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Resumo

Listeria monocytogenes é considerada um dos maiores problemas de seguranca alimentar, sendo que um baixo nimero de células
pode ser capaz de iniciar a infeccdo em pessoas susceptiveis. Varios kits, baseados em analises de DNA, permitem a deteccdo
desta bactéria, porém estes testes apresentam limita¢cbes uma vez que qualquer molécula de DNA alvo, tanto de células vidveis
quanto de células mortas presentes numa amostra, pode ser amplificada. O corante EMA (Brometo de Etideo Monoazida) tem sido
recentemente utlizado para discriminar células vidveis de inviavies para andlise em PCR.O EMA liga-se covalentemente ao DNA
de células mortas impedindo a sua amplificacdo pela DNA Polimerase.O objetivo deste trabalho foi determinar a concentragédo de
EMA necessaria para inibir a amplificagdo de DNA de células iniviaveis de L. monocytogenes sem inibir a amplificacdo de DNA
de células viaveis, por PCR convencional. Concentrages variadas da solugdo estoque de EMA (0; 0,13; 0,25; 0,5; 1 ;3 e 5

ug/mL) foram adicionadas em microtubos contendo 500 ul de 108 células viaveis ou inviaveis de L. monocytogenes ATCC 7644

(tratamento térmico de 98 °C/20 minutos). Os microtubos foram expostos a luz (650 W) para ativagéo e fotdlise do EMA e em
seguida foi realizada a extracdo de DNA e PCR. O DNA foi extraido apds tratamentos subsequentes das células com proteases e
fervura. As reagbes de amplificagdo continham 200 ng de DNA, 40 pmoles de cada primer (LM1 e LM2 que amplificam um
fragmento de 702 pb do gene hlyA), 25 mM de cada dNTPs, 50 mM de MgCl,, Tampéo de PCR 1 X e 1U de Tag DNA Polimerase.
Os produtos da amplificacdo foram analisados em gel de agarose 1,5% e corados em brometo de etideo. Os resultados obtidos
mostram que a amplificacdo do DNA alvo de células invidveis foi completamente inibida quando estas foram tratadas com EMA &
concentracdo de 1 ug/mL. As células vidveis de L. monocytogenes foram tratadas com EMA até a concentracdo de 5 ug/mL e a
amplificacdo ocorreu em todos os tratamentos. Conclui-se que, por andlise em PCR convencional, a concentracdo de EMA
necessaria para inibir a amplificacdo de DNA de células invidveis de L. monocytogenes sem inibir a amplificacdo de células
viaveis é de 1 ug/mL.Sendo assim, esta técnica pode ser usada para deteccdo apenas de células vidveis de L. monocytogenes
presente numa amostra.
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