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1. INTRODUÇÃO 

 
Listeria monocytogenes é uma bactéria Gram positiva, intracelular facultativa, 

responsável por causar a listeriose, uma doença de origem alimentar relativamente 
incomum, que pode evoluir para casos graves, como meningite, meningoencefalite 
ou septicemia, muitas vezes levando a morte em idosos, recém-nascidos ou 
pacientes imunocomprometidos (MCLAUCHLIN et al., 2004; LUBER et al., 2011). 

A contaminação por este micro-organismo é de difícil controle, tendo em vista 
sua ampla disseminação e capacidade fisiológica de adaptação, as quais permitem 
seu desenvolvimento sob condições que geralmente são desfavoráveis a outras 
bactérias patogênicas (UHITIL et al., 2004). Assim sendo, esse patógeno tornou-se 
motivo de preocupação para a saúde pública, uma vez que é altamente virulento, 
principalmente em relação aos grupos de risco, podendo ser fatal em até 30% dos 
casos (CDC, 2005)  

Sabe-se que a patogênese de L. monocytogenes é facilitada pela ação de um 
conjunto de genes de virulência, dentre os quais se destacam os genes que 
codificam as internalinas (MILOHANIC et al., 2003; DE LAS et al., 2011), que são 
proteínas de superfície cuja principal função é mediar a aderência e internalização 
da bactéria na célula hospedeira, principalmente em células não fagocíticas 
(VÁZQUEZ-BOLAND et al., 2001), sendo indispensáveis para iniciar o ciclo da 
infecção. A pesquisa pela presença destes genes em isolados de L. monocytogenes 
é utilizada para caracterização do seu potencial de virulência bem como, por serem 
considerados genes espécie-específicos, são utilizados para a identificação e 
confirmação em nível de espécie. 

Embora qualquer isolado de L. monocytogenes possa ser considerado 
potencialmente patogênico para humanos, vários estudos sugerem que este micro-
organismo apresenta virulência heterogênea entre as cepas, o que torna essencial o 
conhecimento da expressão dos genes associados à virulência deste patógeno 
(INDRAWATTANA et al., 2011; GELBICO e KA PI KO, 2012). 

No entanto, pouco ainda se sabe em relação à virulência de cepas de L. 
monocytogenes isoladas de alimentos no Brasil. Desta maneira, objetivou-se 
verificar a presença dos genes inlA, inlC e inlJ e a expressão de inlA em L. 
monocytogenes isoladas em dois frigoríficos-matadouros do sul do Rio Grande do 
Sul- Brasil. 
 
 
 
 
 



 

2. METODOLOGIA 

 
Foram analisados doze isolados de L. monocytogenes, provenientes de 

quatro pontos da linha de abate de bovinos (sangria, esfola, evisceração e lavagem 
antes do pré-resfriamento) de frigoríficos-matadouros do sul do Brasil.  

A extração do DNA dos isolados foi realizada utilizando pérolas de vidro 
(SAMBROOK & RUSSEL, 2001), após incubação em Tryptic Soy Broth – TSB 
(Acumedia®) a 35ºC por 24 horas. Em seguida, o DNA bacteriano extraído foi 
quantificado através do equipamento NanoVueTM Plus e a Polymerase Chain 
Reaction (PCR) foi realizada utilizando o termociclador MJ Research PTC 100. 

Para caracterização molecular dos isolados de L. monocytogenes foram 
utilizadas sequências de oligonucleotídeos derivadas dos genes internalina A (inlA), 
internalina C (inlC) e internalina J (inlJ), com produtos de amplificação de 800pb, 
517pb e 238pb respectivamente (LIU et al., 2007). 

Para análise da expressão do gene inlA, o RNA foi extraído e purificado pelo 
RiboPure™-Bacteria Kit (Ambion®), de acordo com o protocolo fornecido pelo 
fabricante. A qualidade do RNA foi verificada através da quantificação em 
NanoVueTM

 Plus. A síntese de cDNA foi realizada pelo High Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kit (Applied Biosystems®), de acordo com as instruções do fabricante. 
Após, realizou-se a técnica de RT-PCR (Transcriptase Reverse- PCR) utilizando-se 
primer descrito por LIU et al. (2007).  

Os produtos gerados na PCR e RT-PCR foram submetidos a eletroforese a 
80V por uma hora em gel de agarose 1,5%. O produto amplificado foi corado com 
GelRedTM  e visualizado em transiluminador (Loccus®). 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Os resultados obtidos demonstraram que todos os isolados provenientes de 
carcaça bovina portavam os genes inlA, inlC e inlJ, conforme Figura 1, indicando o 
potencial de virulência dos isolados de alimentos, uma vez que os produtos destes 
genes têm funções cruciais na patogenicidade de L. monocytogenes: inlA codifica a 
proteína InlA, necessária para a internalização nas células epiteliais intestinais 
(HAMON, BIERNE E COSSART, 2006); inlC codifica InlC, importante na difusão 
intracelular do patógeno; já inlJ, codifica a proteína InlJ, a qual, embora não tenha 
função definida, é um determinante de virulência importante (LIU et al., 2007), uma 
vez que é considerado gene conservado no genoma de L. monocytogenes e 
ausente nas demais espécies (DOUMITH et al., 2004) 

Nossos resultados são semelhantes a estudos anteriores (LIU et al., 2007;  
INDRAWATTANA et al., 2011; GELBICOVA & KARPISKOVA, 2012, JAMALI et al., 
2013), nos quais isolados de L. monocytogenes provenientes de alimentos 
carreavam os genes inlA, inlC e inlJ, demonstrando o potencial de virulência desses 
isolados. 

   



 

 
Figura 1 – Presença dos genes inlA (800 pb), inlC (517pb) e inlJ (238 pb) em 
isolados de L. monocytogenes provenientes de carcaças bovinas.Coluna 1: 

marcador de peso molecular 100pb; Coluna 2: Salmonella Typhimurium ATCC 
14028, Coluna 3: L. monocytogenes ATCC 7644, Colunas 4 a 15: L. monocytogenes 

isoladas de carcaça bovina. 
 

Embora os isolados de L. monocytogenes provenientes de carcaças bovinas 
carreiem todos os genes de virulência pesquisados, esse fato, por si só, não é 
suficiente para determinar sua virulência,  haja vista que podem ocorrer alterações 
na transcrição e na tradução ou, ainda, após a tradução.  Entretanto, pode-se inferir 
que estes isolados possuem potencial para causar a doença, sendo necessários 
outros experimentos para confirmar a sua virulência. 

Por este motivo realizou-se a técnica de RT-PCR, para avaliação da 
expressão do gene da internalina A. Os resultados da RT-PCR demonstraram que 
todos os isolados expressaram o gene inlA (Figura 2), o que sugere que os isolados 
possuem potencial de virulência,  uma vez que a expressão deste gene é de grande 
importância para que a bactéria tenha a capacidade de aderir a célula hospedeira e, 
então, iniciar o ciclo da infecção. 

 

 
Figura 2- Expressão do gene inlA (800 pb) em isolados de L. monocytogenes 

provenientes de carcaças bovinas. Coluna 1: marcador de peso molecular 100pb. 
Coluna 2 a 13: L. monocytogenes isoladas de carcaça bovina. Coluna 14: L. 

monocytogenes ATCC 7644. 
 

4. CONCLUSÕES 

 
Os isolados de L. monocytogenes provenientes de quatro pontos da linha de 

abate de bovinos de frigoríficos-matadouros do sul do Brasil analisados neste estudo 
carreiam os genes inlA, inlC e inlJ, e todos expressam o gene inlA, o que caracteriza 
um risco potencial, uma vez que a presença e expressão destes genes está 
diretamente relacionado à patogenicidade dos isolados. Porém, para que se possa 
confirmar esse potencial de virulência são necessárias análises complementares, 
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como o sequenciamento do DNA e ensaio in vitro de invasão em células de 
mamíferos, as quais estão sendo conduzidas por nosso grupo de pesquisa.  
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