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1. INTRODUÇÃO 

Listeria monocytogenes é um patógeno intracelular facultativo, responsável 
por causar listeriose em indivíduos imunocomprometidos, sendo considerada de 
alto risco para gestantes, recém-nascidos e idosos. É classificado como um 
patógeno de origem alimentar desde 1980, quando surtos de listeriose foram 
comprovadamente associados ao consumo de alimentos contaminados (LUBER 
et al., 2011). Sua importância em saúde pública está relacionada à severidade 
desta infecção (ARRUDA et al., 2007), cuja taxa de letalidade pode atingir 30% 
(CDC, 2005). Ainda que a maioria dos casos de listeriose veiculada por alimentos 
não seja diagnosticada, essa é considerada a principal via de transmissão da 
doença ao homem (MANTILLA, 2006).  

A patogênese de L. monocytogenes é resultante, principalmente, da sua 
capacidade de invadir, se multiplicar e sobreviver em fagócitos e células epiteliais 
(DUSSURGET; PIZARRO-CERDA; COSSART, 2004). Listeria monocytogenes 
possui uma grande variedade de proteínas de superfície e proteínas secretadas 
como importantes fatores na sua virulência (BIERNE, et al. 2007). Essas 
proteínas representam um ponto crítico que influencia na persistência deste 
patógeno no trato intestinal, aderência e entrada na célula do hospedeiro, na 
movimentação de célula para célula, e no escape do sistema imune do 
hospedeiro (SCHUPPLER; LOESSNER, 2010).  

Tendo em vista que a capacidade de invadir a célula hospedeira é o ponto 
crucial para que L. monocytogenes inicie o ciclo infeccioso e cause a doença, o 
objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade de invasão celular in vitro em 
células HCT-116 de isolados de L. monocytogenes provenientes de carcaças 
bovinas do sul do Brasil para determinar o potencial de virulência desses isolados.  
 
 

2. METODOLOGIA 
 

Doze isolados de L. monocytogenes, provenientes de carcaças, em dois 
pontos da linha de abate de bovinos (Ponto 1: sangria e Ponto 4: lavagem antes 
do pré-resfriamento) de frigoríficos-matadouros do sul do Brasil foram analisados. 
L. monocytogenes ATCC 7644, L. innocua CLIP 12612 e um isolado clínico local 
(L. monocytogenes LM08) foram usados como controles. A capacidade de 
invasão dos isolados de L. monocytogenes foi determinada pela técnica descrita 
por KIM et al. (2006), com pequenas modificações. 



 

Células HCT-116 foram cultivadas em placas de 24 cavidades até atingir 
90% de confluência com Dulbeccos’s Modified Eagle Medium (DMEM, Sigma®) 
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Vitrocell®) e incubadas a 37 ºC com 
5% de CO2 por 24 h. Os isolados foram cultivados em caldo TSB-YE por 18 h a 
37 ºC e, posteriormente, uma alíquota de 100 µL foi transferida para caldo Fraser 
e incubada por 18 h a 37 ºC. Após este período, o cultivo foi centrifugado e lavado 
com tampão fosfato salino (PBS) e as células foram suspensas em 1 mL de 
DMEM. Após, 100 µL da suspensão bacteriana contendo, aproximadamente, 106 

células foram adicionadas às monocamadas de células com uma multiplicidade 
de infecção de 10:1 (Bactérias:HCT-116) e incubadas a 37 °C durante uma hora. 
As células bacterianas não aderentes foram removidas por lavagem com DMEM. 
As células HCT-116 foram tratadas com PBS contendo Triton X-100 0,1% durante 
cinco minutos à 37 °C, sob leve agitação. As células bacterianas aderidas e que 
invadiram as células foram quantificadas por semeadura em ágar Soja Triptona 
com 0,6% de extrato de levedura (TSA, Acumedia®-YE, Oxoid®). 

 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Os doze isolados de L. monocytogenes avaliados apresentaram capacidade 
de invasão celular in vitro, sendo que a porcentagem de invasão entre os isolados 
variou de 0,6% a 6,3%. Os controles positivos L. monocytogenes ATCC 7644 e 
LM08 apresentaram uma porcentagem de invasão de 6,3% e 5,2%, 
respectivamente. O controle negativo, L. innocua CLIP 12612, apresentou 0,59% 
de recuperação. Estes resultados podem ser visualizados na Tabela 1. 

 
 

Tabela 1. Percentual de invasão dos doze isolados de L. monocytogenes 
provenientes de carcaças bovinas em células HCT-116 

 

Isolado Ponto de Isolamento % de invasão 

LM1 P4* 1,3% 
LM2 P4 0,8% 
LM3 P4 1,4% 
LM4 P1* 4,2% 
LM5 P1 5% 
LM6 P1 2,5% 
LM7 P1 4,8% 
LM8 P1 3,5% 
LM9 P1 4,2% 

LM10 P4 1,13% 
LM11 P4 0,6% 
LM12 P1 2,2% 

ATCC 7644  6,3% 
CLIP 12612  0,59% 

LM08  5,2% 

*P1: Ponto 1: sangria; P4: Ponto 4: lavagem antes do pré-resfriamento 
 
 
Estes resultados estão de acordo com estudos anteriores, relatados por 

JARADAT; BHUNIA (2003), YAMADA et al. (2006) e BUENO et al. (2010). 
BUENO et al. (2010) também analisaram isolados de L. monocytogenes de 



 

origem clínica e de alimentos provenientes do Brasil, e observaram que todos 
possuíam capacidade de invadir células de mamíferos. O mesmo foi encontrado 
por YAMADA et al. (2006) e JARADAT e BHUNIA (2003). Os autores relatam, 
ainda, a maior capacidade de invasão dos isolados clínicos em comparação aos 
de origem alimentar, o que também foi observado em nosso estudo, onde o 
isolado clínico LM08 e L. monocytogenes ATCC 7644 apresentaram capacidade 
de invasão celular superior em até 10 vezes quando comparados a alguns 
isolados de alimentos, embora alguns destes também tenham apresentado alta 
taxa de invasão. Estes dados sugerem que os isolados de alimentos possuem 
potencial para causar doença em humanos que estejam susceptíveis.  

A diferença na capacidade de invasão celular entre os isolados de L. 
monocytogenes avaliados nesse estudo pode estar associada à variação na 
expressão de fatores de adesão e invasão específicos, principalmente em relação 
à internalina A (InlA). Essa variação pode estar relacionada com mutações no 
gene inlA, cujo produto permite a invasão de células epiteliais não fagocíticas, tais 
como as células epiteliais da mucosa intestinal em humanos (GAILLARD et al. 
1987), sendo o principal fator necessário para invasão celular durante a ciclo 
inicial da listeriose (RAGON et al., 2008). 

 
 

4. CONCLUSÕES 

 
Os isolados de L. monocytogenes provenientes de carcaças bovinas do sul 

do Brasil possuem capacidade de invadir células de mamíferos, o que caracteriza 
um risco potencial, uma vez que essa característica está diretamente relacionada 
com a virulência dos isolados. Como os isolados de alimentos possuem 
capacidade de causar doenças em humanos susceptíveis, sugere-se que novas 
táticas de sanitização de frigoríficos sejam adotadas ou revisadas. 
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