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Introduccion. Listeria monocytogenes es un patdgeno
de transmisién por alimentos, causante de listeriosis, que
tiene la tasa mas alta de letalidad (24%) entre las
enfermedades transmitidas por alimentos. Listeria forma
biopeliculas, que son comunidades de microorganismos
adheridos a una superficie, que les permite la adaptacion
y persistencia en entornos de procesamiento de
alimentos. Las biopeliculas son mas resistentes a la
accion de los antimicrobianos y su eliminacion de
biopeliculas representa un gran desafio para la industria
alimentaria (1). El agua electrolizada neutra (AEN)
contiene una mezcla de agentes oxidantes, incluyendo
moléculas oxidantes de cloro (HOCI/CIO"), ozono y CIO,
que se generan a partir de la electrélisis de una solucion
salina diluida (2). Varios genes estan involucrados en la
respuesta al estrés de Listeria, tales como sod, que
codifica para la superéxido-dismutasa y sigB, el principal
regulador de estrés, hly, que codifica para la listeriolisina
O, principal factor de virulencia de Listeria
monocytogenes (3). La proteccion de proteinas bajo
estrés oxidativo esta regulada por hrcA, un regulador de
la respuesta al choque térmico de clase | y dnaK (4)
Metodologia. Las biopeliculas se cultivaron en perlas de
vidrio y fueron expuestas a un tratamiento sub-letal
(reduccion total de 2 log UFC/mL) de AEN (75 mg/L de
cloro total disponible, 3 min). Se aisl6 ARN de las células
sobrevivientes de biopelicula, biopelicula sin tratamiento
(agua desionizada) y células libres. El transcriptoma de
todas las muestras de mRNA se obtuvo usando el equipo
Hi-Sec 2000 (lllumina, UMN Genomic Center).
Adicionalmente se seleccionaron 5 genes relacionados
con la virulencia y respuesta al estrés cuyos niveles de
expresion génica se determinaron utilizando PCR
cuantitativo (qPCR). El método Pfaffl Delta-Delta-Ct (5)
se utilizé para calcular la expresion relativa (utilizando el
gen 16SrRNA como gen normalizador).

Resultados. El estudio de secuenciacién masiva de RNA
identific6 999 genes regulados positivamente (cambio
igual o mayor a 15 wveces) y 10 regulados
negativamente, para las muestras de biopeliculas en
comparacion con las células libres. Los genes regulados
positivamente fueron los involucrados en la virulencia,
respuesta al estrés, sistemas de transporte, generacion
de energia, biosintesis de la envoltura celular y
homeostasis; y la percepcion en quorum. Entre los genes
que se encontraron regulados negativamente en las
biopeliculas fueron aquellos relacionados con Ila

biosintesis del flagelo. Después del tratamiento con AEN
solamente se observaron 7 genes regulados
positivamente (sistemas de transporte) y 2 regulados
negativamente (proteina de resistencia al choque por
frio). La cuantificacion de los genes seleccionados
usando gPCR mostré a todos los genes estudiados
regulados positivamente, el cambio en la expresion
relativa fue de 2,85, 4,55, 2,51, 3,36, 4,69 veces para las
biopeliculas sin tratamiento y 2,44, 2,90, 3,36, 2,75, 3,43
veces para las biopeliculas después del tratamiento con
AEN para los genes hly, sigB, sod, dnaK y hrcA,
respectivamente, en comparaciéon con las expresiéon en
células libres.
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Fig. 1. Expresion relativa de los genes hly, sigB, soD, dnaK and hrcA

en biopeliculas sin tratamiento y biopeliculas con tratamiento sub-letal

de AEN en comparacion con células libres. Los datos se normalizaron

usando el gen constitutivo 16srRNA, los resultados se expresan como
log, del cambio.

Conclusiones. La regulacién obtenida por L.
monocytogenes debido a la formacién de biopeliculas no
se vio afectada por efecto del tratamiento con AEN.
Nuestro estudio revel6 que los genes relacionados con
respuesta al estrés y la virulencia tienen un papel
importante en la formacion de biopeliculas de Listeria y la
resistencia a la desinfeccion utilizando AEN.
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