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1. INTRODUCAO

O sushi é um alimento tipico da cultura japonesa, cuja popularidade tem
crescido muito no Brasil (IBGE, 2019). Esse alimento € considerado pronto para o
consumo e pertence a categoria dos alimentos que sdo constituidos por produtos
de origem animal, elaborados sem emprego de calor e consumidos crus (BRASIL,
2019). Tais caracteristicas possibilitam a contaminacdo do produto por micro-
organismos patogénicos (RAMIRES et al., 2020).

Dentre as bactérias patogénicas de interesse em alimentos, Listeria
monocytogenes destaca-se por ser comumente associada a surtos alimentares
causados pela ingestdo de Alimentos Prontos para o Consumo (APC)
contaminados (LEPE et al., 2020). A infeccdo causada pelo patégeno é
denominada listeriose e mais de 90% dos casos sistémicos ocorrem pela ingestao
de APC (EFSA, 2018). Apesar de cursar com sintomatologia branda, geralmente
autolimitante, pode evoluir para sintomas mais graves, em casos de infeccao
sistémica. A forma invasiva da doenca afeta principalmente gestantes, idosos,
recém-nascidos e imunocomprometidos. Sua taxa de letalidade € a mais alta
causada por um patdégeno de origem alimentar, atingindo em torno de 30%
(LEPE, 2020).

As formas mais graves da doenca s&o resultado da capacidade do
patogeno de debelar barreiras imunologicas importantes, além de superar
mecanismos fisiologicos do hospedeiro. Uma vez dentro de uma célula
hospedeira, diversos fatores de viruléncia especificos permitem que o patdégeno
se multiplique e alcance diferentes tecidos (CAMEJO et al., 2011). Para tanto,
muitos genes de viruléncia estdo envolvidos na patogenicidade de L.
monocytogenes, sendo que 0s mais importantes estdo localizados na ilha de
patogenicidade Listeria 1 (LIPI-1); prfA, plcA, plcB, hlyA, mpl e actA
(HADJILOUKA et al., 2018); e ilha de patogenicidade Listeria 2 (LIPI-2); inlA, inlB,
inIC e inlJ (ZHANG et al., 2019).

Determinar o potencial de viruléncia dos isolados é importante,
principalmente em termos de saude publica, a medida que isso determina
especificidades na patogenicidade de diferentes isolados de L. monocytogenes,
influenciando na severidade da infeccéo e seu resultado clinico (TOLEDO et al.,
2018; CHEN et al., 2020). Frente ao exposto, o objetivo do presente estudo foi
detectar a presenca de genes de viruléncia em seis isolados de L.
monocytogenes, provenientes de sushis comercializados em estabelecimentos
especializados em culinaria japonesa, do municipio de Pelotas, Rio Grande do
Sul.

2. METODOLOGIA
Foram avaliados seis isolados de L. monocytogenes, previamente
caracterizados, provenientes de sushis comercializados em estabelecimentos do
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municipio de Pelotas, Rio Grande do Sul (RAMIRES et al., 2016). O perfil de
viruléncia dos isolados de L. monocytogenes foi avaliado pela presenca dos
genes da LIPI-1 (hlyA, prfA, plcA, plcB, actA e mpl), LIPI-2 (inlA, inlB, inIC e inlJ) e
iap. As amplificacbes por PCR foram realizadas em um volume total de 25 pL,
utilizando 12,5 uL de Gotag® Green Master Mix, 10 pmol de cada par de primer e
10 ng (2 pL) de molde de DNA. As reagOes foram realizadas utilizando primers e
condi¢cbes previamente descritos (FURRER et al.,, 1991; BUBERT et al., 1999;
PAZIAK-DOMANESKA et al., 1999; VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001; LIU et al.,
2007; CONTER et al., 2009; LOMONACO et al., 2012).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os seis isolados de L. monocytogenes avaliados neste estudo portavam 0s
genes presentes na LIPI-1, assim como os genes inlA, inlC, inlJ e iap, diretamente
relacionados a invasdo na célula hospedeira (PADURO et al., 2020). A maioria
dos casos de listeriose humana é relacionada essencialmente & infecgdo pelos
sorotipos 1/2a, 1/2b e 4b, sendo que o sorotipo 4b é 0o mais comumente isolado
de amostras clinicas e o mais associado a surtos (BURALL et al., 2017). Neste
estudo, todos os isolados pertenciam ao sorotipo 4b.

A patogenicidade de L. monocytogenes esta relacionada a muitos genes
de viruléncia, entre eles, os genes inlA, inlB, inlC e inlJ, os quais codificam para
proteinas denominadas de internalinas. As proteinas internalinas A e B séo
responsaveis pela internalizacdo do patdégeno nas células epiteliais intestinais e
em células nao epiteliais, respectivamente (PENTECOST et al., 2010; CHEN et al,
2011). Montero et al. (2015) relatam que o gene inlA é mais frequente do que inlB
entre isolados de L. monocytogenes, corroborando o resultado do presente
estudo, em que 100% dos isolados (6/6) albergaram o gene inlA, enquanto 66,7%
dos isolados (4/6) albergaram o gene inlB. Os genes inlC e inlJ foram
identificados em todos os isolados avaliados neste estudo. Segundo dados da
literatura, as proteinas codificadas por esses genes estdo intimamente associadas
a infeccdo pos-intestinal (MILILLO et al., 2012). Além disso, Liu et al. (2007)
relatam que a presenca dos genes inlC e inlJ, evidencia o potencial de viruléncia
de isolados de L. monocytogenes. O gene iap também é relacionado a invasdo
celular, codificando para a proteina extracelular p60 (CHANDRABOS et al., 2015).
De acordo com Faith et al. (2007), na auséncia desse gene ha diminuicdo da
motilidade intracelular do patégeno.

Os genes da LIPI-1 (actA, hlyA, mpl, plcA, plcB e prfA) estdo associados a
diferentes estagios da infeccdo por L. monocytogenes (CAMEJO et al., 2011). O
gene prfA codifica para a proteina PrfA, relacionada a transcricdo dos principais
genes de viruléncia em L. monocytogenes, incluindo aqueles localizados na LIPI-1
(LOBEL et al.,, 2015). A listeriolisina O (codificada por hlyA) é a principal
responsavel pela evasdo dos fagossomas nas células hospedeiras, e atua
juntamente a fosfatidilinositol-fosfolipase C (PI-PLC, codificada pelo gene picA) e
a fosfatidilcolina-fosfolipase C (PC-PLC, codificada pelo gene plcB) (CAMEJO et
al., 2011). A PC-PLC é expressa como uma pro-enzima e sua maturacao
depende de uma metaloprotease codificada pelo gene mpl (Marquis & Hager,
2000). O gene actA codifica para uma proteina responsavel pela propulséo e
deslocamento bacteriano no citoplasma da célula hospedeira, além da
propagacao célula a célula de L. monocytogenes (Travier et al., 2013).

Resultados semelhantes foram obtidos anteriormente por Zhang et al.
(2019). Os autores observaram que sete de oito isolados de L. monocytogenes
provenientes de sushis, portavam os genes presentes na LIPI-1, bem como todos
0s oito isolados albergavam os genes inlA, inlB, inlC e inlJ. No Chile, Paduro et al.
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(2020) avaliaram 365 isolados de L. monocytogenes, provenientes de amostras
clinicas (n=40) e de alimentos variados (n=325). Do total de isolados, 146 (40%)
pertenciam ao sorotipo 4b e desses, 21 foram provenientes de amostras clinicas.
Segundo os pesquisadores, a presenca de hlyA, prfA, inlA e inIB foi maior no
sorotipo 4b de L. monocytogenes, 0 que pode estar relacionado a maior
ocorréncia de listeriose humana causada por esse sorotipo.

4. CONCLUSOES
Todos os isolados de L. monocytogenes avaliados carreiam os genes inlA,
inIC, inlJ e iap, bem como os genes da LIPI-1 (prfA, plcA, plcB, hlyA, mpl e actA).
O gene inIB nao foi detectado em dois isolados. Os resultados sédo importantes a
medida que a presenca de tais genes sugere o0 potencial de viruléncia dos
isolados de L. monocytogenes provenientes de sushis comercializados no
municipio de Pelotas, Rio Grande do Sul.
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