0,9) e 1 mL da amostra (que
possivelmente contém os fagos). As placas foram incubadas em estufa a 37 °C, de 12 a 16

horas para formagao das placas de lises (ADAMS, 1959; KROPINSKI et al., 2009).

4.2.3 Isolamento dos bacteriofagos

Para o isolamento dos bacteriéfagos a partir das placas com lise, utilizou-se uma
ponteira estéril para coleta das areas de replicagdo viral. A area de replicagdo viral coletada
foi transferida para um frasco Erlenmeyer contendo 25 mL de caldo BHI e 1 mL da cultura de
bactéria em fase exponencial de crescimento (DO 600nm= 0,6 a 0,9). A mistura foi incubada
em estufa a 37 °C por 16 horas para propagagdo dos fagos isolados. Posteriormente,
centrifugou-se os tubos a 10.000 %X g por 5 minutos a 4 °C para decantacdo das células
bacterianas. O sobrenadante foi filtrado em filtros de acetato de celulose com poros de 0,22
um para obtencdo de particulas virais purificadas e estas foram armazenadas a 4 °C.

Foram realizadas trés passagens sucessivas, a fim de obter aumento da concentragao
de fagos. Posteriormente, os fluidos virais foram estocados na presenca de meio de cultura

BHI durante dois meses em temperatura entre 5 ¢ 10 °C, a fim de avaliar a sua estabilidade e
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infecciosidade (ADAMS, 1959; ANDREWS-PFANNKOCH et al., 2010; HUNGARO et al.,
2013).

4.2.4 Titulacio dos fagos e determinacio da viruléncia

A determinagdo do titulo viral foi realizada por meio da contagem de Unidades

Formadoras de Placas (UFPs) através da equacao 1:

. Numero de Placas Contabilizadas X Reciproca da Diluicio
Unidades Formadoras de Placas = L 22 (1)

Volume

4.3 Caracterizaciao por microscopia eletronica de transmissao (MET)

Para a caracterizagdo morfoldgica dos fagos foi utilizado o microscépio eletronico de
transmissao (JEM-1011 TEM [TEM 100 kV]), através da parceria entre o Laboratério de
Virologia Aplicada (LVA/UFSC) e o Laboratério Central de Microscopia Eletronica
(LCME/UFSCQ).

As suspensoes de bacteriofagos propagadas e isoladas foram filtradas em filtros de
acetato de celulose com poros de 0,22 pum para remocdo das bactérias hospedeiras.
Adicionou-se 10 pL. da suspensdo viral na superficie de uma grade (grid) de cobre de 200
malhas (meshes) revestidas com carbono. Apos 24 horas, adicionou-se uma gota de acetato de
uranila a 2% na superficie da grade por 15 segundos. Apds o periodo estabelecido, o excesso
de acetato de uranila foi retirado com papel absorvente comum e a grade foi submetida a

secagem em temperatura ambiente por, no minimo, 20 minutos (GREGORACCI, 2006).

4.4 Extracao do material genético dos fagos e sequenciamento genémico

As suspensoes de bacteriofagos propagadas e isoladas foram filtradas em filtros de
acetato de celulose com poros de 0,22 para remogado das bactérias hospedeiras.

As amostras foram submetidas a um pré-tratamento enzimatico para degradacao do
genoma bacteriano remanescente. Neste tratamento, foi utilizado 1 U/uL de DNAse I
(Sigma-Aldrich), seguido do bloqueio das atividades enzimaticas utilizando inibidor de
DNAse/RNAse (Sigma-Aldrich) e temperatura de 65 °C por 15 minutos.

A extracdo do material genético viral foi realizada usando kit comercial PureLink
Viral RNA/DNA (Life Technologies). Resumidamente, para preparacdo do lisado, foram
adicionados, para 200 pL de cada amostra, 25 pL. de Proteinase K e 200 uL da solugdo de
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tampao de lise com o RNA Carrier. Em seguida, os microtubos com os componentes citados
foram vortexados e incubados em 56 °C por 15 minutos. Apos o periodo de incubagao, foram
adicionados 250 pL de etanol 96-100% as amostras, as mesmas foram vortexadas por 15
segundos novamente e incubadas por 5 minutos em temperatura ambiente.

As amostras lisadas foram transferidas para novos tubos contendo colunas de
extracdo ¢ submetidas a centrifugagdo a 6.800 x rpm por um minuto. O tubo coletor com o
filtrado foi descartado no final deste processo. A coluna de extragdo foi lavada com 500 pL do
tampao de lavagem e centrifugada a 6.800 x rpm por um minuto. Este passo foi repetido por 3
vezes. Apods a ultima repeti¢do, a coluna de extracdo foi transferida para um microtubo estéril,
os acidos nucléicos foram coletados e adicionou-se 40 puL de 4gua nuclease free. O microtubo
foi incubado por um minuto em temperatura ambiente para a eluicao dos acidos nucléicos. O
microtubo com a coluna de extracao foi centrifugado na velocidade maxima da centrifuga por
um minuto. Em seguida, a coluna de extracdo foi descartada e o microtubo com os acidos

nucléicos eluidos foram armazenados a -80 °C.

4.5 Sintese de cDNA

Para sintese do cDNA dos possiveis bacteriofagos com genoma de RNA
bioprospectados, utilizou-se o kit comercial M-MLV Reverse Transcriptase (Promega).
Resumidamente, adicionou-se em microtubos livre de RNases, 5 uL da amostra, 1 pL de
iniciadores (hexameros randomicos: 500 pug/mL) e 9 uL agua livre de nucleases (qsp 15 pL).
Os microtubos foram incubados a 70 °C por 5 minutos para a desnaturagao do RNA/iniciador.
Em seguida, os microtubos foram transferidos para o gelo, mantidos por, no minimo 5
minutos, e centrifugados brevemente. Posteriormente, foram adicionados aos microtubos, 5
uL de M-MLV 5x tampao de reagdo, 2.5 pL. de ANTP mix (10mM), 0.2 pL de inibidor de
RNase, 1 uL de M-MLV RT (200 U/uL) e 1.3 uL de agua livre de nucleases (qsp 25uL). Os
microtubos foram brevemente centrifugados, incubados a 37°C por 60 minutos e incubados
novamente a 70 °C por 10 minutos. O cDNA sintetizado foi armazenado a -20 °C.

Posteriormente, o cDNA foi sequenciado pelo método paired-end através da

plataforma MiSeq (Illumina).
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4.6 Montagem e anotacio dos genomas

As montagens dos genomas foram realizadas a partir da plataforma online Genome
Detective versdo 2.52 (VILSKER et al., 2019) para analises virais. Todas as sequéncias
pertencentes a outros organismos foram excluidas das analises. A remog¢ao dos adaptadores
foi feita com Trimmomatic e a filtragem das sequéncias por qualidade com a ferramenta
FastQC (ANDREWS, 2010; BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014). A predicdo e anotagdo
génica foi feita por meio do programa Prokka Online Annotation.

A busca e identificacdo de genes de resisténcia associados aos fagos foi realizada por

meio da ferramenta ResFinder (FLORENSA et al., 2022).

4.7 Controle de Listeria monocytogenes em superficies

Para fins de ensaios em superficies, foram utilizados dois (2) corpos de prova de
metal (aco inox) de 2 x 1 cm? como tratamento € um (1) corpo de prova de metal (ago inox)
de 2 x 1 cm? como controle positivo. Dessa forma, foram utilizados trés (3) corpos de prova
em cada coleta para cinco fagos diferentes. Os corpos de prova foram contaminados
artificialmente com Listeria monocytogenes e avaliados quanto a capacidade de controle
bacteriano na presenca dos bacteridéfagos, aplicados por gotejamento, na area contaminada. O
aco inox foi escolhido como material para execucdo deste experimento visto sua frequente
utilizagdo na industria alimenticia devido a sua estabilidade fisico-quimica e resisténcia a
COITosao.

Antes da inoculagdo, os corpos de prova foram completamente limpos ¢ esterilizados
a 121 °C por 15 minutos. A albumina de soro bovino (BSA) foi usada como um contaminante
natural de alimentos orgédnicos para mimetizar a superficie de contato com alimentos
contaminados com proteinas. Uma solucdo estoque de BSA (6 mg/mL) foi preparada com
agua destilada e esterilizada por filtracdo (0,22 pm de tamanho de poro). A escolha de usar o
BSA foi baseada no protocolo EN 13697:2015 para a avaliacdo de desinfetantes quimicos,
que adota 0 BSA como uma forma de simular condi¢des realistas tipicamente encontradas em
uma instalacdo de processamento de alimentos (EN 13697:2015, 2015). 200 pL (3 mg/mL de
concentragdo final de BSA) de solugcdo de BSA foi transferida para a superficie estéril com a
subsequente aplicagdo de 100 pL da suspensdo microbiana (10’ UFC mL") e 100 pL da

suspensdo fagica (10’ UFP mL™"). Todas as superficies de ago inox inoculadas foram mantidas



49

em temperatura ambiente por 12 horas, com coletas realizadas em 3, 6, 9 e 12 horas de

experimento. Todos os testes foram feitos em duplicatas e repetidos trés vezes.

4.9 Analises estatisticas

Para analise dos resultados de ensaio de inibicdo do crescimento bacteriano em meio
liquido foi utilizado o teste Kruskal-Wallis e o teste de comparagdes multiplas de Dunn, ja
para as analises do ensaio de controle de Listeria monocytogenes em superficies foi realizado
teste t, seguido da ANOVA (Anadlise de Variancia) de duas vias (para comparagdes multiplas).
As andlises foram realizadas pelo software GraphPad Prism 8.0. Considerou-se diferencas

significativas de p < 0,05.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Bioprospeccao de bacteriofagos

Foram isolados cento e oito (108) fagos provenientes de amostras ambientais, sendo
treze (13) fagos provenientes do banco de fagos do Laboratorio de Virologia Aplicada
(dejetos suinos), quinze (15) fagos isolados de ostras, trés (3) fagos isolados de camas de
aviario, dois (2) fagos isolados do esgoto, seis (6) fagos isolados de peles de frango, quatro
(4) fagos isolados de esgoto hospitalar, cinquenta e sete (57) fagos isolados de superficies de
processamento de alimentos e oito (8) fagos isolados de fezes de galinhas.

Apoés as sucessivas passagens realizadas a fim de isolamento e aumento do titulo
viral, quarenta e quatro foram selecionados baseado na estabilidade (presenca de placas de
lise) e titulo viral (>1E+7). A nomenclatura dos fagos foi escolhida considerando o tipo de
amostra do qual foram isolados. A sigla SM, que foi usada como identificador para alguns dos
isolados, se refere a Swine Manure (dejeto suino), em alusdo as amostras das quais os virus
foram isolados. Os identificadores OY, CF, SU, PL e SE advém dos termos Oysters (ostras),
Chicken Feces (fezes de galinhas), Surfaces (superficies), Poultry Litter (cama de aviario) e
Sewage (esgoto), respectivamente, também em relacdo a origem da amostra de isolamento. Os
numeros em ordem sequencial referem-se a sequéncia de fagos isolados pelo laboratdrio a
partir dessas matrizes. A sigla LM refere-se a espécie Listeria monocytogenes, adicionada ao

nome para possibilitar um identificador especifico dos isolados (Tabela 5). Para a definicao



dos nomes seguiu-se o guia informal sugerido por Adriaenssens e Brister (2017)

(ADRIAENSSENS; RODNEY BRISTER, 2017).

Tabela 5. Resultados da bioprospeccao e caracterizagdo dos bacteriofagos.

Isolados

Fonte de
Isolamento

Bactérias
hospedeiras

Caracterizacao
morfologica

Caracterizacio
gendmica

Isolado 2 (SULM1)

Isolado 3 (SMLM10)

Isolado 5 (OYLM1)

Isolado 6 (SMLM1)

Isolado 7 (OYLM4)

Isolado 8 (CFLM2)

Isolado 10 (SMLM?2)

Isolado 11 (SMLM3)

Isolado 12 SMLM11

Superficies

Dejetos de suinos

Ostras

Dejetos de suinos

Ostras

Fezes de galinhas

Dejetos de suinos

Dejetos de suinos

Dejetos de suinos

L. innocua ATCC
L. monocytogenes
ATCC

L. innocua 6b
L. innocua 6a (1)
L. innocua ATCC
L. monocytogenes

ATCC

L. innocua ATCC
L. monocytogenes
ATCC

L. innocua 6b
L. innocua 6a (1)
L. innocua ATCC
L. monocytogenes

ATCC

L. innocua ATCC
L. monocytogenes

ATCC

L. seeligeri
L. monocytogenes
llc
L.monocytogenes
ATCC
L. innocua ATCC

L. innocua 6b
L. innocua 6a (1)
L. innocua ATCC
L. monocytogenes

ATCC

L. innocua 6b
L. innocua 6a (1)
L. innocua ATCC
L. monocytogenes

ATCC

L. innocua 6b
L. innocua 6a (1)
L. innocua ATCC
L. monocytogenes

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Nao

Sim

Sim

Sim

Nao



Isolado 13 (SMLM4)

Isolado 14 (SULM?2)

Isolado 15 (SULM3)

Isolado 19 (SULM4)

Isolado 20 ( SMLM5)

Isolado 24 (SULM5)

Isolado 22 (SMLM9)

Isolado 26 (PLLM1)

Isolado 31 (SMLM?7)

Isolado 34 (SULM6)

Isolado 36 (SELM1)

Isolado 37 (SMLMS)

Dejetos de suinos

Superficies

Superficies

Superficies

Dejetos de suinos

Superficies

Dejetos de suinos

Cama de aviario

Dejetos de suinos

Superficies

Esgoto

Dejetos de suinos

ATCC

L. innocua 6b
L. innocua 6a (1)
L. innocua ATCC
L. monocytogenes

ATCC

L. innocua ATCC
L. monocytogenes
ATCC

L. innocua ATCC
L. monocytogenes
ATCC

L. innocua ATCC
L. monocytogenes
ATCC

L. innocua 6b
L. innocua 6a (1)
L. innocua ATCC
L. monocytogenes

ATCC

L. innocua ATCC
L. monocytogenes
ATCC

L. innocua 6b
L. innocua ATCC
L. monocytogenes

ATCC

L. innocua ATCC
L. monocytogenes
ATCC

L. innocua 6b
L. innocua 6a (1)
L. innocua ATCC
L. monocytogenes

ATCC

L. innocua ATCC
L. monocytogenes
ATCC

L. innocua ATCC
L. monocytogenes
ATCC

L. innocua 6b
L. innocua 6a (1)
L. innocua ATCC
L. monocytogenes

ATCC

Sim

Sim

Sim

Sim

Nao

Sim

Nao

Nao

Sim

Nao

Sim

Sim

Sim

Nao

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Nao

Sim

Sim

51



52

L. innocua ATCC Nio Sim
Isolado 39 (OYLM3) Ostras L. monocytogenes
ATCC

L. seeligeri
L. monocytogenes
Isolado 42 (CFLM1) Fezes de galinhas lle Nao Sim
L.monocytogenes
ATCC

L. innocua ATCC

L. innocua ATCC Nao Sim
Isolado 44 (SELM?2) Esgoto L. monocytogenes
ATCC

Fonte: Elaborada pela autora.

5.2 Microscopia eletronica de transmissao

Abaixo sdo apresentadas as micrografias dos fagos obtidas por meio da microscopia
eletronica de transmissdo. A Figura 5 apresenta fagos caracterizados por longas caudas,
contrateis, relativamente rigidas e grossas e com dupla fita de DNA. Estes fagos eram
anteriormente classificados dentro da familia Myoviridae. A Figura 6 apresenta fagos
anteriormente classificados dentro da familia Siphoviridae, caracterizados pelas longas caudas
ndo contrateis e dupla fita de DNA.

As Figuras 7A e 7B apresentam fagos pertencentes a familia Casjensviridae cujas
caracteristicas se assemelham aos organismos representados pela familia Siphoviridae. A
Figura 7C apresenta o unico fago prospectado representando a familia Microviridae que se
caracteriza pela auséncia de cauda e fita simples de DNA. Por fim, a Figura 8 apresenta as
micrografias de dois fagos nao identificados morfologicamente e molecularmente. As
imagens obtidas ndo foram suficientes para a classificacdo taxondmica destes trés fagos.
Concomitante a isso, as coberturas de sequenciamento obtidas para estes fagos foram muito

baixas, inviabilizando a identificagao.
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Figura 5. Fagos anteriormente pertencentes a familia Myoviridae.

Micrografias eletronicas de transmissdo de fagos de L. monocytogenes anteriormente pertencentes a familia
Myoviridae coradas com 2% de acetato de uranila. (A) Isolado 2; (B) Isolado 12; (C) Isolado 22; (D) Isolado 3;
(E) Isolado 7; (F) Isolado 37; (G) Isolado 19 e (H) Isolado 8. Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 6. Fagos anteriormente pertencentes a familia Siphoviridae.

Micrografias eletronicas de transmissdo de fagos de L. monocytogenes anteriormente pertencentes a familia
Siphoviridae coradas com 2% de acetato de uranila. (A) Isolado 14; (B) Isolado 1; (C) Isolado 5; (D) Isolado 6.

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 7. Fagos pertencentes a familia Casjensviridae e Microviridae.

Micrografias eletronicas de transmissdo de fagos de L. monocytogenes pertencentes a familia Casjensviridae e
Microviridae coradas com 2% de acetato de uranila. (A) Isolado 10 pertencente a familia Casjensviridae; (B)
Isolado 13 pertencente a familia Casjensviridae; (C) Isolado 11 pertencente a familia Microviridae. Fonte:

Elaborada pela autora.
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Figura 8. Fagos ndo classificados.

Micrografias eletronicas de transmiss@o de fagos de L. monocytogenes néo classificados coradas com 2% de

acetato de uranila. (A) Isolado 15; (B) Isolado 34. Fonte: Elaborada pela autora.
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5.3 Sequenciamento genémico dos fagos

Dos quarenta e quatro fagos enviados para sequenciamento, somente dezoito fagos
foram analisados, tendo em vista a qualidade dos genomas obtidos. Os genomas dos fagos
foram montados através da abordagem de novo por meio do software online Genome
Detective versao 2.52. O software realiza a montagem e atribui classificagdo taxonomica aos
genomas baseados na disponibilidade de genomas de referéncia no banco de dados RefSeq. O
software gera resultados de similaridade baseados nos contigs em nivel de nucleotideos e
aminoacidos, gerando uma pontuacdo total utilizada para o alinhamento (VILSKER et al.,
2019).

Os isolados 8 (CFLM2), 19 (SULM4), 36 (SELMI1) e 37 (SMLMS) foram
identificados como membros do género Rosemountvirus, pertencente a classe Caudoviricetes,
com coberturas genomicas de 96,5%, 98,4%, 18,9% e 20,9%, respectivamente (Tabela 6). Os
tamanhos dos genomas variaram de 52.437 a 54.894 pares de base (pb), em concordancia com
dados descritos na literatura que reportam tamanhos gendmicos entre 52.648 e 52.936 pb
(BOGOYAVLENSKIY et al.,, 2022; CONG et al.,, 2021). Além disso, a analise das
micrografias dos isolados 8 (CFLM2), 19 (SULM4) e 37 (SMLMS) revelou uma estrutura de
cabeca icosaédrica padrao e uma cauda contratil caracteristicas da classe Caudoviricetes.

Os fagos classificados dentro do género Rosemountvirus sdo capazes de infectar
Escherichia coli e cepas de Salmonella e raramente sdo reportados na literatura
(BOGOYAVLENSKIY et al., 2022; CONG et al., 2021; SUI et al., 2021). Até o momento da
escrita deste trabalho, ndo ha registros de fagos pertencentes ao género Rosemountvirus
capazes de infectar espécies de Listeria, sendo este o primeiro registro feito.

Outros dois isolados pertencentes a classe Caudoviricetes foram caracterizados,
sendo estes, os isolados 2 (SULM1) e 22 (SMLM9), identificados como Punavirus RCS47 e
Shigella phage SfIV, respectivamente. O genoma do isolado 2 possui um tamanho de 115.154
pb e a micrografia exibe uma estrutura com uma cabega e cauda longa e contratil. Essas
caracteristicas sdo congruentes com os dados encontrados na literatura para genomas de
aproximadamente 100 kb e morfologias semelhantes. No entanto, a cobertura do genoma do
isolado 2 ¢ baixa, representando apenas 0,3% do genoma total. Portanto, ¢ necessario ter
cautela ao afirmar sua classificagdo e sdo necessarias novas analises para obter resultados

mais precisos (Tabela 6).
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Shigella phage SfIV, atribuido ao isolado 22, ¢ um fago capaz de infectar Shigella
flexneri, ele possui cabeca isométrica, cauda longa e contratil e genoma com cerca de 39.758
pb JAKHETIA; TALUKDER; VERMA, 2013). O sequenciamento cobriu 62.7% do genoma
do isolado 22 e a micrografia revelou cabeca e cauda contratil caracteristicas da classe
Caudoviricetes. Da mesma forma que os isolados citados anteriormente, os dois isolados,
Punavirus RCS47 e Shigella phage SfIV, ndo foram, at¢ o0 momento, descritos como capazes
de infectar espécies de Listeria, sendo este o primeiro registro feito.

A maioria dos fagos de Listeria descritos na literatura pertencem a antiga familia
Siphoviridae (KLUMPP; LOESSNER, 2013). Neste trabalho, fagos caracterizados pelas
caudas longas, ndo contrateis e finas, tipicas da familia Siphoviridae, foram identificados.
Sendo eles, os isolados 5 (OYLM1), 6 (SMLM1), 14 (SULM?2) e 39 (OYLM3) com baixas
coberturas gendmicas de 4.2%, 35.4%, 7.2% e 42.2%, respectivamente. Os isolados 6 e 14
foram identificados como Listeria phage vB LmoS 188 e Slepowronvirus LP101,
respectivamente e ambos sdo fagos descritos como capazes de infectar bactérias do género
Listeria. A micrografia obtida do isolado 6 (SMLMI) revela sua cauda estriada
transversalmente longa e flexivel congruentes com o fago vB LmoS 188 originalmente
descrito. Entretanto, o fago vB_LmoS 188 apresenta uma cauda terminando com placas de
base tipicas de discos duplos que nio foi observada no isolado 6. Além disso, o fago
vB LmoS 188 possui genes de cauda tardia altamente conservados que ndo foram
identificados no genoma do isolado 6 (SMLM1) (CASEY et al., 2015). Em relagdo ao isolado
14, além da baixa cobertura de genoma, ndo ha micrografias disponiveis do fago
Slepowronvirus LP101 a fim de comparacdes. Dessa forma, diante destes dados, novas
analises de genomas, que possam prover mais informagdes e maior cobertura de genoma, sao
importantes para a identificacdes mais precisas dos isolados 6 (SMLM1) e 14 (SULM?2)
(Tabela 6).

O isolado 5 (OYLMI1) foi identificado como Celiavirus celia, fago capaz de infectar
bactérias do género Streptomyces. Enquanto o isolado e 39 (OYLM3) foi identificado como
Klebsiella phage phiKO2, fago capaz de infectar Klebsiella oxytoca (CASJENS et al., 2004;
SCHOCH et al., 2020a). Nao ha registros destes dois fagos infectando espécies do género
Listeria, além disso, a baixa cobertura de genoma do isolado 5 (OYLMI1) e a auséncia de
microscopia para o isolado 39 (OYLM3), sugerem novas e¢ complementares analises,

genéticas e morfoldgicas, para maior acuracidade na classificagao destes isolados (Tabela 6).
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Trés isolados foram identificados como pertencentes a familia Casjensviridae, sendo
estes, os isolados 10 (SMLM2), 13 (SMLM4) e 20 (SMLMS). Os genomas desses isolados
apresentaram uma 6Otima cobertura de 97,3%, 100% e 61,0%, respectivamente. Além disso, as
micrografias obtidas dos isolados 10 e 13 revelam a cabeca icosaédrica e cauda ndo contratil
extremamente longa caracteristicas da familia Casjensviridae (Tabela 6). Os tamanhos dos
genomas dos trés isolados variaram de 58.536 a 58.546 pb, em concordancia com dados
descritos na literatura que reportam tamanhos genomicos de 59 kb. Conhecidos por infectar
bactérias do género Salmonella, fagos pertencentes a essa familia ndo foram, até o momento,
caracterizados como capazes de infectar bactérias do género Listeria (JIANG et al., 2022).

Os isolados 10 (SMLM2) e 20 (SMLMS5) foram atribuidos ao género
Lavrentievavirus pPMO1, enquanto o isolado 13 foi atribuido ao género Lavrentievavirus E21.
De acordo com dados da literatura, o género Lavrentievavirus é capaz de infectar Proteus
mirabilis e Escherichia coli. At¢ o momento, ndo foram descritas bactérias pertencentes ao
género Listeria como hospedeiras para esse género de fagos (SCHOCH et al., 2020a).

Um dos relatos mais interessantes dentro deste trabalho ¢ a caracterizagao do isolado
11 (SMLM3) pertencente a familia Microviridae e género Sinsheimervirus phiX174. O
isolado obteve uma cobertura de genoma de 71.2% (Tabela 6) com 5.386 pb. Fagos
pertencentes a familia Microviridae infectam enterobactérias, possuem simetria icosaédrica e
um capsideo com 12 pentameros pentagonais em forma de trombeta (Imagem 7C) (LU et al.,
2022).

Os isolados 31 (SMLM7), 42 (CFLM1) e 44 (SELM2) com coberturas genomicas de
70.1%, 80.7% e 64.1%, respectivamente, foram classificados dentro da familia Peduoviridae,
géneros Reipivirus ST160XA48phiS4 (31 e 44) e Wadgaonvirus (42) (Tabela 6). As
informacgdes sobre os genomas destes organismos sao escassas, entretanto ¢ possivel afirmar
que fagos pertencentes ao género Reipivirus infectam Klebsiella pneumoniae e Wadgaonvirus
wv5004651 infectam Escherichia coli, com nenhum registro feito para bactérias do género
Listeria (ICTV, 2021; SCHOCH et al., 2020b).

Por fim, o isolado 26 (PLLM1) foi classificado dentro da familia /noviridae e género
Lineavirus IKe com uma cobertura gendmica de 96.6% (Tabela 6). Os relatos encontrados
acerca deste género apresentam fagos capazes de infectar Salmonella. Fagos pertencentes a
familia /noviridae sao caracterizados como bastoes de filamentos com capsideo helicoidal

com proteinas de adsor¢do em uma extremidade (PEETERS et al., 1985; STASSEN et al.,
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1992). Interessantemente, nenhum fago descrito para o género Listeria, até o momento, foi

classificado na familia /noviridae.



Tabela 6. Caracteristicas das sequéncias dos genomas dos fagos.
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No. de | Profundidade de Identidade Cobertura . ~ Melhor A . Tamanho
Isolados Classificacio . . ~ Concordancia | Matches do
reads cobertura NT AA do genoma identificacio genoma
Isolado 2 4885 889.9 95.1% 92.3% 0.3% Caudoviricetes Punavirus 90.1% 100% 115154
(SULM1) RCS47
(I(:S)(;}ic}\?lls) 2051 88.3 69.8% 61.2% 4.2% Arquatrovirinae  Celiavirus celia 40.1% 97.9% 50493
Isolado 6 2825 20.2 99.9% 99.3% 35.4% Caudoviricetes Listeria phage 99.8% 100% 38392
(SMLM1) vB_LmoS 188
Isolado 8 276768 494.2 99.8% 99.8% 96.5% Caudoviricetes ~ Rosemountvirus 99.6% 99.9% 54894
(CFLM2) UPFBP2
Isolado 10 64752 145.3 99.0% 99.5% 97.3% Casjensviridae  Lavrentievavirus 97.9% 99.9% 58546
(SMLM2) pPMO1
Isolado 11 84 3.8 98.6% 96.6% 71.2% Microviridae Sinsheimervirus 97.5% 100% 5386
(SMLM3) phiX174
Isolado 13 418744 734.5 93.9% 94.3% 100% Casjensviridae  Lavrentievavirus 87.9% 99.6% 58536
(SMLM4) E21
Isolado 14 503 13.7 94.6% 97.1% 7.2% Trabyvirinae Slepowronvirus 89.2% 99.9% 43767
(SULM2) LP101
Isolado 19 5361199 10231.4 91.7% 91.2% 98.4% Caudoviricetes ~ Rosemountvirus 83.8% 98.7% 52437
(SULM4) BP63
Isolado 20 236922 779.4 94.7% 96.8% 61.0% Casjensviridae  Lavrentievavirus 89.3% 99.7% 58546
(SMLM5) pPMO1
Isolado 22 7282 30.0 99.1% 99.2% 62.7% Caudoviricetes  Shigella phage 98.1% 100% 39758

(SMLMD9)



Isolado 26
(PLLM1)

Isolado 31
(SMLM7)

Isolado 36
(SELM1)

Isolado 37
(SMLMB)

Isolado 39
(OYLM3)

Isolado 42
(CFLM1)

Isolado 44
(SELM2)

3353

4121

378

477

19508

8097

13977

43.0

14.4

3.6

4.1
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26.8

55.8

99.4%

99.7%

98.4%

96.5%

76.4%

99.6%

91.7%

99.4%

99.6%

98.4%

98.8%

81.0%

99.5%
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96.6%

70.1%

18.9%

20.9%

42.2%

80.7%

64.1%

Inoviridae

Peduoviridae

Caudoviricetes

Caudoviricetes

Caudoviricetes

Peduoviridae

Peduoviridae

SfIV

Lineavirus IKe

Reipivirus
ST160XA48phi
54

Rosemountvirus
UPFBP2

Rosemountvirus
BP63

Klebsiella phage
phiKO2

Wadgaonvirus
wv5004651

Reipivirus
ST160XA48phi
54

98.7%

99.3%

96.8%

97.0%

52.7%

99.0%

83.3%

99.9%

100%

99.9%

99.8%

99.2%

99.9%

99.9%

6883

38322

54894

52437

51601

39179

38322
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Fonte: Elaborada pela autora.
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5.4 Genes de resisténcia a antibioticos mediados por fagos

Como discutido anteriormente, os fagos temperados que exibem ciclos lisogénicos
podem se integrar ao genoma bacteriano como profagos. Muitos profagos carregam genes de
resisténcia a antibidticos que podem ser disseminados pelo processo de transducao. Visto que
a lisogenia ¢ difundida entre os fagos do género de Listeria e levando em consideragdo as
preocupagdes relacionadas as resisténcias, esse trabalho se propds a buscar possiveis genes de
resisténcia a antibidticos associados aos genomas dos fagos isolados (KLUMPP;
LOESSNER, 2013).

No presente estudo, o isolado 22 apresentou genes de resisténcia associado ao seu
genoma. Dentre estes, um ou mais genes de resisténcia tém fendtipos desconhecidos que nao
foram apresentados na Tabela 7. As resisténcias antimicrobianas encontradas neste isolado
pertencem a classe dos beta-lactdmicos que sdo caracterizados por um anel beta-lactdmico
responsavel pela inibicdo da parede celular bacteriana, entretanto, responsavel também pela
resisténcia bacteriana (ARRUDA et al., 2019). Cabe salientar que os achados reportados aqui
ndo se tratam do genoma bacteriano residual, uma vez que a ferramenta Genome Detective
identificou, reuniu e classificou com precisdo apenas genomas virais, todos os genomas
possivelmente pertencentes a bactérias, fungos ou quaisquer outros organismos que nao virais,
foram excluidos das analises.

O gene blaTEM, identificado para todos os antimicrobianos resistentes associados ao
1solado 22, ¢ um dos principais genes envolvido na resisténcia aos beta-lactamicos. Esse gene
ja foi identificado em muitas espécies de bactérias, incluindo Salmonella spp, Escherichia
coli, Listeria monocytogenes, Klebsiella pneumoniae e Neisseria gonorrhoeae (DECLAN et
al., 2020; MUHAMMAD et al., 2014; RIBEIRO, 2023; ROCHA, 2015; TOLENTINO,
2009). Além da identificagdo em espécies bacterianas, diversos estudos ja reportaram a
presenca do gene blaTEM em fagos em diferentes matrizes (BROWN-JAQUE et al., 2018;
CALERO-CACERES et al., 2017; GOMEZ-GOMEZ et al., 2019; LARRANAGA et al,
2018).

Os isolados 26 e 31 também apresentaram genes de resisténcia a antimicrobianos
pertencentes a classe dos beta-lactamicos, sendo que destes dois, o isolado 31 possui um ou
mais genes de resisténcia com fendtipos desconhecidos que ndo foram apresentados na Tabela
7. Para ambos os isolados, o gene blaSHV foi identificado e este também estd envolvido na

resisténcia aos beta-lactdmicos. O gene blaSHV ja foi encontrado nas espécies Klebsiella
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pneumoniae ¢ Serratia marcescens (KNOTHE et al., 1983; SHE; TEW; CHEW, 2015;
TOLENTINO, 2009). Entretanto, ndo ha relatos na literatura da identificacdo do gene blaSHV
em espécies de Listeria, visto que SHV B-lactamases sao predominantemente encontrados em
bactérias gram-negativas (CANTU; HUANG; PALZKILL, 1996; HAMMOND et al., 2005).
Em relagdo a fagos, um estudo publicado em 2014 identificou o bacteridfago P1, isolado de
uma cepa de Escherichia coli, carreando o gene B-lactamase de espectro estendido SHV-2.
Além deste, outro grupo de pesquisadores também encontrou bacteriéfagos abrigando o gene
blaSHV em amostras de efluentes de quatro grandes centros médicos no Azerbaijao
(BILLARD-POMARES et al., 2014; MAHDAVI et al., 2022). Até o momento, ambos os
genes, blaTEM e blaSHV, ndo foram identificados em fagos de Listeria.

A descoberta de genes de resisténcia em fagos destaca a importancia de considerar a
resisténcia bacteriana ao projetar e desenvolver terapias baseadas em fagos. E essencial que as
estratégias terapéuticas levem em conta a possibilidade de resisténcia e sejam projetadas para
minimiza-la ou supera-la. Isso pode incluir a combinagdo de diferentes fagos ou o uso de
abordagens terapéuticas complementares. Estudos adicionais e monitoramento sdo essenciais
para entender melhor a prevaléncia, a diversidade e a dissemina¢do dos genes de resisténcia
em fagos. Além disso, ¢ fundamental monitorar continuamente a presenca e a evolucao desses
genes para avaliar o impacto na resisténcia bacteriana e adaptar as estratégias de controle e

tratamento de acordo.
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Tabela 7. Genes de resisténcia associados a bacteriofagos.

Isolado Antimicrobiano

Background genético

Isolado 22 (SMLM9)

Ampicilina

Cefalotina

Amoxicilina + acido
clavulanico

Ticarcilina + acido
clavulanico

Piperacilina

Amoxicilina

Cefepima

Piperacilina+tazobactam

Ceftriaxona

Ceftazidima

Ticarcilina

blaTEM-76 (blaTEM-76_AF190694), blaTEM-1B
(blaTEM-1B_AY458016),

blaTEM-127 (blaTEM-127 AY368236), blaTEM-143
(blaTEM-143 DQ075245), blaTEM-213
(blaTEM-213_LIEE02000034), blaTEM-128

(blaTEM-128 AY368237), blaTEM-186 (blaTEM-186 JN227084),
blaTEM-106 (blaTEM-106_AY101578), blaTEM-95

(blaTEM-95 AJ308558), blaTEM-126 (blaTEM-126 AY628199)

blaTEM-1B (blaTEM-1B_AY458016), blaTEM-127
(blaTEM-127_AY368236), blaTEM-186 (blaTEM-186_JN227084),
blaTEM-95 (blaTEM-95_AJ308558), blaTEM-128
(blaTEM-128_AY368237)

blaTEM-76 (blaTEM-76_AF190694)

blaTEM-76 (blaTEM-76_AF190694)

blaTEM-76 (blaTEM-76_AF190694), blaTEM-1B
(blaTEM-1B_AY458016), blaTEM-127 (blaTEM-127 AY368236),
blaTEM-143 (blaTEM-143_DQ075245), blaTEM-213
(blaTEM-213_LIEE02000034), blaTEM-128
(blaTEM-128_AY368237), blaTEM-186 (blaTEM-186_IN227084),
blaTEM-106 (blaTEM-106_AY101578), blaTEM-95
(blaTEM-95_AJ308558), blaTEM-126 (blaTEM-126_AY628199)

blaTEM-76 (blaTEM-76_AF190694), blaTEM-1B
(blaTEM-1B_AY458016), blaTEM-127 (blaTEM-127 AY368236),
blaTEM-143 (blaTEM-143_DQ075245), blaTEM-213
(blaTEM-213 LIEE02000034), blaTEM-128
(blaTEM-128_AY368237), blaTEM-186 (blaTEM-186_IN227084),
blaTEM-106 (hlaTEM-106_AY101578), blaTEM-95

(blaTEM-95 AJ308558), blaTEM-126 (blaTEM-126 AY628199)

blaTEM-213 (blaTEM-213 LJEE02000034), blaTEM-143
(blaTEM-143 DQO075245), blaTEM-106 (blaTEM-106_AY101578),
blaTEM-126 (blaTEM-126_AY628199)

blaTEM-76 (blaTEM-76_AF190694)

blaTEM-213 (blaTEM-213_LIEE02000034), blaTEM-143
(blaTEM-143_DQ075245), blaTEM-106 (blaTEM-106_AY101578),
blaTEM-126 (blaTEM-126_AY628199)

blaTEM-213 (blaTEM-213_LIEE02000034), blaTEM-143
(blaTEM-143_DQ075245), blaTEM-106 (blaTEM-106_AY101578),
blaTEM-126 (blaTEM-126_AY628199)

blaTEM-76 (blaTEM-76_AF190694), blaTEM-1B



Ampicilina + acido
clavulanico

Cefotaxima

Aztreonam

Beta-lactdmico
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(blaTEM-1B_AY458016), blaTEM-127 (blaTEM-127 AY368236),
blaTEM-143 (blaTEM-143_DQ075245), blaTEM-213
(blaTEM-213_LIEE02000034), blaTEM-128
(blaTEM-128_AY368237), blaTEM-186 (blaTEM-186_IN227084),
blaTEM-106 (blaTEM-106_AY101578), blaTEM-95
(blaTEM-95_AJ308558), blaTEM-126 (blaTEM-126_AY628199)

blaTEM-76 (blaTEM-76_AF190694)

blaTEM-213 (blaTEM-213_LIEE02000034), blaTEM-143
(blaTEM-143_DQ075245), blaTEM-106 (blaTEM-106_AY101578),
blaTEM-126 (blaTEM-126_AY628199)

blaTEM-213 (blaTEM-213_LIEE02000034), blaTEM-143
(blaTEM-143_DQO075245), blaTEM-106 (blaTEM-106_AY101578),
blaTEM-126 (blaTEM-126_AY628199)

blaTEM-105 (blaTEM-105_AF516720), blaTEM-220
(blaTEM-220 KM998962), blaTEM-176
(blaTEM-176_GUS550123), blaTEM-148

desconhecido (blaTEM-148 AMO87454), blaTEM-215 (blaTEM-215 KP050492),
blaTEM-70 (blaTEM-70_AF188199), blaTEM-208
(blaTEM-208_KC865667), blaTEM-166 (blaTEM-166_FJ197316)
Isolado 26 (PLLM1)

Ampicilina blaSHV-2 (blaSHV-2 AF148851)

Piperacilina blaSHV-2 (blaSHV-2_AF148851)

Amoxicilina blaSHV-2 (blaSHV-2_AF148851)

Cefepima blaSHV-2 (blaSHV-2 AF148851)

Ceftriaxona blaSHV-2 (blaSHV-2_AF148851)

Ceftazidima blaSHV-2 (blaSHV-2 AF148851)

Ticarcilina

Cefotaxima

Aztreonam

blaSHV-2 (blaSHV-2_AF148851)
blaSHV-2 (blaSHV-2_AF148851)

blaSHV-2 (blaSHV-2 AF148851)

Isolado 31 (SMLM?7)

Beta-lactamico
desconhecido

blaSHV-187 (blaSHV-187 LN515533)

Fonte: Elaborada pela autora.
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5.5 Controle de Listeria monocytogenes em superficies

As condi¢des das instalagdes de processamento de alimentos podem afetar a eficacia
da inativacao bacteriana pelos bacteriéfagos. Neste estudo, o BSA foi utilizado para simular
sujidades nas superficies de ago inox inoculadas. Os dados referentes as coletas realizadas em
12 horas de experimento do isolado 5 e do isolado 34, bem como os dados referentes a coleta
realizada em 3 horas de experimento para o isolado 24 ndo foram apresentadas, visto que nao
houve crescimento bacteriano no grupo controle.

O tratamento com bacteriofagos (10" UFC mL™") em amostras “sujas” alcangou uma
alta eficiéncia com redugdes variando de 0.005-1.273 logs UFC/mL para L. monocytogenes.
Embora o teste t individualmente tenha apresentado significancia estatistica, o teste de
comparac¢ao multipla ndo apresentou. Isso pode estar relacionado com alguns fatores como o
nivel de significancia mais alto em multiplas comparagdes para controlar o erro tipo I,
aplicagdo de métodos de correcdo, diferencas entre comparacdes individuais e comparagdes
multiplas, e por fim, o teste t pode detectar diferencas significativas com um tamanho de
amostra menor, enquanto os testes de comparagdes multiplas podem exigir um tamanho de
amostra maior para identificar diferengas estatisticamente significativas entre todos os grupos.
Apesar destes fatores, a interpretacdo dos resultados também ¢ importante e requer
conhecimento do contexto especifico do estudo e dos objetivos da pesquisa. Dessa forma,
embora os dados ndo tenham atingido uma diferenca estatisticamente significativa, os
resultados obtidos sdo totalmente relevantes do ponto de vista para aplicacdo dos
bacteridfagos.

Em 6h de tratamento, foi possivel observar a maior eficiéncia dos cinco
bacteriofagos testados que foram capazes de alcancar reducoes de 0.867—1.273 logs UFC/mL.
O isolado mais promissor foi o 24 que resultou na inativacdo de 1.273 logs UFC/mL da
bactéria (Figura 9). A maior eficiéncia dos bacteriofagos em 6h de tratamento pode estar
associada a alta proliferagdo bacteriana e maior atividade metabolica e por consequéncia
maior replicagdo dos fagos. Alguns estudos ja demonstraram que a infec¢do por fagos pode
ser influenciada quando as condi¢des de crescimento celular sdo desfavoraveis. Aspectos da
composi¢ao do meio, como forga idnica (THOMPSON; YATES, 1999; WILLIAMS; BERG,
1992) e pH (BABICH; STOTZKY, 1980; CORAPCIOGLU; JIANG, 1993; ROSSI;
ARAGNO, 2011) podem ser determinantes para o desempenho do fago. Outros estudos
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também ja demonstraram que a temperatura de crescimento celular influencia a infec¢ao do
fago (LOS et al., 2007; SILLANKORVA et al., 2004). No presente estudo, as condi¢des para
o crescimento bacteriano foram ideais, influenciando e potencializando as infecgdes por
fagos.

Neste experimento, realizado em superficies, foi possivel observar menor atividade
litica dos bacteri6fagos. Esse resultado pode estar relacionado com as condi¢des empregadas
no desenho experimental, que reduzem a motilidade bacteriana no encontro dos bacteriofagos,
mas que também reforcam a importincia de titulos virais elevados para aplicagcdes ambientais.
Congruente a isso, Montafiez-Izquierdo et al. (2012) mostrou que concentragdes mais altas de
fagos foram mais eficazes no controle do biofilme de L. monocytogenes em superficies de ago
inoxidavel (MONTANEZ-IZQUIERDO; SALAS-VAZQUEZ; RODRIGUEZ-JEREZ, 2012).

Além disso, outros estudos ja observaram niveis de inativa¢do de L. monocytogenes
utilizando fagos como agentes de biocontrole, Arachchi et al. (2013) investigaram a eficacia
de trés bacteriofagos, individualmente ou como um coquetel na lise de trés cepas de L.
monocytogenes aderidas em ago inoxidavel com caldo de peixe, aco inoxidavel limpo, em
biofilme de 7 dias e em células de biofilme. Os trés fagos foram eficazes no controle de L.
monocytogenes em todas as superficies (1.5-7,5 logl0 UFC/cm?), individualmente ou como

um coquetel (GANEGAMA ARACHCHI et al., 2013).
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Figura 9. Contagem de colonias de Listeria monocytogenes ap6s aplicagdo dos bacteriéfagos

em superficies de aco inox com BSA.

Isolado 5 Iselada 19 Isolado 24

n ns ns 1000 1000 s

= Controle ns mm Controle ns = Controle
B3 Tratamento ns = Tratamento ns = Tratamento
100 —

=3

S
P
@
-
=)
S

UFC imL" (log 10)
N
>

UFC /mL" (log 10)
s

1 1
3 horas 6horas 9horas 3horas 6horas 9horas 12horas 6 horas 9 horas 12 horas

Isolado 34 Isolado 37

1000 1000 ns
s mm Controle ns ns mm Controle
ns ns =3 Tratamento ns | T | = Tratamento

N I

-

=3

S
2
S

o

UFC imL" (log 10)
UFC fmL" (log 10)
o
>

e

1
3 horas 6 horas 9 horas 3horas 6horas 9horas 12horas

Redugdo da contagem de coldnias de L. monocytogenes nas superficies de ago inox com BSA pela agdo dos
bacteriofagos 5, 19, 24, 34 e 37 (quantificadas com o uso do meio BHI). ns: ndo significativo. Fonte: Elaborada

pela autora.

Entrou em vigor no Brasil, a Resolugcdo da Diretoria Colegiada — RDC 331/2019
junto a Instru¢do Normativa — IN 60/2019, que dispde as novas diretrizes dos parametros
microbioldgicos e revoga a RDC 12/2001 (IN 60, 2019; RDC 12, 2001; RDC 331, 2019).
Dentre as novas alteragdes, estd listado o novo padrio microbioldgico de Listeria
monocytogenes em alimentos prontos para consumo. Essas legislagdes estabelecem que os
alimentos caracterizados como alimentos RTE devem cumprir com os padrdes
microbioldgicos para L. monocytogenes ao longo de sua vida 1til, ndo excedendo 10> mL por
grama. Ja a regulacdo europeia, estabelece que os valores de Listeria monocytogenes nao

excedam 100 UFC/g ao longo do prazo de validade.
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Os resultados apresentados neste experimento evidenciam uma reducao significativa
na contagem bacteriana. Apds o tratamento com o isolado 5, foi observada somente 14
UFC/mL de Listeria monocytogenes enquanto no controle havia 108 UFC/mL. O tratamento
com o isolado 19 reduziu a contagem de 146 UFC/mL para 10 UFC/mL. Nos tratamentos
com os isolados 24, 34 e 37, as contagens reduziram de 200, 131 e 143 UFC/mL para 10, 17 ¢
17 UFC/mL, respectivamente. Esses valores indicam que o tratamento foi eficaz na reducao
da contaminacao e esta em conformidade com os critérios microbiologicos estabelecidos pelas
legislagdes brasileiras e europeias. Apesar das legislagdes se aplicarem a produtos RTE e ndo
em superficies, o tratamento de superficies pode ser eficaz para a ndo contaminagdo dos
alimentos. Além disso, a atividade dos fagos testada em superficies pode também ser testada

nos alimentos.

6 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo visou explorar o uso de bacteridfagos como uma abordagem
biotecnoldgica para o controle de L. monocytogenes, um patégeno alimentar de preocupagao
nas industrias de alimentos. Dos cento e oito (108) fagos bioprospectados, cinco (5, 19, 24, 34
e 37) foram capazes de inibir significativamente o crescimento de L. monocytogenes em
superficies de aco inoxidavel. O estudo também identificou a presenca de genes de resisténcia
a beta-lactamicos em alguns dos fagos isolados.

Os resultados encontrados neste estudo destacam que os bacteriéfagos podem ser
uma alternativa promissora para o controle de L. monocytogenes, entretanto, ¢ importante
considerar a possivel dissemina¢do de genes de resisténcia associados aos fagos bem como a
capacidade lisogénica dos mesmos.

Os resultados incentivam o escalonamento dos testes em escala ampliada, em plantas
de processamento de alimentos, considerando a alta aplicabilidade desta ferramenta para o
controle biologico bacteriano e para evitar o recrescimento bacteriano e/ou bactérias

resilientes.
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7 PERSPECTIVAS DO ESTUDO

Os cinco isolados, 5 (OYLMI1), 19 (SULM4), 24 (SULMS), 34 (SULMS6) ¢ 37
(SMLMS), serdo submetidos a uma avaliagdo em escala ampliada em parceria com a
Neoprospecta Microbiome Technologies Inc. Essa colaboragdo € uma continuagdo da parceria
estabelecida (23080.026100/2021-51), que teve como objetivo a bioprospec¢do, a alta
producdo de fagos, a estabilidade e a aplicag@o desses fagos em plantas frigorificas.

Com os testes em escala ampliada, serdo realizadas avaliagdes mais abrangentes dos
cinco isolados, levando em consideragdao a capacidade de producao dos fagos, a viabilidade
em larga escala e sua aplicabilidade pratica em ambientes de processamento de alimentos,
como plantas frigorificas. O objetivo final dessa parceria ¢ o desenvolvimento de um produto
comercial vidvel para o controle biologico de Listeria e outras bactérias de importancia,

contribuindo assim para a melhoria da seguranga alimentar e ambiental.
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9 APENDICE - MATERIAL COMPLEMENTAR

9.1 Publicacoes e participactes em eventos
9.1.1 Artigos completos publicados em periodicos

e Bioaccumulation dynamic by Crassostrea gigas oysters of viruses that are

proposed as surrogates for enteric virus contamination in environmental samples

SILVA, V. C.; ELOIS, M. A.; SAVI, B. P.; MIOTTO, M.; LINDNER, J. D.; FONGARO, G.;
SOUZA, D. S. M.

Opysters are filter-feeders and retain sewage-derived pathogens in their organs or tissues. Since
most enteric viruses involved in outbreaks cannot grow in cell culture, studies using viral
surrogate models are essential. Some species are proposed as surrogates for enteric viruses in
environmental samples, including in bivalve mollusk samples, such as murine norovirus type
1 (MNV-1) and somatic (as X) or F-specific coliphages (as MS2) bacteriophages. This study
evaluated the tissue distribution of viral surrogates for enteric virus contamination after their
bioaccumulation by Crassostrea gigas. Oyster tissues were analyzed for the distribution of
viral surrogates (MNV-1, ¢X-174, and MS2) in digestive tissue (DT), gills (GL), and mantle
(MT) after 4, 6, and 24 h of experimental bioaccumulation. MNV-1 had higher counts at 6 h
in DT (1.2 x 103 PFU/g), followed by GL and MT (9.5 x 102 and 3.8 x 102 PFU/g,
respectively). The bacteriophage ¢X-174 had a higher concentration in the MT at 4 and 6 h
(3.0 x 102 PFU/g, in both) and MS2 in the GL after 24 h (2.2 x 102 PFU/g). The
bioaccumulation pattern of MNV-1 by oysters was similar to the other enteric viruses (more in
DT), while that of phages followed distinct patterns from these. Since the MNV-1 is
bioaccumulated by C. gigas and is adapted to grow in cell culture, it is an important tool for
bioaccumulation and viral inactivation tests in oysters. Although bacteriophage
bioaccumulation was not similar to enteric viruses, they can be indicated for viral

bioaccumulation analysis, analyzing MT and GL, since they do not bioaccumulate in DT.
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e Bacteriophages as Biotechnological Tools

ELOIS, M. A.; DA SILVA, R.; PILATI, G. V. T.; RODRIGUEZ-LAZARO, D.; FONGARO,
G.

Bacteriophages are ubiquitous organisms that can be specific to one or multiple strains of
hosts, in addition to being the most abundant entities on the planet. It is estimated that they
exceed ten times the total number of bacteria. They are classified as temperate, which means
that phages can integrate their genome into the host genome, originating a prophage that
replicates with the host cell and may confer immunity against infection by the same type of
phage; and lytics, those with greater biotechnological interest and are viruses that lyse the
host cell at the end of its reproductive cycle. When lysogenic, they are capable of
disseminating bacterial antibiotic resistance genes through horizontal gene transfer. When
professionally lytic-that is, obligately lytic and not recently descended from a temperate
ancestor-they become allies in bacterial control in ecological imbalance scenarios; these
viruses have a biofilm-reducing capacity. Phage therapy has also been advocated by the
scientific community, given the uniqueness of issues related to the control of microorganisms
and biofilm production when compared to other commonly used techniques. The advantages
of using bacteriophages appear as a viable and promising alternative. This review will provide
updates on the landscape of phage applications for the biocontrol of pathogens in industrial

settings and healthcare.

9.1.2 Capitulos de livros

e VigEAI: Vigilancia Epidemiolégica Ambiental Integrativa - Laboratério de
Virologia Aplicada da Universidade Federal de Santa Catarina - Brasil: Bases da
Ferramenta epidemiologica para o monitoramento viral a partir do esgoto
sanitario.

WACHTER, J. K.; CADAMURO, R. D.; SAVI, B. P; ELOIS, M. A.; PILATIL, G. V. T;
SOUZA, E. B.; PADILHA, D. A.; RODRIGUES, V. D.; ROSSI, E. M.; MALUTTA, S.;
SOUZA, D. S. M.; BARAZZETTI, F. H.; GRISARD, H. B. S.; SCHORNER, M. A
BAZZO, M. L.; FONGARO, G.

Editora GS4, 1 ed.:, 2023, v., p. 65-86.
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e Virus contaminantes do ambiente em uma abordagem de Saiide Unica. Ciéncias
ambientais e da satide na atualidade: insights para alcancar os objetivos para o
desenvolvimento sustentavel

DAHMER, M.; PILATI, G. V. T. ; ELOIS, M. A.; SAVI, B. P.; CADAMURO, R. D.; CAIO,
H. Y.; PENSO, J. Z.; PADILHA, D. A.; SOUSA, A. K. F.; SOUZA, D. S. M.; FONGARO, G.
Editora GS4, 1 ed.: , 2022, v. , p. 43-.

e Bacteriophages Discovery and Environmental Application
SILVA, R.; ELOIS, M. A.; SAVI, B. P.; SOUSA, E. B.; CADAMURO, R. D.; SOUZA, D. S.
M.; RODRIGUEZ-LAZARO, D.; FONGARO, G.
Environmental and Food Virology, led.:, 2023, v., p. 27-.

e Enteroviruses
SAVI, B. P, CADAMURO, R. D.; ELOIS, M. A.; PILATI, G. V. T.; DAHMER, M.; CAIO,
H. Y.; PENSO, J. Z.; SOUZA, D. S. M.; FONGARO, G.
Environmental and Food Virology, led.: , 2023, v. , p. 26-.

9.1.3 Resumos publicados em anais de eventos

e Real scale monitoring of the behavior of human enteric and respiratory viruses in
Lagoa da Conceicao after sanitary effluent overflow
SAVI, B. P; PILATIL, G. V. T.; ELOIS, M. A.; SOUZA, D. S. M.; CASTRO, D. G.; LEITE,
N. K.; FONGARO, G.
Congresso Brasileiro de Virologia, 2022, Porto Seguro (BA).

e Bioprospecting of bacteriophages for biocontrol of pathogenic and spoilage
bacteria in the food industry
ELOIS, M. A.; CAIO, H. Y.; WACHTER, J. K.; PILATI, G. V. T; SILVA, R.; OLIVEIRA, R.
R.; OMORI, W. P.; FONGARO, G.
Congresso Brasileiro de Virologia, 2022, Porto Seguro (BA).
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® Neofusicoccum parvum, endophytic fungi isolated from Avicennia schaueriana
mangrove of the region of Itacorubi, Floriandpolis-SC, applied to virucide and
antiviral activity
CADAMURO, R. D.; BASTOS, I. M. A. S.; ZUCHI, 1. D. P;; PAVI, C. P.; PENSO, J. Z;
ELOIS, M. A.; PILATIL, G. V. T.; FONGARO, G.
Congresso Brasileiro de Virologia, 2022, Porto Seguro (BA).

e Bioaccumulation dynamic by Crassostrea gigas oysters of viruses that are
proposed as surrogates for enteric virus contamination in environmental samples
ELOIS, M. A.; SILVA, V. C.; SAVI, B. P.; ROGOVSKI, P.; SILVA, M. A.; MIOTTO, M.;
LINDNER, J. D.; FONGARO, G.; SOUZA, D. S. M.
XXXII Congresso Brasileiro de Virologia, 2021, Virtual.

e Inactivation of noroviruses in Crassostrea gigas oysters using Curcuma longa
extract
SILVA, V. C.; SOUZA, D. S. M.; ELOIS, M. A.; SAVI, B. P.; MIOTTO, M.; LINDNER, J.
D.; FONGARO, G.
XXXII Congresso Brasileiro de Virologia, 2021 Virtual.

e The stability of a Betacoronavirus species in seawater
SOUZA, D. S. M.; SILVA, V. C.; REIS, J. G.; CADAMURO, R. D.; ELOIS, M. A,;
MIOTTO, M.; LINDNER, J. D.; FONGARO, G. (2021).
XXXII Congresso Brasileiro de Virologia, 2021, Virtual.
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