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INTRODUCAO

O patégeno alimentar Listeria monocytogenes é um microrganismo ubiquo,
intracelular facultativo e o agente causador da listeriose, uma doenca severa que
cursa com baixas taxas de morbidade, mas com altas taxas de mortalidade
(WHO/FAO, 2004). Os métodos convencionais empregados para deteccdo desta
bactéria sdo laboriosos e onerosos, requerendo varios dias para sua identificacdo
final (GASANOQV et al., 2005).

Imunoensaios usados para deteccdo rapida desta bactéria que utilizem
anticorpos monoclonais (MAbs) tém como vantagem a alta especificidade,
especialmente quando os MAbs sao dirigidos contra fatores de viruléncia
conservados nas cepas patogénicas. Entre os diversos fatores de viruléncia de L.
monocytogenes, a proteina de membrana internalina A (InlA) é um dos mais bem
caracterizados (BIERNE et al., 2007). Esta proteina esta covalentemente
ancorada na parede celular da bactéria e é necessaria para a aderéncia e
internalizacdo em células ndo fagociticas do hospedeiro (SCHUBERT et al.,
2002). O presente trabalho relata a produgao de duas versdes recombinantes da
proteina InlA (rInlA), visando a obtencdo de MAbs para utilizagdo em métodos de
deteccédo de L. monocytogenes em alimentos.

MATERIAL E METODOS

A sequéncia do gene inlA, obtida do GenBank (accession number
DQ132795), foi usada para o desenho dos primers. Visando a clonagem
direcional dos amplicons no plasmideo de expressdo em Escherichia coli pAE,
sitios de restricdo para as enzimas BamHI e Kpnl foram introduzidos nos primers
forward e reverse, respectivamente. Duas regides da sequéncia codificadora do
gene inlA foram selecionadas: 1- regido com 2313 pb (nucleotideos 67 ao 2379)
e; 2- regido com 1611 pb (nucleotideos 769 ao 2379). As duas regifes do inlA
foram amplificadas por PCR a partir do DNA cromossomal de L. monocytogenes



(ATCC 19114) e purificadas conforme as instrugcdes do kit PureGene (GE
Healthcare).

ApoOs digestdo com enzimas de restricdo, os amplicons foram clonados no
vetor pAE mediante ligacdo com a enzima T4 DNA Ligase. O produto da ligagao
foi introduzido por eletroporacdo na cepa TOP 10F de E. coli e os clones
recombinantes selecionados em &gar LB contendo 100 pg.mL™ de ampicilina.
Dois clones de cada construcdo foram sequienciados e caracterizados através de
digestdo com as mesmas enzimas de restricdo utilizadas na clonagem.

Os plasmideos recombinantes caracterizados foram utilizados para
transformar por eletroporacéo células competentes de E. coli BL21(DE3) pLysS
visando a expressdo das proteinas recombinantes. Inicialmente, foi realizado um
ensaio em pequena escala para verificar a expressdo das versdes de rinlA.
Colbnias de E. coli BL21(DE3) pLysS foram cultivadas em 5 mL de caldo LB
suplementado com 100 pg.mL™* de ampicilina e 34 pg.mL™ de cloranfenicol,
overnight, a 37<C e sob agitacao de 200 rpm. Apds, 1 mL dest e cultivo foi utilizado
como in6culo em 9 mL de LB suplementado com ampicilina e cloranfenicol, e
incubado a 37C sob agitacdo de 200 rpm até alcancar densidade otica (DOggo)
entre 0,5-0,7. Neste momento, o cultivo foi dividido em duas aliquotas, das quais,
uma foi suplementada com 0,2 mM de IPTG (isopropil-B-D-tiogalactosideo) para
induzir a expressao das rinlA, sendo mantida por 3 h nas mesmas condicbes
iniciais, e a outra nao foi induzida para posterior utilizagdo como controle negativo.
Apos 3 h de inducédo, uma aliquota de 1 mL foi coletada de cada amostra e
centrifugada a 13.000 rpm por 1 min. O pellet foi ressuspendido em tampéao de
carga 1X, fervido por 10 min e, entdo, submetido a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE) e Western blot com MADb anti-histidina (Sigma)
para confirmacao da expresséao das rinlA.

A purificacao das riInlA foi realizada em coluna Hi-Trap HP (GE Healthcare)
carregada com niquel (Ni*?>-Sepharose) utilizando o sistema de cromatografia
liqguida de baixa pressdo AKTAPrime (GE Healthcare), conforme instrugdo do
fabricante. O vetor pAE fusiona seis residuos de histidina (6XHis) a proteina de
interesse, possibilitando a sua deteccdo por Western blot com MAb anti-6XHis e
purificacdo por cromatografia de afinidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram amplificadas por PCR duas regifes do gene inlA, uma com 2313 pb
(regido 1) e outra com 1611 pb (regido 2) (Fig. 1). Apés a purificacdo e digestao,
os amplicons foram clonados ao vetor pAE através da acdo da enzima T4 DNA
ligase, transformados em E. coli TOP 10F e as colonias recombinantes
selecionadas. Na caracterizagdo dos clones por digestdo enzimatica, foi
demonstrado em eletroforese a liberacdo de dois fragmentos, um correspondente
ao vetor pAE (2831 pb) e outro referente aos produtos do gene inlA clonados.

1 2 3 4 5 6 7 8

L) _ ___ 2313pb

906 pb ——»



Figura 1 . Amplificac&o de duas regifes do gene inlA por PCR. 1- 1Kb DNA Ladder; 2 e 3- controle
positivo; 4 e 5- regido 2 do inlA; 6 e 7- regido 1 do inlA; 8- controle negativo.

O seguenciamento dos quatro clones recombinantes possibilitou confirmar
a presenca da sequéncia do gene inlA, demonstrando 99% de similaridade com
as sequéncias do gene inlA de L. monocytogenes depositadas no GenBank.

Na Fig. 2 observa-se que as duas versdes da rInlA produzidas em E. coli,
uma com massa molecular aparente de 60kDa, e outra com 83kDa, foram
reconhecidas pelo MAb anti-6XHis no Western blot, demonstrando a viabilidade
da estratégia adotada.

As duas versdes da rinlA produzidas em E. coli mostraram-se soluveis.
Este fato possibilitou a purificacio em condicdo nativa, preservando a
conformacao tridimensional das versdes de rinlA. Isso é relevante na producéo de
MADs, pois fornece uma maior garantia de que estes reconhecerdo a proteina
nativa de L. monocytogenes.
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Figura 2 . Western blot com MAb anti-6XHis para confirmacdo da expressao das versdes de rinlA.
M- Marcador pré-corado; 1- proteina rLipL32 (controle); 2- clone 7 inlA 2; 3- clone 11 inlA 2;
4- clone 25 inlA 1; 5- clone 30 inlA 1 (ndo expressou).

No Western blot realizado com MAb anti-6XHis notou-se vérias bandas
marcadas (Fig. 2). O fato de nao ter sido usado inibidor de protease durante a
purificacdo pode ter favorecido a degradacdo da rinlA. Esse resultado nédo
atrapalha na imunizacdo dos camundongos, visto que a maior parte da proteina
nao estava degradada, o que possibilitara a geracado de anticorpos contra varios
epitopos da proteina integra.

Apés a analise das proteinas recombinantes, a constru¢do com maior
massa molecular (Fig. 2, Coluna 4) foi escolhida para a imunizacdo dos
camundongos, visando a producéao dos MADbs anti-InlA de L. monocytogenes.

Recentemente, um grupo da Universidade de Dublin, Irlanda (HEARTY et
al., 2006), produziu um MADb anti-internalina A, cuja estratégia adotada foi utilizar
como imundgeno células inteiras de L. monocytogenes inativadas por formalina.



No processo de selecdo dos MAbs os autores observaram que um dos MAbs
produzidos reagia, por Western blot, com uma proteina de massa molecular
aproximado da internalina A, o que foi posteriormente confirmado com a producéo
de uma proteina InlA recombinante. O reconhecimento de todos os sorotipos de
L. monocytogenes por esse MADb anti-InlA reforca a utilizacdo da proteina InlA
como um bom alvo para identificacdo especifica de L. monocytogenes atraves de
imunoensaios.

CONCLUSAO

Foram produzidas duas proteinas recombinantes InlA que possuem
potencial para serem empregadas na producdo de MAbs contra
L. monocytogenes.
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