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Obiectivele stiintifice ale tezei de doctorat

Bacteriile lactice sunt, in general, capabile sa sintetizeze o setie de compusi care
prezintd o importanta deosebita in industria alimentara. Printre cei mai intens studiati
compusi se numara bacteriocinele.

fn ultimele doud decenii au fost izolate si identificate o mare varietate de
bacteriocine produse de bacteriile lactice capabile sa inhibe cresterea altor bacterii.
Aceste bacteriocine au fost caracterizate biochimic §i genetic si au fost puse in
evidentd atét modul lor de actiune cét si utilitatea lor practicé in industrie. in ciuda
eforturilor depuse de citre cercetdtori, nizina a rdmas, §i in zilele noastre, singura
bacteriocing purificata si folosita la nivel industrial ca bioconservant in peste 50 de {éri
din intreaga lume. Totusi, in prezent, studiile care vizeazé bacteriocinele promit gésirea
unor noi compusi antimicrobieni sintetizati in mod natural de bacteriile lactice care sa
poatd suplini cu succes nizina, Una dintre acestea este lacticina 3147, o bacteriocind
din clasa lantibioticelor care poseda un spectru antimicrobian larg comparabil cu cel al
nizinei. Nu sunt de neglijat nici bacteriocinele cu un spectru antimicrobian restrans care
poseda o specificitate foarte ridicatd pentru tulpini de bacterii lactice din aceasi specie
si acelasi gen. Acestea sunt denumite generic lactococcine i sunt produse de specii ale
genului Lactococcus lactis. Pot fi utilizate cu succes la accelerarea maturarii
brénzeturilor datoriti efectului lor de liza rapida a celulelor culturilor starter folosite in
industria branzeturilor.

In prima parte, teza intitulatd "Studiul bacteriocinelor produse de bacteriile
lactice din genul Lactococcus lactis, in vederea utilizarii acestora in industria alimentara”
aduce contributii la dezvoltarea cunoasterii in domeniu prin izolarea i identificarea

unei tulpini de bacterii lactice cu potential bacteriocinogenic dintr-un produs



traditional roméanesc, identificarea bacteriocinei si purificarea acesteia utilizind metode
moderne de investigatie. Partea a doua a tezei cuprinde elemente de noutate, in
studiul la nivel molecular, a dou3 bacteriocine care apartin principalelor dou3 clase si
anume lactococcina B (Clasa a II-a) si lacticina 3147 (Clasa I). Mai jos sunt prezentate

succint obiectivele prezentei teze de doctorat:

» Izolarea, identificarea si caracterizarea unei tulpini bacteriocinogenice din specia
- Lactococeus spp.
» Purificarea si identificarea bacteriocinei produse de tulpina L. lactis ssp lactis H8.
» Evidentierea importantei aminoacizilor din domeniul N-terminal al lactococcinei
B cu ajutorul tehnicii Alanine scanning.
> Utilizarea rationald a mutagenezei induse pentru obfinerea unor nol variante de

lacticina 3147.

Teza de doctorat a fost realizatd in perioada 2009-2011 in cadrul Universitatii
“Dundrea de Jos” din Galati, Facultatea Stiinta si Ingineria Alimentelor si Tn cadrul

University College Cork, Departamentul de Microbiologie.
Structura tezei de doctorat

Teza de doctorat are 152 de pagini §i este structuratd in doud sectiuni: prima
sectiune cuprinde studiul documentar intitulat “Bacteriocinele produse de specia
Lactococcus lactis: diversitatea si caracteristicile reprezentantilor din clasele | si a li-a”; si
sectiunea de studiu experimental structurata in patru capitole. Lucrarea contine 29 de

figuri si 6 tabele.



L. Studiu documentar

Studiul documentar cu titlul “Bacteriocinele produse de specia Lactococcus lactis:
diversitatea si caracteristicile reprezentantilor din clasele | §i a ll-a” cuprinde informatii
referitoare la stadiul actual al cunoasterii in domeniul bacteriocinelor produse de
bacteriile lactice. Acest studiu cuprinde, Tn prima parte, informatii generale legate de
biosinteza, structura si modul de actiune al bacteriocinelor. A doua parte a review-ului
literar este consacratd doar bacteriocinelor din clasele 1 si a H-a, exemplificind
caracteristicile acestor bacteriocine prin intermediul celor mai importanti reprezentanti:
nizina, lacticina 3147 din clasa I si lactococcinele A si B din cea de-a II-a clasa. n partea
de final sunt descrise succinct aplicaiile practice ale acestor bacteriocine, accentul fiind

pus pe aplicatiile lor in industria alimentara.

Ii. Studiu experimental

Studiul experimental cuprinde tehnicile folosite §i rezultatele investigatiilor
realizate pe parcursul celor trei ani de program doctoral. Aceastd parte cuprinde patru

capitole dupd cum urmeaza:

CAPITOLUL 2. Izolarea, identificarea si caracteriz unei tulpini bacteriocinoge

din specia Lactococcus spp. in acest capitol, sunt prezentate metodele de izolare §i
selectie a unor tulpini bacteriocinogenice de bacterii lactice utilizind produse
fermentate lactic drept surse de bacterii lactice. Totodats, s-a urmarit §i identificarea
genotipicd §i fenotipicd a tulpinii producatoare selectate precum si evidentierea
anumitor caracteristici care ar putea genera date importante pentru recomandarea

utilizarii acesteia ca tulpina industriala.



CAPITOLUL 3. Purificarea

lgctis H8. Acest capitol cuprinde strategiile aplicate pentru purificarea si identificarea
bacteriocinei produse de tulpina identificatd in capitolul anterior ca fiind L. lactis ssp.
lactis. Cu ajutorul cromatografiei lichide de naltd performanid s-a reusit separarea
bacteriocinei n diferite stadii de purificare. Spectrometria de masd a permis
identificarea masei moleculare a bacteriocinei iar amplificarea genei structurale a
acesteia, prin tehnica PCR, a condus la identificarea peptidei antimicrobiene:

lactococcina B.

CAPITOLUL 4. Evi
lactogoccinei B cu ajutorul tehnicii Alanine scanning, Acest capitol descrie evaluarea

impartantei functionale a unei secvente de amincacizi 2 lactococcinei B care, conform

unui studiu recent, ar putea avea o implicatie majord in potentialul antibacterian al

bacteriocinei, utilizind o tehnica denumitd ,Alanine scanning”.

CAPITOLUL 5. Uiilizarea rationald a mutagenezei induse pentru obtinerea unor noi
variante de lacticind_3147. in prezentul studiu au fost supuse bioingineriei, patru resturi

de aminoacid din doud domenii diferite ale moleculelor peptidice LtnAl. S-a incercat
obtinerea de noi variante de lacticina prin combinarea variantelor mutante obtinute ale
LtnAl cu varianta silbaticd a LtnA2 i testarea comportamentului tuturor variantelor
mutante nou-obtinute in scopul crearii unei asa-numite harii de design a

lantibioticelor.
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Rezultate experimentale
2. Materiale si metode

In scopul izolarii de bacterii lactice potential producitoare de bacteriocine au
fost selectate si utilizate in prezentul studiu probe prelevate din diverse alimente
traditionale, produse artizanal care au fost obtinute prin fermentare lactici. in total au
fost incluse in studiu 16 produse fermentate cu ajutorul bacteriilor lactice, sapte dintre
acestea fiind produse artizanale din Roménia, patru produse provenind de la centrul de
cercetare "Teagasc Agriculture and Food Development Authority” Moorepark, Cork,
Irlanda si sase produse avand ca taré de origine Franta.

Aproximativ 10 g din fiecare proba au fost suspensionate in 90 ml solutie de
saruri Ringer (8,6g NaCl, 0,3g KCI, 0,33g CaCl2 dizolvate intr-un litru de apa distilata
sterild) si omogenizate ulterior utilizind un omogenizator automat (IUL Instruments
Masticator, USA). Din fiecare din aceste probe sau realizat sase dilutii decimale care au
fost inoculate in mediu MRS (Merck, Germania) agarizat contindnd 1 % ciclohexamida
{Sigma-Adrich, Franta) ca agent antifungic. Repicarea coloniilor s-a realizat cu ajutorul
unui sistem automat de repicare "Genetix QPIX I-XT coleny-picking robot” (Genetix,
Germania).

Seleciia bacteriilor lactice producatoare de bacteriocine s-a realizat cu ajutorul
metodei difuziei in gel. Pentru acest experiment au fost pregatite placi Petri in care s-
au turnat 50 ml mediu GM17 (mediu M17-Oxoid, imbogatit cu 0,5% glucozd) cu 1,5 %
agar. Dupa expunerea la razele UV in placi s-au adaugat aproximativ 40 ml mediu GM
17 cu 0,75 % agar, fluidificat §i temperat la 50 °C pe baie de ap3, in care s-au addugat
80 ul (0,2 % v/v) inocul continand tulpina HP Lactococcus lactis ssp. cremoris. Dupi
solidificarea completd a celui de-al doilea strat, plicile au fost termostatate la 30 °C

timp de 16-18 ore si apoi analizate vizual pentru aparitia zonelor clare de inhibitie.

"



Evidentierea naturii proteice a compusului antimicrobian sintetizat s-a realizat
cu ajutorul testului proteinazei K.

Identificarea genotipicé s-a realizat prin amplificarea unei regiuni a unitatii 16S a
ARN-ului ribozomal si (i.e. amplicon) obtinut in urma reactiei de polimerizare in lang
(PCR). Identificarea subspec:'iei tulpinei identificate genotipic ca fiind Lactococcus lactis
a fost realizatd cu ajutorul unor teste fenotipice: capacitatea de a hidroliza arginina,
cresterea pe mediu cu 4% NaCl, la 40°C si activitatea glutamatdecarboxilazei.

Stabilirea antibiotipului tulpinii L. lactis ssp. lactis H8 s-a realizat prin testarea
rezistentei acesteia la o serie de antibiotice.

Sensibilitatea tulpinii L. lactis ssp lactis H8 la fagii litici a fost evidentiata cu
ajutorul a doisprezece fagi specifici bacteriilor lactice din genul L. lactis, din lizate
celulare ale unor culturi starter infectate, folosite in industria lapteiui.

Dinamica biosintezei bacteriocinei s-a evidentiat prin subcultivarea tuipinii L.
lactis ssp lactis H8, pe mediu M17 imbogétit cu 0,5% glucoza lichid la 30 °C timp de 22

de ore prelevindu-se 1 ml cultura ia diferite intervale de timp.

2.1 Rezultate si discutii

fn urma izolarii aleatorii de citre robot au rezultat 1500 colonii de bacterii

lactice din totalul celor 16 probe de alimente fermentate. De asemenes, a rezultat un
numdr semnificativ de colonii de drojdii provenite in special de la materialele vegetale
fermentate precum si colonii de mucegaiuri provenite de la branzeturile cu mucegai in
pasta sau la suprafat. Coloniile de bacterii lactice izolate au fost supuse unei evaluari a
capacitatii de sintezd a compusilor antimicrobieni, rezultdnd astfel 10 tulpini capabile
sa sintetizeze un compus antibacterian care a prezentat un comportament antagonistic

fatd de tulpina Lactococcus lactis ssp. cremoris HP acestora fiindu-le atribuite notatjile:

{2



H7, HB8 (colonii izolate din brénza telemea din lapte de oaie produsa in zona de munte-
Roménia); F6, F7, F8, F9 (izolate din cas obtinut din lapte de vacid-Romania); E4, F4, F5,
Férr (izolate din brénza de tip Provolone-ltalia). Testul cu proteinaza K a evidentiat
faptul ca doar una din cele 10 tulpini selectate produce un compus antibacterian de
naturd peptidicd, reactia de hidrolizd enzimatici a peptidei toxice pentru tulpina
indicator utilizata fiind marcatd de scaderea drastica a activitd{ii antibacteriene, fapt

observat vizual datoritd formei de semiluna a zonei de inhibitie (Figura 2.3).

a) b)

Figura 2.3 Evidentierea naturii proteice a compusului antibacterian sintetizat de
tulpina H8. a) Zona de inhibitie obfinutd in lipsa proteinazei K, b) Zona de inhibitie
obtinuté in urma hidrolizei unei parii din peptida antibacteriand difuzata in gel

in urma electroforezei in gel de agarozi a produsului obtinut prin reactia in lant
a polimerazei si analiza imaginii obtinute s-a observat cd lungimea ampliconului

obtinut a fost de 1,7 kb, care carespunde celei preconizate (Figura 2.4).
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1,7 Kb

Figura 2.4 Amplificarea unitatii 165 a ARN-ului ribozomal prin reactia PCR utilizénd ca
matritd ADN-ul genomic izolat din H8, Linia 1. ADN genomic; linia 2. produsul reactjei
PCR; linia 3. Marker-ul cu fungimea de pana 1 Kpb

Identitatea (genul si specia) tulpinii notate H8 a fost stabilitd ca fiind Lactococcus
lactis relevatd pe baza procentajuiui de potrivire (98 %) dintre secventele comparate
(Figura 2.5). In plus analiza fragmentelor ARNr de 16 S a sugerat apartenenta tulpinii
H8 la subspecia lactis, datoritd unei omologii scazute cu fragmentele genice apartinand
ARNr de 16 S de la tulpina L lactis ssp cremoris p984 (linia punctata), fapt ce a fost

confirmat ulterior prin teste biochimice.

" Lac latlis HB.seq
4—{_{ Lacfacaccus lackis ssp. factis BOMN1-5.
Lagtocpecys [achs ssp cremons pEB4 se
0 Lactoveccuslactis ssp Igctis IL1403 8¢

1

0
Figura 2.5 Arborele filogenetic care descrie legatura dintre tulpina H8 si alte tulpini
inrudite asa cum a rezuitat din analiza fragmentelor genice ale ARN; 165

Rezultatele testelor de identificare fenotipicd a tulpinii L lactis H8 (ie.
capacitatea de a hidroliza arginina, cresterea pe mediu cu 4 % NaCl si activitatea
glutamat decarboxilazei) au fost pozitive, sugerdnd apartenenta acesteia la subspecia

lactis.
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Antibiograma tulpinii L. lactis ssp. lactis H8, realizatd pentru 21 de antibiotice a
relevat o susceptibilitate maxima a acesteia la actiunea minociclinei (un antibiotic cu
spectru larg de actiune din familia tetraciclinei) dar si imunitatea fat de alte antibiotice
utilizate pentru acest experiment (spectinomicina, cefaclor, polimixina B sau
fosfomicina). Conform lui Ammor et al, 2007, tulpinile speciei L. lactis prezintd de
obicei susceptibilitate ridicatd la actiunea antibioticelor cu specificitate pentru
bacteriile Gram pozitive (i.e. bacitracina, novobiocina, teicoplanina sau vancomicina),
antibioticelor cu spectru larg (ie. rifampicina, cloramfenicol) i 2 beta lactamilor
(peniciline, ampicilina, amoxicilina, piperacilina sau ipinem). Aceste date au fost

evideniiate §i de antibiograma tulpinii L. lactis ssp. lactis H8 (Figura 2.6).

Denumirea anfibioticului

[ 5 10 15 20 25 30 s
Diametrul zensi de inhibitie, [mm]

Figura 2.6 Antibiograma tulpinii Lactococcus lactis ssp. lactis H8. Datele sunt
prezentate ca medie a trei determindri realizate in triplicat
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Rezistenta tulpinii Lactococcus lactis ssp. lactis H8 la actiunea tuturor fagilor
utilizati in acest studiu a fost dovedita de lipsa zonelor clare de inhibitie a cresterii §i
dezvoltarii acesteia, pe mediu semisclid agarizat, care ar fi putut avea loc datorita
propagérii bacteriofagilor in celulele gazda. Totodata, s-a observat infectarea tulpinii
test Lactococcus lactis MG1363 cu fiecare bacteriofag utilizat apartinand celor trei

specii mentionate.

mic

Faza logaritmici de crestere a tulpinii bacteriene corespunde cu intensificarea sintezei
bacteriocinei, urménd ca in faza stationard de crestere sinteza si stagneze, activitatea
antimicrobiani aflandu-se ja o valoare maximd de 1260 AU/ml dupd 16-18 ore de

cultivare (Figura 2.7).

E

-
2
Activitaten bactariocinal (AL

]

-—.---.-v—.——ﬂ——.-—ﬂ—-,--—.
g

[] L] it 1 an
Timp de incubara, [h]

Figura 2.7 Dinamica sintezei bacteriocinei pentru tulpina L. lactis ssp. lactis H8. Evolutia
activitatii antimicrobiene pe durata cultivirii este reprezentata de linia continué neagrd,
iar dinamica de crestere a tulpinii L. lactis ssp. lactis H8 este marcata de linia continud
rosie
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3. Purificarea i identificarea bacteriocinei produsé de tulpina L. lactis ssp lactis
3.1 Materiale si metode

Pentru purificarea bacteriocinei s-au utilzat doua metode diferite, in prima
utilizandu-se supernatantul iar in a doua biomasa, ca surse de bacteriocina, Purificarea
s-a realizat prin cromatografie lichida de inalta performanta,

Masa molecular a peptidei antimicrobiene produsé de tulpina L.lactis ssp lactis-
H8 s-a determinat utilizind echipamentul de spectrometrie de masd Axima Shimadzu
Biotech Plus (Shimadzu Biotech, Manchester, UK) care functioneazd dupd principiile
tehnologiei MALDI TOF-MS.

Identificarea geneticd a bacteriocinei s-a realizat folosind ca punct de plecare
datele obtinute anterior de la analizele de purificare si determinarea masei moleculare
a bacteriocinei pure active. Astfel s-a realizat designul a doud oligonucleotide primer
notate LenB FOR si LenB REY pe baza secventei genei codificatoare a lactococcinei B
descrisd anterior de van Belkum et al. 1992. Secventele oligonucleotidelor primer sunt:
TAATATTGTTTCTGATGAAG pentru oligonucieotida primer sens (LenB FOR) si
TTAGTGGAATGTTTTTCCCCAT pentru oligonucleotida primer antisens (LcnB REV),

3.2 Rezultate si discutii

are a bacteriocinei

Utilizand primul protocol de purificare descris s-a obtinut un profil de elutie al
bacteriocinei descris in Figura 3.1 unde se observa c¢3 eluarea compusului a avut loc in
mai multe etape corespunzitoare timpilor de retentie indicati in cromatograma. Ca
urmare, in urmatoarea etapd s-au analizat fractiunile corespunzitoare peak-uritor

Q66 O/

majore.
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Din analiza antagonismului bacterian a fractiunilor colectate, utilizind ca
microorganism indicator tulpina Lactococcus lactis ssp cremoris-HP, s-a observat c@
fractiunea colectatd 6 este cea mai activd, fapt observat prin aprecierea vizuald a zonei
de inhibitie. Activitate antimcrobiani s-a constatat si la fractiunile colectate 5 si 7, dar
zonele de inhibitie obtinute au avut dimensiuni reduse comparativ cu cea obtinuta in
cazul fiolei 6 (Figura 3.2). Acest aspect indici faptul cd eluarea compusului biologic

activ a avut loc dupd aproximativ 30 de minute ins3 etapa nu a fost completa.
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Figura 3.1 Profilul cromatogramei RP-HPLC (214 nm) obtinutd prin eluarea activitatji
antimicrobiene pe coloana Phenomenex Proteo Jupiter Cys.

I a L b

Figura 3.2 Activitatea antibacteriani a bacteriocinei purificate prin RP-HPLC produsé
de tulpina L. lactis ssp. lactis-H8; a) fractiuni active; b} fractiuni inactive
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Utilizéind aceastd metod3 de purificare s-a incercat §i identificarea compusului
antimicrobian prin spectrometrie de masi, In mod nesurprinzitor, profilul
cromatogramei rezultat in urma eludrii activitatii antimicrobiene de pe coloana XBridge
€18, 10mm x 250mm, in gradient de propan-2-ol, a fost mai complex comparativ cu
cel obtinut la prima metoda (Figura 3.3). Acest fapt poate fi explicat de complexitatea

mediului din care s-au realizat separarea si purificarea bacteriocinei.

Maswnte

Figura 3.3 Profilul cromatogramei RP-HPLC obtinut la purificarea bacteriocinei
produse de tulpina L. lactis ssp. lactis -H8. Proba injectata a constat in preparatul brut
de bacteriocind aflatd in suspensie in solutie de propan 2-ol la pH=2,0. Fractiunile
active au fost colectate in fiolele 23-48 ale colectorului de fractiuni

fn urma evaludrii activitdtii antimicrobiene, prin metoda difuziei in gel, s-a
observat c3 bacteriocina a fost eluatd de pe coloana cromatograficd in mai multe
etape, bacteriocina fiind prezents in forma activd in majoritatea fracfiunilor colectate
(Figura 3.4). Eluarea continud a compusului antimicrobian hidrofob de pe coloand se
poate datora interactiunilor hidrofobe sau polare dintre bacteriociné si alfi compusi cu

hidrofobicitate diferita. Acestia au fost eluati impreund la atingerea concentratjei critice
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specifice fiecarui compus, la care a avut loc desorbtia din faza stationarad si ulterior
eluarea acestora de pe coloand, conform principiului cromatografiei de lichide de inalta
performantd in faza inversa. Dintre fractiunile cele mai active s-a selectat aleatoriu un
numar de zece probe care au fost supuse analizei prin spectrometrie de masa cu
scopul de a determina masa moleculara a compusului activ dar si puritatea acestuia

(Figura 3.5).

Figura 3.4 Activitatea antibacteriand a bacteriocinei detectatd in fractiunile colectate.
Tulpina indicator folosita a fost L. lactis ssp. cremoris HP

Din analiza spectrelor a rezultat faptul ca fractiunile 33, 34 si 35 (Figura 3.5)
contin cea mai mare cantitate de bacteriocina judecand dupa amplitudinea intensitatii
semnalului de detectie a ionilor purtdtori ai compusului cu masa de ~ 5330 Da.

Avand in vedere faptul cd eluarea compusului antimicrobian produs de tulpina
L. lactis ssp. lactis = HB a avut loc in mai multe etape iar gradul de puritate a
bacteriocinei, apreciatd prin analiza spectrelor de masé, a fost unul scdzut, s-a decis
efectuarea unei noi etape de purificare.

Cea de a doua treaptad de purificare a indicat faptul ca separarea bacteriocinei

din mediul de cultura se poate realiza in conditii optime printr-o indepértare mai
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eficientd a compusilor hidrofobi din mediul de culturd GM17, care au interferat cu

procesul de separare cromatografica in prima etapé de purificare (Figura 3.6).
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Figura 3.5 Spectrele de masd obtinute in urma analizei fractiunilor active prin
spectrometrie de masa de tip MALDI TOF. in partea dreapti a fiecrui spectru de masé
detectat se afla numarul fractiunii analizate

Pentru o evaluare a procesului de separare si purificare a bacteriocinei, utilizind
supernatantul ca sursd, s-a realizat raportul intre activitatea specifica celei mai pure
fractiuni rezultate din etapa a doua de purificare (Le. fractiunea 27, Figura 3.7) si cea
similard din prima etapd de purificare, rezultdnd un raport de recuperare relativd de
60 %. Cu toate acestea, raportul de recuperare fatd de activitatea antimicrobianad a

supernatantului s-a situat in jurul valorii de 40 %.
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Figura 3.6 Profilul cromatogramei RP-HPLC obtinut la purificarea bacteriocinei
produse de tulpina L. lactis ssp. lactis -H8. Proba injectatd a constat in forma
concentrata a fractiunii 34 colectate in experimentul anterior

Determinarea masei moleculare a compusului antimicrobian produs de tulpina
L. lactis ssp. lactis — H8 a fost realizatd utilizénd cele trei fractiuni active izolate. Pentru
toate cele trei probe, masa moleculard detectata a fost 5327 Da., fiind insd detectate si
forme oxidate ale moleculei (5346 Da, Figura 3.8). in cazul fractiunii 28 bacteriocina
suferd un puternic proces de oxidare care influenteazd si activitatea biologica a

acesteia in comparatie cu celelalte doud probe analizate.

Sgura 3.7 Activitatea antibacteriand a bacteriocinei detectatd in fractiunile 26, 27 si 28.

Tumea mccztor folositd a fost L. lactis ssp. cremoris HP
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Figura 3.8 Spectrele de masd obtinute in urma analizei fractiunilor active prin
spectrometrie de masa de tip MALDI TOF. Fractiunile analizate au fost 26, 27 si 28,
masa moleculard detectata fiind de 5327 Da. Se observa un puternic fenomen oxidativ
in cazul probei 28

Prin compararea maselor moleculare rezultate in experimentul anterior s-a
concluzionat cd masa moleculard a compusului peptidic antimicrobian, produs de
tulpina L. lactis ssp. lactis =H8, se situeaza in domeniul 5327-5330 Da. Pentru o posibild
identificare a bacteriocinei, masa moleculard obtinutd a fost comparatd cu cele ale
bacteriocinelor descrise in literatura de specialitate. Astfel, s-a constatat ca lactococcina
B, produsa de tulpina L. lactis ssp. cremoris 984 (Venema, Abee et al. 1993), are 0 masa
moleculard de 5327 Da, o valoare foarte apropiatd de cea a bacteriocinei relevate in

prezentul studiu.

Identificarea geneticd a bacteriocinei

Dupd migrarea in gel de agarozd 1 % a ampliconilor rezultati in urma reactiei
PCR, s-a observat aparitia a doud benzi clare cu o lungime de aprozimativ 200 pb,
corespunzatoare dimensiunii genei lcnB (Figura 3.9) (van Belkum et al,, 1992a)
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Figura 3.9 Electroforeza in gel de agarozd 1 % a ampliconilor genei lcnB obtinuti in urma
reactiei PCR. Linfa 1-markerul molecular de 1 Kb; Liniile 2 §i 3 ampliconii genei len B cu

lungimea de 200 pb

4. Evidentierea

importantei

aminoacizilor din domeniul

lactococcinei B cu ajutorul tehnicii Alanine scanning

4.1 Materiale si metode

Tabel 4.1 Tulpinile si plasmidele utilizate in acest studiu

N-terminal al

Tulpin/plasmida

Caracteristici principale

Referinta

L. lactis ssp. lactis H8

L. lactis ssp. lactis biovar
diacetylactis DPC938

L lactis DPC3286"

L. lactis ssp. cremoris HP

L. lactis ssp. lactis IL
1403

L. lactis MG1363

E coli TOP10
Plasmide

pC1372

Tulpina producatoare de lactococcina B izolata
din urda-produs lactat traditional roménesc.
Tulpina producitoare de lactococcina A, B 5i M

Variant3 a tulpinei DPC338 capabild de
superproductia lactococcinelor

Tulpina indicator susceptibild la activitatea
antibacteriana a lactococcinei B

Tulpina folosité ca gazda pentru expresia
lactococcinei B

Tulpina folosita ca gazda pentru expresia
lactococcinei B

Tulpina gazda intermediaré pentru expresia LcnB

Vector high-copy folosit pentru clonare; contine

gena responsabila de rezistenta la cloramfenicol
(Cm")

Prezenta teza

(Morgan et al,
1995)

(Ryan et al,,
1996)

(Chopin et al,
1984)

(van Asseldonk
et al, 1990}
Invitrogene

(Field et al,
2008)

"DPC, Dairy Products Center, Moorepark, Fermoy, Cork, Irlanda
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ifi lona i rimare: iLcnB

Operonul lactococcinei B cu lungimea de 1260 perechi de baze (pb) cuprinde
promoterul natural al LenB sub controlul ciruia se afld genele care codifica sinteza
bacteriocinei (lcnB), precum si cea care codificd proteina responsabild de imunitate

(lciB) (Figura 4.1).

r Ta00p6 Taope Teoom Tew go RETTTT) Tizoo e
AGCTTGCASTATOTIATG:

Cligondoeotde primes

é

Sacvend supush  aianing scanning

Figura 4.1 Operonul care contine genele responsabile de sinteza lactococcinei B si de
imunitate la aceasta

Amplificarea operonului lactococcinei B s-a realizat cu ajutorul reactiei de
polimerizare in lan{ (PCR ~ polymerase chain reaction) utilizind ca matrita ADN-ul
plasmidial izolat de la tulpinile de L. lactis DPC938, DPC3286 si H8. Izolarea ADN-ului
plasmidial s-a realizat cu kitul de izolare PureLink™ HiPure Plasmid DNA Purification
(Invitrogen). Clonarea ampliconului obtinut in urma reactiei PCR s-a realizat utilizand
un vector de tip "shuttle” denumit pCI372, cu o lungine de 5700 pb. Vectorul pCI372
este un vector "high copy”, creat cu un situs multiplu de clonare care cuprinde o serie
de situsuri de recunoastere a fragmentelor restrictionate cu diferite endonucleaze si

cuprinde gena marker responsabila de rezistent4 la cloramfenicol (Figura 4.2).
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Figura 4.2 Reprezentarea graficé a vectorului pCI372. MCS - situs de clonare multipld;
CM gena responsabild de rezistentd la cloramfenicol; Ori 322 si Ori 305 origini ale
replicarii )

Metoda “Alanine scanning” cu utilizarea mutagenezei situs-specifica

“Alanine scanning” reprezintd o analiza moleculara sistematica care urméreste
evidentierea influentei specifice pe care o au aminoacizii din structura proteinelor
asupra functionalitatii acestora, utilizand ca instrument mutageneza-situs specifica. O
reprezentare grafica simplificatd a tehnicii utilizate in “alanine scanning” folosite in
acest studiu este prezentata in Figura 4.3.

Plasmida pCI372, in structura cdruia s-a inserat operonul LenB (pCI372-IenB), a
fost utilizat ca matrita pentru reactia PCR care s-a realizat cu scopul inlocuirii primilor
sase aminoacizi din domeniul N-terminal al lactococcinei B. Aminoacizii vizati, codonii
corespunzitori acestora si secventele oligenucleotidelor primer folosite in aceasta

tehnica sunt prezentate in Tabelul 4.2.

26



Figura 4.3 Reprezentarea graficdi a mutagenezei situs-directionatd in scopul
introducerii controlate a resturilor de alanini in locul resturilor de aminoacizi naturali

din LcnB

Tabelul 4.2 Oligonucleotidele primer utilizate in mutageneza situs-directionata

Aminoacid

Cedon

Cligonucieotidd primer degenerativ

Oligonucleotida primer de control

Serina (5)

Leucina (L)

Glutamina (Q)

Tirozina (Y}

Valina (V)

Metionina (M)

AGT

e

TAT

GTT

ATG

5 AATGGAGGAGCTTTGCAGTATGTTATGAGTGCTGGACCA 3'
3 ATACTGCAACGATCCTCCATTAACTTCTGCAAGTTCTTC S

5 GGAGGAAGCGUTCAGTATGTTATGAGTGCTCCATATACT 3
3 AACATACTGCGAGCTTCCTCCATTAACTTCTGLAAGTTC 5

5 GGAAGCTTGGCTTATGTTATGAGTGCTGGACCATATACT 3
3 CATAACATACGACAAGCTTCCTCCATTAACTTCTGCAAG 5

5 AGCTTGCAGGCTGTTATGAGTGLTGGACCATATACTTGG 3
3 ACTCATAACCGACTGCAAGCTTCCTCCATTAACTTCTGE 5

5 TTGCAGTATGCTATGAGTGCTGGACCATATACTIGGTAT 3"
3 AGCACTCATCGAATACTGCAAGCTTCCTCCATTAACTTC S

5' CAGTATGTTGCTAGTGCTGGACCATATACTTGGTATAAA 3'
3 TCCAGCACTCGAAACATACTGCAAGCTTCCTCCATTAAC S

5' GCAGAAGTTAATGGAGGALT 3

5 GAAGTTAATGGAGGAAGLGC 3

5 GTTAATGGAGGAAGCTTGGC 3'

5 AATGGAGGAAGCTTGCAGGC I

5" GGAGGAAGCTTGCAGTATGC 3

5 GGAAGCTTGCAGTATGTTGC 3
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4.2 Rezultate si discutii

Mutageneza prin pri | i ing"

La constructia celor sase mutanti ai lactococcinei B, amplificarea genelor
mutante cu oligonucleotidele primer de control a relevat c¢d@ majoritatea
transformantilor de E coli TOP10 rezultati continea plasmidele cu genele mutante
dorite. Acest fapt a fost demonstrat prin reactia PCR, iar electroforeza in gel de agaroza
a produgilor de reactie a evidentiat un rezultat pozitiv pentru majoritatea coloniilor
testate. in cazul variantelor mutante ale resturilor de tirozina (Y), valind (V) si metionina
(M) s-a obtinut un numir semnificativ de reactii negative fapt ce a indicat ca
tratamentul produselor PCR cu endonucleaza de restrictie Dpnl nu a avut acelasi
randament ca in cazul resturilor serina (S), leucind (L) si glutamind (Q) (Figurile 4.4 si
4.5). Plasmidele care contin gena lcnB mutanta pentru resturile de aminoacid vizate au
fost secventiate. Analiza secventelor obfinute a confirmat mutatiile asteptate pentru
toate cele sase resturi de aminoacid din domeniul N-terminal al lactococcinei B (Figura

46).

Figura 4.5 Electroforeza in gel de agaroza
obtinutd pentru coloniile transformante
de E. coli TOP10 care contin plasmidele cu
gena [enB mutantd pentru resturile de
tirozina (Y), valina (V) si metionina (M}

Figura 4.4 Electroforeza in gel de agaroza
obtinutd pentru coloniile transformante
de E. coli TOP10 care contin plasmidele cu
gena [cnB mutantd pentru resturile de
serina (S), leucina (L) si glutamina (Q)
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Figura 4.6 Aliniamentul secventelor genelor parentale si cele mutante pentru resturile
de amioacizi vizate. in figurd este marcats alinierea exacts a codonilor naturali si cei ai
alaninei din secvenia mutant

Analiza mutantilor obtinuti

Analiza celor sase variante mutante ale lactococcinei B s-a realizat cu ajutorul
metodei difuziei in agarozi a bacteriocinelor. in acest sens, toate variantele nou create si
varianta de tip silbatic au fost supuse in mod similar tuturor procedurilor de lucru
pentru a putea evidentia in mod clar diferenfele de activitate intre forma sélbaticd si
formele mutante. S-a observat ca toate variantele mutante pastreazd inca activitatea
antimicrobiang, insd potenta acestora este variabil3, fiecare avind un comportament
individual diferit. Faptul c3 activitatea antimicrobiand s-a péstrat pentru fiecare din
variantele mutante a condus la ideea ca cele sase reziduuri din domeniul N-terminal al

lactococcinei B nu sunt esentiale pentru activitatea biologicd a peptidei. Acestia joacs,
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Figura 4.6 Aliniamentul secventelor genelor parentale si cele mutante pentru resturile
de amioacizi vizate. In figura este marcati alinierea exacts a codonilor naturali si cei ai
alaninei din secvenia mutant

Analiza mutantilor obtinuti

Analiza celor sase variante mutante ale lactococcinei B s-a realizat cu ajutorul
metodei difuziei in agarozi a bacteriocinelor. in acest sens, toate variantele nou create si
varianta de tip sélbatic au fost supuse in mod similar tuturor procedurilor de lucru
pentru a putea evidentia in mod clar diferentele de activitate intre forma salbatica si
formele mutante. S-a observat ¢ toate variantele mutante pistreazi incd activitatea
antimicrobiand, insd potenta acestora este variabild, fiecare avand un comportament
individual diferit. Faptul cd activitatea antimicrobiand s-a pastrat pentru fiecare din
variantele mutante a condus la ideea ca cele sase reziduuri din domeniul N-terminal al

lactococcinei B nu sunt esentiale pentru activitatea biologicd a peptidei. Acestia joacs,
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insa, un rol important avénd in vedere cé la majoritatea variantelor mutante s-a constatat
o scédere drastica a activitatii antimicrobiene fa{d de varianta de tip salbatic (Figura 4.7).

Interesant este ca una din variantele mutante (Ser-Ala) a exprimat o activitate
punct de vedere a proprietétilor fizice ale lactococcinei B (aceasta fiind o peptid
hidrofob3) se poate presupune cd inlocuirea unui aminoacid polar (serina) cu un
aminoacid hidrofob (alanina) poate conduce la o crestere a activitaiii antibacteriene a

LenB datorita cresterii hidrofobicitatii moleculei.

Variantd s&ibatics Sar—Ala Leu—Ala Gln—Ala Tyr—Ala Val--Aln Met—Ala

Figura 4.7 Evidentierea zonelor de inhibitie generate de tulpina de tip silbatic a
lactococcinei B si de variantele mutante ale acesteia. Experimentele realizate in triplicat
au condus la rezultate identice

Antibacterion activily [mm]
a =

Laciococtin B variants

Figura 4.8 Diametrele zonelor de inhibifie generate de tulpina de tip salbatic a
lactococcinei B i de variantele mutante ale acesteia. Valorile diametrelor de inhibitie
prezentate reprezintd rezultatul a trei determinari paralele

Je



Acelasi fapt a fost observat si in cazul inlocuirii reziduului cisteina din pozitia 24 a

lactococcinei B cu alanina in cazul unui studiu anterior realizat de Venema et al, 1996.

Masurarea diametrelor de inhibitie obtinute au condus la obtinerea unor valori care au

confirmat analiza vizuald a zonelor de inhibitie obtinute pentru toate cele sase variante

mutante ale LenB (Figura 4.8).

5. Utilizarea rational3 a mutagenezei induse pentru obtinerea unor noi variante de

lacticind 3147

5.1 Materiale si metode

Tulpinile bacteriene i plasmidele utilizate pentru realizarea acestui studiu sunt

prezentate in Tabelul 5.1.

Tabelul 5.1 Tulpinile bacteriene si plasmidele utilizate

Sursa/
Tulpina/Flasmida Caracteristici generale Referinta bibliografica
Tulpini
L lactis MG1363 pOM44 MG1363 care confine pOM44 Coakley et al,, 1997
i;[;:;‘; MG1363 pOM44 11363 care contine pOM44 si pDFO2 Field et al, 2007

E. coli MC1000 pPTPL
E. coli XL-1 Blue

L. lactis ssp cremoris HP
Plasmide
pCl372

pOM44
pPTPL
pDFO1

pDF02

MC1000 care contine pPTPL
Tulpina intermediara de clonare

Tulpina susceptibilé la Lacticina 3147

Marker de rezistentd la cloramfenicol; Vector de
clonare "high copy”

pCI372 + operonul tnEFIRM1TM2)

Vector de clonare “low copy” care contine genele
TetR (rezistenta la tetracicling) §i lacZ

pCI372 care contine [tnALA2 aflatéd sub controlul
promoter Pbac

PPTPL care contine {tnA1A2 aflatd sub controlul
promoter Pbac

O'Driscoll et al, 2004
Stratagene

UCC Culture
Collection

Hayes et al, 1990

Cotter et al, 2006b
(Figura 5.1)
O'Driscoll et al,, 2004
(Figura 5.1)

Cotter et al, 2006b

Field et al, 2007




Figura 5.1. Vectorii plasmidali pPTPL si pOM44 care asigurd exprimarea lacticinei 3147
prin complementaritate

tur; i izi pri ai a

Pentru reactia in lant a polimerazei (PCR), plasmida pDFO1 a fost utilizata ca
matritd pentru obtinerea copiilor mutante ale clusterului care contine gena structurala a
peptidei LtnAl din structura lacticinei 3147. Oligonucleotidele primer folosite au fost
construite avand ca matritd secventa de nucleotide a genei (tnAl. Pentru fiecare rest de
aminoacid vizat pentru mutageneza codonului nativ din nucleotida primer
corespunzatoare a fost inlocuit cu cedonul NNK (unde N permite incorporarea adeninei,
citozinei, guaninei sau timinei iar K permite incorporarea guaninei sau a timinei) aga cum
este prezentat si in Tabelul 5.2. A fost preferata utilizarea codonului NNK in schimbul
codonului NNN, pentru a preveni sau a scadea frecventa de obtinere a doi dintre codonii
STOP si pentru a miri sansele teoretice de a substitui restul de aminoacid nativ cu ceilalti

19 aminoacizi ramasi (Cwirla et al, 1990; Scott and Smith, 1990).
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Tabel 5.2 Oligonucleotidele primer utilizate pentru mutageneza

Denumire primer Secventa oligonucleotidel primer

TAlT3degfOR 5'PHO-GCGTGTAGTNNKAACACATTCTCGCTCAGTGATTACTGG 3'
ALT3degREV 5 GAATGTGTTMNNACTACACGCACCAAATACATCTTCATC 3'
AlN4degFOR 5'PHO-TGTAGTACTNNKACATTCTCGCTCAGTGATTACTGGGGA 3'
ALN4degREV 5 CGAGAATGTMNNAGTACTACACGCACCAAATACATCTTC 3
AlL8degFOR 5'PHO-ACATTCTCGNNKAGTGATTACTGGGGAAATAACGGGGCT 3'
AlL8degREV 5 GTAATCACTMNNCGAGAATGTGTTAGTACTACACGCACC 3'
AlY1ldegFOR 5'PHO-CTCAGTGATNNKTGGGGAAATAACGGGGCTTGGTGTACA 3
AlLY11degREV 5 ATTTCCCCAMNNATCACTGAGCGAGAATGTGTTAGTACT 3
pCI372FOR 5 CGGGAAGCTAGAGTAAGTAG 3
pCI372REV S'ACCTCTCGGTTATGAGTTAG ¥
TETK PL S'AGTCCGTTAAATCGACTG 3'
PPTFLALAZFOR 5 TCAGATCTTATATACAGAGTTACTA 3
PPTPLALAZREV 5 TGTCTAGATAATTTCTGGAARAAAC 3

5.2 Rezuitate si discutii

Saturarea in aminoacizi prin mutageneza indusi

Studiul de fatd face parte dintr-un proiect amplu care a avut drept scop
evidentierea susceptibilitatii individuale a fiecirui rest de aminoacid din molecula
peptidei LtnAl a lacticinei, la schimbarea acestora prin mutageneza indusa. S-a incercat
ca fiecare rest de aminoacid din componenta peptidei si fie inlocuit cu toate celelalte 19
resturi aminoacid, fenomen teoretic posibil.

in cazul acesta, saturarea in aminoacizi a vizat pozitiile LtnA1T3, LtnA1N4, LtnA1L8
si LtnA1lY1l. Acestia fac parte din domeniul “variabil” al moleculei LtnAl conform
rezultatelor obtinute intr-un studiu anterior (Cotter et al,, 2006).

Prin procedeul de mutageneza indusa aplicat pentru resturile de aminoacid din

domeniul variabil s-au obtinut 10 forme mutante distincte in cazul restului aminoacid din
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pozitia T3, 11 variante mutant pentru pozitia N4, 7 variante mutant pentru pozitia L8 si
respectiv 11 variante pentru pozitia Y11 (Figura 5.2).

in cazul treoninei (modificata post-translational in dehidrobutiring) din pozitia T3,
nlocuirea acestuia cu cele 10 variante a rezultat in patru noi variante active ale lacticinei

3147 si sase variante inactive (Tabel 5.3).
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Figura 5.2 Variantele mutant ale peptidei LtnAl a lacticinei 3147. Culoarea albastru:
aminoacizii care au inlocuit restul aminoacid nativ rezultdnd intr-o variantd inactiva a
lacticinei 3147; Culoarea rosie: aminoacizii care au inlocuit restul aminoacid nativ
rezultdnd intr-o varianta activa a lacticinei 3147

Se poate observa cd sase dintre noile variante rezultate prin inlocuirea
aminoacidului nativ din pozitia T3 a LtnAl sunt inactive dar, cu toate acestea, nu se
poate afirma cu siguran{a cé inlocuirea dehidrobutirinei cu alti aminoacizi este esentiala
pentru activitatea antimicrobiand a lacticinei 3147. Acest fapt este confirmat si de
prezenta bioactivitdtii in cazul celorlalte cinci variante mutante obfinute, nivelul cel mai
ridicat de activitate fiind conservat de catre varianta mutanta LtnA1T3-Y (unde tirozina a
inlocuit aminoacidul nativ). Datele rezultate in urma inlocuirii aminoacidului din pozitia
T3 cu variantele precizate anterior canfirma studiile anterioare in care s-a demonstrat ca
nlocuirea resturilor de dehidroalaning (Dha) sau dehidrobutirind (Dhb), in general, nu
afecteazd drastic activitatea lantibioticelor. Totusi, acest comportament variazé de la un
lantibiotic la altul (Cotter et al, 2005; Field et al,, 2007).



Tabel 5.3 Actvitatea antibacteriana a variantelor mutant identificate ale lacticinei 3147

Activitate antimicrobiand a variantelor lacticind 3147 rezultate
Variants aminoacid posibila LtnAIT3 LtnAING LtnA1L8 LtnAIY11
N ++ . X 0
Q X X X X
C X X X 0
G ] + 0 [}
A i} ++ 0 +
s X X 0 %
T FH44+ ] 0 X
v 0 + X =+
L % X FHE++ X
1 0 X 0 X
P 1] [ x 0
M s % 0 44
F X ] A 1]
¥ e 0 X ey
W b X X X
D ++ 0 X 0
E X b ++ X
R 4] 0 X ++
H X 0 X X
K X 0 X X
Variante indentificate din totalu! 1018 11/19 719 11/19

posibil

“Zonade inhibitie = {diametru halou clar/diametrul coloniei):
0 = inhibitie absentd; + =1-4mm; ++ =4-8mm; +++ = 8- 12 mm; ++++ =12 - 16 mm;
+++++ = > 16 mm (forma nativa a lacticinei 3147); X = forme mutante neidentificate
In cazul restului de asparagind (N4) din cele unsprezece noi variante rezultate in

urma mutagenezei induse, doar trei au pastrat o parte din activitatea lacticinei 3147
native. Varianta mutant LtnALN4K (lizina a inlocuit asparagina din structura nativa) este
inactivd. Acest rezultat se afld in contrast cu cel obtinut in cazul aceluiasi tip de
substitutie la restul asparagind din pozitia 15 unde mutantul N15K are un nivel ridicat de
activitate comparat cu cel al lacticinei 3147 native, acest rezultat apartindnd unui studiu
anterior (O'Connor et al, 2007). Acest rezultat sugereaza ca pozitionarea asparaginei

intre cele doua resturi de Dhb poate juca un rol important in stabilitatea acelui domeniu
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din molecula Ltnl, domeniu considerat important in interactiunea cu peptida LtnA2 a
lacticinei. Totusi, variantele active rezultate prin mutageneza asparaginei N4 creaza o
imagine ambigua, fapt ce confirmé caracterul variabil al domeniului in care este cuprins
asparagina din pozifia N4 a LtnAl.

Restul de leucina din pozitia 8 a LtnAl reprezintd pozitia care permite o singurd
inlocuire a aminoacidului nativ cu un altul pentru ca lacticina 3147 sa péstreze o parte a
activitatii sale biologice.

Singurul aminoacid aromatic din cei patru supusi acestui studiu, tirozina (Y11)
face parte din primul inel lantioninic al peptidei Al insd acest aminoacid nu este
considerat esential pentru activitatea biologicd a moleculei conform studiului realizat de
Cotter et al 2005. Mutageneza indusé a permis inlocuirea acestui rest aminoacid cu
unsprezece resturi de aminoacid din cele noudsprezece posibile. Din cele 11 noi variante
de lacticina obtinute cinci au péstrat diferite nivele din activitatea lantibioticului nativ.
Astfel, varianta mutant LtnA1Y11A (unde alanina a inlocuit tirozina nativa) a fost cea mai
putin activd dintre toate variantele mutante, Este cunoscut faptul ¢d@ aminoacizii
aromatici joacd un rol important in recunoasterea membranei celulare a
microorganismelor tintd acestia fiind aproape intotdeuna localizai la interfaza apé-lipide
in membranele celulare (Pebay-Peyroula si Rosenbusch, 2001; de Planque et al, 2002;
Jing et al, 2003). Acest rezultat indica faptul ca inlocuirea unui aminoacid aromatic cu
unul alifatic conduce la o scadere drasticd a activitatii antimicrobiene in cazul lacticinei
3147. Aceasti ipoteza este sustinutd de o serie de studii in care substitutia aminoacizilor
aromatici cu cei de naturd alifaticd in alte molecule lantibiotice a condus la efecte
variabile, cum ar fi cresterea bioactivitatii, (de exemplu mutanta F3W a mersacidinei
(Szekat et al, 2003)), lipsa totald a sintezei a unei variante mutant a lantibioticului Pep5
(F23 D) (Bierbaum et al, 1994) si chiar pierderea totald a activitatii antimicrobiene a
mutantei Y20G a epiderminei (Ottenwalder et al,, 1995). Toate aceste date obiinute pot fi

corelete si utilizate in designul lantibioticelor avand in vedere faptul c3 resturile de
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aminoacizi aromatici sunt conservati de la o generatie de lantibiotice la alta (Dufour et

al, 2007).
6. Concluzii

De la descoperirea nizinei in 1928, bacteriocinele au devenit un domeniu de
studiu abordat de tot mai multi cercetdtori, aceastd descoperire deschizdnd o noud
dimensiune a conservérii alimentelor. Dupd o lungd perioadd de studii intense,
bacteriocinele au ajuns astdzi la limita dintre bioconservantii alimentari si antibiotice,
dovedind un potential promitator si in domenii ca medicina §i industria farmaceutica.
Studiul de fata s-a concentrat asupra bacteriocinelor produse de genul Lactococcus lactis
abordand doi reprezentanii din doua clase diferite : lactococcina B din clasa Il si lacticina

3147 din clasa [ a bacteriocinelor produse de bacteriile lactice.

in prima parte a studiului, s-a reusit izolarea unei tulpini bacteriocinogenice de
L. lactis ssp. lactis, avand indicativul H8. Aceasta a fost izolatd dintr-un produs fermentat

traditional romanesc (branza telemea) obtinut artizanal.

Tehnica de identificare geneticd pe baza omologiei genelor care codifica unitatea
16 S a ARN-ului ribozomal in cadrul aceleiasi familii de bacterii a permis stabilirea cu
precizie a identitdfii tulpinii izolate. Aceasta a fost ulterior caracterizatd fenotipic,
evidentiindu-se o buna rezistentd la acfiunea unor fagi specifici bacteriilor lactice
utilizate in industria alimentard, capacitatea de a fermenta arginina, iar profilul
antibiogramei rezultat s-a incadrat in cele descrise anterior de alfi autori care au avut ca
obiectiv studiul unor tulpini de L lactis. Testele care au vizat stabilirea spectrului
antimicrobian al bacteriocinei produse de tulpina L. lactis ssp lactis H8 au evidentiat o

buna activitate antibacteriand Tmpotriva altor tulpini ale speciei Lactococcus spp.

Pentru identificarea bacteriocinei, strategia abordatd a parcurs mai intéi etape

succesive de purificare folosind cromatografia de lichide de inaltd performant3 cu fazi
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inversi (RP-HPLC). In general, randamentele de purificare s-au situat in jurul valorilor de

60-80 % fatd de preparatele semipurificate de bacteriocina.

Determinarea masei moleculare a bacteriocinei, utilizind tehnlogia MALDI-TOF in
modul de lucru reflectron ion-pozitiv sau liniar, a evidentiat constant o masé moleculard
de aproximativ 5330 Da. S-a concluzionat c& masa de 5327 Da apariine lactococcinei B, o
bacteriocind cu spectru microbian redus, doar pentru genul Lactococcus. Tehnicile de
identificare geneticd au confirmat identitatea bacteriocinei prin compararea genelor
codificatoare a lactococcinei B de la tulpina L. lactis ssp lactis H8 si de la alte tulpini

similare, izolate anterior in cadrul altor studii.

Ultimele doud capitole au avut drept scop generarea de informatii care pot
constitui o parte din elementele necesare designului unor noi variante mutante ale

bacteriocinelor care sa serveasca unor noi scopuri.

Prin utilizarea rationald a mutagenezei au rezultat sase noi variante ale
lactococcinei B care au pastrat in mod individual diferite nivele ale activitatii
antibacteriene. Acest fapt a fost demonstrat utilizind metoda difuziei in agarozé, avind
ca tulpinad test L lactis ssp. cremoris HP, Majoritatea mutantelor au demonstrat o
activitate antibacteriana inferioard in comparatie cu varianta de tip salbatic, insa a existat
o variantd mutant3 (Ser-Ala) care a demonstrat o activitate imbunatatitd fatd de varianta
de tip silbatic. Coreland datele cbtinute cu studii anterioare s-a putut lansa o posibild
ipotezi legatd de influenta cresterii hidrofobicitatii asupra acti\;ritéﬁii_ iac_tocuccine'l B. in
privinta lacticinei 3147, tehnica mutagenezei induse a ajutat la evidentierea unor noi

posibilitati de explorare a lantibioticelor, in general, si a lacticinei 3147, in particular.

Posibilitatea teoretici ca fiecare din cele patru resturi aminoacid care fac parte din
structura peptidei LtnAl incluse in studiu, s3 fie inlocuite cu restul de 19 aminoacizi s-a

materializat practic intr-un numar 39 de noi variante de lacticina-3147. Trei din cele patru



pozitii (T3, N4, L8 si Y11) au permis inlocuirea aminoacidului nativ din molecula LtnA1, cu
cel putin jumatate din cele 19 posibilitati, acest rezultat relevand susceptibilitatea acestor
aminoacizi din domeniul “variabil” la aplicarea cu success a bioingineriei si dezvoltarea
unor tehnici rationale de design a unor noi compusi antibiotici care sa faca fad noilor

provocari.

Disemninarea rezultatelor cercetarii

Rezultatele cercetarilor desfa;urate in cadrul tezei de doctorat au fost prezentate
pentru dtsemmare in dou3 articole (aflate in diferite stagii de publlcare) si o comunicare
la manifestdri stiintifice internationale, reprezentative pentru domeniul abordat, dupa

cum urmeaza:

A. Publicatii in reviste ISL:
Catalin lancu, Aoife Grainger, Des Field, Paul D. Cotter, Colin Hill and R. Paul
Ross, 2011. Comparison of the potency of the lipid II targeting antimicrobials
nisin, lacticin 3147 and vancomycin against Gram positive bacteria- in curs de
publicare la * Applied and Environmental Microbiology”;
Des Field, Evelyn Molloy, Catalin Iancu, Floor Hugenholtz, Lorraine Draper,
Paula M. O’ Connor, Paul D. Cotter, Colin Hill and R. Paul Ross. "Second
generation bioengineering of lacticin 3147. Saturation mutagenesis of amino
acid residues from LtnAl peptide- in pregatire pentru propunerea spre

publicare.

B. Comunicari stiinfifice sustinute la conferinte nationale si internationale:

39



Catalin lancy, Viorica Barbu, Anca Nicolau. The biopreservative effect of some
probiotic lactic acid bacteria isolated from cereal, on soybean milk; 2009.
EFFoST Conference New Challenges in Food Preservation: Processing - Safety
- Sustainability/11-13 noiembrie 2009/ Budapesta, Ungaria

Lista publicatiilor din stagiul doctoral 2008-2011
A. Publicatii In reviste IS
Bahrim, G,, lancu, C, Buty, N., Negoita, 7.G., 2010. Production of a novel microbial

transglutaminase using Streptomyces sp. polar strains. Romanian Biotechnological

Letters 15, 5197-5203.

B. Publicatii in reviste indexate in baze de date internationale
lancu C., Barbu V., Nicolau A, lordachescu G., 2010. Attempts to obtain a new
symbiotic product based on soy milk. Innovative Romanian Food Biotechnology

vol. 7, p. 21-29, ISSN: 1843-6099;

lancu, C, Buty, N, Bahrim, G, 2009. Preliminary studies regarding

transglutaminase synthesis by polar filamentous bacteria of the genus

ho



Streptomyces sp.. Innovative Romanian Food Biotechnology ISSN 1843-6099, vol.
4 p. 12-15;

Barbu,V., Iancu,C., Neagu C, 2010, Isolation and Identification of Some Strains of
Lactic Acid Bacteria from Rye. Bulletin USAMV Agriculture 67 (2) ISSN 1843-5246,
173-177.
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