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Resumo 

 
Listeria monocytogenes é um bacilo gram-positivo, intracelular facultativo, transmitido por 
alimentos, que pode causar doença, a listeriose, em indivíduos susceptíveis. Embora rara, a 
listeriose tem grande importância para a saúde pública pela sua alta letalidade. Este trabalho 
teve como objetivo, identificar marcadores moleculares para utilização no desenvolvimento 
de nova técnica de diagnóstico molecular da listeriose. Os estudos envolveram sorotipagem, 
tipagem molecular pela amplificação das sequências 23S, 16S-23S e RAPD, pesquisa de 
plasmídios e de genes de virulência (inlA, inlB, inlC, inlJ, hly, iap, plcA, actA) em 135 cepas 
de L. monocytogenes de casos humanos e alimentos isoladas no Brasil no período de 1975 a 
2001; infecção experimental em camundongos com cepas portando ausência ou alterações em 
genes de virulência; e a caracterização de isolados de um caso de endocardite atendido numa 
unidade de emergência cardiológica em Recife, PE, em 2010. Nenhuma relação foi 
encontrada entre a origem das cepas, sorotipos, perfis genéticos, conteúdo plasmidial e 
distribuição dos genes de virulência. Os ensaios de infecção experimental em camundongos 
também não permitiram estabelecer uma relação entre a presença dos marcadores de 
virulência considerados no estudo e as respostas dos animais inoculados. Seis isolados de 
hemocultura de um caso de endocardite com identificação presuntiva de Listeria spp. foram 
classificados como L. monocytogenes sorotipo 4b pela amplificação por PCR dos genes 23S, 
lmo2243 e ORF2210 específicos do gênero Listeria, espécie L. monocytogenes e sorotipo b 
respectivamente. Todos os genes de virulência pesquisados foram detectados por PCR nas 
amostras e a análise do perfil de amplificação da sequência 16S-23S revelou que os seis 
isolados são uma mesma cepa. Embora esses estudos não tenham revelado nenhum marcador 
molecular de patogenicidade, a alta frequência de genes de virulência observada entre cepas 
dos sorotipos mais patogênicos (1/2a, 1/2b, 4b) evidencia o potencial patogênico nas cepas 
brasileiras de L. monocytogenes e a necessidade de incrementar a vigilância e diagnóstico 
dessa bactéria. Considerando a prevalência dos sorotipos 1/2a, 4b nas amostras clinicas e dos 
sorotipos 1/2a, 1/2b, 4b em alimentos, desenvolvemos e padronizamos um procedimento 
baseado em LAMP (loop-mediated isothermal amplification) para identificação desses 
sorotipos. A técnica é rápida e de fácil operacionalização, utiliza um bloco de aquecimento ou 
banho-maria e o produto da reação pode ser visualizado a olho nu mediante adição de 
reagentes fluorescentes. O procedimento padronizado mostrou-se sensível, capaz de detectar 
100pg de DNA ou 104 UFC, e espécie - específica, capaz de diferenciar L. monocytogenes de 
espécies intimamente relacionadas geneticamente. Outros sorotipos intimamente relacionados 
(3a, 3b, 4e e 4d) foram amplificados sem detrimento da técnica porque são raramente 
encontrados em amostras humanas e animais. A técnica LAMP se apresenta como uma 
alternativa fácil e rápida para diagnóstico e tipagem de L. monocytogenes especialmente para 
os programas de vigilância e investigação epidemiológica. 
 
Palavras chave: Listeria monocytogenes. Virulência. Diagnóstico. LAMP 
 
 
 
 

 

 

 

 



Abstract 

 

Listeria monocytogenes is a gram-positive bacillus, facultative intracellular, food born 
pathogen, which can cause a disease, listeriosis, in susceptible individuals. Although rare, 
listeriosis has public health importance for its high lethality. This study aimed to identify 
molecular markers to employ in the development of a new molecular technique for listeriosis 
diagnosis. The study involved serotyping, molecular typing through amplification of the 
sequences 23S, 16S-23S and RAPD, research of plasmids and virulence genes (inlA, inlB, 
inlC, inlJ, hly, iap, plcA, actA) in 135 L. monocytogenes strains isolated from foods and 
human cases in Brazil from 1975 to 2001; experimental infection in mice with strains lacking 
virulence genes or carrying mutated virulence genes; and characterization of isolates from an 
endocarditis case attended in a cardiac emergency unit in Recife, PE in 2010. No relationship 
was found between the origin of the strains, serotypes, genetic profiles, plasmid content and 
distribution of the virulence genes. Experimental infection in mice also failed to establish a 
relationship between the presence of virulence markers considered in the study and the animal 
responses. Six isolates from blood culture from the endocarditis with presumptive 
identification of Listeria species were classified as L. monocytogenes serotype 4b by PCR 
amplification of the 23S, lmo2243 and ORF2210 genes specific for genus, species and 
serotype respectively. All virulence genes assessed were detected by PCR, and the analysis of 
the amplification profile of the 16S-23S sequence clustered the six isolates in a unique strain. 
Although these studies did not uncover any molecular pathogenicity marker, the high 
frequency of virulence genes observed among strains of the higher pathogenic serotypes 
(1/2a, 1/2b, 4b) highlights the pathogenic potential of Brazilian L. monocytogenes strains and 
the need to tighten the bacterium surveillance and diagnosis. Given the prevalence of 1/2a, 4b 
serotypes in clinical samples and the 1/2a, 1/2b, 4b serotypes in foods, we developed and 
standardized a LAMP (loop-mediated isothermal amplification) based procedure for these 
serotypes identification. The technique is fast and easy, using a heating block or water bath 
and the reaction product can be visualized by naked eye by adding fluorescent reagents; it is 
sensible, detecting 100pg DNA or 104 CFU, and species - specific, distinguishing close 
genetically related Listeria species. The closely related serotypes (3a, 3b, 4e and 4d) were 
amplified without impairing the technique, for they seldom occur among human and animal 
isolates. Therefore, the developed procedure proved to be a quick and easy alternative for L. 
monocytogenes diagnosis and typing mainly in the surveillance programs and 
epidemiological research. 
 
Keyword: Listeria monocytogenes. Virulence. Diagnosis. LAMP. 
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1 Introdução 

Listeria monocytogenes, bactéria Gram positiva transmitida por alimentos, é o 

agente causador da listeriose, doença que varia de quadros brandos a muito graves, 

como meningite ou aborto; L. monocytogenes é um patógeno intracelular facultativo e 

embora infectante para todos os grupos populacionais humanos, os problemas severos 

decorrentes da infecção ocorrem principalmente em mulheres grávidas, recém-nascidos, 

idosos e indivíduos imunocomprometidos. Encontrando-se disseminada em diversas 

fontes ambientais as oportunidades de contaminação dos alimentos por L. 

monocytogenes durante o processo de produção são numerosas (RAMASWAMY et al., 

2007). 

No interior do hospedeiro L. monocytogenes parasita macrófagos e invade 

ativamente células consideradas não fagocíticas, como células epiteliais, hepatócitos, 

fibroblastos e células do endotélio e tecido nervoso (VÁZQUEZ-BOLAND et al., 

2001a). A entrada em fagócitos não profissionais é mediada por proteínas de superfície, 

da família das internalinas, que interagem com receptores específicos na célula 

hospedeira desencadeando a fagocitose (internalinas InlA e InlB) e InlJ que estimula a 

aderência bacteriana às células hospedeiras, o que favorece a internalização (SABET et 

al., 2008). Após a entrada na célula hospedeira, outras proteínas de virulência auxiliam 

a bactéria a promover o escape do vacúolo, como listeriolisina O (LLO, uma toxina 

formadora de poro), as fosfolipases PlcA e PlcB e a protease Mpl. Após escapar do 

vacúolo ocorre a replicação citosólica (hpt) e movimento celular dependente de actina 

(actA e inlC) que permite a disseminação dos microrganismos às células adjacentes, 

onde o ciclo se reinicia (HAMON; BIERNE; COSSART, 2006). A expressão de quase 

todos os produtos de genes bacterianos que contribuem para a sobrevivência e 

virulência de L. monocytogenes, incluindo os genes presentes na ilha de patogenicidade 

1 de Listeria (LIPI-1) hly, actA, plcA, plcB, mpl e três loci cromossômicos adicionais, o 

operon inlAB e os genes inlC e hpt é regulada por um ativador de transcrição conhecido 

como fator regulador positivo A (PrfA) (DE LAS HERAS et al., 2011). 

L. monocytogenes possui um complexo mecanismo de virulência e apresenta um 

espectro de cepas ou genótipos de variado potencial patogênico: algumas cepas são 

altamente patogênicas e provocam infecções fatais enquanto outras são relativamente 

avirulentas e causam apenas pequenos danos ao hospedeiro (LIU, 2006). 

A identificação de cepas de L. monocytogenes é tradicionalmente realizada 

através de provas bioquímicas e sorotipagem por aglutinação ou reação 
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imunoenzimática (ELISA) (Palumbo et al., 2003). Pela aglutinação foram identificados 

12 sorotipos com base nos antígenos O (somático) e H (flagelar), mas pelo menos 95% 

dos isolados de alimentos e pacientes pertencem a três sorotipos (1/2a, 1/2b e 4b) 

considerados os mais patogênicos da espécie (SWAMINATHAN; GERNER-SMIDT, 

2007). 

Cepas de L. monocytogenes isoladas de casos clínicos e alimentos no Brasil 

foram incluídas nesse estudo com o objetivo de compreender o papel dos genes de 

virulência na patogenicidade do microrganismo e possivelmente relacionar genes 

específicos a sorotipos patogênicos. Dessa forma, espera-se identificar marcadores que 

possam ser utilizados em testes moleculares mais rápidos, precisos e específicos que os 

testes de diagnóstico e tipagem tradicional o que pode facilitar a identificação do 

microrganismo contribuindo para o efetivo controle e prevenção da listeriose, assim 

como na execução de medidas sanitárias no controle de alimentos. 
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2 Objetivos 

2.1 Objetivo Geral 

Caracterizar cepas de Listeria monocytogenes isoladas de casos clínicos e 

alimentos no Brasil. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

§ Verificar a presença dos genes de virulência inlA, inlB, inlC, inlJ, hly, iap, plcA 

e actA em cepas de L. monocytogenes;; 

§ Identificar polimorfismo de genes de virulência pelo sequenciamento dos 

amplicons que apresentem variação no tamanho; 

§ Avaliar a virulência de cepas de L. monocytogenes com alterações nos genes de 

virulência através da análise de velocidade de colonização em órgãos alvo em 

animais de laboratório; 

§ Desenvolver um método molecular de diagnóstico de L. monocytogenes e 

identificação de cepas patogênicas. 
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3 Revisão Bibliográfica  

 

3.1 Gênero Listeria 

 O gênero Listeria é formado por um grupo de bactérias Gram positivas 

geneticamente relacionado aos gêneros Bacillus, Clostridium, Enterococcus, 

Streptococcus e Staphylococcus. Listeria spp. são pequenos bacilos anaeróbios 

facultativos, não formadores de esporos, desprovidos de cápsula, flagelados e móveis 

(VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001); tolerantes a variações extremas de pH, 

temperatura e concentrações de sal, são largamente disseminados em várias fontes 

ambientais que incluem solo, água, vegetais, plantas em decomposição, esgotos e fezes 

humanas e de animais (LIU, 2006). Ruminantes domésticos provavelmente tem um 

papel na manutenção de Listeria spp. no ambiente rural via um contínuo ciclo de 

enriquecimento fecal-oral. O gênero inclui oito espécies: Listeria monocytogenes, L. 

ivanovii, L. innocua, L. welshimeri, L. grayi, L. seeligeri, L. rocourtiae e L. marthii. As 

espécies L. rocourtiae, isolada de alfaces na Áustria em 2002 e L. marthii, de um lago 

da Finger Lakes National Forest, New York, EUA, em 2009 foram as descritas mais 

recentemente (GRAVES et al., 2010; LECLERCQ et al., 2010). 

 Duas espécies do gênero são potencialmente patogênicas, L. monocytogenes e L. 

ivanovii. L. monocytogenes infecta humanos e outros animais, incluindo aves 

domésticas e selvagens e mamíferos, afetando principalmente o sistema nervoso central 

(meningoencefalites), mas também é responsável por sepse, aborto e gastroenterites 

(RAMASWAMY et al., 2007) e L. ivanovii que infecta predominantemente ruminantes 

causando enterites, sepse neonatal e aborto, mas sem envolvimento do sistema nervoso 

central (BUCHRIESER et al., 2011) e raramente é associada a doença em humanos 

(GUILLET et al., 2010). A ecologia de L. ivanovii sugere que a raridade de sua 

ocorrência em humanos deve-se não somente a fatores de tropismo no hospedeiro, mas 

também a baixa ocorrência dessa espécie no meio ambiente, em comparação com L. 

monocytogenes (GUILLET et al., 2010). Cada uma dessas duas espécies patogênicas de 

Listeria está intimamente relacionada geneticamente a espécies não patogênicas; L. 

monocytogenes com L. innocua e L. marthii (GRAVES et al., 2010), e L. ivanovii com 

L. seeligeri (SCHMID et al., 2005). Muitos isolados das espécies consideradas não 

patogênicas podem conter homólogos dos principais clusters de genes de virulência de 

Listeria (DEN BAKKER et al., 2010) e dessa forma, podem eventualmente atuar como 
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patógenos oportunistas, como por exemplo, um caso de bacteremia por L. grayi em 

paciente transplantado (SALIMNIA et al., 2010). 

  As diversas espécies do gênero Listeria compartilham muitas características 

morfológicas e propriedades bioquímicas; as colônias apresentam um crescimento 

característico do tipo guarda-chuva, desenvolvido 3-5 mm abaixo da superfície do meio 

motilidade semissólido quando incubadas a 20-30ºC, mas não a 37ºC; são catalase 

positiva, oxidase e indol negativo, podem hidrolisar esculina, mas não a ureia. Outras 

propriedades auxiliam na identificação das espécies como variações significativas na 

capacidade de hemolisar hemácias de cavalo ou carneiro e produção de ácido a partir de 

L-raminose, D-xilose e alfa metil-D manosídeo (LIU, 2006). L. ivanovii diferencia-se 

das outras espécies do gênero pela produção de uma zona ampla clara ou dupla de 

hemólise em Agar sangue de ovelhas ou cavalos, teste de CAMP positivo com 

Rhodococcus equi, mas não com Staphylococcus aureus hemolítico, e fermentação de 

D-xilose, mas não a L-ramnose (LIU, 2006); pela reação de lecitinase forte com ou sem 

carvão no meio, distingue-se de L. monocytogenes, que requer carvão vegetal 

(ERMOLAEVA et al., 2003). 

 A identificação das espécies de Listeria por testes bioquímicos é um processo 

trabalhoso, que envolve isolamento primário em meios seletivos e de enriquecimento, 

seguido por coloração de Gram e múltiplas provas bioquímicas. Para o isolamento de 

Listeria durante o processamento de alimentos, um pré-enriquecimento em meio líquido 

contendo tampão fosfato e inibidores também é necessário. Assim, a identificação além 

de trabalhosa, é demorada (levando até seis dias para finalizar o diagnóstico) e 

dispendiosa. Além disso, como testes bioquímicos avaliam características fenotípicas da 

bactéria, os resultados podem ser influenciados por fatores externos que afetam o 

crescimento e metabolismo bacterianos (LIU et al., 2005). 

 As espécies de Listeria possuem proteínas de superfície grupo-específico, como 

os antígenos, somático (O) e flagelar (H) que são usados como alvo para detecção 

sorológica. Existem 15 subtipos do antígeno somático O (I-XV), e o antígeno flagelar H 

compreende quatro subtipos (A-D), que em combinações únicas identificam os 

sorotipos de cepas de Listeria (Figura 1). No mínimo 12 sorotipos já foram 

identificados em L. monocytogenes (1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 4c, 4d, 4e e 7), 

sete em L seeligeri (1/2a, 1/2b, 3b, 4a, 4b, 4c e 6b), um em L. ivanovii (5) e três em L. 

innocua, L. welshimeri e L. grayi (1/2b, 6a and 6b) (LIU, 2006). Uma vez que as provas 

de aglutinação não são facilmente adaptáveis para testes de diagnóstico de alto 
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rendimento foi desenvolvido um teste imunoenzimático (ELISA) para melhorar a 

eficiência dos testes de sorotipagem (PALUMBO et al., 2003). 

 Além da importância na diferenciação de espécies de Listeria, a sorotipagem é 

potencialmente útil para definir subtipos e grupos clonais de L. monocytogenes. Foi 

observado que os sorotipos 1/2a, 1/2b e 4b de L. monocytogenes são responsáveis por 

98% dos casos de listeriose humana, enquanto os sorotipos 4a e 4c são raramente 

associados a surtos da doença (JACQUET et al., 2002; WIEDMANN et al., 1996). 

Enquanto o sorotipo 4b é o principal responsável de surtos de listeriose, os sorotipos 

1/2a e 1/2b estão ligados a infecção esporádica por L. monocytogenes (WIEDMANN et 

al., 1996). No entanto, devido principalmente ao alto custo de aquisição de antissoros 

subtipo específicos, a sorotipagem não é rotineiramente realizada em laboratórios 

clínicos; outro fator limitante do potencial de aplicação clínica generalizada é que a 

sorotipagem não permite estabelecer uma correlação dos sorotipos diretamente com as 

espécies, visto que diferentes espécies compartilham vários sorotipos. Além disso, cepas 

de L. monocytogenes de diferentes sorotipos possuem antígenos em comum, por 

exemplo: 1/2a e 3c contem os antigenos H - A e B; 4a-d, 1/2b e 3b contem os antígenos 

H - A, B e C; 1/2c e 3a contem os antígenos H - B e D; e vários outros sorotipos contem 

antígenos O em comum (Figura 1), o que dificulta a determinação conclusiva do 

sorotipo de algumas cepas (LIU et al, 2006; SCHONBERG et al, 1996). Como as 

provas bioquímicas, a sorotipagem também é susceptível a ocasionar resultados 

discrepantes devido à sua dependência de características fenotípicas das cepas 

analisadas. Por essas razões, os métodos de sorotipagem têm sido substituídos por 

procedimentos moleculares que são intrinsecamente mais específicos e sensíveis para a 

identificação e diferenciação de espécies de Listeria (LIU, 2006). 
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Figura 1 - Composição dos antígenos somático (O) e flagelar (H) nos sorotipos de Listeria 

 
 Fonte: Adaptado de LIU, 2006 

 

 

3.2 Listeria monocytogenes 

 Listeria monocytogenes é responsável por uma grave doença de origem 

alimentar cujas manifestações clínicas vão de gastroenterites a formas invasivas mais 

severas, incluindo sepse, meningite, infecções perinatais e aborto. Em indivíduos 

imunocompetentes a listeriose não invasiva se desenvolve como uma gastroenterite 

febril típica. Em adultos imunocomprometidos, como pacientes idosos e pacientes 

recebendo agentes imunossupressores, a listeriose pode se manifestar como septicemia 

ou meningoencefalite. A listeriose invasiva pode ser adquirida pelo feto a partir da mãe 

infectada, via placenta. A listeriose perinatal pode levar a aborto, nascimento prematuro 

ou meningite no recém-nascido (ALLERBERGER; WAGNER, 2010). 

A incidência de listeriose humana é relativamente baixa, em parte devido ao 

rígido controle de alimentos (ALLERBERGER; WAGNER, 2010; AGÊNCIA..., 2001), 

mas a doença tem uma taxa elevada de letalidade em indivíduos imunocomprometidos, 

neonatos e fetos, com um desfecho fatal em até 30% dos casos (WATSON, 2009). 

Entre os sorotipos associados à listeriose, as cepas pertencentes ao sorotipo 4b 

causam mais de 50% dos casos em todo o mundo e as cepas do grupo antigênico 1/2 

(1/2a, 1/2b e 1/2c) predominam em isolados de alimentos (VÁZQUEZ-BOLAND et al., 

2001a). Isto sugere que cepas sorotipo 4b são mais adaptadas aos tecidos do hospedeiro 

mamífero do que cepas dos sorogrupos 1/2. Alguns clones de L. monocytogenes podem 
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ser particularmente patogênicos, como o responsável por grandes surtos de listeriose de 

origem alimentar na Califórnia-EUA, em 1985, Suíça, de 1983 a 1987, Dinamarca 

1985-1987, e França em 1992 composto por grupo de cepas do sorotipo 4b intimamente 

relacionadas fenotípica e genômicamente (SWAMINATHAN; GERNER-SMIDT, 

2007). 

Wiedman e colaboradores (1997) encontraram uma correlação entre os três 

ramos evolutivos nos quais sorotipos de L. monocytogenes podem ser agrupados e o 

potencial patogênico para humanos e animais: cepas dos sorotipos 1/2b e 4b contem 

todos os isolados de epidemias humanas de origem alimentar (tabela 1) e isolados de 

casos esporádicos em humanos e animais; cepas dos sorotipos 1/2a, 1/2c e 3a contem 

cepas de casos humanos e de animais, mas não isolados de surtos humanos de origem 

alimentar; cepas do sorotipo 4a contem somente isolados de animais. 

A sorotipagem não tem muito valor para a vigilância epidemiológica porque 

discrimina apenas 12 sorotipos, muitos dos quais representam grupos de cepas 

geneticamente diversas. A eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE - pulse field gel 

electrophoresis) pelo alto poder discriminatório, é considerada mais discriminatória 

para a vigilância epidemiológica, mas apresenta difícil padronização interlaboratorial. 

Baseado no PFGE associada a multilocus enzima eletroforese (MLEE), duas linhagens 

genéticas foram inicialmente identificadas (I e II); uma terceira linhagem (III) foi 

identificada com base na variação de genes de virulência, ribotipagem, e arranjos de 

DNA (BROSCH, et al., 1994; DOUMITH, et al., 2004; WIEDMANN, et al., 1997). A 

linhagem I inclui os sorotipos 4b, 1/2b, 3b, 4d, 4e e 7, a linhagem II os sorotipos 1/2a, 

1/2c, 3a e 3c e a linhagem III os sorotipos 4a e 4c (COSSART, 2011). 
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Tabela 1: Surtos alimentares internacionais de listeriose invasiva (1980 – 2005) 
Ano Local Nº de 

Casos 
Casos 

Perinatais 
Nº de 

Mortes 
Veículo implicado/suspeito Sorotipo 

1981 Nova Escócia – CA 41 34 18 Salada de repolho 4b 
1983 Massachusetts – EUA 49 7 14 Leite pasteurizado 4b 
1985 Califórnia – EUA  142 94 48 Queijo estilo mexicano 4b 
1983 - 1987 Suíça 122 65 34 Queijo VacherinMont d’Or 4b 

1987 - 1989 Reino Unido 366 ? ? Patê 4bx 
1989 - 1990 Dinamarca 26 3 7 Queijo Blue mold 4b 
1992 França 279 0 85 Língua de Porco em geleia 4b 

1993 França 38 31 10 Rillettes 4b 
1998 - 1999 Vários estados – EUA 108 ? 14 Cachorro-quente 4b 
1999 Finlândia 25 0 6 Manteiga 3a 
1999 - 2000 França 10 3 3 Rillettes 4b 
1999 - 2000 França 32 9 10 Língua de Porco em geleia 4b 

2000 Vários estados – EUA 30 8 7 Carnes de peru prontas pra 
consumo 

1/2a 

2000 Carolina do Norte – EUA  13 11 5 Queijo mexicano estilo 
caseiro 

4b 

2002 Vários estados – EUA 54 12 8 Carnes de peru prontas pra 
consumo 

4b 

2002 Quebec – CA 17 3 0 Queijos feitos de leite cru  

2003 Texas – EUA 12 ? ? Queijo estilo mexicano 4b 
Fonte: Adaptada de SWAMINATHAN; GERNER-SMIDT, 2007. 
Legenda: ? - Desconhecido
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3.2.1 Patogenicidade de Listeria monocytogenes 

Após a ingestão de alimento contaminado, L. monocytogenes atravessa o epitélio 

intestinal e se dissemina através da corrente sanguínea e linfática atingindo os tecidos mais 

profundos (Figura 2). O fígado e baço são os órgãos alvo primários para a multiplicação 

bacteriana, resultando na formação de abscessos. Um aspecto característico da fisiopatologia 

de L. monocytogenes é a sua capacidade de atravessar as duas maiores barreiras epiteliais, a 

barreira hematoencefálica e a barreira placentária (COSSART; TOLEDO-ARANA, 2008). 

 L. monocytogenes é uma bactéria invasiva, que pode entrar numa grande variedade de 

células e passar, em seguida, diretamente de uma célula infectada para uma célula adjacente. 

Abordagens moleculares e de biologia celular revelaram que L. monocytogenes possui um 

arsenal elaborado de fatores de virulência funcional ou estruturalmente semelhantes às 

proteínas do hospedeiro para assim, utilizar o processo celular em benefício próprio. Durante 

as diferentes etapas de seu ciclo de vida intracelular, L. monocytogenes utiliza várias cascatas 

de sinalização celular do hospedeiro (STAVRU et al., 2011). 

 
Figura 2 - Etapas da infecção por Listeria monocytogenes 

 
   Fonte: Adaptado de LECUIT, 2007. 

 

3.2.1.1 Adesão e invasão celular 

A entrada de L. monocytogenes em células não fagocíticas é mediada por duas 

proteínas de superfície bacterianas, InlA e InlB que pertencem à família de proteínas com 

repetições ricas em leucina chamadas internalinas (BIERNE et al., 2007; GAILLARD et al., 

1991). InlA é uma proteína de superfície com um motivo LPXTG (leucina – prolina, treonina 

- glicina) que permite a ancoragem covalente ao peptideoglicano, enquanto InlB interage de 
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forma não covalente com ácidos lipoteicóicos. InlA e InlB se ligam à proteínas específicas na 

superfície na célula do hospedeiro: InlA se liga a proteína de junção E-caderina (MENGAUD 

et al., 1996), e InlB tem como alvo o receptor  tirosina quinase Met (SHEN et al., 2000). A 

ligação de InlA e InlB aos receptores não ocorre nos mesmos sítios que seus ligantes 

endógenos, mas leva ao recrutamento de um conjunto de moléculas de sinalização 

semelhante. A ligação de InlA e InlB aos seus receptores resulta em ubiquitinação do 

receptor, recrutamento de clatrina, rearranjo do citoesqueleto, e por fim, a captação do 

patógeno (BIERNE; COSSART, 2006; BONAZZI; COSSART, 2006; MOSTOWY; 

COSSART, 2009; IRETON, 2007). A ligação de InlA e InlB aos receptores celulares também 

induz a montagem de plataformas de sinalização de multicomponentes, levando a ativação de 

vias celulares chave, como fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), PI4-quinases tipo II e proteína-

quinase ativada por mitógeno (MAPK) (PIZARRO-CERDA et al., 2007; SHEN et al., 2000). 

Como um resultado da expressão de Met, L. monocytogenes é capaz de infectar uma grande 

variedade de células humanas in vitro. Além disso, esse patógeno pode invadir diferentes 

hospedeiros eucariotos, mas a eficiência de infecção depende estritamente da espécie do 

hospedeiro (KHELEF et al., 2006; LECUIT, et al., 1999). A entrada nas células do hospedeiro 

permite que L. monocytogenes escape das funções de vigilância do sistema imune 

(VÁZQUEZ-BOLAND et al., 2001a). 

Os estudos sobre os mecanismos empregados na travessia da barreira hemato-

encefálica são ainda escassos, destacando-se os trabalhos de Hertzig e colaboradores (2003) e 

Join-Lambert e colaboradores (2005). InlB é a única molécula com papel comprovado por 

estudos in vitro possivelmente envolvida (GREIFFENBERG et al., 1998; DREVETS, 

BRONZE, 2008) e o papel da E-caderina também é admitido, baseado na sua expressão pelo 

endotélio microvascular e células do plexo coróide que constituem a barreira 

hematoencefálica (LECUIT, 2005). 

Depois da adesão à superfície celular, L. monocytogenes induz a sua própria captação 

através de um mecanismo de "zíper", que requer rearranjos do citoesqueleto e membrana além 

da proteína clatrina endocítica (VEIGA, COSSART, 2005). O recrutamento de clatrina parece 

preceder os rearranjos de citoesqueleto, essenciais para internalização da bactéria (VEIGA et 

al., 2007). 

A internalina InlJ difere das demais por possuir um resíduo hidrofóbico-LRR em 

substituição a uma cisteína conservada. A porção C-terminal possui um motivo LPXTG que 

serve de âncora covalente a proteínas do peptideoglicano (SABET et al., 2005). O gene inlJ 

encontra-se apenas no genoma de L. monocytogenes e só é eficientemente expresso na 
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superfície de bactérias recuperadas a partir do fígado e sangue de animais infectados (SABET 

et al., 2008). A InlJ liga-se ao MUC2, o principal componente do muco intestinal através de 

seu domínio internalina (LINDÉN et al., 2008), atuando como uma adesina específica cuja 

expressão é induzida especificamente in vivo (SABET et al., 2008). 

O gene iap codifica a p60, uma proteína de superfície com atividade mureina hidrolase 

sem a qual a célula bacteriana apresenta septos irregulares, tornando-se propensa a formar 

pequenos filamentos e células em forma de gancho durante a fase exponencial de 

crescimento. Na fase final de crescimento estacionário esses filamentos de células bacterianas 

anormais quebram-se em fragmentos de tamanho próximo ao de uma única bactéria (KUHN; 

GOEBEL, 1989; PILGRIM et al., 2003). A análise de mutantes espontâneos que perderam a 

capacidade de invadir fibroblastos de camundongos mostrou que a p60 é necessária para uma 

invasão bem sucedida das células do hospedeiro (KUHN; GOEBEL, 1989, RUHLAND et al., 

1993). Estudos demonstraram que uma mutação no gene iap acarreta redução da invasividade 

em fibroblastos e células epiteliais (PILGRIM et al., 2003), no entanto, a capacidade de 

internalização celular e de se ligar a células Caco-2 (células extraídas de adenocarcinoma de 

cólon humano) por cepas iap mutantes é restaurada pela proteína p60 (HESS et al., 1995; 

PARK et al., 2000); a mutação no gene iap acarreta infecção atenuada das cepas inoculadas 

pela via intravenosa em camundongos, o que reforça a importância da p60 durante a infecção 

(PILGRIM et al., 2003). 

 

3.2.1.2 Lise do fagossoma e replicação intracelular 

Uma vez dentro da célula, L. monocytogenes é inicialmente envolvida por um vacúolo 

que tem um pH ligeiramente ácido (pH = 5,7-5,9) (GLOMSKI et al., 2002). Pela ação 

combinada de duas fosfolipases (PI-PLC, uma proteína de 33 kDa codificada pelo gene plcA e 

PC-PLC, uma proteína de 29 kDa codificada pelo gene plcB) e pela toxina formadora de 

poros listeriolisina O (LLO, uma proteína de 58 kDa codificada pelo gene hly), a bactéria 

desestabiliza a membrana vacuolar, impedindo sua fusão com o lisossoma e levando a um 

rápido escape do vacúolo. Um importante fator na célula hospedeira que contribui para o 

escape do fagossoma é a enzima gama interferon induzível redutase tiol lisossomal (GILT) 

(PORTNOY et al., 1992; SINGH et al., 2008). Esta proteína ativa LLO, reduzindo sua 

cisteína, que promove a atividade de formação de poros de LLO, levando a um eficiente 

escape bacteriano. Embora GILT não participe da invasão do epitélio intestinal, parece 

essencial para estabelecer a infecção, por permitir o escape rápido do fagossoma em 

macrófagos que têm atividade antimicrobiana elevada. Uma vez no citosol, L. monocytogenes 
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precisa adaptar o seu metabolismo para o meio intracelular para se replicar eficientemente e 

utiliza para esse fim a glicose-1-fosfato, um intermediário da glicólise, disponível no 

citoplasma em grandes quantidades. A adaptação metabólica depende da expressão de vários 

genes, entre os quais o transportador de hexose fosfato (hpt), um sistema de captação de 

açúcar que é essencial para o crescimento bacteriano intracelular (CHICO-CALERO, et al., 

2002). A expressão de hpt é regulada pelo ativador transcricional PrfA, que é ativado após a 

invasão da célula hospedeira (RENZONI et al., 1999). L. monocytogenes expressa fatores de 

virulência que interagem com e modulam proteínas do hospedeiro em diferentes fases da 

infecção. Esses determinantes bacterianos estão localizados na superfície bacteriana ou são 

secretados, com o objetivo de usar maquinaria biológica das células infectadas (BIERNE; 

COSSART, 2007). 

 

3.2.1.3 Motilidade baseada em actina e propagação célula a célula 

No citosol, L. monocytogenes expressa vários fatores de virulência, entre os quais o 

melhor caracterizado é a proteína de superfície ActA, que é crítica para o movimento 

intracelular e intercelular da bactéria e permite sua disseminação no hospedeiro. L. 

monocytogenes é capaz de recrutar o complexo de proteína relacionado à Actina 2/3 (Arp2 / 

3) da célula hospedeira e a maquinaria de polimerização da actina de modo a formar uma 

estrutura chamada de "cauda de cometa" no polo posterior bacteriano (GOUIN et al., 2005; 

KOCKS et al., 1992). A actina é polimerizada exclusivamente em uma das extremidades da 

bactéria, uma vez que ActA se acumula de uma forma polar na superfície da célula após a 

divisão bacteriana (KOCKS et al., 1992). Isso permite uma propulsão unidirecional da 

bactéria através do citoplasma, um processo que é completamente independente da motilidade 

flagelar. Eventualmente, a motilidade de L. monocytogenes forma saliências sobre a 

membrana da célula hospedeira e, assim, se difunde para células vizinhas, sem induzir a lise 

celular, permitindo a bactéria se multiplicar sem estar acessível aos anticorpos produzidos 

pela resposta imune humoral do hospedeiro. A propagação célula à célula também 

desempenha um importante papel no cruzamento das barreiras materno-fetal e hemato-

encefálica (DREVETS et al., 2001; ROBBINS et al., 2010). 

A eficiente disseminação entre células epiteliais polarizadas requer a ação da proteína 

secretada InlC. Experimentos com inibidores de miosina II mostraram que essa proteína 

bacteriana causa perturbação nas junções celulares, sendo esse seu papel na formação da 

protrusão celular. Acredita-se que InlC promova a disseminação bacteriana diminuindo a 
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tensão cortical, aumentando assim a capacidade motora das bactérias pela formação de 

protrusões na membrana plasmática (RAJABIAN et al., 2009). 

Em células infectadas secundariamente, L. monocytogenes escapa do vacúolo de 

membrana dupla para iniciar um novo ciclo de polimerização de actina e disseminação célula 

a célula. A lise do duplo vacúolo de membrana secundária ocorre através da ação conjugada 

de LLO e fosfolipases. É ainda desconhecido se a bactéria é capaz de detectar o vacúolo de 

membrana dupla e regular a expressão de seus genes de virulência nesse sentido, mas a 

fosfolipase PC-PLC é particularmente importante para a ruptura da membrana de duplo 

vacúolo (ALBERTI-SEGUI et al., 2007). 

 

3.2.1.4 Regulação dos fatores de virulência 

A adaptabilidade dos patógenos é crucial para o processo infeccioso e é determinada 

não apenas pelos fatores bacterianos que permitem a sobrevivência e multiplicação no interior 

dos tecidos, mas também pelos mecanismos necessários para uma rigorosa regulação e sua 

expressão. A região central do regulon PrfA é composta por dez genes de virulência 

identificados como os primeiros PrfA-dependentes (SCORTTI et al., 2007) (Figura 3), 

compreendendo a LIPI-1 (Listeria pathogenicity island 1), um cluster de genes de virulência 

de 9,6 kb, (GOUIN et al., 1994: VÁZQUEZ-BOLAND et al., 2001b), além de mais três loci 

cromossômicos, o operon inlAB e os monocistrons inlC e hpt (DE LAS HERAS et al., 2011). 

Cepas de L. monocytogenes mutantes desprovidas de PrfA funcional são incapazes de crescer 

em células infectadas e são 100.000 vezes menos virulentas em camundongos do que cepas do 

tipo selvagem (FREITAG et al., 1993). 

PrfA pertence a família de receptores de proteínas AMPc (Crp)/regulador fumarato 

nitrato redutase (Fnr) de fatores de transcrição bacterianos. Como a maioria dos membros 

dessa família, PrfA é um homodímero simétrico com promotores organizados em dois 

domínios principais (EITING , et al., 2005). O domínio N-terminal forma uma estrutura b-

barril muito similar a do domínio de ligação de nucleotídeos cíclicos (SCORTTI et al., 2007). 

Esse módulo de sinalização é conservado em proteínas reguladas por nucleotídeos cíclicos e 

uma variedade de outras pequenas moléculas (KANNAN et al., 2007) o que sugere que PrfA 

é sujeito a ligação mediada por alosteria. O domínio C-terminal contém o motivo de ligação 

hélice-alça-hélice (HTH). O dímero PrfA ativa a transcrição por ligação a uma sequência de 

nucleotídeos palindrômica de 14 pares de bases, denominada box PrfA (consenso 

tTAACnntGTAa) localizada na posição 41.5 no promotor alvo (SCORTTI et al., 2007). Os 

principais determinantes de virulência são expressos a partir de promotores portadores de um 
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box PrfA consenso e são rigidamente controlados por PrfA. Além desse núcleo do regulon 

PrfA, a expressão de outros 160 genes de L. monocytogenes é influenciada por PrfA de acordo 

com análises proteômicas e de transcriptoma (MARR et al., 2006; MILOHANIC et al., 2003; 

PORT; FREITAG, 2007). Genes indiretamente regulados incluem codificadores de 

transportadores, enzimas metabólicas, reguladores e proteínas de função desconhecida 

(MARR et al., 2006; MILOHANIC et al., 2003). Assim, além do papel específico como 

regulador de virulência central, PrfA pode potencialmente exercer efeitos gerais sobre a 

homeostase de L. monocytogenes (DE LAS HERAS et al., 2011). 

 
Figura3 - Organização esquemática do regulon PrfA 

 
   Fonte: DE LAS HERAS et al., 2011. 

 

3.3. Métodos empregados na identificação e tipagem de Listeria monocytogenes 

3.3.1 Detecção por sondas genéticas 

Uma sonda para detecção de um gene é um trecho específico de ácido nucléico de 

cadeia simples que é marcado enzimaticamente ou radioativamente e empregado na 

identificação e detecção de uma sequência complementar de ácido nucléico num organismo 

alvo. A detecção de L. monocytogenes por sondas genéticas, tecnologia de detecção de ácido 

nucléico de primeira geração, é um método preciso e relativamente simples. O DNA da 

bactéria é fixado em um suporte (membrana de nitrocelulose ou membrana de naílon), 

hibridizado com uma sonda de gene específica, marcada enzimática ou radioativamente e 

detectado através de um substrato adequado (marcador de enzima) ou por autorradiografia 

(radiomarcador) (KLINGER et al., 1988; KOHLER et al., 1990). Este procedimento que 

explora as características genéticas entre as espécies de Listeria é mais específico do que 
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métodos bioquímicos e sorológicos, que se baseiam no fenótipo, no entanto, como não 

envolve a amplificação do ácido nucléico sua sensibilidade é limitada e requer pelo menos, 

104 cópias do gene alvo por microlitro para detecção confiável. Desde a introdução das 

técnicas de amplificação de ácido nucléico, o emprego de procedimentos baseados em sondas 

de genes tem declinado (LIU, 2006). 

 

3.3.2 Detecção por amplificação de ácido nucléico 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica de amplificação in vitro de 

ácido nucléico empregada na detecção de segmentos de DNA específicos e entre as diversas 

abordagens da amplificação de ácidos nucléicos, foi a primeira técnica desenvolvida e 

continua sendo a mais empregada em laboratórios clínicos e de pesquisa, podendo ser útil no 

diagnóstico de patógenos bacterianos, além de identificar organismos cultiváveis e não 

cultiváveis. A PCR emprega dois iniciadores (geralmente com 20-30 nucleotídeos de 

comprimento) que ladeiam o início e o fim de uma sequência de DNA alvo, uma enzima 

DNA polimerase termoestável, que é capaz de sintetizar o DNA, e uma sequência de DNA 

dupla fita que funciona como um modelo para a síntese de DNA. O processo tem início a uma 

temperatura elevada (por exemplo, 94ºC) para desnaturar e abrir o molde de DNA dupla fita 

em cadeia simples, seguido por uma temperatura relativamente baixa (por exemplo, 54ºC), 

para permitir o reconhecimento e ligação entre o iniciador (primer) de cadeia simples e o 

DNA molde e em seguida, uma temperatura de 72ºC para permitir a ação da DNA polimerase 

com a extensão do DNA. Todo o processo é repetido 25-30 vezes de modo a que uma única 

cópia do modelo de DNA pode se transformar em milhares de cópias dentro de três a quatro 

horas. Devido a capacidade de amplificar seletivamente alvos específicos presentes em baixas 

concentrações (teoricamente uma única cópia de molde de DNA), oferece excelente 

sensibilidade, especificidade e facilidade de execução na detecção laboratorial de L. 

monocytogenes a partir de amostras clínicas. Os produtos de DNA amplificados podem ser 

separados por eletroforese em gel de agarose e detectados com um corante de DNA, ou 

alternativamente detectados através de sondas marcadas, sequenciamento de DNA e outras 

técnicas relacionadas (MANZANO et al., 2000; WANG et al., 1993). 

 

3.3.2.1 Amplificação isotérmica mediada por loop (LAMP) 

Amplificação isotérmica mediada por loop (LAMP) é uma técnica de amplificação 

gênica que surgiu com a proposta de ser uma ferramenta rápida e simples de diagnóstico para 

a detecção precoce e identificação de doenças microbianas. O procedimento é simples e 
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rápido, uma vez que a amplificação pode ser completada em menos de uma hora sob 

condições isotérmicas empregando um conjunto de quatro a seis iniciadores específicos que 

abrangem de seis a oito sequências distintas de uma sequência alvo de DNA ou RNA, 

utilizando a enzima Bst DNA polimerase, responsável pela amplificação isotérmica do gene 

alvo a aproximadamente 63°C, o que possibilita que a reação seja realizada em Banho Maria, 

dispensando o uso de termociclador (MORI; NOTOMI, 2009; TOMITA et al., 2008). Os 

produtos de amplificação do gene podem ser detectados por eletroforese em gel de agarose ou 

mesmo visualizados a olho nu, através da turvação ou sob a forma de alteração de cor quando 

o SYBR Green, um corante fluorescente intercalante de DNA, é empregado (NOTOMI et al., 

2000; PARIDA et al., 2008). 

O desenho dos primers é uma etapa crítica para o desenvolvimento da reação, sendo 

baseado em oito regiões distintas no gene alvo: F3c, F2c, F1c, FLP, B1, B2, B3 e BLP 

(Figura 4). Para a reação de LAMP são requeridos dois primers externos - primer externo 

foward (F3) e primer externo reverse (B3) - ambos possuem papel na separação da dupla fita 

de DNA, dois primers internos - primer interno forward (FIP) e primer interno reverse (BIP) 

- possuem sequência complementar a fita molde de DNA e a fita em formação, o que 

possibilita a formação do loop e dois loop primers, facultativos na reação - forward loop 

primer (FLP) e loop primer reverse (BLP) - utilizados para acelerar a reação de amplificação 

por hibridizarem em sítios adicionais não acessados pelos primers internos, sendo suas 

sequências complementares as sequências entre as regiões F1 e F2 (FLP); B1 e B2 (BLP) 

(PARIDA et al., 2008).   

Figura 4 - Representação esquemática dos seis primers usados na reação de LAMP mostrando as 
posições de hibridização com o gene alvo 

 
  Fonte: Adaptado de PARIDA et al., 2008 
 

O processo de amplificação é dividido em duas etapas: cíclica e não cíclica. Na etapa 

não cíclica (Figura 5), há formação de DNA com loops em cada extremidade, que serão 

utilizados como estrutura iniciadora para a amplificação durante a etapa cíclica do LAMP. 
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Inicialmente, a região F2 do primer FIP hibridiza a região F2c presente na fita molde de DNA 

e o processo de amplificação é iniciado pela Bst polimerase (Figura 5A). Como o DNA se 

encontra em dupla fita em condições de equilíbrio a 63°C, a síntese de DNA é realizada pela 

Bst DNA polimerase, enzima isolada do Bacillus stearothermophilus com atividade de 

abertura e liberação da fita simples de DNA (NOTOMI et al, 2000). Uma fita complementar 

ao DNA alvo é sintetizada, iniciando da porção 3´da região F2 do FIP. O primer F3 hibridiza 

na região F3c, externa ao FIP, no DNA alvo e inicia a separação da fita sintetizada, liberando 

a fita em formação. Posteriormente a fita simples de DNA liberada forma uma estrutura em 

formato de loop na extremidade 5´ pela complementaridade de bases nas sequências das 

regiões F1 e F1c (Figura 5B). Essa fita simples será utilizada como molde para a síntese de 

DNA a partir do sítio de ligação do primer BIP e subsequente separação da fita sintetizada 

pelo primer externo B3, da mesma forma que foi descrita anteriormente com os primers FIP e 

F3, obtendo-se uma estrutura composta dos um loop em ambas as extremidades, que será 

utilizado como molde na etapa cíclica (Figura 5C). Nessa etapa ocorre amplificação 

exponencial das estruturas em forma de loop, pela ação dos primers internos que leva a 

produçao de aproximadamente 109 cópias do gene alvo em menos de uma hora. Como 

resultado desse processo, estruturas de vários tamanhos são geradas (PARIDA et al., 2008). 

O uso dos loop primers (Figura 6) é facultativo na reação, que pode ocorrer 

normalmente somente com o emprego dos dois primers internos e dois primers externos. No 

entanto, a reação é acelerada com o emprego dos loop primers, reduzindo o tempo de 

amplificação a um terço ou metade do tempo necessário para a amplificação sem os loop 

primers (PARIDA et al., 2008).  
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Figura 5- Princípio do método de amplificação isotérmica mediada por loop

 
Fonte: Adaptado de NOTOMI et al., 2008 

Legenda: A - Ligação dos primers externos a sequencia complemetar na fita alvo de DNA. B - Ligação dos 

primers internos a sequencia produzida pela amplificação com primers externos e formação das regiões em loop 

que possuem vários sítios de ligação para os primers. C - Estruturas de diferentes tamanhos são formados pela 

amplificação pela técnica LAMP. 
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Figura 6 – Representação esquemática dos loop primers na reação LAMP 

 
   Fonte: PARIDA et al., 2008 

 

3.3.3 Subtipagem 

Como L. monocytogenes possui uma diversidade de cepas, a disponibilidade de 

métodos de subtipagem para rastrear cepas envolvidas em surtos de listeriose e análise 

genética de cepas de L. monocytogenes isoladas é parte integrante dos programas de controle 

e prevenção da listeriose. Similar à identificação das espécies, duas grandes abordagens de 

subtipagem são de uso comum: subtipagem fenotípica e genética ou molecular. Os métodos 

de subtipagem fenotípica incluem sorotipagem, fagotipagem e os métodos de subtipagem 

genética incluem PFGE (Pulsed field gel electrophoresis), ribotipagem, amplificação aleatória 

de segmento polimórfico de DNA (RAPD), polimorfismo de fragmento amplificado (AFLP), 

polimorfismo de fragmentos de restrição de produtos de PCR (PCR-RFLP) e PCR de 

elemento repetitivo (REP-PCR) e técnicas de subtipagem baseadas em sequenciamento de 

DNA, como multilocus sequence typing (MLST). Enquanto a subtipagem fenotípica 

ocasionalmente apresenta baixa discriminação e reprodutibilidade, a subtipagem molecular é 

altamente sensível, discriminatória e reprodutível. A combinação de duas ou mais técnicas de 

subtipagem, sejam baseadas em fenótipo ou genótipo, é frequentemente usada na prática para 

investigação de surtos de L. monocytogenes (LIU, 2006). 

 

3.3.4 Determinação de virulência 

A disponibilidade de métodos laboratoriais para avaliar o potencial patogênico de L. 

monocytogenes é importante para o controle eficaz e prevenção da listeriose. Ao longo dos 
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anos, vários métodos foram desenvolvidos para avaliar a virulência de cepas de L. 

monocytogenes. Estes incluem ensaios de virulência em camumdongos, ensaios de células in 

vitro, e a detecção de proteínas e genes associados à virulência. Esses métodos não só tem 

contribuído para uma melhor compreensão da virulência e patogenicidade de L. 

monocytogenes, mas também ajudam a desenvolver medidas de controle adequadas contra a 

listeriose (LIU, 2006). 

 

3.3.4.1 Ensaio de virulência em animais 

O teste de virulência em camundongos é considerado o padrão ouro entre as provas de 

virulência de L. monocytogenes porque permite determinar o nível de virulência in vivo (LIU 

et al., 2003; NISHIBORI et al., 1995; PINE et al, 1991.; ROCHE et al., 2001). Modelos 

animais ideais precisam reproduzir uma infecção semelhante a que ocorre em humanos, 

levando a infecção ao desfecho de interesse, permitindo repetições que minimizem a incerteza 

relativa à variabilidade biológica e atendam às restrições econômicas, bem como às 

considerações éticas. Até o momento o conhecimento sobre as diferenças fisiológicas entre as 

espécies de animais tem levantado questões sobre a relevância da maioria dos modelos 

animais utilizados no estudo de doenças humanas (LECUIT, 2007; HOELZER et al., 2012) e 

ainda não foi estabelecido um modelo animal ideal para estudo da listeriose. A listeriose é 

tradicionalmente estudada em camundongos, um dos primeiros modelos usados para 

avaliação da virulência de L. monocytogenes, mas outros mamíferos como, primatas não 

humanos, cobaias e roedores também são ocasionalmente utilizados. A maioria dos estudos 

tem como foco a doença associada à gravidez ou infecção neonatal, mas também são 

realizados estudos sobre a septicemia em animais adultos não gestantes (HOELZER et al., 

2012). 

Os ensaios consistem em geral da inoculação de diversos grupos de animais com 

várias doses de diferentes diluições bacterianas através das vias oral, nasal, intraperitoneal, 

intravenosa ou subcutânea. A virulência de uma determinada cepa de L. monocytogenes é 

determinada pela mortalidade resultante da infecção, após a contagem de unidades 

formadoras de colônia (UFC) em placa de Agar, e é geralmente expressa como dose letal 

média (DL50) (LIU, 2006; WELKOS; O'BRIEN, 1994). Alternativamente, a virulência de 

uma dada cepa pode ser determinada pelo número de bactérias que atingem o baço após a 

infecção experimental (LIU, 2006). 
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3.3.4.2 Modelos de listeriose in vitro 

O estudo de L. monocytogenes em modelos de infecção in vitro é favorecido pela 

capacidade da bactéria entrar e crescer rapidamente em uma ampla variedade de células em 

cultura de tecidos. No entanto, como um patógeno facultativo, também cresce em meios de 

cultura de tecidos e para evitar a replicação extracelular, a gentamicina (antibiótico do grupo 

dos aminoglicosídeos) é adicionado às células infectadas após a internalização bacteriana. 

Uma concentração relativamente elevada de gentamicina tem ação bactericida para as 

bactérias extracelulares, mas não sobre L. monocytogenes intracelular (BRUNDAGE et al., 

1993). No ambiente intracelular L. monocytogenes cresce com tempo de duplicação inicial de 

aproximadamente 40 minutos, que se aproxima da taxa de crescimento em meios enriquecidos 

(PORTNOY, 2002). 

A associação entre a capacidade de adesão e/ou invasão e patogenicidade de isolados 

de L. monocytogenes para a célula hospedeira é estudada em linhagens de células (YAMADA 

et al., 2006). Várias linhagens (HEp-2 - linhagem de células tumorais derivadas de carcinoma 

laríngeo humano, Vero - células fibroblásticas renais de macaco verde da África e Caco-2) 

são apropriadas para a avaliação da adesão, invasão e virulência de L. monocytogenes 

(GAILLARD et al., 1987; KATHARIOU et al., 1990). Condições ambientais, como a 

temperatura de crescimento podem afetar a virulência de L. monocytogenes o que pode ser 

atribuído a termorregulação de genes de virulência (DRAMSI et al., 1993; LEIMEISTER-

WACHTER et al., 1992).  
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ABSTRACT 

This work aimed to determine the virulence potential of Brazilian clinical and foodborne 

Listeria monocytogenes isolates, to assess a genetic relationship between them and to identify 

a virulence marker. Identification was confirmed by PCR amplification of the 23S rDNA and 

serotyping was performed by serology. The presence of known virulence genes (inlAB, inlC, 

inlJ, hly, actA, iap, plcA) and plasmid content were determined. The genetic relationship 

among the strains was assessed by 16S-23S rDNA internal spacer region (ITS) amplification 

and random amplification of polymorphic DNA (RAPD). Serotype distribution of the 135 

isolates analyzed was as follows: 1/2a (23.7%); 1/2b (16.3%); 1/2c (13.3%), and 4b (46.7%); 

genes distribution was: hly and inlJ (100%) inlAB (93.3%); actA (90.4%); iap (80%); inlC 

(68.9%) and plcA (55.5%); 17.7% of the isolates harbored cryptic plasmids. ITS divided the 

135 isolates into three ITS profiles and RAPD clustered 83 isolates into 11 profiles. No 

relationship was observed among the serotype, ITS or RAPD profiles and the origin of the 

isolates. Although no virulence marker was disclosed, the occurrence of the more pathogenic 

serotypes and the high frequency of the virulence genes among the strains highlighted the 

pathogenic potential of the L. monocytogenes strains occurring in Brazil. 

 

Keywords: Listeria monocytogenes, serotyping, virulence genes, plasmids, PCR-ribotyping, 

RAPD. 
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INTRODUCTION 

Listeria monocytogenes is a facultative intracellular pathogen endowed with a complex 

mechanism for in vivo growth and cell-to-cell transmission [12]. The bacteria spread 

throughout intestinal epithelial cells and crossing the blood/brain barriers cause septicemia 

and meningoencephalitis mainly in immunocompromised individuals. In pregnant women, it 

can cross the feto-placental barrier leading to fetus death and abortion [17]. However, a new 

non-invasive form of listeriosis affecting immunocompetent individuals was reported [1]. So, 

a better understanding of the infection mechanisms and the causal agent is highly needed. 

Since the 1980s, many human foodborne listeriosis outbreaks with high lethality (20-30%) 

have been reported worldwide. In Brazil, listeriosis is not a notifiable disease, so the cases are 

underreported and the number of cases remains unknown [4]. 

This work aimed to determine the virulence potential of Brazilian clinical and food originated 

L. monocytogenes isolates, to unveil a genetic relationship between them and to define a 

virulence marker. Although no virulence marker was disclosed, the high frequency of 

virulence genes among strains from the more pathogenic serotypes highlights the pathogenic 

potential of the L. monocytogenes strains occurring in Brazil. 

 

MATERIAL AND METHODS 

Bacterial cultures 

The study involved 135 epidemiologically unrelated L. monocytogenes strains isolated from 

1975 to 2003 throughout Brazil and maintained at the Listeria Collection (Fiocruz-CLIST) 

from the Laboratory of Bacterial Zoonoses, Instituto Oswaldo Cruz / FIOCRUZ, Rio de 

Janeiro, Brazil. Out of them 47 originated from clinical specimens and 88 from food. Ten 
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Listeria reference strains were used as controls: four from the Center of Disease Control 

(CDC-USA), three from the Listeria Collection of the Pasteur Institute (CLIP) and three from 

the American Type Culture Collection (ATCC). 

The cultures were maintained on tryptose agar (Biobras) stubs at 4ºC and for the study were 

reactivated by inoculation in BHI medium (Brain Heart Infusion broth, Biobras), incubated at 

37°C for 24 h and plated onto 5% sheep blood agar to confirm purity and assess the hemolytic 

activity. 

 

Serotyping 

Serotyping was performed with polyclonal cross-adsorbed factor antisera against somatic and 

flagellar Listeria antigens according to the reference method described by Seeliger and Höhne 

[16]. 

 

Plasmid Extraction 

Plasmid DNA was isolated following a protocol based on Birnboim and Doly [3]. Briefly, 1 

mL of culture grown in BHI broth was centrifuged (12.000 rpm, 4ºC, 10 min), supernatant 

discarded, and the pellet washed once with TE (25 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA) pH 8.0. 

Added 100 µL of a lysis solution (25 mM Tris HCl pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8,0, 4mg/mL 

lisozime, 2% glucose); tubes were homogenized and incubated 10 min at room temperature 

added 200 µL of an alkaline solution (0,2 N NaOH, 1% SDS), tubes were homogenized by 

inverting 6x (very softly) and incubated 10 min on ice bath; added 150 µL sodium acetate 3M 

pH 4,8; tubes homogenized (very softly) by inverting 20x, incubated at least 30 min on ice 

bath, and centrifuged 10 min. 400 µL of supernatant transferred to a new tube and added 400 
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µL of phenol:chloroform:isoamil alcohol (25:24:01); homogenized by inverting 20x firmly 

but softly; centrifuged 5 min; supernatant discarded and added 02 volumes of ethanol (~900 

mL); incubated –20ºC 2 h or  –80ºC 30 min; centrifuged 10 min; supernatant vacuum 

aspirated and discarded; pellet was suspended with 10 µL TE (10:1) or 10 µL H2O or 10 µL 

RNAse (0,1mg/mL). Samples were electrophoresed in 0,6% agarose gel, 100 volts until the 

dye falling from the gel. Plasmid sizes are determined by comparison with Escherichia coli 

39R861 known plasmids (147 kb, 63 kb, 35.8 kb, and 6.9 kb). 

 

DNA extraction 

DNA was extracted following a protocol based in Ausubel et al. [2]. In short: 1 mL of 

bacterial growth in BHI broth was centrifuged for 10 min at 14,000 rpm. The pellet was 

washed with 500 µL of TE 10:1 and 10 µL of 1% lysozyme; 10 µL of 0.5% proteinase K 

were added to each tube and incubated at 60°C for 20 minutes. 100 µL of STE (2.5% SDS, 

0.25M EDTA, 10mM Tris pH 8.0) were added, tubes were incubated at 60°C for 15 minutes, 

maintained at RT for 5 minutes and transferred to ice bath for 5 minutes. 130 µL of sodium 

acetate 7.5M were added placed into ice bath for 15 minutes and centrifuged 3 minutes at 

14.000 rpm. 700 µL of the supernatant were transferred to new tubes and 420 µL of 

isopropanol were added to each sample, incubated at -80°C for 30 minutes and centrifuged at 

14.000 rpm for 10 minutes. Supernatant was discarded, the pellet DNA was vacuum dried and 

resuspended in 10 µL of 0.02% RNAse A. DNA was quantified by comparison with a known 

amount of HindIII λ DNA (Sigma). 
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Detection of virulence genes by PCR 

The presence of the inlAB [7], inlC and inlJ [13], hly [6], actA [7], iap and plcA [8] genes 

was assessed by PCR. The reactions were performed in a total volume of 25 mL containing 20 

ng of genomic DNA, 50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 200 mM dNTP (Invitrogen), 1.5 

mM MgCl2, 20 pmol of each primer, and 1 U Taq DNA polymerase (Invitrogen). Extra 

MgCl2 (1.5 mM) was used for the actA gene PCR. Amplifications were performed in a 

Biometra thermocycler programmed for 30 cycles of 1 min at 92°C, 1 min at 55°C and 1 min 

at 72°C and a final extension of 7 min at 72°C. Reactions included L. monocytogenes 

reference strains as positive controls, and a negative control containing all reagents but DNA. 

A total of 5 mL of the PCR product was subjected to electrophoresis in a 1.5% agarose gel at 

100 V for 60 min, stained with ethidium bromide (1.5 mg/mL) and digitalized (Kodak DS 

Digital Science) for analysis. 

The amplified fragment of each gene was purified and sequenced in an ABI3100 sequencer 

(Applied Biosystems, USA). The consensus sequence of each gene based on the reference 

strain (L. monocytogenes 4b ATCC 19115) was compared with the published sequences 

deposited in the National Center for Biotechnology Information (NCBI) using the Basic Local 

Alignment Tool (BLASTn). 

 

23S rDNA PCR typing 

PCR amplification of the 23S rDNA was used to confirm the strains identification at genus 

level and was performed as described by Hudson et al. [6]. Reaction reagents and conditions 

was the same as described above. 
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16S-23S rDNA internal spacer region (ITS) amplification  

ITS amplification was performed with primers and conditions as previously described by 

Kostman et al. [9]. 

 

Random amplification of polymorphic DNA (RAPD) typing 

The genomic relationship among the strains was assessed in 83 isolates by RAPD using the 

primer 5’ GAGGACAAAG 3’ as described by Leal et al. [10]. 

 

RESULTS 

23S rDNA PCR typing 

PCR amplification of the 23S rDNA was used to confirm the strains identification at genus 

level. The segment of the expected size for the 23S rRNA gene specific to Listeria genus (239 

kb) amplified in all samples (data not shown) confirming the preliminary identification. 

 

Serotyping 

The 135 L. monocytogenes isolates were distributed among four serotypes (1/2a, 1/2b, 1/2c 

and 4b) (table 1). The human isolates fitted only 1/2a (25.5%) and 4b serotypes (74.5%), both 

CSF and blood originated samples. Most of the samples (both CSF and blood originated) 

were serotype 4b (74.5%). In total (88) food originated samples were distributed evenly 

among the four serotypes: 1/2a (22.7%), 1/2b (25%), 1/2c (20.5%), and 4b (31.8%). The 1/2b 

serotype was found among meat originated samples only. 
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Plasmid content 

Out of the 135 strains, 24 (17.7%) harbored cryptic plasmids sized from ~50 to ~147 kb: ~50 

kb in 16.7% of the strains; ~63 kb in 66.7%; ~70 kb in 8.3%, and ~147 kb in 8.3% strains. 

Table 2 shows the distribution of plasmids and serotypes among the strains analyzed. 

 

Presence of virulence genes 

According to PCR amplifications with specific primers all the 135 strains harbored the hly 

and inlJ genes; 93.3% of them harbored the inlAB gene, 90.4% harbored the actA gene; 80% 

the iap gene; 68.9% the inlC gene and 55.5% harbored the plcA gene. Table 3 shows the 

distribution of the amplified genes by the source of the strains. A comparison of the amplified 

gene fragment sequences with public sequences revealed 97% to 100% identity, which 

confirms the identities of these genes. All the reference strains amplified accordingly all the 

segments expected for each gene (data not shown). 

 

ITS typing 

The amplification patterns allowed to distinguish three ITS profiles among the 135 L. 

monocytogenes isolates: R1 with fragments of 600, 650, 900 and 1000 bp; R2, with fragments 

of 600, 900 and 1000 bp; and R3 with fragments of 600, 750 and 800 bp (Fig. 1). 37% of the 

isolates fitted R1 profile; 55.6% the R2 profile and 7.4% the R3 profile (Table 4). 
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Clinical isolates were evenly distributed between R1 (49%) and R2 (51%) profiles only. Food 

isolates distributed into the three profiles, most of them clustered the R2 profile (58%) 

followed by R1 (30.7%) and R3 (11.3%). R3 profile was exclusive of food isolates. 

 

RAPD 

RAPD analysis was performed on 83 out of the 135 isolates. Fragments of 400-2000 bp were 

generated. According to the amplification patterns the 83 strains were clustered into 11 RAPD 

profiles named G1 to G11 (Fig. 2). 

 

DISCUSSION 

Most of the human listeriosis cases worldwide [13] and in Brazil [5] are caused by the 

serotypes 1/2a, 1/2b and 4b that are considered the most virulent. Accordingly L. 

monocytogenes strains analyzed in the present work fitted the serotypes 1/2a, 1/2b, and 4b the 

serotype 1/2c which is frequent in foods [17]. 

Human blood and CSF isolates were all serotypes 1/2a and 4b, food isolates 

distributed evenly among the four serotypes 1/2a, 1/2b, 1/2c, and 4b, and meat originated 

samples were all 1/2b serotypes only (Table 2). These data could suggest that 1/2a and 4b 

serotypes are more pathogenic or probably more invasive in humans. 

Curiously, until late in the 1980s, L. monocytogenes serotypes 4b and 1/2a were 

predominantly found in Brazil, and serotypes 1/2b and 1/2c emerged only in the 90s [5]. 

Introduction or spread of these serotypes (1/2b and 1/2c) is probably due to the increased 

foodstuff imports. [5] 
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The clonal relationship between the isolates was assessed by the 16S-23S rDNA ITS 

analysis. As expected, low diversity among the isolates was observed, for this is a conserved 

region in prokaryote genomes. Only three profiles were distinguished among the isolates and 

one of them (R3) was exclusive to food isolates. 

Accordingly it was observed that R1 and R2 profiles occurred among the samples 

isolated earlier, since the 1970's, and R3 emerged only after 2001. This can be attributed to 

the higher number of samples analyzed due to the increased research of L. monocytogenes in 

foods from that year. Nappi et al. [14]) related a higher discrimination by the analysis of the 

16S, 5S and 23S rDNA sequence plus the spacer regions using an automated ribotyping 

(RiboPrinter) system allowing distinguishing 13 profiles among 35 isolates. 

In the present study higher discrimination was obtained by RAPD, and 11 profiles 

were distinguished among 83 isolates analyzed. In spite of this high profile diversity no 

connection could be established regarding the serotype, presence of virulence genes and 

origin of the isolate and we considered useless to analyze a larger number of strains. 

Most of the isolates harbored all the virulence genes researched but no connection was 

observed among genes distribution and any strain characteristics. Differences in the virulence 

and pathogenicity of L. monocytogenes have been reported unrelated to genes distribution 

among serotypes; many known virulence genes were reported evenly distributed among 

virulent and avirulent listeria strains [11, 15]. Hence, the sole presence of virulence genes 

cannot be considered a virulence marker for L. monocytogenes. 

Considering its high size one can assume that the 147 kb plasmid found in two strains 

in this work could carry and transmit antibiotic resistance genes. However, they were both 

from food origin. Therefore, they are not probably related to antibiotic resistance. 
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In conclusion, no relationship was found among source of the L. monocytogenes 

strains, ITS profiles, serotypes or virulence genes presence. No virulence marker was 

disclosed, for the sole presence of virulence genes cannot be considered a virulence marker. 

However, the high frequency of virulence genes among strains from the more pathogenic 

serotypes highlighted the pathogenic potential of the L. monocytogenes strains occurring in 

Brazil. The presence of these serotypes among the Brazilian strains analyzed evidence the 

need of tightening the surveillance of food industry particularly animal products by the public 

health authorities aiming to identify and remove these bacteria from the food chain which 

presence should be null complying with the Brazilian food safety policy that establish “zero-

tolerance” for L. monocytogenes presence in 25 g of food. 
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Table 1. Distribution of the serotypes among the clinical and food originated Listeria 

monocytogenes isolates 

 

Source Serotype 

½ a ½ b ½ c 4 b Total 

Human      

CSFa 10 - - 27 37 

Blood 2 - - 8 10 

Subtotal 12 - - 35 47 (34.8%) 

Food      

Meat 14 22 12 17 65 

Dairy 1 - 3 8 12 

Sweets 2 - 1 1 4 

Pasta & meat 1 - 1 1 3 

Fish  1 - - 1 2 

Ready-to-eat 1 - 1 - 2 

Subtotal 20 22 18 28 88 (65.2%) 

Total  32 (23.7%) 22 (16.3%) 18 (13.3%) 63 (46.7%) 135 (100%) 

a Cerebrospinal fluid   
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Table 2. Distribution of the plasmid content and serotypes identified among human and food 

originated Listeria monocytogenes isolates 

 
50kb 63kb 70kb 147kb Total 

Serotype H F H F H F H F H F 

½ a 0 1 1 2 0 1 0 0 1 4 

½ b 0 1 0 5 0 0 0 0 0 6 

½ c 0 1 0 1 0 1 0 0 0 3 

4 b 0 1 6 1 0 0 0 2 6 4 

Total 4 (16.7%) 16 (66.7%) 2 (8.3%) 2 (8.3%) 24 (100%) 

 H - human  F - Food 
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Table 3. Distribution of the genes amplified by PCR according to the source of the isolates 

Source 
Number genes amplified per strain (%)  

inlAB inlC inlJ hly actA iap plcA Total 

Human         

CSFa 34 30 37 37 36 29 20 37 

Blood 9 9 10 10 9 9 8 10 

Subtotal 47 

Food         

Meat 62 41 65 65 59 53 36 65 

Dairy 10 5 12 12 9 6 6 12 

Sweets 4 2 4 4 2 4 1 4 

Pasta & 

meat 
3 2 3 3 3 3 1 3 

Fish  2 2 2 2 2 2 1 2 

Ready-to-

eat 
2 2 2 2 2 2 2 2 

Subtotal 88 

Total  126 

(93.3%) 

93 

(68.9%) 

135 

(100%) 

135 

(100%) 

122 

(90.4%) 

108 

(80%) 

75 

(55.5%) 
135 

a Cerebrospinal fluid   
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Table 4. Distribution of the ITS profiles and serotypes identified among human and food 

originated Listeria monocytogenes isolates 

 R1 R2 R3 Total 

Serotype H       F H       F H       F H F 

½ a 3        6 9          11 - 3 12 (8.9%) 20 (14.6%) 

½ b - 3 - 18 - 2 - 22 (16.3%) 

½ c - 4 - 12 - 2 - 18 (13.3%) 

4 b 20        14 15        13 - 3 35 (25.9%) 38 (21.9%) 

Total 50 (37%) 75 (55.6%) 10 (7.4%) 47 (34.8%) 88 (65.2%) 

 H - human  F - Food 

 

 

 

 

 

 

 

 



60 
 

Fig. 1 Representative rDNA 16S- 23S rDNA ITS profiles. Lane M: 100-bp DNA ladder 

(Amersham). Lanes 1 to 3: R1, R2 and R3 profiles 
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Fig. 2 Representative RAPD profiles of Listeria monocytogenes strains in 1.5% agarose gel. 

Lane M: 100-bp DNA ladder (Invitrogen). Lanes 1 and 3: G1; lane 2: G2; lanes 4 and 13: G3; 

lane 5: G4; lane 6: G5; lane 7: G6; lane 8: G7; lanes 9 and 10: G8; lanes 11 and 12: G9; lane 

14: G10; and lane 15: G11. 
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Resumo 

O trabalho teve como objetivo avaliar o impacto de genes envolvidos em diferentes etapas da 

infecção na patogenicidade de cepas de L. monocytogenes do sorotipo 4b originadas de casos 

clínicos e alimentos portando deleção total de genes e uma deleção de 105 pb na sequência do 

gene actA (actAD). A patogenicidade das cepas foi avaliada pela mortalidade produzida após 

a infecção experimental em camundongos, pela contagem de UFC em sangue e tecidos de 

órgãos internos (baço e cérebro) e contagem total e diferencial de leucócitos. Não foi possível 

estabelecer uma relação entre a presença dos marcadores de virulência considerados no estudo 

e as respostas dos animais inoculados. Os resultados sugerem que outros fatores além dos 

analisados devem estar envolvidos na patogenicidade de L. monocytogenes. Como a maioria 

das infecções por L. monocytogenes resulta dos sorotipos 1/2a, 1/2b e 4b pode-se especular 

que a virulência esteja mais relacionada às proteínas de superfície específicas desses sorotipos 

do que a fatores relacionados às etapas da infecção, mas os resultados obtidos também não 

permitem estabelecer esta associação. Outros estudos são necessários para elucidação dos 

fatores de patogenicidade de L. monocytogenes. 

 

Palavras-chave: Listeria monocytogenes. Listeriose. Infecção animal. Virulência. 

 

 

Introdução 

Listeria monocytogenes é um bacilo Gram positivo e agente causador da listeriose, 

uma doença transmitida por alimentos potencialmente fatal. Após a introdução no organismo 

do hospedeiro, a bactéria atinge a corrente sanguínea e se dissemina inicialmente para o baço 

e fígado onde se multiplica e, por disseminação hematogênica, é capaz de translocar as 

barreiras placentária e hematoencefálica (Cossart e Toledo-Arana, 2008). As cepas de L. 
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monocytogenes apresentam diversos fatores de virulência relacionados ao escape da resposta 

imunológica, à adesão e invasão da célula hospedeira, à motilidade intracelular e propagação 

intercelular. Contudo, também podem ocorrer cepas avirulentas, cujos danos limitados 

provocam apenas sintomas subclínicos ao hospedeiro (Liu, 2006). 

Dentre os doze sorotipos conhecidos de L. monocytogenes, três são considerados 

altamente virulentos (1/2a, 1/2b e 4b) e epidemiologicamente associados à maioria dos casos 

graves de listeriose em humanos. Contudo, o potencial patogênico de isolados de L. 

monocytogenes originados de amostras de alimentos é pouco esclarecido. Assim, vários 

marcadores moleculares têm sido utilizados para diferenciar patotipos virulentos e 

avirulentos. Por exemplo, a pesquisa dos genes inlA, inlB, inlC, inlJ, plcA, hly, iap e actA em 

clones envolvidos com surtos epidêmicos, não relacionados temporal ou geograficamente, 

tem sido descrita (Chen et al., 2007). Apesar disso, testes de virulência in vivo com animais 

de laboratório são considerados o “padrão ouro” para atestar o grau de virulência de cepas de 

L. monocytogenes (Liu et al., 2003; Nishibori et al., 1995; Pine et al., 1991.; Roche et al., 

2001). 

Em estudos anteriores, foi demonstrado que uma deleção de 105 pares de base na 

sequência do gene actA no sorotipo 4a de L .monocytogenes, reduz a disseminação 

intercelular e letalidade de camundongos infectados experimentalmente (Chakraborty et al., 

1994), mas não em cepas do sorotipo 1/2b (Chen et al., 2009). 

O presente trabalho teve como objetivo avaliar influência da presença / ausência de 

genes envolvidos em diferentes etapas da infecção por cepas de L. monocytogenes sorotipo 

4b, provenientes de diferentes fontes, em camundongos Swiss. 
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Material e métodos 

 

Cepas de L. monocytogenes 

Três cepas de L. monocytogenes 4b originadas de alimentos e duas originárias de casos 

clínicos, sendo duas (612 e 619) com deleção de 105 pb na sequência do gene actA (actAD), 

além de duas cepas de referência (L. monocytogenes 4b CDCF4555 e ATCC 19115), foram 

utilizadas no presente estudo. Ainda, uma cepa de L. monocytogenes sorotipo 1/2c e uma de 

L. ivanovii (ATCC 19119) foram utilizadas. Todas as bactérias foram obtidas no Laboratório 

de Zoonoses Bacterianas do Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ e conservadas em Ágar 

camada alta, no Departamento de Microbiologia do CPqAM – FIOCRUZ-PE. A 

caracterização molecular de todas as cepas foi realizada em estudos anteriores e está descrita 

na Tabela 1.  

 

Preparo dos inóculos 

As bactérias foram inoculadas em caldo BHI (Brain Heart Infusion, Biobras) e 

incubadas a 37°C por 18h. A seguir, foram plaqueadas em agar Listéria e incubadas por 24 h 

a 37°C. Colônias foram obtidas das culturas puras e homogeneizadas em PBS pH 7,2 estéril 

para produzir suspensões contendo 108 UFC/ mL, correspondente ao tubo 0,5 da escala de 

MacFarland, ajustadas por espectrofotometria. Os inóculos bacterianos foram preparados 

diluindo-se 1: 10 (v:v) para obter uma suspensão final equivalente a 107 UFC/ mL. 

 

Infecção experimental com L. monocytogenes 

Foram utilizados camundongos Swiss-Webster (30-35g) fornecidos pelo Biotério da 

FIOCRUZ-PE, que tiveram livre acesso a água e ração comercial (Purina, Paulínia, SP, 

Brazil). Os experimentos foram realizados no Laboratório de Microbiologia e Imunologia, da 
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Universidade Federal Rural de Pernambuco, e os animais foram manuseados de acordo com 

procedimentos aprovados pelo comitê de ética animal institucional (CEUA/ FIOCRUZ - LW-

29/10). Os animais foram separados em grupos (n = 8) e inoculados, via intraperitoneal, com 

0,2 ml de suspensão contendo o equivalente a 107 UFC/mL, seguindo protocolo adaptado de 

Lima-Filho et al. (2004). O grupo controle recebeu 0,2 ml de solução salina. Após o desafio 

infeccioso, os animais foram observados por 21 dias, sendo registrados diariamente os 

sintomas clínicos e mortalidade. 

 

Análises 

Clareamento de L. mocytogenes 

Grupos de animais (n = 8) foram infectados com as cepas de L. monocytogenes de 

acordo com o protocolo acima descrito. Neste caso, os animais foram eutanasiados após 3 e 6 

dias de infecção e amostras de sangue, baço e cérebro foram coletadas assepticamente. Os 

órgãos foram pesados e homogeneizados em PBS estéril e, posteriormente, submetidos a 

diluições decimais. Alíquotas de 0,1mL foram plaqueadas em Agar Listéria e as colônias 

foram contadas após incubação por 24 horas a 37°C. Os resultados foram expressos em 

CFU/g de órgão ou /mL de sangue. 

 

Contagem total e diferencial de leucócitos 

Foram preparados esfregaços de sangue para contagem de leucócitos e para 

diferenciação das células ao microscópio, de acordo com método descrito por Souza e 

Ferreira (1985). A contagem diferencial foi realizada a partir de esfregaço corado com 

Giemsa. Os resultados foram expressos em número de células x 103/mL de sangue. 
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Resultados 

Os camundongos inoculados com as duas cepas de referência L. monocytogenes 4b 

(507, 508), que portam todos os genes de virulência analisados (inlA; inlB; inlJ; inlC; hly; 

iap; plcA; actA) e a cepa L. ivanovii (509), portando apenas os genes inlA e inlB 

sobreviveram às infecções. Por outro lado, as cepas 4b produziram diferentes índices de 

sobrevivência, após 21 dias de infecção, respectivamente: 224 (100 %), 212 (75 %), 612 (62,5 

%), 211 (50 %) e 619 (0 %). Contudo, a cepa 198 de L. monocytogenes 1/2c, originada de 

alimento, portando os genes inlA; inlB; inlJ; hly; iap; plcA; actA foi responsável pelo maior 

índice de mortalidade (75%), no período de 1 a 4 dias após a infecção. O conjunto completo 

dos resultados é apresentado na Figura 1. 

Todas as cepas de L. monocytogenes foram recuperadas no baço dos animais 3 e 6 dias 

após a infecção, com exceção da cepa 619, cujos animais não resistiram até o sexto dia (Fig. 

2B). O índice de recuperação das bactérias no sangue foi variado, com número de unidades 

formadoras de colônias geralmente inferior a 104 UFC/ mL (Fig. 2A). Apenas as cepas 507, 

224, 211, 508, 509 e 612 foram recuperadas no cérebro dos animais (Fig. 2C). 

A tabela 2 mostra as contagens de leucócitos observadas no sangue dos animais 

infectados com as cepas 4b de alimentos ou isolados clínicos, que foram comparadas 

estatisticamente em relação às cepas de referência 507 e 508. De maneira geral, a cepa 212, 

isolada de alimento, induziu as mais altas contagens totais de leucócitos após 3 dias de 

infecção, representadas principalmente por linfócitos, de forma semelhante ao observado para 

a cepa 508. A cepa 612, isolada de caso clínico, induziu a segunda maior população de 

leucócitos após esse tempo, representada por populações balanceadas de linfócitos e 

neutrófilos. Já as cepas 619, 224 e 211 não induziram forte resposta inflamatória inicial. Os 

dados completos após 3 e 6 dias de infecção são mostrados na Tabela 2. 
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Discussão 

A contagem do número de UFC a partir do sangue e de órgãos internos dos animais 

infectados experimentalmente permite avaliar a capacidade da cepa provocar bacteremia e 

atravessar a barreira hemato-encefálica, após atingir o baço. A recuperação de L. 

monocytogenes do baço dos animais é uma característica do processo de infecção desse 

microrganismo, pois o baço e o fígado são os órgãos primários para a multiplicação bacteriana 

após a entrada no organismo ocorrendo em seguida a disseminação hematogênica (Cossart; 

Toledo-Arana, 2008). 

Neste trabalho foram usadas cepas de L. monocytogenes do sorotipo 4b originadas de 

casos clínicos e alimentos contendo genes de virulência responsáveis pela adesão e invasão 

(inlA, inlB, inlJ e iap), escape do vacúolo (hly e plcA) e dispersão bacteriana (actA e inlC); 

apresentando deleção total de alguns desses genes; e uma deleção de 105 pb na sequência do 

gene actA (actAD). A patogenicidade das cepas foi avaliada pela mortalidade produzida após 

a infecção experimental em camundongos e pela contagem de UFC em sangue e tecidos de 

órgãos internos (baço e cérebro). 

As cepas de referência L. monocytogenes sorotipo 4b (507-CDC F4555 e 508-ATCC 

19115) que possuem todos os genes de virulência analisados, e a cepa de referência L. 

ivanovii (509-ATCC 19119) conhecida como patógeno para ruminantes foram reisoladas do 

baço, sangue, cérebro dos animais o que significa que atravessaram a barreira hemato-

encefálica, mas todos os animais se recuperaram e sobreviveram. Convém salientar dois 

aspectos da infecção por essas cepas: nas cepas L. monocytogenes sorotipo 4b a presença das 

bactérias nas amostras analisadas foi detectada apenas no 6º dia após a inoculação sugerindo 

evolução lenta do processo infeccioso; na cepa de L. ivanovii a redução das UFC no 6º dia 

revelando a evolução para recuperação dos animais. 
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A cepa 198, L. monocytogenes sorotipo 1/2c, apesar de possuir todos os genes de 

virulência analisados com exceção do gene inlC, que exerce um papel complementar ao gene 

actA atuando na disseminação intercelular, não foi capaz de atravessar a barreira hemato-

encefálica. Apesar disso o percentual de mortalidade atingiu 80% dos animais inoculados, 

sugerindo outro mecanismo de patogenicidade independente da infecção do SNC. 

A cepa 224, L. monocytogenes 4b de origem clínica possui todos os genes de 

virulência analisados, foi isolada do baço, sangue e atravessou a barreira hemato-encefálica, 

mas não houve mortalidade e todos os animais sobreviveram. 

Entre as duas cepas L. monocytogenes 4b com a deleção em actA (actAD) a cepa 619 

isolada de caso clínico revelou-se a mais patogênica dentre as cepas estudadas inclusive as de 

referência (L. monocytogenes 4b CDC e ATCC). A cepa 619, teve o percentual de 

mortalidade mais alto e todos os animais morreram até o 2º dia, apesar da deleção em actA 

(actAD). A bactéria foi reisolada do sangue e baço dos animais, mas não foi isolada do 

cérebro sugerindo outro mecanismo de patogenicidade independente do comprometimento do 

sistema nervoso central (SNC). A cepa 612, isolada de alimentos, atingiu o baço e cérebro dos 

animais; UFC baixou no 6º dia após a inoculação (1,5 UFC/mL no 3º dia - < 1 CFU/mL no 6º 

dia); porém foi isolada do baço e cérebro até o 6º dia após a inoculação e a mortalidade foi de 

40% dos animais infectados. 

Semelhante ao observado por Chen e colaboradores (2009) em cepas do sorotipo 1/2b 

a deleção de 105pb no gene actA não reduziu a patogenicidade dessas cepas do sorotipo 4b ao 

contrário do observado nas cepas do sorotipo 4a em que essa deleção acarreta diminuição da 

virulência (Chakraborty et al., 1994). 

A cepa 212 não possui os genes inlB e iap (envolvidos na invasividade celular), inlC 

(envolvido na disseminação intercelular) e plcA (envolvido no escape do vacúolo) mas matou 

30% dos animais; encontrada em baixo número no baço (~1 CFU/grama de órgão) e não foi 
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encontrada no sangue nem no cérebro dos animais. A ausência daqueles genes pode ter 

acarretado a perda da capacidade de atravessar a barreira hemato-encefálica. 

A cepa 211 não possui os genes inlC, plcA e actA foi encontrada no sangue, 

praticamente na mesma concentração no 3º e 6º dias após a inoculação. Apesar da falta dos 

genes relacionados ao escape do vacúolo (plcA), disseminação intercelular (inlC) e dispersão 

(actA) foi capaz de causar bacteremia, infectar o baço, atravessar a barreira hemato-encefálica 

e matar 50% dos animais inoculados. No 3º dia após a inoculação foi observado maior 

número de UFC no baço do que no cérebro e no 6º dia o contrário mais UFC no cérebro do 

que no baço, sugerindo maior tropismo da cepa para o sistema nervoso central (SNC). 

Em conclusão, não foi possível estabelecer uma relação entre a presença dos 

marcadores de virulência considerados no estudo e as respostas dos animais inoculados. Uma 

cepa de L. monocytogenes 4b de origem clínica, e as de referência (CDC e ATTCC) portando 

todos os marcadores contemplados apresentaram baixa virulência considerando que todos os 

animais sobreviveram semelhantemente à cepa de L. ivanovii, enquanto que uma cepa de L. 

monocytogenes 1/2c tido como um sorotipo menos virulento, além de deficiente quanto ao 

gene inlC, matou 70% dos animais. Entre os animais inoculados com as duas cepas 

deficientes em três (inlC/plcA/actA) ou quatro (inlB/inlC/iap/plcA) marcadores a mortalidade 

foi de 50 e 40% respectivamente, verificando-se o clareamento das bactérias nos baços dos 

animais pela contagem das UFC. Diferentes respostas foram observadas nos animais 

inoculados com as duas cepas com a deleção no gene actA: a de origem clínica revelou-se 

altamente virulenta com 100% mortalidade entre 1-2 dias e o SNC não foi atingido; e para a 

de alimento a mortalidade foi de apenas 40%, com as bactérias encontradas em sangue, baço e 

cérebro mas em baixa proporção de UFC/g tecido. Pela curva de sobrevivência dos animais 

inoculados pela via intraperitonial pode-se admitir que os genes inlB, inlC, iap, plcA e actA 

não são indispensáveis para a mortalidade de camundongos por L. monocytogenes 4b. Deve-
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se considerar que as bactérias introduzidas por esta via de inoculação já tendo ultrapassado a 

barreira gástrica, dispensam alguns dos fatores necessários a esta etapa inicial do processo 

infeccioso. Esses resultados sugerem que outros fatores além dos analisados nesse estudo 

devem estar envolvidos na patogenicidade de L. monocytogenes. Como a maioria das 

infecções por L. monocytogenes resulta dos sorotipos 1/2a, 1/2b e 4b pode-se especular que a 

virulência esteja mais relacionada às proteínas de superfície específicas desses sorotipos do 

que a fatores relacionados às etapas da infecção, mas os resultados do presente trabalho 

também não permitem estabelecer esta associação. Outros estudos são necessários para 

elucidação dos fatores de patogenicidade de L. monocytogenes. 
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Tabela 1: Características das cepas analisadas 

Identificação 
Espécie 

Sorotipo 
Ano Fonte 

Genes analisados 

inlA inlB inlJ inlC hly iap plcA actA 

198 L. monocytogenes 1/2c 1998 Alimento + + + - + + + + 

211 L. monocytogenes 4b 1995 Alimento + + + - + + - - 

212 L. monocytogenes 4b 1995 Alimento + - + - + - - + 

224 L. monocytogenes 4b 1987 Caso clínico + + + + + + + + 

612 L. monocytogenes 4b  2008 Alimento + + + + + + + var 

619 L. monocytogenes 4b  1986 Caso clínico + + + + + + + var 

507  L. monocytogenes 4b NK CDC F4555 + + + + + + + + 

508  L. monocytogenes 4b NK ATCC 19115 + + + + + + + + 

509  Listeria ivanovii NK ATCC 19119 + + - - - - - - 

NK: desconhecido; +: positivo; -: negativo; var: variado 
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Strains 

Total leukocyte  

 (103cells/ mL) 

Differential leukocyte cell count (103 cells/ µL) 

 Eosinophil Lymphocyte Neutrophil Monocyte Basophil 
 

198 11.5 ± 1.54 0.11 ± 0.13 6.01 ± 1.30 4.81 ± 1.48 0.52 ± 0.07 0.0 ± 0.0 

212 9.73 ± 4.35 0.10 ± 0.0 7.06 ± 1.44 2.00 ± 1.45 0.46 ± 0.09 0.12 ± 0.09 

507 5.15 ± 3.65 0.0 ± 0.0 5.01 ± 0.15 0.62 ± 0.12 0.14 ± 0.09 0.04 ± 0.03 

619 3.05 ± 1.33 0.0 ± 0.0 1.58 ± 0.32 1.56 ± 0.29 0.01 ± 0.02 0.03 ± 0.0 

 224 3.9 ± 0.34 0.0 ± 0.0 1.51 ± 0.32 2.27 ± 0.37 0.12 ± 0.05 0.0 ± 0.0 

 211 3.5 ± 0.42 0.0 ± 0.0 2.00 ± 0.25 1.43 ± 0.98 0.07 ± 0.05 0.0 ± 0.0 

 508 9.53 ± 0.30 0.0 ± 0.0 6.82 ± 0.20 2.48 ± 0.40 0.24 ± 0.20 0.0 ± 0.0 

 509 3.12 ± 1.20 0.0 ± 0.0 1.25 ± 0.25 1.83 ± 0.21 0.05 ± 0.03 0.0 ± 0.0 

 612  5.1 ± 0.53 0.0 ± 0.0 2.82 ± 0.20 2.13 ± 0.29 0.15 ± 0.12 0.0 ± 0.0 

 

198 8.85 ± 2.26 0.0 ± 0.0 5.93 ± 0.96 2.70 ± 1.14 0.20 ± 0.18 0.02 ± 0.04 

212 5.95 ± 0.53 0.0 ± 0.0 3.96 ± 0.85 1.68 ± 0.81 0.26 ± 0,07 0.04 ± 0.03 

507 7.60 ± 1.14 0.0 ± 0.0 6.09 ± 0.70 1.16 ± 0.59 0.15 ± 0.13 0.0 ± 0.0 

619 + + + + + + 

 224 6.4 ± 0.49 0.0 ± 0.0 2.18 ± 0.68 4.06 ± 0.68 0.16 ± 0.08 0.0 ± 0.0 

 211 3.8 ± 0.28 0.0 ± 0.0 1.67 ± 0.59 2.07 ± 0.51 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 

 508 5.0 ± 0.35 0.0 ± 0.0 4.28 ± 0.07 0.62 ± 0.12 0.1 ± 0.05 0.0 ± 0.0 

 509 7.25 ± 0.91 0.0 ± 0.0 2.92 ± 1.60 4.19 ± 1.70 0.14 ± 0.17 0.0 ± 0.0 

 612 9.1 ± 0.48 0.0 ± 0.0 6.07 ± 1.20 2.89 ± 1.21 0.13 ± 0.12 0.0 ± 0.0 

Healthy Animals 1.30 ± 0.11 0.0 ± 0.0 5.48 ± 0.36 4.05 ± 0.73 0.92 ± 0.20 0.04 ± 0.04 

+ Camundongos morreram antes das análises serem realizadas 
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Tabela 2 - Contagem total e diferencial de leucócitos em esfregaços sanguíneos de camundongos Swiss após desafio com cepas de Listeria 
monocytogenes 
 
Listeria monocytogenes  
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Figura 1. Curva de sobrevivência dos camundongos após desafio com Listeria monocytogenes 
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Figura 2. Número de unidades formadoras de colônias (CFU) de L. monocytogenes em sangue 

(blood) (A), baço (spleen) (B) e cérebro (brain) (C) de camundongos infectados e eutanasiados 

três dias após a infecção (barras brancas) e seis dias após a infecção (barras pretas). 
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Abstract 

Six bacterial isolates from six blood cultures from a 28-year-old male bearing a mitral heart 

valve were analyzed by PCR using primers specific to Listeria monocytogenes to confirm a 

presumptive identification, determine the serotype and presence of genes involved in the three 

stages of the Listeria infection and to determine the Listeria genotype by PCR-ribotyping. 

The samples were identified as L. monocytogenes 4b. All of the virulence genes investigated 

were amplified by PCR, and the identity of the amplified segments was confirmed by 

sequencing. A deletion of 105 bp was detected in the actA gene. All samples generated the 

same PCR-ribotype pattern, clustered into a single ribotype, and were considered a single 

strain. Although uncommon, infection with L. monocytogenes should be considered in 

endocarditis differential diagnoses, especially among high-risk groups, due to its high 

pathogenicity and environmental ubiquity. 
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Introduction 

Listeria monocytogenes is a gram-positive, coco-bacillus shaped, facultative 

intracellular pathogen that causes the disease listeriosis. It primarily affects pregnant women, 

newborns and immunocompromised adults, causing sepsis, abortion and infection of the 

central nervous system, resulting in high morbidity and mortality [1]. Out of the 13 

recognized L. monocytogenes serotypes, three (1/2a, 1/2b and 4b) appear to be more 

pathogenic; they are epidemiologically associated with the most serious cases of human 

listeriosis [2]. 

In general, cardiovascular diseases, such as endocarditis and pericarditis, are 

associated with a poor prognosis and high mortality [3, 4, 5]. Endocarditis caused by L. 

monocytogenes infection often occurs in patients with defective or prosthetic heart valves, 

especially aortic and mitral valves [6, 7]. Mortality occurs in 100% of untreated cases; 

however, appropriate treatment reduces this rate to 20-30%, still higher than endocarditis 

caused by other bacteria, which are typically 14% lethal [4]. L. monocytogenes endocarditis is 

clinically diagnosed by symptoms associated with bacteremia, and treatment of infections is 

usually accomplished through administration of antibiotics, often ampicillin and an 

aminoglycoside [3]. Early identification of L. monocytogenes in endocarditis cases and 

determination of its antimicrobial sensitivity are crucial for the treatment of affected patients. 

However, Listeria is seldom suspected as the causative agent of endocarditis, and patient 

treatment is typically tailored for bacteria that are more frequently involved in endocarditis, 

such as Staphylococcus aureus, Streptococcus viridans, Enterococcus and coagulase negative 

Staphylococcus (CoNS) [8]. Hence, the establishment of appropriate treatments may be 

delayed, aggravating the patient´s condition and possibly leading to death, due to the high 

pathogenicity of L. monocytogenes. 

This study analyzed six L. monocytogenes cultures obtained from a prosthetic mitral 

heart valve-bearing patient who presented at an emergency cardiology facility. The 

presumptive Listeria identification was confirmed by PCR at the genus, species and serotype 

level. The genomic profile of the organism was analyzed by PCR-ribotyping, Listeria 

virulence genes involved in the main host cells infection pathway were detected, and the 

antimicrobial susceptibility was assessed. 
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Material and methods 

Bacteria isolation, presumptive identification and antimicrobial susceptibility 

assessment 

Six blood cultures were obtained from a 28-year-old male, bearing a bovine pericardium 

mitral heart valve, whom presented to a cardiology emergency facility in Recife, PE, Brazil. 

Following clinical evaluation, three blood cultures were collected within 30 minute intervals; 

however, endocarditis or Listeria infection was not suspected, and the patient was released 

before the blood culture results were completed. Four days later, the patient entered the 

intensive care unit, for his condition had deteriorated. A second series of blood cultures was 

collected, and the patient was successfully diagnosed and treated, resulting in full recovery. 

 

The bacterial growth after 24 hours incubation was initially identified as Listeria spp. by 

routine screening using standard bacteriological tests (colony morphology on blood agar 

plates, Gram staining and motility in semisolid medium). The antimicrobial susceptibility was 

determined by disk diffusion on agar plates according to CLSI [9]. 

 

The reference strains CIP12612 (L. innoccua, negative control), CDC F4561 (L. 

monocytogenes 1/2a), CDC F4976 (L. monocytogenes 1/2b) and ATCC 19115 (L. 

monocytogenes 4b, positive control) were used. 

 

DNA extraction 

 The DNA samples were extracted following a protocol based on Ausubel et al. [10], 

with minor modifications. Briefly, 1 ml of each bacterial culture in brain heart infusion broth 

(BHI, Biobras) was centrifuged for 10 minutes at 14,000 rpm, the pellet was washed with 500 

mL of Tris:EDTA (10:1), and 10 mL of 1% lysozyme and 10 mL of 0.5% Proteinase K were 

added. The samples were incubated at 60°C for 20 minutes, then 100 mL of STE (2.5% SDS, 

0.25 M EDTA, 10 mM Tris pH 8.0) was added. The samples were then incubated at 60°C for 

15 minutes, at room temperature for 5 minutes and in an ice bath for 5 minutes. Then, 130 ml 

of 7.5 M sodium acetate was added, and the samples were reincubated in an ice bath for 15 

minutes and centrifuged for 3 minutes at 14,000 rpm. At this point, 700 ml of the supernatant 

was transferred to a new tube, 420 µl of isopropanol was added, and the samples were 

incubated at -80°C for 30 minutes and centrifuged at 14,000 rpm for 10 minutes. The 

supernatant was discarded, and the pellet DNA was vacuum dried and resuspended in 10 mL 
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of 0.02% RNAse. The yield of DNA was quantified by comparison with known amounts of λ 

HindIII DNA (Sigma). 

 

PCR identification: genus, species and serotyping 

 To confirm the identification of the culture, specific primers were used in PCR 

reactions for amplification of the 23S rRNA gene from the Listeria genus [11] and lmo 2243 

for L. monocytogenes species [12]. The serotype was assessed using primers specifically 

directed to the three most pathogenic serotypes: lmo 0737 for 1/2a [12], gltB for 1/2b [13] and 

ORF2110 for 4b [14]. The reaction mixtures were prepared in 25 mL volume including 20 ng 

of genomic DNA, 50 mM KCl, 10 mM TrisHCl (pH 8.0), 200 mM dNTP (Invitrogen) and 15 

mM MgCl2, 20 pM of each primer and 1U Taq DNA polymerase (Promega). Amplifications 

were performed in a Biometra thermocycler programmed for 30 cycles of 1 min at 92°C, 1 

min at 55°C, 1 min at 72°C and 7 min final extension at 72°C. As negative control, a tube 

containing all reagents but genomic DNA was used in each reaction. 

 

Detection of virulence genes 

The presence of virulence genes involved in the three stages of the infection was 

assessed by PCR under the conditions described above using specific primers detecting inlA 

[15], inlB [16], inlC [17] and inlJ [17] involved in the host cells adhesion and invasion; hly 

[11]; plcA [18] involved in the vacuole escaping; actA [19] involved in the intracellular 

propagation; and the virulence genes regulator, prfA [18]. 

Each amplified gene segment was purified and sequenced in an automated sequencer 

ABI3100 (Applied Biosystems, USA). The consensus sequence for each gene was compared 

with published sequences available in the GenBank http://www.ncbi.nlm.nih.gov using the 

Basic Local Alignment Tool (BLASTn). Multiple alignments were performed by Mega 4 

[20]. 

 

PCR-ribotyping 

 Ribotyping was performed by PCR using specific primers for amplification of the 

intergenic spacer region 16S-23S rDNA as described [21]. 
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Results 

Antimicrobial susceptibility 

All samples revealed sensitivity to ampicillin, cephalothin, ciprofloxacin, 

chloramphenicol, erythromycin, gentamicin, penicillin, rifampin, tetracycline, 

trimethoprim/sulfamethoxazole and vancomycin and resistance to cefoxitin, by agar disk 

diffusion. 

 

Determination of the genus, species and serotype by PCR 

 The segments of the expected size for the 23S rRNA gene specific to Listeria genus 

(239 bp), lmo2234 specific to L. monocytogenes species (420 bp) and ORF2110 specific to 

serotype 4b (597 bp) were amplified in all samples (data not shown) and were thus 

determined to be L. monocytogenes serotype 4b. lmo 0737 for 1/2a and gltB for 1/2b did not 

amplify. 

 

Virulence genes 

 The segments of the expected size for the genes inlA, inlB, inlC and inlJ, involved in 

the bacterium adhesion and host cells invasion; hly and plcA involved in the escaping from 

the vacuole; and the regulator prfA were amplified in all samples (data not shown). 

Comparisons of the amplified segment sequences with published sequences revealed 98 to 

100% identity (data not shown). 

A 432 bp segment was detected, instead of the expected 537 bp segment, indicating a 

105 bp deletion. This amplicon was present in all samples for the actA gene, which is 

involved in the cell-to-cell spreading ability (Figure 1). 

 

PCR-ribotyping 

All samples generated a similar amplification pattern of the intergenic spacer region 16S-23S 

rDNA and therefore clustered into the same ribotype. Control serotypes 1/2a and 1/2b 

displayed a similar amplification pattern, clustering into the same ribotype (named R1) and 

serotype 4b generated a different amplification pattern, therefore a separate ribotype (named 

R2). The six blood culture samples grouped into ribotype 2 (Figure 2). 
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Discussion 

L. monocytogenes can be misidentified by gram-stain-determined morphology as 

Corynebacterium spp, often regarded as a contaminant, especially when the colonies grown 

from the clinical sample are scarce. L. monocytogenes is not always included in the automated 

systems and is not often an expected cause of infection, because of its low clinical frequency. 

Hence, its detection depends on a high level of skill among microbiology laboratory 

professionals. In Brazil, listeriosis is not a notifiable disease, so the number of Brazilian cases 

remains unknown. However, the severity of this life-threatening disease demands a rapid 

treatment to avoid a fatal outcome. 

 Most clinical L. monocytogenes isolates are susceptible to a wide range of antibiotics 

[22, 23]; however, resistance to chloramphenicol, erythromycin, streptomycin, tetracycline, 

vancomycin and trimethroprim has been reported [24]. The various automated identification 

systems widely employed in clinical microbiology laboratory, although easy and quick, are 

not always programmed for low-frequency organisms, such as L. monocytogenes. The need 

for accurate antimicrobial susceptibility determination of the microorganisms from clinical 

material is crucial to avoid ineffective drugs use, which can slow the treatment process and 

aggravate the patient’s clinical condition, possibly leading to a fatal outcome. In this study, 

antimicrobial susceptibility tests were carried out through disk diffusion on agar, and the 

cultures were determined to be resistant to cefoxitin alone. 

 The six cultures were classified as serotype 4b, the most frequent causative agent of 

human listeriosis, and clustered into the same ribotype, indicating a single strain. All the 

cultures harbored the virulence genes involved in the different stages of the infection. 

Surprisingly, the gene actA, involved in the actin-dependent intracellular motility, displayed a 

105 bp deletion. Others have reported a decrease in mice lethality and in cell-to-cell spreading 

ability in plaque formation essays of 4b serotype strains carrying a similar deletion [25]. A 

substitution of alanine for proline at 267 position in the actA gene, or absence of other genes, 

such as inlC and inlJ, may be responsible for the reduced intracellular propagation capacity 

[26]. However, the ability to spread to other cells and mice lethality were not significantly 

reduced by the same 105 bp deletion in the actA gene in serotype 1/2b [27]. In our study, in 

spite of the 105 bp deletion in the actA gene, the strain remained pathogenic and capable of 

invading the blood stream. It is possible other virulence-related genes are involved, or the 

actA gene is not needed for infection in highly susceptible individuals. 

 L. monocytogenes endocarditis is rather infrequent, with barely over 70 cases 

published in the world [28]. Individuals with a history of rheumatic heart disease, 
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hypertrophic cardiomyopathy, mitral valve prolapse or ischemic cardiomyopathy are 

particularly susceptible [4, 28]. The average age of L. monocytogenes endocarditis patients 

increased from 47.1 years during the period from 1955 to 1984 to 65.5 years from 1985 to 

2000 [4]. The patient from our study was the youngest (28 years) among those patients in the 

available published literature. 

In conclusion, although uncommon, L. monocytogenes infection should always be 

considered in the differential endocarditis diagnosis due to its high pathogenicity and broad 

environmental distribution, which may increase the frequency of contamination by this 

organism. 
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Figure 1: Multiple alignments of partial sequences showing the 105 bp deletion of actA gene 
in samples from blood cultures compared with reference strains. 
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Figure 2: PCR ribotyping profile. Lines: M: 100bp Molecular marker; R1: Listeria 
monocytogenes ATCC 19115, serotype 4b; R2: Listeria monocytogenes CDC F4976, 
serotype 1/2b; 1-6 samples of the study. 
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Resumo 

Neste trabalho foi padronizado um procedimento para identificação de Listeria 

monocytogenes e dos três principais sorotipos patogênicos da espécie (1/2a, 1/2b, 4b) com 

base nas sequências lmo2234, lmo0737, gltB e ORF2110 por loop mediated isothermal 

amplification (LAMP). A técnica se mostrou sensível, capaz de detectar 100pg de DNA 

extraído de culturas de L. monocytogenes ou 104 UFC, e espécie - específica, capaz de 

diferenciar L. monocytogenes de espécies intimamente relacionadas geneticamente. Outros 

sorotipos (3a, 3b, 4e e 4d) foram amplificados, sem detrimento para a técnica, porque 

raramente são encontrados em isolados clínicos e de alimentos. A técnica desenvolvida se 

apresenta como uma alternativa fácil e rápida para diagnóstico e tipagem de L. 

monocytogenes especialmente para os programas de vigilância e investigação epidemiológica. 

 

Palavras-chave: Listeria monocytogenes. LAMP. Sorotipos. Diagnóstico. Virulência. 
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1. Introdução 

Listeria monocytogenes é um patógeno intracelular facultativo, transmitido por 

alimentos, causador da listeriose, doença de gravidade variada que afeta principalmente 

indivíduos imunocomprometidos, grávidas, recém-nascidos e idosos (Vázquez-Bole et al., 

2001). Cepas de L. monocytogenes são tradicionalmente identificadas através de provas 

bioquímicas e sorotipagem por aglutinação ou reação imunoenzimática (ELISA) (Palumbo et 

al., 2003). Através da aglutinação foram identificados 12 sorotipos com base nos antígenos O 

(somático) e H (flagelar), no entanto, pelo menos 95% dos isolados de alimentos e pacientes 

pertencem a apenas três sorotipos que são considerados os mais patogênicos (1/2a, 1/2b e 4b) 

(Swaminathan e Gerner-Smidt, 2007). 

Através de sequências genéticas identificadas pelas técnicas de eletroforese em campo 

pulsado (PFGE) e multilocus enzima eletroforese (MLEE) os sorotipos foram agrupados em 

três linhagens genéticas: a linhagem I que inclui os sorotipos 4b, 1/2b, 3b, 4d, 4e e 7, a 

linhagem II, os sorotipos 1/2a, 1/2c, 3a e 3c e a linhagem III, os sorotipos 4a e 4c (Brosch et 

al., 1994; Graves et al., 1994; Wiedmann et al. (1997). Isolados da linhagem I incluem os 

principais clones epidêmicos de L. monocytogenes responsáveis pelo maior número de casos 

de listeriose humana, isolados da linhagem II são provenientes principalmente de alimentos e 

do ambiente e isolados da linhagem III são encontrados principalmente em animais (Cossart, 

2011). 

A identificação de marcadores genéticos especificamente associados aos grupos 

filogenéticos possibilitou o desenvolvimento de procedimentos de identificação e tipagem 

molecular baseados em PCR (PCR-Multiplex) mais rápidos e simples que as técnicas 

tradicionais (Borucki e Call, 2003; Chen e Knabel, 2007; Doumith et al., 2004a). 

A amplificação isotérmica mediada por loop (LAMP - loop-mediated isothermal 

amplification) é um método de amplificação de ácidos nucleicos que se baseia na síntese não 

cíclica de DNA realizada pela enzima Bst polimerase e emprega um conjunto de no mínimo 

quatro primers específicos, dois internos (FIP e BIP) e dois externos (F3 e B3); e 

opcionalmente dois loop primers o que aumenta a sensibilidade e a rapidez da reação 

(Nagamine et al., 2002). Em comparação à PCR convencional, LAMP apresenta como 

vantagens dispensar o uso de termocicladores porque a amplificação pode ser realizada em 

um bloco de aquecimento ou banho-maria (Notomi et al., 2000) e o uso de eletroforese, uma 

vez que a amplificação pode ser detectada pela visualização da turvação do produto a olho nu 

ou sob luz ultravioleta (UV) mediante adição de reagentes fluorescentes, como SYBR Green 
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(Mori et al., 2001, Parida et al., 2008), além da rapidez do processo que pode ser realizado em 

apenas uma hora sob condições isotérmicas. 

Devido à importância da identificação e caracterização de cepas de L. monocytogenes 

em investigações epidemiológicas e controle de qualidade na produção de alimentos 

desenvolvemos um novo procedimento para a identificação de L. monocytogenes e dos três 

principais sorotipos patogênicos da espécie por LAMP. 

De acordo com os resultados a técnica LAMP constitui uma alternativa fácil e rápida 

para diagnóstico e tipagem sorológica de L. monocytogenes especialmente para os programas 

de vigilância e investigação epidemiológica. 

 

2. Material e métodos 

2.1 Bactérias 

O trabalho envolveu 18 cepas de referência do gênero Listeria (L. innoccua, L. 

ivanovii, L. seeligeri, L.welshimeri e L.monocytogenes sorot ipos 1/2a, 1/2b, 1/2c, 4a, 4b, 

4ab, 4c, 4d, 4e, 3a, 3b e 3c) (Tabela 1). As cepas foram obtidas por cortesia do Laboratório de 

Zoonoses Bacterianas do Instituto Oswaldo Cruz (IOC/FIOCRUZ) e mantidas em triptose 

agar (Biobras) a 4°C no Departamento de Microbiologia do CPqAM-FIOCRUZ/PE. As cepas 

foram reativadas pela inoculação em meio BHI (Brain Heart Infusion, Biobras), incubadas a 

37°C por 24h e plaqueadas em agar sangue de carneiro 5% para confirmar a pureza das 

culturas. 

 

2.2 Extração de DNA 

O DNA das culturas foi extraído e quantificado segundo um protocolo desenvolvido 

com base em Ausubel et al., (1987). Em resumo: 1 ml de crescimento bacteriano em BHI foi 

centrifugado por 10 minutos a 14.000 rpm. O sedimento foi lavado com 500 µL de TE 10:1 e 

a cada tubo foi adicionado 10 µL de lisozima 1% + 10 µL de proteinase K 0,5%, incubados a 

60°C por 20 minutos e adicionados 100 µL de STE (SDS 2,5%, EDTA 0,25M, Tris pH 8,0 

10mM), incubado a 60°C por 15 minutos, mantidos a temperatura ambiente por 5 minutos e 

em banho de gelo por 5 minutos; adicionado 130 µL de acetato de sódio 7,5M, incubado no 

banho de gelo por 15 minutos e centrifugado por 3 minutos a 14.000 rpm. 700 µL do 

sobrenadante foi transferido para um novo tubo e 420 µL de isopropanol foi adicionado a 
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cada amostra, incubado a -80°C por 30 minutos e centrifugado a 14.000 rpm por 10 

minutos.O sobrenadante foi descartado e o sedimento de DNA foi seco a vácuo e 

ressuspendido em 10 µL de RNAse 0,02%. O DNA foi quantificado pela comparação com a 

quantidade de DNA conhecida do HindIII λ (Sigma). 

 

2.3 Desenho dos primers LAMP 

Um conjunto de quatro primers, dois externos (F3, B3) e dois internos (FIP, BIP), foi 

usado para cada alvo: lmo2234 específico para L. monocytogenes, lmo0737 para o sorotipo 

1/2a (Chen e Knabel 2007), gltB para o sorotipo 1/2b (Borucki e Call, 2003) e ORF2110 para 

o sorotipo 4b (Doumith et al., 2004a) (Tabela 2). Os primers foram desenhados usando o 

Primer Explorer software V4 (http://primerexplorer.jp/) considerando o conteúdo de GC 

(guanina-citosina), Tm (temperatura de dissociação), estabilidade do final da sequência dos 

primers, formação de estrutura secundária e distância entre os primers. 

 

2.4 Padronização da técnica e análise dos produtos obtidos nas reações por LAMP 

As reações foram realizadas seguindo um protocolo desenvolvido com base em 

Tomita et al., (2008). A mistura de reação em volume final de 25 µl consiste de 50 pmol de 

cada primer interno, 5 pmol de cada primer externo, 20 mM Tris-HCl pH 8.8, 10mM 

(NH4)2SO4, 8 mM MgSO4, 10 mM KCl, 1.4 mM dNTPs, 0.8 M betaine, 0.1% Tween 20, 8 

unidades de Bst DNA polimerase (New Engle Biolabs) e 20ng de DNA molde de três cepas 

de L. monocytogenes. Em cada reação de amplificação, foi utilizado um controle negativo 

contendo todos os componentes da reação exceto DNA molde. As reações foram realizadas 

utilizando um termociclador (Biometra) e em banho maria, em temperatura isotérmica 

constante (63ºC) e tempo de incubação variado (15, 30, 45, 60, 75 e 90 minutos) para 

determinar o tempo mínimo de incubação para visibilidade dos produtos amplificados. Para 

avaliar o melhor método de detecção os produtos foram analisados por eletroforese em geis de 

agarose ou pela adição dos marcadores fluorescentes Sybr Safe e Sybr Green. 

 

2.4 Determinação da sensibilidade da técnica LAMP 

A sensibilidade da técnica LAMP foi determinada por reações usando quantidade 

conhecida de DNA, quantificado por espectrofotometria (NanoDrop -Thermo Scientific) e 



93 
 

diluições seriadas do DNA de cultura das cepas CDC F4561 (1/2a), CDC F4976 (1/2b) e 

ATCC 19115 (4b). Para determinar o número de unidades formadoras de colônias (UFC) 

detectáveis pela técnica, culturas das três cepas foram diluídas seriadamente e alíquotas de 

100µL de cada diluição foram plaqueadas em duplicata em agar BHI e as UFC foram 

contadas após incubação por 24 h a 37ºC. 

 

2.5 Especificidade da técnica LAMP 

Para determinar a especificidade da técnica foram realizados ensaios em triplicata 

utilizando como molde DNA extraído de quatro cepas do gênero Listeria e de 14 cepas de L. 

monocytogenes de diferentes sorotipos (tabela 1). 

 

3. Resultados 

3.1 Padronização das condições de reação e visualização dos produtos LAMP 

Através dos ensaios utilizando o DNA de três cepas de L. monocytogenes (CDC F4561 

- 1/2a, CDC F4976 - 1/2b e ATCC 19115 - 4b) e quatro conjuntos de primers (lmo2234, 

lmo0737, gltB e ORF2110) a 63°C concluiu-se que 60 minutos de incubação são suficientes 

para amplificação por LAMP. O mesmo resultado foi obtido nos ensaios realizados em 

termociclador e em banho-maria. 

Nessas condições os produtos obtidos foram visualizados por eletroforese em gel de agarose 

1% (figura 1) e mesmo a olho nu pela mudança de coloração do laranja para o verde pela 

adição de SYBR® Green (Promega) (Figura 2a) ou através de iluminação UV pela adição de 

SYBR® Safe (Invitrogen™) (Figura 2b). 

 

3.2 Sensibilidade da técnica LAMP 

Foram realizados ensaios utilizando como molde oito diluições contendo de 200ng a 

1pg de DNA purificado das cepas CDC F4561 - 1/2a, CDC F4976 - 1/2b e ATCC 19115 - 4b. 

O limite de detecção por LAMP de DNA purificado foi de 100pg de DNA das cepas 

analisadas. 

Foram realizados ensaios utilizando como molde seis diluições de suspensões 

bacterianas contendo de 106 a 10 UFC das cepas CDC F4561 - 1/2a, CDC F4976 - 1/2b e 
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ATCC 19115 - 4b. O limite de detecção por LAMP a partir de suspensões bacterianas foi de 

104 UFC/reação. 

 

3.3 Especificidade do LAMP 

Nos ensaios com o primer lmo2234 e o DNA das culturas de L. monocytogenes, L. 

innoccua, L. ivanovii, L. seeligeri e L. welshimeri houve amplificação apenas de L. 

monocytogenes, todos os sorotipos foram amplificados (tabela 1). Não houve amplificação 

com as demais espécies do gênero Listeria avaliadas. 

Com o primer dirigido para o sorotipo 1/2a houve amplificação dos sorotipos 1/2a, 

1/2c, 3a e 3c de L. monocytogenes; os outros sorotipos e espécies do gênero Listeria não 

foram amplificados. 

Com o primer dirigido para o sorotipo 1/2b houve amplificação dos sorotipos 1/2b e 

3b de L. monocytogenes; os outros sorotipos e espécies do gênero Listeria não foram 

amplificados. 

Com o primer dirigido para o sorotipo 4b houve amplificação dos sorotipos 4b, 4d e 

4e de L. monocytogenes; os outros sorotipos e espécies do gênero Listeria não foram 

amplificados. 

 

4. Discussão 

Embora rara, a listeriose constitui um grave problema de saúde pública, devido à 

elevada mortalidade, em torno de 20 a 30% dos casos (Watson, 2009). A ingestão de 

alimentos contaminados é considerada a fonte primária de infecção, tanto em casos 

esporádicos, como em epidemias de listeriose (Allerberger e Wagner, 2009). A infecção por 

L. monocytogenes produz sintomas não específicos, como meningite e septicemia. Assim, a 

disponibilidade de testes diagnósticos rápidos, sensíveis e específicos para identificação de L. 

monocytogenes é útil para a seleção de regimes de tratamento adequados (Liu, 2006). Além 

disso, como L. monocytogenes possui uma diversidade de linhagens de patogenicidade 

variada, a capacidade de identificar cepas avirulentas contaminantes de alimentos ou 

patogênicas envolvidas em surtos de listeriose e rapidamente determinar seu potencial 

patogênico é fundamental para o controle e prevenção da doença (Liu, 2006). 
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LAMP é um método de amplificação de DNA com alta eficiência sob condições 

isotérmicas (Notomi et al., 2000). A elevada especificidade da técnica é devida ao 

reconhecimento da sequência alvo por seis sequências independentes no estágio inicial da 

reação e quatro sequências durante os últimos estágios da reação, utilizando um conjunto de 

quatro primers por sequência. Além disso, o método é relativamente simples e de fácil 

execução, pois requer apenas um banho-maria ou placa aquecedora para a sua realização 

(Parida et al., 2008). 

Dentre os 12 sorotipos de L. monocytogenes identificados apenas três são mais 

frequentemente isolados de casos clínicos e alimentos: o sorotipo 4b é o principal responsável 

por casos clínicos e surtos de listeriose (Swaminathan e Gerner-Smidt, 2007), os sorotipos 

1/2a e 1/2b estão associados a infecções esporádicas (Wiedmann et al., 1996) e os sorotipos 

1/2a, 1/2b além do 1/2c predominam em isolados de alimentos (Vázquez-Bole et al., 2001). 

Diante disso, após a identificação do microrganismo em amostras clínicas ou de 

alimentos, é necessário proceder à classificação sorológica do isolado. No entanto, na rotina 

dos laboratórios clínicos a sorotipagem apresenta dificuldades pelo custo, carência de 

reagentes padronizados e da expertise técnica necessária para a realização dos testes. Kits para 

testes imunoenzimáticos (Palumbo et al., 2003) disponíveis comercialmente e protocolos 

baseados na PCR, PCR-multiplex, para a identificação dos sorotipos patogênicos (Borucki e 

Call, 2003; Chen e Knabel, 2007; Doumith et al., 2004a) superam algumas das dificuldades, 

mas esses procedimentos também são onerosos e necessitam de equipamentos sofisticados 

para a realização e leitura dos resultados inviabilizando a implantação em laboratórios de 

campo. 

A técnica LAMP é de mais fácil operacionalização porque requer apenas um banho-

maria além dos insumos da reação e tem a vantagem do tempo de reação reduzido. A 

preparação de um mix de LAMP (ou de PCR) é bem mais simples do que a execução de um 

teste sorológico e uma vez tendo o kit montado, o operador só precisará adicionar o DNA ou 

cultura. 

A técnica desenvolvida para a identificação de L. monocytogenes tendo como alvo o 

gene lmo2234 se mostrou sensível, capaz de detectar 100pg de DNA ou 104 UFC, e espécie - 

específica, sendo capaz de diferenciar L. monocytogenes de espécies intimamente 

relacionadas geneticamente, como Listeria innoccua (Graves et al., 2010). 
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No entanto, os ensaios para identificação dos sorotipos se revelaram menos 

específicos: com o sorotipo 1/2a houve também amplificação dos sorotipos 1/2c, 3a e 3c; o 

sorotipo 1/2b também amplificou o sorotipo 3b; e o sorotipo 4b também amplificou os 

sorotipos 4b e 4e. Esses resultados devem-se a existência de antígenos H e O (Liu et al., 2006; 

Schonberg et al., 1996), além de sequências genéticas em comum compartilhados pelos 

sorotipos (Cossart, 2011). Dessa forma as sequências genéticas selecionadas para emprego na 

técnica LAMP são compartilhadas entre os sorotipos intimamente relacionados: lmo0737 

entre os sorotipos 1/2a, 1/2c e 3a e 3c (Chen e Knabel, 2007), gltB, entre 1/2b e 3b (Borucki e 

Call, 2003) e ORF2110 entre 4b, 4d e 4e (Doumith et al., 2004a). 

O fato de não diferenciar os sorotipos 1/2a de 1/2c, 3a e 3c; 1/2b de 3b e 4b de 4b e 4e 

não invalida a técnica LAMP por nós padronizada visto que os sorotipos 3a, 3b, 4e e 4d são 

raramente isolados de alimentos e pacientes. Segundo dados coletados pelo Centro de 

Referência Nacional na França (Doumith et al., 2004a) mais de 98% de 5.000 amostras de L. 

monocytogenes isoladas de alimentos e pacientes entre 2001 e 2004 são dos sorotipos 1/2a, 

1/2b, 1/2c, e 4b, que são discriminados em três grupos pela técnica LAMP padronizada. 

Pode-se concluir que a técnica LAMP padronizada é uma alternativa fácil e rápida 

para diagnóstico e tipagem sorológica de L. monocytogenes especialmente para os programas 

de vigilância e investigação epidemiológica. Na prática o loop primer reduziria o tempo de 

incubação em pelo menos 25% e possivelmente aumentaria a sensibilidade da reação, mas 

usualmente este primer só é empregado após a padronização da reação com os primers 

internos e externos. Trabalhos estão em andamento para otimização da técnica com a 

introdução do loop primer. 
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Tabela 1 - Cepas de Listeria utilizadas 

 

 

Nº CPqAM/FIOCRUZ-PE Cepas Espécie/sorotipo 

502 CIP 12612 Listeria innocua 

503 CDC F4561 Listeria monocytogenes ½ a 

504 CDC F4976 Listeria monocytogenes ½ b 

505 CDC F6254 Listeria monocytogenes ½ c 

506 ATCC 19112 Listeria monocytogenes ½ c 

507 CDC F45555 Listeria monocytogenes 4 b 

508 ATCC 19115 Listeria monocytogenes 4 b 

509 ATCC19119 Listeria ivanovii 

510 CIP 8493 Listeria seeligeri 

511 CIP 11633 Listeria welshimeri 

598 ATCC 19144 L. monocytogenes 4a 

599 CDC F 1067 L. monocytogenes 4ab 

600 ATCC 19116 L. monocytogenes 4c 

601 ATCC 19117 L. monocytogenes 4d 

602 ATCC 19118 L. monocytogenes 4e 

603 CDC F 4540 L. monocytogenes 3a 

604 CDC F 4538 L. monocytogenes 3b 

605 CDC F 6238  L. monocytogenes 3c 
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Tabela 2 - Primers usados: alvos, denominação, sequências 

Alvos Primer Sequências 

lmo2234 

(L.monocytogenes) 

F3 5’ GGCAATCTAAAAAAATGCCCCA 3’ 

B3 5’ GTACTCCACTTCTGTTACTTTCATG 3’ 

FIP 
5’ ACCATTTTCCGCAGCGACTTTCA-

TTAGCTCTTACACACTAGGAACG 3’ 

BIP 
5’ GACGGAATTGGCTTGCGTGC-

ATCCGCAACATGTCTTCATCG 3’ 

lmo0737 

(Sorotipo 1/2a) 

F3 5’ ACTCTTGAATCATACGCACACT 3’ 

B3 5’ GAAGTTGCTAGGTAACGATGTCTT 3’ 

FIP 5’ AGCAATTGATTGATGCAGGCGC-

ACCGTGTCTTGATCCTGGAG 3’ 

BIP 5’ GCATCTTGTTTAGCAAGTGGATCGC-

GCTGGAAAATGGGAAGATGGTAT 3’ 

gltB 

(Sorotipo 1/2b) 

F3 5’ TGGCACTATAATAAGCTTTGTCC 3’ 

B3 5’ CATCGCAAAGATTTTATGTTAACGT 3’ 

FIP 5’ CCAAGTATTAGGAGTTATAAGGGGA-

GTCTGATCAATACTCCCATCCAT 3’ 

BIP 5’ AGACCAATAAAGCCACTTTTAACAA-

AATAAAAACAGAGGTGAACATCA 3’ 

ORF2110 

(Sorotipo 4b) 

F3 5’ TGTTCCAGTTTTTGTCCCAAT 3’ 

B3 5’TGGACAATTTGGTTGGTGAAG 3’ 

FIP 5’ GCTCCTTTTGGAACAGCAAAAGCAA-

CACCATAATCTTCTGTAGAAGGTTC 3’ 

BIP 5’ CAGTCACTTTTTTTGCCCATCCACC-

CTGTACTTACAGCCGCTCAT 3’ 
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Figura 1: Eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos de amplificação por LAMP. M – Ladder 
100pb (invitrogen). Linhas 1 - LAMP L. monocytogenes (lmo2234); 2 – LAMP L. monocytogenes 
sorotipo 1/2a (lmo0737); linha 3 – LAMP L. monocytogenes sorotipo 1/2b (gltB); Linhas 4 – 
LAMP L. monocytogenes sorotipo 4b (ORF2110). 

 

 

 

 

Figura 2: Produtos amplificados por LAMP. A – Visualização a olho nu. B – Visualizaçãosob 
iluminação UV. Tubo 1 – Reação positiva. Tubo 2 - Reação negativa. 
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Anexo A - Parecer do comitê de ética animal. 
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database such as Gene Expression Omnibus (GEO) or Array Express, and an entry name or 
accession number must be included in the manuscript prior to its publication. Microarray data 
should be MIAME compliant. During the reviewing process, submitting authors are committed to 
provide the editor and the reviewers handling his/her manuscript with the login information by 
which they can access this information in the database. 

Ethical Guidelines 

In any studies that involve experiments on human or animal subjects, the following ethical 
guidelines must be observed. For any human experiments, all work must be conducted in 
accordance with the Declaration of Helsinki (1964). Papers describing experimental work on human 
subjects who carry a risk of harm must include a statement that the experiment was conducted with 
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INTRODUCTION 

The journal publishes full-length articles describing original work, notes (short concise 
communications), and review articles on methods, including their development, applicability, and 
present status. Microbiologists are encouraged to submit to the editors product information and a 
summary of articles published elsewhere with relevance to the readers of the journal. This 
information is subject to editorial approval. Articles describing the use of computers with software 
description are welcome. Submissions of a paper to this journal is understood to imply that it has 
not previously been published and that it is not being considered for publication elsewhere. 

PREPARATION 

Subdivision - numbered sections 

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered 1.1 
(then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this 
numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be 
given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line. 

Introduction 

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature 
survey or a summary of the results. 

Material and methods 

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published should be 
indicated by a reference: only relevant modifications should be described. 

Theory/calculation 

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in the 
Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section represents a 
practical development from a theoretical basis. 

Results 

Results should be clear and concise. 

 

Discussion 

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined  

Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of 
published literature. 
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Conclusions 

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may 
stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section. 

Glossary 

Please supply, as a separate list, the definitions of field-specific terms used in your article. 

Appendices 

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in 
appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent 
appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc. 

Essential title page information 

• Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid 

abbreviations and formulae where possible. 

• Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double name), 
please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was 
done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately 
after the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of 
each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address of each author. 

• Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing 
and publication, also post-publication. Ensure that phone numbers (with country and area code) are 
provided in addition to the e-mail address and the complete postal address. 

Contact details must be kept up to date by the corresponding author. 

• Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was 
done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as a 
footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be 
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes. 

 

Abstract 

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the 

research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately from 
the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if 
essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should 
be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.  

For 'Notes' Abstract should be no longer than 50 words 
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Graphical abstract 

A Graphical abstract is optional and should summarize the contents of the article in a concise, 
pictorial form designed to capture the attention of a wide readership online. Authors must provide 
images that clearly represent the work described in the article. Graphical abstracts should be 
submitted as a separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image 
with a minimum of 531 × 1328 pixels (h × w) or proportionally more. The image should be 
readable at a size of 5 × 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: 
TIFF, EPS, PDF or MS Office files. See http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples. 

Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best 

presentation of their images also in accordance with all technical requirements: Illustration Service. 

Highlights 

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that 
convey the core findings of the article and should be submitted in a separate file in the online 
submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points 
(maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). See 
http://www.elsevier.com/highlights for examples. 

Keywords 

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and 
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and', 'of'). Be sparin 
with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These 
keywords will be used for indexing purposes. 

US or GB spelling 3-6 (Alphabetized) 

 

Abbreviations 

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page of 
the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first 
mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article. 

Acknowledgements 

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do 
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those 
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance 
or proof reading the article, etc.). 

Database linking 

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving their readers 
oneclick access to relevant databases that help to build a better understanding of the described 
research. 
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Please refer to relevant database identifiers using the following format in your article: Database: 
xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN). See 
http://www.elsevier.com/databaselinking for more information and a full list of supported 
databases. 

 

Figure captions 

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A 
caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration. 
Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations 
used. 

Text graphics 

Text graphics may be embedded in the text at the appropriate position. If you are working with 
LaTeX and have such features embedded in the text, these can be left. See further under Electronic 
artwork. 

Tables 

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes to 
tables below the table body and indicate them with superscript lowercase letters. Avoid vertical 
rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables do not duplicate 
results described elsewhere in the article. 

Tables should be compiled on separate pages with a short descriptive title, and legend if required, 
and numbered consecutively. 

 

References 

Citation in text 

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice 
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal 
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If 
these references are included in the reference list they should follow the standard reference style of 
the journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' 
or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been 
accepted for publication. 

References should be listed by author name and year of publication in parentheses in the body of 
the text [i.e.(Crissman and Hadley, 1995) two authors; (Crissman et al., 1998) more than two 
authors} and listed alphabetically in the reference section. References to journals should contain the 
names and initials of all authors, the year of publication, the title of the paper, the title of the 
periodical abbreviated according to List of Serial Title Word Abbreviations (available from the 
International Serials Data System, 20 rue Bachaumont, 75002 Paris, France. ISBN 2-904938-02-8), 
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the volume number, and page number. References to books should also include the title of the book, 
the editors, and publishers. See examples below. 

Schüler, D., Uhl, R., Bäuerlein, E., 1995. A simple light scattering method to assay magnetism in 
Magnetospirillum gryphiswaldense. FEMS Microbiol. Lett. 132, 139--145. 

Tyssen, P., 1993. Hybridization with nucleic acid probes. In: Laboratory Techniques in 
Biochemistry and Molecular Biology, Vol. 24, Elsevier, Amsterdam, pp. 375-436. 

Shockman, G.D., Höltje, J.-V., 1994. Microbial peptidoglycan (murein) hydrolase. In: Ghuysen, J.- 
M.,Hakenbeck, R.(Eds.), Bacterial Cell Wall. Elsevier, Amsterdam, pp. 131- 166. 

Reference style 

Text: All citations in the text should refer to: 

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of 

publication; 

2. Two authors: both authors' names and the year of publication; 

3. Three or more authors: first author's name followed by 'et al.' and the year of publication. 

Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed first 

alphabetically, then chronologically. 

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). Kramer et al. 
(2010) have recently shown ....' 

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if 
necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be identified by 
the letters 'a', 'b', 'c', etc., placed after the year of publication. 

Examples: 

Reference to a journal publication: 

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article. J. Sci. 
Commun. 163, 51–59. 

Reference to a book: 

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York. 

Reference to a chapter in an edited book: 

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in: Jones, 
B.S., 

Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp. 281–304. 


