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1. INTRODUCAO

O género Listeria é constituido por seis espécies: L. monocytogenes, L.
innocua, L. seeligeri, L. welshimeri, L. ivanovii e L. grayi, das quais, L.
monocytogenes € a Unica patogénica ao homem, causando a listeriose (Cossart,
2007). O método bioquimico convencional para confirmacdo de colénias de L.
monocytogenes isoladas de alimentos requer um longo periodo para ser completado
(7 a 9 dias) e é oneroso em funcdo do material e méo-de-obra envolvidos (Hudson et
al., 2001). Na tentativa de buscar métodos mais rapidos e sensiveis de identificacéo,
0s anticorpos monoclonais (MAbs) vém sendo amplamente utilizados. O principal
alvo dos MAbs usados nestes métodos sdo as de proteinas da membrana externa
(Tully et al. 2008). Dentre as diversas proteinas da parede celular e fatores de
viruléncia de L. monocytogenes, a proteina Internalina A (InlA) € uma das mais bem
caracterizadas, sendo exclusiva desta espécie (Bierne et al., 2007). Esta proteina
esta covalentemente ancorada na superficie de L. monocytogenes, e é essencial
para a sua adeséo e internalizagdo na célula hospedeira (Schubert el al., 2002).

O presente trabalho teve como objetivo investigar a viabilidade de fazer a
confirmacéo rapida de L. monocytogenes a partir de colonias suspeitas, utilizando a
técnica Western blot (WB) com um MAb anti-InlA (MAb 3C5) produzido no
Laboratério de Imunologia Aplicada do Cenbiot/UFPel.

2. MATERIAL E METODOS

Foram escolhidas oito colénias com caracteristicas morfologicas tipicas do
género Listeria, denominadas col6nias A, B, C, D, E, F, G e H, isoladas em agares
Palcam e Oxford (Oxoid).



As colbnias foram repicadas em 10 mL de Caldo UVM de Enriquecimento para
Listerias (LEB, Difco) para o WB e, simultaneamente, foram repicadas em TSA-YE
para confirmacédo bioquimica, a qual foi realizada segundo método proposto por
FARBER et al. (1994). O caldo LEB foi incubado a 37<C por 18 h e, ap0ds, os cultivos
foram centrifugados e lavados 3 vezes, e ressuspendidos em 1 mL de PBS 1X.
Todos os cultivos foram ajustados para a mesma concentracdo (DOgoo = 1,5) € a
células contidas em 1 mL foram recuperadas por centrifugacdo; a seguir, 0
precipitado foi ressupendido em 80 pL de PBS 1X e sonicado por 3 vezes durante 10
segundos. O lisado de células foi acrescido de 20% de tampao 5X SDS/B-
mercaptoetanol e fervido por 10 min. As amostras foram submetidas a eletroforese
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 10%, utilizando-se 15 yL em cada cavidade.
Em seguida as células foram eletrotransferidas para uma membrana de nitrocelulose
(GE Healthcare) por 1,5 h com a fonte ajustada para diferenca de potencial elétrico
(DDP) de 100 V. Apds, a membrana foi bloqueada por 1h com 5% de leite em po
desnatado diluido em PBS 1X.

O MAb anti-InlA 3C5 diluido 1:500 em PBS 1X foi adicionado sobre a
membrana, a seguir, o complexo antigeno-anticorpo foi detectado utilizando
anticorpos polivalentes de cabra anti-camundongo conjugado com peroxidase na
diluicdo de 1:2000 em PBS 1X. Para a visualizacdo das bandas a membrana foi
colocada em solucdo cromoégena contendo DAB (tetrahidrocloreto de 3,3'-
diaminobenzedina). Todas as reacfes dos anticorpos foram realizadas em
temperatura ambiente sob agitacdo orbital por 1 h, e entre cada etapa a membrana
foi lavada por 3 vezes com PBS-T.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Oito coldnias com caracteristicas morfoldgicas tipicas de L. monocytogenes em
meios Palcam e Oxford foram testadas por Western blot com o MAb 3C5. Apenas
duas colbnias apresentaram uma banda de aproximadamente 80 kDa, reacdo
compativel para a massa molecular esperada da proteina InlA nativa. Estas duas
coldnias foram confirmadas como L. monocytogenes pelo método convencional. As
outras seis colonias, que ndo apresentaram a referida banda com o anticorpo
testado, foram confirmadas como L. innocua. Esses resultados demonstram a
especificidade do MAb 3C5 na deteccao de L. monocytogenes.

Na figura 1 sdo demonstradas as reacdes no Western blot com as colonias
testadas onde se observa reacdes positivas nas colunas 4 (colonia D), 7 (colbnia G),
8 (controle positivo - cepa padrdao ScottA, sorotipo 4b), e 9 (proteina rinlA de 33
kDa). E importante ressaltar que o ndo houve reacdo do MAb 3C5 com a colénia H
(dados ndo mostrados).
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Figura 1. Western blot utilizando MAb anti-InlA 3C5. Coluna 1- Colénia A; Coluna 2- Colbdnia B;
Coluna 3- Coldnia C; Coluna 4- Colbnia D; Coluna 5- Coldnia E; Coluna 6- Col6nia F; Coluna 7-
Colbnia G; Coluna 8- cepa padrdo ScottA; 9- rInlA; Coluna 10- Marcador de proteina pré-corado
(Invitrogen).

O tempo total para a confirmacéo de L. monocytogenes utilizando a técnica
de Western blot com o MAb 3C5, apds as coldnias serem selecionadas e incluindo o
tempo de enriguecimento em LEB, foi de aproximadamente 30 h, o qual € muito
inferior ao requerido pela técnica convencional. Além disso, foi possivel minimizar
drasticamente os diversos meios de cultura e méao-de-obra requeridas para a
confirmacédo bioquimica deste microrganismo.

Atualmente, alguns grupos de pesquisa vém utilizando a técnica de Western
blot, com o emprego de MAbs como insumo, para identificacdo especifica de
patogenos como Campylobacter jejuni (Qian et al., 2008) e Rickettsia spp. (Balraj et
al., 2008).

4. CONCLUSAO

A técnica Western blot com o MAb anti-InlA 3C5 demonstrou ser viavel e
especifica, apresentando potencial para utilizagdo na rapida confirmacdo de L.
monocytogenes isoladas a partir de alimentos.
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