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1. INTRODUÇÃO 
 

Listeria monocytogenes é um micro-organismo psicrotrófico, frequentemente 
encontrado em alimentos, e causador de listeriose, uma doença invasiva com 
taxa de letalidade em torno de 20 a 30% que afeta geralmente grávidas, recém 
nascidos e adultos com sistema imunológico comprometido (LEMES-MARQUES 
et al., 2007). 

Algumas cepas de L. monocytogenes podem contaminar os alimentos devido 
a sua capacidade de permanecer no ambiente de processamento de alimentos 
através da formação de biofilme (PAN et al., 2006). Miettinen et al. (1999) 
pesquisaram a ocorrência de L. monocytogenes em superfícies e em produtos 
prontos para o consumo de uma indústria de sorvetes e verificaram que isolados 
com o mesmo perfil genético estavam presentes em amostras coletadas por até 
sete anos. 

Dentre os genes que influenciam na formação de biofilme, destacam-se os 
genes do locus agr, que é um operon composto por quatro genes: agrB, agrC, 
agrD e agrA (LYON & NOVICK, 2004). Em estudo conduzido por Rieu et al. 
(2007) foi verificado que os níveis de transcrição deste locus dependiam do 
estágio de desenvolvimento do biofilme. Nesse contexto o objetivo do trabalho foi 
quantificar os níveis de expressão dos genes do locus agr em isolados de L. 
monocytogenes submetidos a diferentes condições de temperatura e tempo de 
contato em superfícies de aço inox. 

 
2. METODOLOGIA 

 

Foram utilizados quatro isolados de L. monocytogenes pertencentes à 
bacterioteca do Laboratório de Microbiologia de Alimentos do DCTA/FAEM/UFPel, 
selecionados por sua capacidade de formar biofilme e por sua origem (Tabela 1).  

Tabela 1. Isolados de L. monocytogenes selecionados para avaliação da 
expressão do locus agr sob condições de formação de biofilme 

Isolado Fonte Classificação quanto a 
produção de biofilme 

LS006 
Superfícies 

Não formador 
LS020 Formador 



 

LA003 
Alimentos 

Não formador 
LA039 Formador 

 

A quantificação da expressão dos genes de cada isolado de L. 
monocytogenes foi avaliada em superfícies de aço inox seguindo o protocolo 
proposto por Rieu et al., (2007), sob diferentes condições de temperaturas (37°C, 
20°C e 10°C) e tempos de contato (8h, 12h, 24h e 48h).  

O mRNA foi extraído e purificado a partir de células de L. monocytogenes 
sob condições planctônicas (CP – cultivo em microtubo) e sob condições de 
formação de biofilme (CFB – superfície de aço inox com adição de 1% de glicose) 
utilizando-se o RiboPure™- Bacteria Kit (Ambion), de acordo com o protocolo 
fornecido pelo fabricante. A síntese de cDNA foi realizada com o High 
CapacitycDNA Reverse Transcription Kit (AppliedBiosystems), de acordo com as 
instruções do fabricante.  

A avaliação da expressão, utilizando os primers descritos na Tabela 2, foi 
realizada em termociclador 7500 Real-Time PCR System (AppliedBiosystems), 
como descrito no protocolo da Applied Biosystems. O nível de expressão gênica, 
obtido através da quantificação relativa (QR), foi calculado baseado no 
thresholdcycle (Ct), onde o gene 16S rRNA foi utilizado como normalizador 
(endógeno) e, como controle de expressão, foi utilizada a expressão dos isolados 
em CP, nos mesmos tempos e temperaturas de contato da CFB. 

Tabela 2. Sequências de oligonucleotídeos utilizadas para a quantificação da 
expressão do locusagr em L. monocytogenes sob CFB e sob CP 

Gene Primer For Primer Rev Tm 
teórica 

(ºC) 

agrA GCAAGCAGAAGAACGGATTTCCAA CGCTGTCTCAAAAAACAAGATAT 62,9/57,4 
agrB CGGCAGACACAGAAAGTTTG TGCGAATGGTATTAGCAACG 60,4/58,4 
agrC GGGGTCAATCGCAGGTTTTG CTTTAAGTTCGTTGGTTGCCGTA 62,4/61 
agrD AAATCAGTTGGTAAATTCCTTTCTAG AATGGACTTTTTGGTTCGTATACA 58,3/57,7 
16S GGTAGCCTGTTCGCTAATGA TAACCAATGGGATCCACAAG 58,1/57,9 

 
Os resultados normalizados (LOG QR) foram submetidos à ANOVA, 

seguido do teste de média de Tukey, com o auxílio do software STATISTICA 7.0 
(STATSOFT, 2004). 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Os resultados da expressão dos genes do locus agr nos isolados de L. 

monocytogenes sob diferentes temperaturas e tempos de contato podem ser 
visualizados nas Figuras 1 e 2, respectivamente. A maior expressão ocorreu na 
temperatura de 37°C (p<0,05) e, a menor expressão, a 10ºC (p<0,05). Os 
isolados não formadores de biofilme apresentaram menor expressão (p<0,05) do 
locus agr que os isolados formadores de biofilme considerando as temperaturas 
de 10ºC e 20ºC. A 37ºC não houve diferença na expressão entre os isolados 
(p>0.05). 

Estes resultados estão de acordo com os estudos de Autret et al. (2003), 
onde os genes do locus agr apresentaram maiores níveis de expressão a 37ºC. 

 
 



 

 
Figura 1. Relação entre a expressão do locus agr em isolados de L. 

monocytogenes sob diferentes temperaturas em condições de formação 
de biofilme (CFB) 

 
Em relação aos tempos de contato, a menor expressão dos genes do locus 

agr ocorreu em 48 horas (p<0,05) em relação aos outros tempos de contato 
analisados, especialmente para o isolado LS006 (p<0,05). As maiores foram 
verificadas com 12 e 24 horas de contato (p>0,05), havendo diferença entre os 
formadores e não formadores de biofilme para 24 horas de contato. Em estudo 
realizado por Rieu et al. (2008) foi verificado o envolvimento do sistema agr no 
início da formação do biofilme, mas não nas etapas posteriores de seu 
desenvolvimento, o que justifica a baixa expressão do locus agr no tempo de 48 
horas. 

 
 

 
Figura 2. Relação entre a expressão do locus agr em isolados de L. 

monocytogenes sob diferentes tempos em condições de formação de 
biofilme (CFB) 

 
4. CONCLUSÕES 

 
Os isolados de L. monocytogenes, formadores e não formadores de 

biofilme apresentaram diferença nos níveis de expressão dos genes do locus 
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agr, as quais foram influenciadas pela temperatura e pelo tempo de contato 
com a superfície de formação de biofilme testada.  
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