ANALISE TRANSCRICIONAL DE GENES
RELACIONADOS A FORMACAO DE BIOFILME
E VIRULENCIA EM CEPAS DE Listeria
monocytogenes DOS SOROTIPOS 1/2a E 4b,
CULTIVADAS EM DIFERENTES
TEMPERATURAS
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Existem treze diferentes sorotipos descritos para a Listeria
monocytogenes, sendo 0s sorotipos 1/2a, 1/2b e 4b os responsaveis
pela maioria dos casos humanos de listeriose, doenca severa gue
acomete principalmente gestantes, idosos, imunocomprometidos e
recém-nascidos. De grande preocupacao para a industria alimenticia, L.
monocytogenes pode ser encontrada em diversas superficies de
nlantas processadoras de alimentos, sendo capaz de se aderir e formar T R S :
persistentes biofilmes, através de mecanismos moleculares ainda
pouco conhecidos. Uma vez formados, estes biofilmes sao bastante
dificeis de serem eliminados por completo, comprometendo assim a
gualidade sanitaria de produtos alimenticios e resultando em diversos
problemas e prejuizos, tais como danos aos equipamentos das |
industrias e perdas de energia. S o S

MATERIAIS E METODOS B el

No presente trabalho, fol realizada a analise transcricional de genes
relacionados a formacao de biofilme e viruléncia em duas cepas de L. -
monocytogenes, sorotipos 1/2a e 4b, cultivadas a 7°C e 37°C, pela L .
técnica de PCR quantitativo em tempo real (RT-gPCR). " Serotype

Os primers para os genes analisados neste estudo (agrA, degU, luxs, ; sufs sufuU
prfA, hly, actA, flaA, sigB, ItrC, sufS e sufU) foram desenhados
utiizando sequéncia gendOmica de L. monocytogenes. Para o0s
experimentos de RT-gPCR fol preparado um mix de reacao, contendo: | |
0,1 uM de cada primer (senso e anti-senso - Invitrogen), 25 uM de . _ B L &
dNTPs (Promega), 1X tampao de reacao (Invitrogen), 3 mM de MgCl, N e U ot [ =27 =7ec]
(Invitrogen), 1X SYBR Green (Bio-Rad), 0,25 U de enzima Platinum Tag

Figura 1. Expresséao relativa dos genes agrA, degU, luxS, prfA, hly, actA, flaA, sigB,

DNA Polimerase (Invitrogen) e agua para completar o volume final de _  SIgE

e e~ ltrC, sufS e sufU, normalizada com o gene gap, para as duas cepas de Listeria
10 “L- Uma curva de d"“'QaO com as amostras de cDNA (dI|UIQOeS de monocytogenes dos sorotipos 1/2a e 4b, a 7°C e 37°C, e seus respectivos valores de
1:25, 1:50, 1:75, 1:100) foi realizada, para verificar qual concentracao desvio padréo.
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apresentava maior eficiencia nos experimentos de RT-gPCR, e 10 pl de A maioria dos genes analisados neste trabalho foram mais
cada cDNA diluido foi adicionado a 10 pl de mix de reacao, totalizando transcritos a 7°C, em comparacdo aos seus niveis de
um volume final de 20 pL. A amplificacao do DNA complementar foli transcricdo obtidos a 37°C, resultados estes que demonstram

de poliestireno contendo 96 pocos, e todos os experimentos foram mecanismos quando submetido a condicbes de estresse
realizados em triplicatas biologicas e quadruplicatas experimentais. (nesse caso, temperatura de refrigeracio). Dessa forma, a
bactéria consegue se manter viavel e patogénica mesmo em
situacOoes adversas, o que reforca a Importancia de ser

RESULTADOS E DlSCUSSAO controlada a sua presenca em estabelecimentos produtores

de alimentos, principalmente naqueles que fazem uso de

Para ambas as cepas, 0s genes sigB, prfA, luxsS, sufS, sufU, ItrC e flaA  cadeia de frio.
apresentaram transcricao significativamente aumentada (p<0,05) a 7°C, A -
em comparacao aos resultados para a condicao de cultivo a 37°C, REFERENC'AS B|BL|OG RAF|CAS
enguanto que o gene hly nao variou significativamente a sua transcricao _ . . . .

. . d y d : : : o ¢ HAIN, T. et al. Comparative genomics and transcriptomics of lineages |, I, and Il
entre as duas_temperaturas. O gene actA foi r_nws_tra_ngcn_to a /"C para a strains of Listeria monocytogenes. BMC Genomics, v. 13, doi: 10.1186/1471-
cepa do sorotipo 1/2a, enquanto que nao variou significativamente a sua 2164-13-144 (publicagéo online em 24 de abril de 2012).
transcricao entre as duas condicOoes de crescimento para a cepa do | S |

tino 4b. No entanto. para a cena 1/2a. o aene deaU ndo demonstrou SUQ, Y. et al. The expression of Superoxide Dismutase (SOD) and a Putative ABC
39"0 p ' e P - p _ 09 g _ o Transporter Permease is inversely correlated during biofilm formation in Listeria
diferenca estatisticamente significativa entre seus niveis de transcricao monocytogenes 4b G. PloS One, v. 7, n. 10, e48467, outubro 2012.
nas duas temperaturas estudadas, mas para a cepa 4b, apresentou |
transcricdo significativamente aumentada a 7°C. Interessantemente, a oMb H. D HIGGINS, D. E. A protein thermometer controls temperature-
dependent transcription of flagellar motility genes in Listeria monocytogenes.

presenca do gene agrA nao foi detectada na cepa 4b, e 0s seus niveis PL0S Pathogens, v. 7, n. 8, 1002153, agosto 2011. 6)
de transcricao foram menores a 7°C para a cepa 1/2a. Todos estes e ot Srio o UFvﬁGs
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resultados estao representados na Figura 1. APOIO: m@ 10T - VFRG'S urversioave oena  EE— WD
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