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1. INTRODUCAO

Listeria monocytogenes é o0 patdgeno causador da doenca alimentar
denominada listeriose. Esta doenca apresenta elevado grau de severidade, com
indices de mortalidade variando de 20 a 30%, acometendo principalmente
populacdes de risco como pacientes imunocomprometidos, gestantes, criancas e
idosos (CDC, 2011). Atualmente quinze espécies do género Listeria sao
conhecidas: L. monocytogenes, L. innocua, L. ivanovii, L. seeligeri, L. welshimeri,
L. grayi, L. marthii, L. rocourtiae, L. fleischmannii, L. weihenstephanensis; e outras
cinco novas espécies documentadas no ano de 2014 (HALTER et al., 2013; DEN
BAKKER et al., 2014). Dentre essas, apenas L. monocytogenes é patogénica
para humanos e animais, e L. ivanovii, para animais (GRAVES et al., 2010).

Listeria monocytogenes pode ser encontrada em alimentos como leite e
seus derivados, produtos carneos, peixes e frutos do mar, causando
preocupacao na industria alimenticia e nos 6rgdos de saude publica (CDC, 2011).
O método tradicional para deteccdo deste patdgeno em alimentos e amostras de
ambiente é realizado com diferentes meios de enriquecimento seletivos e testes
bioquimicos, os quais tornam o processo oneroso e laborioso, podendo levar mais
de 7 dias para obter o resultado final (GASANOV et al., 2005). Em vista disso, a
busca de métodos de deteccdo mais rapidos e praticos é de interesse.

Imunoensaios utilizando anticorpos monoclonais (MAbs) para a deteccgéo
rapida de bactérias em alimentos tém como vantagem a alta especificidade,
reprodutibilidade e seletividade. Anticorpos contra L. monocytogenes foram
produzidos previamente no Laboratorio de Imunologia Aplicada do Nucleo de
Biotecnologia da UFPel e vém sendo aplicados no desenvolvimento de ensaios
imunologicos de deteccédo deste patdgeno (MENDONCA et al., 2012; STOLL et
al., 2012). Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de
MAbs marcados in house no desenvolvimento de um ELISA de captura, para a
rapida deteccdo de L. monocytogenes em alimentos.

2. METODOLOGIA

Cultivo e preparacdo das bactérias

As bactérias L. monocytogenes (ATCC 7644), L. innocua (CLIP 12612)
foram cultivadas em 10 mL de caldo FRASER, e Escherichia coli EDL933 em
meio LB (Luria-Bertani), por 16h a 37°C. Em seguida, os cultivos foram
centrifugados a 2.600 x g por 7 minutos a 4°C e, o pellet lavado uma vez com 10
mL de salina tamponada com fosfato (PBS) 1X, nas mesmas condi¢oes
anteriores. Ao final, metade do volume (5 mL) foram suspensos com tamp&o
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carbonato-bicarbonato (0,05M, pH 9,6) ou PBS 1X e, ajustados para densidade
Optica (DO 600 nm) igual a 2.

Desenvolvimento do ELISA de captura

Placas de 96 cavidades (MaxiSorp) foram sensibilizadas com 200
ng/cavidade do MAb-2D12 (anti-InlA) e do anticorpo policlonal anti-proteina InlA
(Poli-InlA), diluidos em tampédo carbonato-bicarbonato (0,05 M, pH 9,6) e
incubadas por 18h a 4°C. Apos sensibilizacéo, as placas foram bloqueadas com
100 pL de albumina bovina sérica (BSA, 2%) por 1h a 37°C. Em seguida, 100 pL
das bactérias diluidas em PBS 1X (DOgg = 2) foram adicionados nas cavidades e
as placas incubadas a 37°C por mais 1h. Apos, MAbs anti-InlA marcados com
peroxidase (MAb-2D12P e MADb-3B7P) diluidos 1:200 em PBS-T (PBS + Tween
20 0,05%) foram adicionados nas cavidades e, entdo, as placas incubadas por
1:30 min a 37°C. Entre cada etapa, as cavidades foram lavadas trés vezes com
200 pL de PBS-T. A revelacdo das reacoes foi realizada através da adicdo da
solucdo cromoégena OPD (o-Phenylenediamine dihydrochloride) em tampéo
fostato-citrato pH 4,0 e H,O,. Apés 15 min de reacdo no escuro, a leitura da
densidade o6ptica a 450 nm foi realizada em espectrofotdmetro de microplacas
(Biochrom, Inglaterra).

ELISA direto para controle da reacdo

Como controle positivo, um ELISA direto foi realizado na mesma placa do
teste de ELISA de captura. Para isso, cavidades foram sensibilizadas com a
proteina recombinante InlA (rinlA, 200 ng/cavidade) e L. monocytogenes (DOggo =
2), diluidos em tampéo carbonato-bicarbonato, por 18h a 4°C. No passo de adi¢cao
do MAbs marcados do ELISA de captura, os mesmos foram adicionados no
ELISA direto na mesma concentracdo. Todos os outros passos foram realizados
como anteriormente.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os anticorpos monoclonais anti-InlA, MAb-2D12 e MAb-3B7, marcados
com peroxidase, foram capazes de reconhecer seus alvos especificos, proteina
rinlA e L. monocytogenes (Figuras 1 e 2). A marcacdo dos MAbs e utilizacdo em
testes de reconhecimento de diferentes bactérias e cepas de L. monocytogenes,
ja foi demonstrado pelo nosso grupo (STOLL et al., 2012). Além disso, o formato
de captura (sanduiche) utilizando os MAbs anti-InlA foi previamente comprovada
em biosensor com fibras Opticas (MENDONCA et al., 2012). Entretanto, esse
formato de captura utilizando os anticorpos produzidos pelo nosso grupo, ainda
nao havia sido realizado por ELISA. Assim, quando o anticorpo Poli-InlA foi
mobilizado na placa de ELISA para captura das bactérias e posterior deteccao
com MADb-2D12P, maiores absorbancias foram verificadas para L. monocytogenes
(Figura 1). Utilizando o MAb-2D12 na captura e o0 mesmo MAb marcado com
peroxidase (MAb-2D12P) para deteccdo, visualizou-se maior especificidade
contra L. monocytogenes. Entretanto, a utilizagdo do MAb-3B7P como anticorpo
de deteccdo demonstrou absorbancias mais baixas e sinais inespecificos com as
bactérias L. innocua e E. coli.

A proteina rInlA foi utilizada como controle nos ensaios de captura. Quando
a captura foi realizada com Poli-InlA e a detecgdo com MAb-2D12P, absorbéancias
distinguiveis foram observadas com rinlA. Demonstrando, assim, que é viavel
utilizar a proteina recombinante como controle de reacdo nos ensaios com Poli-
InlA como molécula de captura. Como esperado, quando o MAb-2D12 foi utilizado
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tanto na captura, quanto na deteccao da rinlA, o sinal foi considerado negativo,
uma vez que reconhecem o mesmo epitopo da proteina. Utilizando o MAb-2D12
na captura e MAb-3B7P de deteccdo houve um aumento na absorbancia, porém
mais baixo podendo ser considerado como negativo.
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Figura 1. ELISA de captura para deteccdo de L. monocytogenes utilizando MAbs anti-InlA
marcados com peroxidase. Anticorpos de captura (Poli-InlA e MAb-2D12) foram sensibilizados nas
cavidades. Anticorpos de deteccdo marcados com peroxidase, MAb-2D12P e MAb-3B7P foram
diluidos 1:200 em PBS-T. Listeria monocytogenes ATCC 7644 (Lmono 7644), Listeria innocua
(Linn) e E. coli foram utilizadas na DOgyy = 2 em PBS 1X. Como controle da reacdo a proteina
rinlA foi utilizada.

O ELISA direto com L. monocytogenes e rinlA foi realizado para avaliar a
reagcdo dos MADbs marcados. O MADb-3B7P e MAD-2D12P foram capazes de
reconhecer a cepa patogénica L. monocytogenes, demonstrando absorbancias
superiores 1,0 a DOyso.
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Figura 2. ELISA direto demonstrando as reacdes dos MAbs marcados com peroxidase contra L.
monocytogenes e rinlA.

Poucos estudos com o desenvolvimento de ELISA de captura de Listeria
tém sido publicados. Kim et al. (2005) usaram anticorpos anti-flagelo de Listeria
no desenvolvimento de ELISA de captura, entretanto, 0 mesmo reconhece todo o
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género, incluindo cepas nado patogénicas. Futuros ensaios com nossos MAbs
avaliardo outras cepas de Listeria, tanto patogénicas, como nao-patogénicas.
Além de avaliar outras concentracdes dos anticorpos e condi¢cbes de incubacéo
em vista de buscar aumento do sinal de deteccao.

4. CONCLUSOES

Os formatos utilizando Poli-InlA e 2D12 na captura e o MAb-2D12P na
deteccdo podem ser empregados no desenvolvimento de um kit ELISA para a
rapida deteccéo de L. monocytogenes em amostras de alimentos.
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