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Florentina lonela Bucur Teza de doctorat

Justificarea temei de cercetare si obiectivele stiin{ifice ale acesteia

Alimentatia reprezintd un aspect esential al vietii, iar siguranta acesteia constituie, in
consecinta, un drept fundamental al omenirii. Din pacate, consumul de alimente contaminate cu
agenti biologici patogeni continud sa cauzeze boli severe care afecteaza, anual, milioane de
persoane, dintre care sute de mii decedeaza. Toxiinfectiile alimentare sunt cauzate, in proportie
de peste 90%, de specii de bacterii patogene apartindnd genurilor Staphylococcus, Salmonella,
Campylobacter, Listeria si Clostridium. Desi infectia cu speciile patogene de Listeria (listerioza),
n principal L. monocytogenes, este mai rara, rata ridicatd de mortalitate asociatd acesteia
constituie un motiv de ingrijorare publicd semnificativ. In anul 2018, Autoritatea Europeana
pentru Sigurantd Alimentara a aratat ca incidenta listeriozei urmeaza un trend ascendent in
Europa, inregistrand cea mai ridicata rata de mortalitate dintre imbolnavirile cauzate de bacterii
patogene de origine alimentara (13,8%).

L. monocytogenes este o bacterie ubicuitara, fiind prezenta in sol, ape, materii vegetale si
ferme de animale, astfel ca patrundere acesteia, prin intermediul materiilor prime, in mediul de
procesare a alimentelor este aproape inevitabila. Avand o capacitate de adaptare si
supraviefuire remarcabild, bacteria poate persista perioade lungi de timp in fabricile de produse
alimentare, n ciuda unor proceduri regulate de igienizare si dezinfectie. Tulpinile de L.
monocytogenes persistente constituie un risc continuu de contaminare a produselor alimentare,
aceasta putdnd avea loc, in special, Tn cadrul etapelor de manipulare post-procesare. Spre
deosebire de multe alte bacterii patogene asporulate, L. monocytogenes prezintd capacitatea de
a prolifera in produsele alimentare cu umiditate relativ scazuta, pH acid, continut de sare ridicat
si in cele depozitate la temperaturi de refrigerare, controlul acesteia prin metode de procesare
traditionale fiind, prin urmare, dificil. Prin urmare, cercetatorii si specialistii din industria
alimentard au acordat, in ultimul timp, o atentie deosebitd acestui patogen, incercand sa
inteleaga factorii genetici si mecanismele moleculare care stau la baza abilitatii lui de a depasi
obstacolele impuse de strategiile de conservare aplicate la nivel industrial.

Noile obiceiuri ale consumatorilor si preferinta acestora in crestere pentru produse
alimentare minim procesate, cu proprietati senzorile si nutritionale superioare, au indus
necesitatea implementarii in industrie a unor metode de procesare alternative, in cadrul carora
este inclusa si procesarea la presiuni inalte (HPP). HPP este o metoda de procesare alternativa
la tratamentele termice, capabild sa inactiveze maijoritatea bacteriilor de alterare si patogene, cu
un impact minim asupra majoritatii grupelor de alimente. Cu toate acestea, succesul metodei
pare sa fie limitat, din moment ce unele bacterii, precum L. monocytogenes, reusesc sa reziste
sau sa se refaca dupa tratament. Nu putine sunt studiile care au raportat recuperarea celulelor
de L. monocytogenes si proliferarea lor in produsele alimentare depozitate in conditii de
refrigerare, dupa tratarea acestora la presiuni inalte, chiar si in cazul regimului de lucru practicat
in industrie (tratamente la 600 MPa). Tehnicile imagistice avansate au permis studiul modului n
care HPP afecteaza celulele listeriale, evidentiind leziunile la nivelul invelisului celular drept unul
dintre efectele principale ale tratamentului. Totodata, analizele transcriptomice ale celulelor de L.
monocytogenes tratate la presiuni Thalte au raportat expresia crescutd a genelor asociate cu
biosinteza peretelui celular si functiile membranei celulare.

Coreland aceste aspecte, obiectivul principal al tezei de doctorat a fost reprezentat de
punerea n evidenta a unor mecanisme moleculare implicate in rezistenta L. monocytogenes la
i
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presiuni Tnalte. Prezenta cercetare si-a propus, astfel, eliminarea a doua gene din genomul L.
monocytogenes EGDe (tulpind model), Im01013 si Im02999, cu posibild importantd pentru
capacitatea bacteriei de a supravietui si/sau recupera in urma tratamentului la presiuni Tnalte.
Gena Imo1013 codifica canalele ionice mecanosenzitive de conductan{da mica din membrana
celulara, responsabile, intr-o bund masura, cu mentinerea integritatii acesteia sub efectul unei
tensiuni extreme, fiind asumat un potential rol al acestora in raspunsul L. monoctogenes la HPP.
Dat fiind faptul cad HPP exercita un stres mecanic la nivelul peretelui celular, deteriorandu-l, si ca
mai multe studii au raportat supraexprimarea genelor implicate in procesul de biosinteza a
peptidoglicanului dupa tratatment, s-a decis eliminarea genei Imo2229, care codifica proteina de
legare a penicilinei A2. Aceasta enzima prezintd activitate transglicozilazica si transpeptidazica,
participdnd la formarea lanfului glicanic si realizand, totodata, legaturile Tncrucisate dintre
lanturile peptidice laterale. Prin urmare, functia acestei proteine poate avea o importantad majora
n ceea ce priveste abilitatea celulelor de L. monocytogenes de a repara leziunile survenite la
nivelul peretelui celular, ca urmare a unui stres de natura fizica, precum HPP.

Pornind de la obiectivul major al tezei, au derivat urmatoarele obiective stiintifice cheie:

e Constructia tulpinilor mutante, L. monocytogenes EGDe Almo01013 si L. monocytogenes
EGDe Almo2229, prin delefia, din genom, a genelor {intd amintite anterior, Imo1013,
respectiv Imo2229;

e Caracterizarea fenotipica a tulpinilor modificate genetic, in raport cu tulpina salbatica,
pentru o buna intelegere a comportamentului acestora;

e Evaluarea rezistentei tulpinilor nou obfinute, comparativ cu tulpina salbatica, la
tratamentul la presiuni Tnhalte n scopul determinarii rolului pe care il au proteinele
codificate de genele eliminate in rezistenta bacteriei la presiuni inalte;

o Evaluarea susceptibilitatii tulpinilor de L. monocytogenes mutante la alte tipuri de stres
pe care bacteria le poate intalni in matricea alimentara;

o Selectia unei tulpini de L. monocytogenes cu barotolerantd ridicata, prin testarea
rezistentei la presiuni inalte a unor izolate din alimente sau mediul de procesare a
acestora,;

e Propunerea unei alternative la tratamentul la presiune inaltd aplicat de industrie (600
MPa, 3 min), prin aplicarea tehnologiei obstacolelor, in vederea obtinerii unui produs din
carne sigur pentru consum, dar si a diminuarii costurilor asociate procesului tehnologic;

e Dezvoltarea unui model predictiv, cu ajutorul caruia sa poata fi estimata probabilitatea de
recuperare a L. monocytogenes dupa tratamentul la presiune Tnalta, cu sau fara nizina,
pe durata depozitarii produsului alimentar in conditji de refrigerare.
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Structura tezei de doctorat

Prezenta teza de doctorat contine sase capitole si concluziile finale cu privire la rezultatele
cercetarii. Teza include 38 de figuri si 32 de tabele.

Prima parte a capitolului I, intitulat ,Implicatii ale bacteriei patogene Listeria
monocytogenes privind siguranta alimentara”, prezintd o sinteza a informatiilor oferite de
literatura de specialitate recentd cu privire la bacteria patogenad L. monocytogenes. Sunt
discutate aspecte cu referire la taxonomie, istoric, principalele caracteristici fenotipice, serotipuri
asociate cu listerioza, patogenicitatea si virulenta bacteriei, problemele generate de prezenta L.
monocytogenes in mediul de procesare a alimentelor, epidemii de listerioza recente din spatiul
european si urmarile acestora asupra consumatorilor si a procesatorilor de alimente, precum si
politicile adoptate de diverse tari cu privire la reducerea incidentei L. monocytogenes 1in

alimente.

Partea a doua documenteazd mecanismele utilizate de bacteria patogena L.
monocytogenes pentru a supravietui si prolifera in produsele alimentare, in ciuda obstacolelor
impuse de industrie prin conservarea acestora. Sunt discutate mecanismele aplicate de bacterie
pentru a rezista la factori de stres asociati metodelor de conservarea conventionale, precum
temperaturile Tnalte si scazute, aciditatea, stresul osmotic si prezenta bacteriocinelor. De
asemenea, sunt sintetizate informatiile din literatura de specialitate cu privire la rezistenta L.
monocytogenes la tehnologii moderne de producere si conservare a alimentelor (procesare la
presiuni Tnalte, procesare cu lumina UV, procesarea cu ajutorul campurilor electrice pulsatorii),
care genereaza noi factori de stres, precum si la conditi de stres intalnite in mediul de
procesare a alimentelor (stresul oxidativ). Studiul contribuie, prin complexitatea lui, la o
intelegere aprofundata a rezistentei L. monocytogenes, propunandu-si sa ajute specilistii din
industria alimentara in proiectarea unor metode de procesare eficiente in combaterea acestui
patogen, spre a oferi 0 mai buna protectie consumatorilor.

Capitolul Il, intitulat ,Materiale si echipamente” prezinta descrierea detaliata a materialelor
si echipamentelor utilizate in cadrul studiilor experimentale. Sunt prezentate, in detaliu, informatji
cu privire la tulpini bacteriene, vectori plasmidiali, medii de cultura a bacteriilor, reactivi de
laborator (antibiotice, kit-uri de analizd pentru biologie moleculara, solutii tampon, enzime,
oligonucleotide, substante chimice), softwear-uri, baze de date accesate, echipamente si
aparatura de laborator.

Capitolele 111-VI sunt organizate conform articolelor stiintifice, contindnd urmatoarele
sectiuni: introducere, materiale si metode, rezultate si discutii ale acestora prin comparatie cu
literatura de specialitate si concluzii.

Capitolul I, intitulat ,Constructia tulpinilor mutante Listeria monocytogenes EGDe
Almo1013 si Listeria monocytogenes EGDe Almo2229”, prezinta constructia tulpinilor mutante L.
monocytogenes EGDe Almo01013 si L. monocytogenes EGDe Almo2229. Metoda privind deletia
situs-directionata a genelor tinta, Imo1013 si Im02229, a avut la baza sistemul lactococic format
vectorii plasmidiali pORI280 si pVE6007. Strategia aplicata, descrisa pas cu pas, poate constitui
un ghid pentru comunitatea de cercetatori care studiaza rezistenta L. monocytogenes la diferifi
factori de stres.
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Capitolul IV, cu titlul ,Caracterizarea fenotipica a tulpinilor mutante construite, Listeria
monocytogenes EGDe AImol1013 si Listeria monocytogenes EGDe AImo2229”, realizeaza
caracterizarea fenotipica a tulpinilor mutante de L. monocytogenes construite, Tn raport cu
tulpina salbatica, urmarind determinarea capacitatii acestora de crestere prin cultivare in sistem
submers discontinuu, caracterizarea morfologicd a celulelor mutante, evaluarea motilitatii
mutantilor, precum si a capacitatii lor de a forma biofilm pe suprafete hidrofobe (polistiren).
Mutatiile induse au modificat comportamentul bacteriei privind dinamica de crestere, morfologia
si motilitatea. Cercetarea poate constitui un punct de referintd pentru studiul rolului genelor
omoloage 1n alte bacterii patogene.

Capitolul V, al carui denumire este ,Rezistenta tulpinilor mutante, L. monocytogenes
EGDe Almo1013 si L. monocytogenes Almo2229, la presiune Tnalta si alti factori de stres
asociati cu produsele alimentare”, evidentiaza, pentru prima data, rolul proteinelor eliminate ca
urmare a deletiei genelor {inta, Imo1013 si Im02229, in rezistenta L. monocytogenes la presiuni
Tnalte. S-a aratat ca tulpina mutanta L. monocytogenes EGDe Almo01013, deficienta in canalele
ionice mecanosenzitive de conductantd mica, se comporta similar cu tulpina salbatica la
tratamentul cu presiuni inalte, ceea ce sugereaza ca gena codificatoare nu contribuie la
rezistenta bacteriei la acest stres. Pe de alta parte, tulpina mutantd L. monocytogenes EGDe
Almo2229, deficienta in proteina de legare a penicilinei A2, s-a dovedit a fi semnificativ mai
sensibila decét tulpina salbatica la actiunea presiunilor Tnalte, evidentiindu-se, astfel, un posibil
mecanism molecular care contribuie la recuperarea celulelor de L. monocytogenes lezate.
Capitolul analizeaza, de asemenea, rolul proteinelor studiate in rezistenta L. monocytogenes la
alte tipuri de stres asociate cu matricea alimentara, precum stresul osmotic (stres hiper- si
hipoosmotic) si prezenta nizinei (bacteriocina aprobata ca bio-conservant). Cercetarile au indicat
ca proteina de legare a penicilinei A2 contribuie la rezistenta bacteriei la concentratii mari de
sare (NaCl) si nizina.

Capitolul VI, denumit ,, Evaluarea efectului combinat al procesarii la presiuni inalte si nizina
asupra capacitatii Listeriei monocytogenes de a supravietui pe sunca gata pentru consum’,
simuleaza contaminarea unui produs din carne gata pentru consum (sunca de Praga) cu o
tulpind de L. monocytogenes cu barotoleranta ridicata (RO15), selectata, pe baza rezistentei la
presiune Tnalta, dintr-o colectie de tulpini izolate fie din produse alimentare, fie din mediul de
procesare a acestora. In urma aplicarii unor variante diferite de tratament, studiul propune
combinarea HPP, la o intensitate mai scazuta (500 MPa, 8°C, 3 min), cu adaosul de nizina (25
mg/kg), drept alternativa la tratamentul produselor din carne practicat in industrie (600 MPa,
8°C, 3 min), in vederea reducerii costurilor asociate cu procesul tehnologic, dar si a obtinerii
unui produs alimentar sigur pentru consum. De asemenea, a fost dezvoltat un model predictiv,
bazat pe regresie logistica, in vederea estimarii probabilitafii de recuperare a L. monocytogenes
dupa tratamentul produsului din carne la HPP, in prezenta sau absenta nizinei.

Concluziile finale, prezentate in capitolul VI, ofera o imagine de ansamblu asupra
rezultatelor cercetarii experimentale din prezenta teza de doctorat. Sunt indicate contributiile
originale ale autoarei la dezvoltarea cunoasterii in domeniul abordat, precum si perspective de
continuare a cercetérii. In cele din urma, este prezentatad diseminarea rezultatelor obtinute pe
durata studiilor doctorale.
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Studiile experimentale din cadrul tezei de doctorat au fost desfasurate in laboratorele:

e Laboratorul de Analize Fizico-Chimice si Microbiologice pentru Alimente (LAFCMA),
apartinand Facultatii de Stiinta si Ingineria Alimentelor, din cadrul Universitatii “Dunarea
de Jos” din Galatj;

e Laboratorul de Genetica, apartindnd Facultatii de Stiinta si Ingineria Alimentelor, din
cadrul Universitatii “Dunarea de Jos” din Galati.

Cercetarea a fost sprijinita financiar de urmatoarele proiecte:

e Proiectul SafeFood — Development of a novel industrial process for safe, sustainable and
higher quality foods, using biotechnology and cybernetic approach (ERA-IB-16-014).

e Fondul Social European prin Programul Operational Sectorial Capital Uman 2014-2020
prin Acordul financiar: ,Burse pentru educatia antreprenoriald in randul doctoranzilor gi
cercetatorilor postdoctorat (Be Antreprenor!)’, Contract Nr. 51680/09.07.2019; cod SMIS:
124539.
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CAPITOLUL |
Implicatii ale bacteriei patogene Listeria monocytogenes privind siguranta alimentelor
Rezistenta L. monocytogenes la presiuni inalte

Procesarea la presiuni inalte (engl. HPP) este o tehnologie alternativa la procesarea
termica a alimentelor, fiind utilizatda cu scopul de a distruge microorganismele de alterare si
patogenii de origine alimentard (Huang et al., 2014). In functie de matricea alimentara si
microorganismul {inta, valoarea presiunii la care se realizeaza tratamentele variaza, de regula,
intre 250 si 700 MPa. Celulele bacteriene supuse tratamentului la presiuni inalte sufera
modificari morfologice si fiziologice, care pot fi reversibile sau nu in functie de presiunea aplicata
si timpul de mentinere a acesteia. Efectele principale cauzate de HPP consta in cresterea
permeabilitatii membranei celulare, denaturarea structurii proteinelor si, in consecinta, inhibarea
functiilor metabolice, a replicarii si a transcrierii (Huang et al., 2014, Figura 1.1).
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/ « volumului celulei

3 S\ o .
=) lt%z—a i | Lezarea

. WSS ADN-ului \
Potentialul membranei scazut .
Sinteza ATP-ului redusa
. Continut de K- redus 5

\. :
. ) Separarea peretelui
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Figura 1.1. Efectul presiunii inalte asupra celulei listeriale (Ferreira et al., 2016)

Efectul presiunilor Tnalte asupra L. monocytogenes a fost investigat la nivel transcriptomic
global prin analizd microarray, urmata de tehnica RT-PCR, in scopul evidentierii genelor
implicate in toleranta la acest tip de stres (Bowman et al., 2008). Studiul a indicat ca nivelurile de
ARN mesager (mMRNA) au fost reduse global odata cu cresterea intensitafi si a duratei
tratamentului. Mai mult, HPP a indus expresia genelor asociate cu repararea ADN-ului,
transcriere, ftranslatie, diviziune celulard, secretia proteinelor extracelulare, motilitate si
biosinteza membranei si a peretelui celular. Pe de altd parte, a fost observata reducerea
expresiei genelor implicate in acumularea de carbohidrati, metabolismul energetic si virulent. Tn
mod surprinzator, efectul HPP pare sa reduca expresia factorului sigma SigB, implicat Tn
raspunsul la stresul general, si a unei parti din regulonul SigB. Una dintre genele care au indicat
0 expresie crescutad, ca urmare a tratamentului la presiuni Thalte, a fost gena cspL care codifica
o proteina cold-shock. Acest fenomen sugereaza ca HPP poate induce, de asemenea,
rezistenfd fincrucisatda la alte tipuri de stres. De exemplu, rezistenta celulelor de L.
monocytogenes la HPP a fost mai mare in lapte semi-degresat decéat in solutie tampon, iar
celulele rezistente izolate s-au dovedit a fi mai tolerante la caldura, aciditate si stres oxidativ
(Karatzas si Bennik, 2002).
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Mutatiile represorului CtsR au fost asociate cu rezistenta spontana a celulelor de L.
monocytogenes la HPP. Mutantii cu rezistenta stabild au indicat insertii sau deletii de nucleotide
la nivelul genei ctsR, care afecteaza in mod negativ activitatea represorului codificat. Pierderea
functiei represorului CtsR a fost acompaniata de cresterea expresiei genelor clpB, clpC, clpE si
clpP (Karatzas et al., 2003; van Boeijen et al., 2010). Proteazele Clp au un rol bine definit Tn
degradarea proteinelor denaturate, prevenind acumularea acestora cu potential daunator in
celulele bacteriene (Kriger et al., 2000; Tomoyasu et al., 2001). Din moment ce unul dintre
principalele efecte ale HPP se rezuma la denaturarea proteinelor (Moreirinha et al., 2016),
cresterea activitatii protazelor Clp poate fi o cauza directa a tolerantei L. monocytogenes la HPP.
Totusi, in urma izolarii mutantilor rezistenti, care nu prezintd aceasta mutatie, s-a conturat ideea
ca exista mecanisme nca necunoscute, care joaca un rol major in rezistenta L. monocytogenes
la HPP (Karatzas et al., 2005). Mai mult, Chen et al. (2009) au raportat ca diferitele niveluri de
rezistenta a celulelor de L. monocytogenes la HPP nu sunt bazate pe mutatiile la nivelul genei
CtsR.

Celulele de L. monocytogenes Scott A si un izolat cu rezistenta spontana la HPP s-au
dovedit a fi mai rezistente la acest tip de tratament in faza stationara de crestere, spre deosebire
de cele aflate in faza logaritmica de crestere (Karatzas si Bennik, 2002). In plus, se pare c&
celulele bacteriene aflate in faza de crestere stationara nu manifesta cel mai ridicat nivel de
rezistenta la actiunea HPP. Celulele de L. monocytogenes in faza de supraviefuire pe termen
lung au indicat o rezistenta si mai crescutd, din moment ce tranzitia catre fazele de cregtere
exponentiala si stationara a rezultat intr-un numar mai mic de supravietuitori in urma
tratamentului la presiuni Tnalte. Acest fenomen a fost atribuit modificarii morfologiei celulare de la
bacilli la coci, care a rezultat Tn comprimarea citoplasmei si, implicit, Tn reducerea activitatii apei
intracelulare (Wen et al., 2009).

CAPITOLUL Il
Materiale si echipamente

Materialele si echipamentele utilizate in prezenta teza de doctorat au fost puse la
dispozifia autoarei de catre Universitatea “Dunarea de Jos” din Galati si Institutul de
Microbiologie si Biotehnologie, Universitatea din Ulm, Germania.

Tulpini bacteriene si vectori plasmidiali

Tulpinile bacteriene si vectorii plasmidiali utilizati Tn studiile experimentale sunt prezentati n
Tabelul 2.1, respectiv Tabelul 2.2.

Tabelul 2.1. Tulpini bacteriene utilizate in studiile experimentale

Tulpini bacteriene Descriere Sursa

Tulpini de Escherichia coli

Derivat al tulpinii de clonare E. coli DH10B,

EC10B cu gena repA si cea de rezistenta la Monk etal., (2008)
kanamicina (Kan") integrate in gena glgB
EC10B/pORI280(AD)AIm01013 E. coli EC10B transformatd cu vectorul Studiul acesta
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Tulpini bacteriene

Descriere

Sursa

recombinat pORI280(AD)AImo01013

EC10B/pORI280(AD)AIM02229

E. coli EC10B transformatd cu vectorul
recombinat pORI280(AD)AImo02229

Studiul acesta

Tulpini de Listeria monocytogenes

Glaser et al.,

EGDe Tulpina salbatica, serotip 1/2a (2001)

EGDe Almo1013 L..monoc.ytogenelzs EGDe modificata genetic Studiul acesta
prin deletia genei Imo1013
L. monocytogenes EGDe modificatd genetic .

EGDe Almo2229 prin deletia genei IM02229 Studiul acesta
Tulpina izolata din produs alimentar, serotip i

AB100 1/2a (3a)

AB120 Tulpind izolatd din mediul de procesare a i
alimentelor, serotip 1/2a (3a)

AB199 Tulpind izolata din mediul de procesare a i
alimentelor, serotip 1/2a (3a)

AB204 Tulpind izolata din mediul de procesare a i
alimentelor, serotip 1/2a (3a)

AB24 Tulpind izolata din mediul de procesare a i
alimentelor, serotip 1/2a (3a)
Tulpina izolata din produs alimentar, serotip i

AB8O 1/2a (3a)
Tulpina izolata din produs alimentar, serotip i

ABS43 1/2¢ (3¢)
Tulpina izolatd din mediul de procesare a i

ABS45 alimentelor, serotip 1/2c (3c)

RO15 Tulpina izolata din produs alimentar, serotip Ciolacu et al.
4b (4d, 4e) (2015)

RO4 Tulpind izolatd din produs alimentar, Ciolacu et al.

serotip 1/2a (3a)

(2015)

Tabelul 2.2. Vectori plasmidiali utilizati Tn studiile experimentale

Vectori plasmidiali

Descriere

Sursa

pORI280

Vector de integrare RepA-, lacZ constitutiv; Ori
(originea de replicare din plasmidul lactococic
pwWV01l); Em" (gena de rezistenta Ia
eritromicind)

Leenhouts et al.,
(1996)

pORI280(AD)AIMm01013

Vectorul plasmidial pORI280 care contine
fragmentele ADN de flancare, AB (fragmentul
stdng incluzdnd codonul start ATG) si CD
(fragmentul drept incluz&nd codonul stop TAA),
ale genei Imo1013

Studiul acesta

PORI280(AD)AIM02229

Vectorul plasmidial pORI280 care contine
fragmentele ADN de flancare, AB (fragmentul
stédng incluzdnd codonul start ATG) si CD
(fragmentul drept incluzand codonul stop TAA),
ale genei Imo2229

Studiul acesta

pVEG0O7

Vector ajutator termosensibil (< 30 °C),
RepA*, Cm" (gena de rezistentd Ia
cloramfenicol)

Maguin et al,
(1992)
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CAPITOLUL 1l

Constructia tulpinilor mutante, Listeria monocytogenes EGDe AImo01013 si Listeria
monocytogenes EGDe AlImo2229

Scopul acestui capitol a fost reprezentat de constructia tulpinilor mutante, L.
monocytogenes EGDe Almo01013 si L. monocytogenes Almo2229, pentru punerea in evidenta a
unor mecanisme posibil utilizate de bacterie in rezistenta la presiuni inalte. Deletia genelor {inta,
Imo01013 si Imo02229, din genomul L. monocytogenes EGDe, a avut loc printr-un proces de
recombinare homoloaga in doua etape, pentru care s-a utilizat sistemul lactococic compus din
vectorul plasmidial de integrare pORI280 (RepA’), care permite clonarea fragmentelor ADN de
interes, si vectorul plasmidial pVE6007 (RepA+; termosensibil), care asigura replicarea
vectorului de integrare in organismul gazdd. Gena Imo01013 codificd canalele ionice
mecanosenzitive de conductanta mica, responsabile pentru mentinerea integritatii memebranei
celulare sub efectul unei tensiuni extreme. Gena Imo02229 codifica proteina de legarea a
penicilinei A2, care participa la biosinteza peptidoglicanului, principalul component al peretelui
celular Gram pozitiv.

Rezultate si discutii

Strategia de deletie a genelor {inta, Imo1013, respectiv Im02229, a constat in generarea
fragmentelor de ADN flancatoare, AB (fragmentul stdng incluz&dnd codonul start, ATG) si CD
(fragmentul drept incluzand codonul stop, TAA), ligarea acestora in vectorul de integrare
pORI280 si transformarea celulelor listeriale cu vectorul recombinat, in prezenta proteinei RepA
furnizate in trans de un vector ajutator, pentru inducerea recombinarii homoloage la nivelul
cromozomului gazda.

Lungimea preconizata a secventelor de flancare AB gsi CD, amplificate din ADN-ul genomic
extras din celulele de L. monocytogenes EGDe, a fost de 543 pb. Amplificarea fragmentelor s-a
realizat folosindu-se primeri de tip Gibson, configurati astfel incat ampliconii sa prezinte capete
de suprapunere complementare cu capetele vectorului pORI280 liniarizat cu enzima de restrictie
Pstl (20 pb), celelalte capete (20 pb) fiind create in scopul hibridizarii lor, cu formarea
fragmentului AD (Figura 3.1. A). Dupa cum se poate observa in Figura 3.1. B, lungimea
fragmentelor amplificate, AB si CD, a corespuns celei preconizate, de 543 pb.
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Figura 3.1. A. llustrarea schematica a amplificarii fragmentelor ADN de flancare a genelor tinta, utlizandu-
se primeri Gibson B. Separarea in gel de agaroza 1% a fragmentelor ADN de flancare, AB si CD (543
pb), situate in aval, respectiv amonte, fata de genele de interes, Im01013 si Imo2229

Ligarea fragmentelor ADN de flancare in vectorul de integrare pORI280, la nivelul situsului
Pstl, a fost realizatd prin asamblare Gibson, rezultdnd vectorii recombinati denumiti in
continuare pORI280(AD) [pORI280(AD)AIm01013 si pORI280(AD)AImo02229].

Dupa transformarea celulelor de E. coli EC10B, pentru identificarea clonelor care poarta
vectorii recombinati pORI280(AD), s-a procedat la amplificarea fragmentului AD (1.046 pb) prin
Colony PCR. In acest sens, pentru depistarea fiecarui vector recombinat in parte, au fost testati,
n medie, cate 50 de transformanti, fiind identificate 7 clone care poarta vectorul recombinat
pORI280(AD)AIM01013 si 6 clone care poarta vectorul recombinat pORI280(AD)AImo02229
(Figura 3.2).

1.046 pb

+ + + + o+ + +

1 kb DNA ladder

Figura 3.2. Separarea in gel de agaroza 1% a fragmentolor AD (1.046 pb), amplificate prin Colony PCR
din transformantii E. coli EC10B, in vederea identificarii clonelor pozitive. A. Identificarea clonelor care
poarta vectorul recombinat pORI280(AD)AImo01013. B. Identificarea clonelor care poarta vectorul
recombinat pORI280(AD)AImo02229

In continuare, dupa izolarea vectorilor recombinati pORI280(AD) din clonele de E. coli
EC10B purtatoare, pentru confirmarea inserarii corecte a fragmentului AD, s-a produs digestia
enzimatica a acestora cu endonucleazele de restrictie Bglll si Notl. In vectorii recombinati, situs-
urile de restrictie specifice endonucleazelor de restrictie Bglll si Notl se regasesc in aval,
respectiv amonte, fatd de situs-ul in care taie endonucleaza Pstl, la nivelul caruia s-a realizat
ligarea secventelor AB si CD, la o distanta de 53, respectiv 38 pb (Figura 3.3. A). Prin urmare,
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cele doua fragmente de ADN rezultate prin digestia vectorilor recombinati pORI280(AD) au fost
preconizate ca avand o lungime de 5.145, respectiv 1.097 pb, lucru confirmat Tn urma migrarii
electroforetice a produsilor de digestie si a vizualizarii acestora pe transiluminator (Figura 3.3.
B).
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Figura 3.3. A. Situsul multiplu de clonare din vectorul pORI280, situsurile de restrictie indicate fiind unice.
B. Separarea in gel de agaroza 1% a fragmentelor de ADN rezultate Tn urma digestiei vectorilor
recombinati pORI280(AD), izolati din clonele E. coli EC10B pozitive, cu endonucleazele de restrictie Bglll
si Notl; pORI280(AD) reprezinta controlul negativ

Celulele de L. monocytogene EGDe au fost transformate prin electroporare cu vectorul
recombinat pORI280(AD)AIm01013, respectiv pORI280(AD)AIm02229, si vectorul ajutator
pVEGOO7 RepA*, care asigura replicarea celor din urma la o temperaturd permisiva (< 30°C).
Prin incubarea transformantilor la temperatura de 37°C, a fost indusa inactivarea proteinei
termosensibile RepA, rezultdnd pierderea vectorului pVEGOO7. Astfel, a fost fortata integrarea
vectorului recombinat, in cromozomul celulelor gazda, prin intermediul unuia dintre fragmentele
de flancare a genelor {intd, AB sau CD (Landete, 2016; Figura 3.9). Pierderea vectorului
ajutator pVEG007 a fost confirmatda prin cultivarea celulelor de L. monocytogenes EGDe
transformate pe mediu de cultura suplimentat cu cloramfenicol, intrucat vectorul in cauza include
gena care confera bacteriilor rezistenta la acest antibiotic. Clonele sensibile la cloramfenicol au
fost selectate si cultivate static la temperatura de 37°C, in mediu de cultura fara eritromicina. La
intervale de 24 de ore, culturile au fost repicate, ocazie cu care celulele au fost inoculate pe
mediu de cultura suplimentat cu substratul cromogen X-Gal, in vederea realizarii selectiei alb-
albastre.

Dupa 10 repicari consecutive, in urma cultivarii celulelor pe mediu de cultura cu X-Gal, s-
au dezoltat colonii albe la o frecventa de aproximativ 5% (Figura 3.4. A), indicand cea de-a
doua etapd de recombinare. In aceastd etapd, are loc excizia vectorului pORI280 din
cromozomul bacterian, fiind Tndepartate, in consecintd, gena lacZ, gena de rezistenta la
eritromicina si originea de replicare Ori. Astfel, coloniile dezvoltate de celulele in care s-a produs
acest fenomen devin albe atunci cand sunt cultivate pe mediu de cultura cu X-Gal, n lipsa B-
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galactozidazei care catalizeaza hidroliza acestuia. Coloniile recombinate albe au fost striate pe
un master-plate (Figura 3.4. B), testate pe mediu de cultura selectiv ALOA in vederea
determinarii puritatii acestora (Figura 3.4. C), caz in care s-a urmarit dezvoltarea unei biomase
tipice de culoare verde-albastra inconjurata de halou opac, si striate pe mediu de cultura cu
eritromicina pentru testarea rezistentei la acest antibiotic. Pentru identificarea mutantilor, clonele
pure, care au indicat sensibilitate la eritromicina (Figura 3.4. D), au fost testate prin tehnica
Colony PCR, in comparatie cu tulpina salbatica L. monocytogenes EGDe. Strategia a constat in
amplificarea regiunii genomice care include atat secventele ADN de flancare, AB si CD, cat si
gena de interes (Figura 3.5).

Figura 3.4. Clone de L. monocytogenes EGDe recombinate. A. Dezvoltarea coloniilor recombinate albe
de L. monocytogenes EGDe pe mediu de cultura cu X-Gal. B. Master-plate continand colonii recombinate
albe de L. monocytogenes EGDe. C. Testarea coloniilor recombinate albe de L. monocytogenes EGDe pe

mediu de cultura selectiv ALOA in vederea determinarii puritatii. D. Testarea coloniilor recombinate albe

de L. monocytogenes EGDe n vederea susceptibilitatii la eritromicina

Diferentierea clonelor mutante de cele de tip salbatic s-a realizat prin analiza lungimii
fragmentelor de ADN amplificate prin Colony PCR. Secventele genelor {intd, Imo1013 si
Imo2229, includ 846, respectiv 2.145 nt. Prin urmare, ampliconii cu lungimea de 1.046 pb
corespund clonelor mutante cu gena de interes deletata, in timp ce ampliconii cu lungime de
1.886, respectiv 3.185 pb, corespund clonelor de tip salbatic.

A 1o o2 o a=2s 5= « B
1 kb DNA ladder 1 kb DNA ladder

3.185pb
1.886 pb

WT

1.046 pb

Almo1013 Almo2229

Figura 3.5. Separarea in gel de agaroza 1% a fragmentelor AD amplificate prin Colony PCR din clonele
recombinate de L. monocytogenes EGDe. A. 1, 2 — ampliconi cu lungimea de 1.046 pb, indicand clonele
mutante Almo1013; 3 — amplicon cu lungimea de 1.886 pb, indicand tulpina salbatica (L. monocytogenes
EGDe). B. 1, 2 — ampliconi cu lungimea de 1.046 pb, indicAnd clonele mutante Almo2229; 3, 4,5 —
ampliconi cu lungimea de 3.185 pb, unde 3 si 4 indica clone de tip salbatic si 5 indica tulpina salbatica (L.
monocytogenes EGDe)
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Pentru confirmare deletiei genelor {inta, Imo01013, respectiv Imo2229, din genomul L.
monocytogenes EGDe, s-a izolat ADN-ul genomic din tulpinile modificate genetic si tulpina

salbatica, probele fiind trimise spre secventiere genica la

Institutul de Biotehnologie,

Universitatea din Helsinki. Ca tehnologie de secventiere a ADN-ului genomic, a fost aplicata
secventierea de noua generatie (engl. Next Generation Sequencing; NGS; Figurile 3.6 si 3.7).
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Figura 3.6. Confirmarea deletiei genei Im01013 din genomul L. monocytogenes EGDe prin NGS
(vizualizata cu programul Integrative Genomics Viewer). A. Incadrarea genei Imo1013 in regiunea ~ 1.042
—1.043 kpb din genomul L. monocytogenes EGDe B. Evidentierea deletiei genei Imo1013 din genomul L.

monocytogenes EGDe
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Figura 3.7. Confirmarea deletiei genei Imo02229 din genomul L. monocytogenes EGDe prin NGS
(vizualizat& cu programul Integrative Genomics Viewer). A. Incadrarea genei Imo2229 in regiunea ~ 2.318
— 2.320 kpb din genomul L. monocytogenes EGDe B. Evidentierea deletiei genei Imo02229 din genomul L.

monocytogenes EGDe
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Concluzii

Acest capitol prezinta constructia tulpinilor mutante, L. monocytogenes EGDe Almo1013 si
L. monocytogenes EGDe Almo2229, prin deletia genelor Imo1013, respectiv Imo2229, din
genomul L. monocytogenes EGDe. Metoda de deletie, avand la baza sistemul lactococic format
din vectorii plasmidiali pORI280 si pVE6007, a constat in sapte etape cheie, care au fost
parcurse cu succes:

e Amplificarea fragmentelor de flancare a genelor tinta, AB si CD, utilizdndu-se primerii
configurati Tn vederea asamblarii acestora cu vectorul pORI280 liniarizat cu enzima de
restrictie Pstl, prin tehnica Gibson;

o Obtinerea vectorilor recombinati pORI280(AD) [PORI280(AD)AIm01013 si
pORI280(AD)AIM02229] prin ligarea Gibson a fragmentelor AB si CD in vectorul pORI280;

e Clonarea vectorilor recombinati, pORI280(AD)AIm01013 si pORI280(AD)AIm02229, in
celulele de E. coli EC10B;

o Verificarea vectorilor recombinati, pORI280(AD)AIm01013 si pORI280(AD)AImo02229, prin
digestia acestora cu enzimele de restrictie Bglll/Notl;

e Transformarea celulelor de L. monocytogenes EGDe electrocompetente cu vectorii
recombinati pORI280(AD)AIm01013, respectiv pORI280(AD)AIm02229, si vectorul
termosensibil ajutator pVE6007 RepA*;

e Inducerea recombinarii homoloage la nivelul cromozomului L. monocytogenes EGDe in
vederea deletiei genelor tintd Imo01013, respectiv Imo02229, evidentiata prin Colony PCR,;

e Confirmarea, prin NGS, a deletiei genelor Imo1013, respectiv Imo2229, din genomul L.
monocytogenes EGDe.

CAPITOLUL IV

Caracterizarea fenotipica a tulpinilor mutante construite, Listeria monocytogenes EGDe
Almo01013 si Listeria monocytogenes EGDe Almo02229

In acest capitol, a fost realizatd caracterizarea fenotipicé a tulpinilor mutante construite, L.
monocytogenes EGDe AImo1013 si L. monocytogenes EGDe AImo02229, utilizind drept
referinta tulpina salbatica, L. monocytogenes EGDe. Aspectele urmarite au constat n
capacitatea de crestere, in conditii de laborator, a celulelor mutante, caracteristicile morfologice
ale acestora, motilitatea si capacitatea de a forma biofilm pe suprafeta din polistiren.

Rezultate si discutii

Determinarea dinamicii de crestere, la temperatura de 37°C, a tulpinilor mutante de L.
monocytogenes

Dinamica de crestere a celulelor mutante, AImo1013 si Almo2229, comparativ cu cea a
celulelor de tip salbatic, a fost determinata prin cultivare submersa discontinua. Astfel, celulele

de L. monocytogenes au fost inoculate intr-un volum limitat de mediu de cultura TSB-YE (50
9
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mL) si crescute la temperatura de 37°C, timp de 24 de ore. Pe durata primelor 12 ore de
incubare, la intervale de 2 ore, au fost prelavate probe si analizate in vederea determinarii DOgoo
si a numarului de celule (UFC/mL). Probele de celule finale au fost prelevate dupa 24 de ore de
incubare si analizate in mod similar.

1.4 1
1.2 A
1-
80.8
806 -
0.4 1
0.2 |

O T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 24

Timp, ore

= EGDe
e AIM01013
Almo2229

Figura 4.1. Dinamica de crestere a tulpinilor mutante, L. monocytogenes EGDe AImo1013 si L.
monocytogenes EGDe Almo02229, fata de cea a tulpinii salbatice, L. monocytogenes EGDe, la
temperatura de 37°C

Curbele privind dinamica de crestere a celulelor de L. monocytogenes la 37°C, timp de 24
de ore, monitorizatd prin determinarea densitatii optice (DOeoo) a culturilor, sunt reprezentate
grafic in Figura 4.1. Celulele mutante Almo1013 s-au comportat asemanator cu cele de tip
salbatic, exceptie facand instalarea mai timpurie a fazei de crestere stationare. Pe de alta parte,
celulele mutante Almo2229 au indicat un ritm de crestere mai lent. Timpul de generatie a
populatilor de L. monocytogenes studiate este prezentat in Tabelul 4.1. In cazul tulpinii
salbatice, L. monocytogenes EGDe, acesta a fost de 1,16 ore. In conformitate cu observatjile
facute anterior, mutantul L. monocytogenes EGDe Almo1013 a prezentat un timp de generatie
(1,15 ore) comparativ cu cel al tulpinii salbatice, pe cand cel al mutantului L. monocytogenes
EGDe Almo02229 (1,29 ore) a fost mai mare.

Tabelul 4.1. Timpul de generatie al celulelor de L. monocytogenes, tulpina salbatica si mutantii, la
temperatura de 37°C

Tulpina Timp de generatie, ore
L. monocytogenes EGDe 1,16
L. monocytogenes EGDe AImo1013 1,15
L. monocytogenes EGDe Almo2229 1,29

Desi PBP A2 este dispensabila viabilitatii celulelor, acestea cresc mai greu fata de celulele
de tip salbatic. Studiul efectuat de Zawadzka-Skomial et al., (2006) confirma faptul ca, prin
inactivarea proteinei codificate de gena, PBP A2, capacitatea de crestere a celulelor mutante
este afectata.

Prin analiza probelor prelevate dupa 24 de ore de incubare la 37°C, a fost constatata faza
de declin. Numarul celulelor viabile a scédzut cu aproximativ 1 log UFC/mL, in cazul L.

10



Florentina lonela Bucur Teza de doctorat

monocytogenes EGDe si al L. monocytogenes EGDe Almo2229, si cu mai mult de 2 log
UFC/mL, in cazul L. monocytogenes EGDe Almo1013, fata de numarul acestora observat dupa
12 ore de incubare (Tabelul 4.2).

Tabelul 4.2. Numarul de celule viabile de L. monocytogenes (log UFC/mL) determinat la fiecare timp de
analiza a culturilor incubate la temperatura de 37°C

Numar de celule, log UFC/mL

Tgr:]ep, L. monocytogenes EGDe L. monoACI)r/Tt]%%eori%s EGDe L. mon?ﬁ%%e;r;%s EGDe
0 7,07 7,25 7,23
2 7,25 7,41 7,04
4 8,11 8,23 8,14
6 8,69 8,44 8,49
8 8,74 8,69 8,8
10 8,84 8,49 8,55
12 8,77 8,5 7,86
24 7,84 6,38 7,65

Faza de declin mai accentuata, observata in cazul celulelor mutante Almo1013, poate fi o
consecinta a eliminarii canalelor ionice mecanosenzitive de conductantd mica, Lmo1013, care
contribuie la mentinerea integritatii stucturale a bacteriilor pe durata fazei de crestere stationare.

Determinarea caracteristicilor morfologice ale celulelor de L. monocytogenes mutante

In faza de crestere exponentiala, celulele mutante Aimo1013 au prezentat, partial, o forma
anormald, comparativ cu celulele de tip salbatic (Figura 4.3. B). In cazul celulelor mutante
Almo2229, septul de diviziune transversal a determinat formarea unor celule inegale ca lungime
(Figura 4.3. C). Mai mult, comparativ cu celulele de tip salbatic, celulele mutante Almo2229 au
prezentat tendinta de a forma filamente, comportament care ar putea fi pus pe seama unui
defect privind diviziunea celulara (Figura 4.4). Pentru o analiza mai precisa a efectului pe care 1l
au mutatiile induse (deletia genelor Imo1013, respectiv Imo02229) asupra morfologiei celulelor de
L. monocytogenes EGDe, au fost masurate céte 40 de celule cu ajutorul programului Imaged, n
vederea determindrii lungimii si a diametrului acestora. In conformitate cu imaginile SEM
obtinute pentru celulele de L. monocytogenes aflate in faza stationara de crestere, in ceea ce
priveste lungimea medie (Figura 4.5), nu s-a constatat o diferenta semnificativa (p = 0,708) intre
celulele mutante Almo1013 (1,248 + 0,169 um) si cele de tip salbatic (1,221 £ 0,159 um). in
schimb, diametrul mediu al celulelor mutante Almo1013 (0,568 + 0,039 um) a fost semnificativ
mai mare (p < 0,001) fata de cel al celulelor salbatice (0,496 + 0,04 ym) (Figura 4.6). Bachin et
al. (2015) au observat, de asemenea, ca in urma inactivarii genei mscL (gena codificatoare a
canalelor mecanosenzitive de conductanta mare) in Synechocystis sp. PCC 6803
(cianobacterii), celulele mutante prezintd un diametru mai mare comparativ cu cel al celor de tip
salbatic.

Celulele mutante Almo2229 au prezentat o lungime medie (1,364 + 0,17 um) mai mare (p
< 0,001) fata de cea a celor de tip salbatic. De subliniat, in acest caz, este faptul ca lungimile
determinate au fost eterogene, putand atinge valori de pana la 25 ym. Mai mult, diametrul mediu
al celulelor mutante Almo2229 (0,449 £ 0,038 um) a fost mai mic (p < 0,001) fata de cel al
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celulelor salbatice. Studiul privind rolul PBPs in morfologia bacteriilor, efectuat de Popham si
Young (2003), a concluzionat cd modificarilor de forma a bacteriilor deficiente in PBPs
apartinand clasei A pot fi o urmare a perturbarii biosintezei peretelui celular cauzate de lipsa de
coordonare dintre procesele de alungire si septare a celulelor.

Figura 4.3. Morfologia celulelor de L. monocytogenes aflate in faza de crestere stationara: A — L.
monocytogenes EGDe; B — L. monocytogenes EGDe Almo1013; C — L. monocytogenes EGDe Almo2229
(analiza SEM). Sagetile indica celule cu forma anormala
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Figura 4.4. Lungimea celulelor de L. monocytogenes EGDe, L. monocytogenes EGDe Almo1013 si L.
monocytogenes EGDe Almo2229 aflate in faza stafionara de crestere (n = 40). Pentru analiza statistica,
s-a aplicat analiza dispersionala (ANOVA), urmata de testul Dunnett de comparatie multipla, unde
lungimea celulelor de L. monocytogenes EGDe a reprezentat controlul (***p < 0,001)
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Figura 4.5. Diametrul celulelor de L. monocytogenes EGDe, L. monocytogenes EGDe Almo1013 si L.
monocytogenes EGDe Almo2229 aflate in faza stationara de crestere (n = 40). Pentru analiza statistica,
s-a aplicat analiza dispersionala (ANOVA), urmata de testul Dunnett de comparatie multipla, unde
diametrul celulelor de L. monocytogenes EGDe a reprezentat controlul (***p < 0,001)

Motilitatea tulpinilor de L. monocytogenes mutante

Aceasta etapa a studiului fenotipic a avut drept scop evaluarea motilitatii tulpinilor mutante,
L. monocytogenes EGDe Almo01013 si L. monocytogenes EGDe Almo2229, in comparatie cu
cea a tulpinii salbatice, L. monocytogenes EGDe. Celulele au fost cultivate la temperatura de
25°C n vederea dezvoltarii flagelilor peritrichi, intrucat studiile au aratat ca expresia genelor
implicate Tn motilitatea L. monocytogenes este reglata in sens negativ de represorul MogR la
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temperaturi mai mari de 30°C (Shen si Higgins, 2006), si, apoi, inoculate, prin tehnica spotarii,
pe mediu de cultura semisolid (0,3% agar) pentru analiza capacitatii acestora de migrare.

Atat dupa 24, cat si dupa 48 de ore de incubare la temperatura de 25°C (Figura 4.6), prin
determinarea diametrului zonei de crestere aferent migrarii bacteriilor, s-a constatat ca nu exista
diferente semnificative (p > 0,05) intre tulpinile mutante si tulpina salbatica, in ceea ce priveste
motilitatea. Tn schimb, dupa 120 de ore de incubare a coloniilor la temperatura de 25°C, s-a
constatat o motilitate mai scazutd a tulpinilor mutante (p < 0,001), L. monocytogenes EGDe
Almo1013 si L. monocytogenes EGDe Almo02229, fatd de cea a tulpinii salbatice, L.
monocytogenes EGDe, cu ~ 17, respectiv ~ 24%.

40~
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£ 30- } 'k O Almo1013
§ = B Almo2229
S
= 204
€
o
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0- T T

24 48 120
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Figura 4.6. Cuantificarea diametrului zonei de crestere din jurul inocularii prin spotare a tulpinilor de L.
monocytogenes n placi cu 0,3% agar TSB-YE dupa incubare la 25°C timp de 24, 48 si 120 de ore.
Valorile reprezintd media * deviatia standard a trei experimente independente. Pentru analiza statistica, s-
a aplicat analiza dispersionala (ANOVA), urmata de testul Dunnett de comparatie multipld, unde tulpina
salbatica, L. monocytogenes EGDe, a reprezentat controlul ("p < 0,001)

Aspectul rugos al coloniei formate de tulpina mutanta L. monocytogenes EGDe Almo2229
(Figura 4.7.) si motilitatea acesteia mai scazuta in raport cu tulpina salbatica pot fi asociate cu
fenomenul de nlantuire a celulelor, observat prin analiza acestora la microscopul electronic cu
scanare. Observatii similare au fost facute si de Durack et al. (2014), in cazul tulpinii mutante L.
monocytogenes 10403S AsecA2 cu un defect la nivelul sistemului de secretie a enzimelor
autolitice, SecA2.
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A

Figura 4.7. Imagini privind motilitatea celulelor de L. monocytogenes pe mediu de culturda TSB-YE
semisolid (0,3% agar), incubate la temperatura de 25°C, timp de 120 de ore. A — L. monocytogenes
EGDe; B — L. monocytogenes EGDe AImo01013; C — L. monocytogenes EGDe Almo2229

Tulpina salbatica, L. monocytogenes EGDe, si tulpina mutanta, L. monocytogenes EGDe
Almo1013, au format colonii cu spect neted, Th cazul carora a putut fi observata formarea unor
inele concentrice asociate ritmului de migrare circadian (Figura 4.7). Inelele concentrice sunt
determinate de alternarea zonelor cu biomasa opaca cu zone in care biomasa are aspect
translucid. Biomasa opaca corespunde producerii de substanie polimerice extracelulare,
substante a caror producere nu are loc si In cazul celulelor ce formeaza biomasa translucida
(Kaval et al., 2015).

Capacitatea tulpinilor de L. monocytogenes mutante de a forma biofilm

Studiul de fatd a avut drept scop evaluare capacitatii tulpinilor mutante, L. monocytogenes
EGDe AImo01013 si L. monocytogenes EGDe Almo02229, de a forma biofilm, Tn comparatie cu
tulpina salbatica, L. monocytogenes EGDe. Cultivarea biofilmelor s-a realizat in conditji statice,
in placi de microtitrare din polistiren, la trei temperaturi diferite (25, 30 si 37°C), iar cantitatea de
biofilm format a fost cuantificata prin colorarea matricei acestuia cu cristal violet.

in general, studile au ardtat cd L. monocytogenes prezintd o capacitate slabd spre
moderata de a forma biofilm (Barbosa et al., 2013), dar, cu toate acestea, unele tulpini pot adera
puternic la suprafetele abiotice (Borucki et al., 2003). Conform studiului efectuat de Doijad et al.
(2015), In functie de capacitatea de a forma biofilm la temperatura de 37°C, tulpinile de L.
monocytogenes pot fi clasificate astfel: tulpini formatoare de biofilm slab (DOsgs =0,0+0,3), tulpini
formatoare de biofilm moderat (DOsgs = 0,4+0,6) si tulpini formatoare de biofilm puternic (DOsgs =
0,7+0,9). Tn cazul de fats, atat tulpina salbatica, L. monocytogenes EGDe, cat si tulpinile
mutante, L. monocytogenes EGDe Almo01013 si L. monocytogenes Almo2229, au prezentat o
capacite moderata de a forma biofilm, la 37°C. La aceasta temperatura, diferenta dintre celulele
mutante, AImo1013 si AImo2229, si cele de tip salbatic, in ceea ce priveste capacitatea de
formare a biofilmului, nu a fost una semnificativa (p = 0,12, respectiv 0,07).

15



Constructia a doua tulpini mutante de Listeria monocytogenes in vederea evidentierii
mecanismului de rezistenta a bacteriei la presiuni inalte si caracterizarea acestora

0.5
= EGDe

0.4+ -1L -1L = Almo1013
2 0.3 B Almo2229
[Tel
(@)
o 0.24

0.1 |J[| I;—EI i

O_O_ELE]j , ,

25 30

37

Temperatura, °C

Figura 4.8. Capacitatea tulpinilor mutante, L. monocytogenes EGDe Almo1013 si L. monocytogenes
EGDe Almo2229, de a forma biofilm, comparativ cu tulpina salbatica, L. monocytogenes EGDe.
Cuantificarea cantitatii de biofilm format a fost realizata prin colorare cu CV 1% si citire a densitatii optice
la 595 nm. Valorile reprezintd media a trei experimente independente + deviatia standard. Pentru analiza
statistica, s-a aplicat analiza dispersionala (ANOVA), urmata de testul Dunnett de comparatie multipla,
unde tulpina salbatica, L. monocytogenes EGDe, a reprezentat controlul

Temperatura de incubare a influentat semnificativ (p < 0,001) cantitatea de biofilm format
(Figura 4.8), cu precadere cea de 37°C. Influenta temperaturii de incubare a fost indicata si de
alte studii efectuate n aceasta directie (Briandet et al., 1999; Di Bonaventura et al., 2008), care
au observat ca, odata cu cresterea temperaturii de incubare, creste si nivelul de hidrofobicitate a
suprafetei celulare, ceea ce favorizeaza aderenta bacteriilor pe suprafetele inerte. Astfel, faptul
ca, dupa incubare la temperaturile de 30, respectiv 25°C, tulpinile Tn cauza au format mai putin
biofilm, este explicabil. In acest caz, cantitatea de biofilm produsa de tulpinile mutante nu a
diferit (p > 0,05) de cea produsa de tulpina salbatica.

Concluzii

Tulpinile mutante, L. monocytogenes EGDe Almol1013 si L. monocytogenes EGDe
Almo2229, obtinute prin deletia genelor Imo1013, respectiv, Imo02229 din genomul L.
monocytogenes EGDe, au relevat aspect fenotipice diferite, comparativ cu tulpina salbatica, n
ceea ce priveste cresterea, caracteristicile morfologice si motilitatea. Astfel:

e Desi tulpina mutanta L. monocytogenes EGDe Almo01013 prezintd un comportament de
crestere relativ similar cu cel al tulpinii salbatice, in faza exponentiala de crestere, aceasta
devine mai sensibild odata cu instalarea fazei de crestere stationare, fapt evidentiat printr-un
declin al populatiei mai accentuat;

e Tulpina mutanta L. monocytogenes EGDe Almo02229 creste mai greu comparativ cu tulpina
salbatica, aspect care reiese si din calculul timpului de generatie al celulelor in faza de
crestere exponentjal3;

16



Florentina lonela Bucur Teza de doctorat

e Celulele mutante Almo01013 prezintda morfologie diferita fatd de cele salbatice,
caracterizandu-se printr-un diametru mai mare;

e Celulele mutante Almo2229 diferd, din punct de vedere morfologic, de cele salbatice, in
ceea ce priveste lungimea si diametrul acestora, avand tendinta de a forma filamente, ca
urmare a unui posibil defect de diviziune;

e Motilitatea tulpinilor mutante devine mai scazuta, in timp, comparativ cu cea a tulpinii
salbatice. Motilitatea mutantului Almo2229 este mult mai afectatd ca urmare, cel mai
probabil, a fenotipului de inlanfuire a celulelor.

In ceea ce priveste capacitatea de formare a biofilmului, tulpinile mutante se comporta
similar cu tulpina salbatica, indiferent de temperatura la care s-a realizat incubarea celulelor.

CAPITOLUL V

Rezistenta tulpinilor mutante, Listeria monocytogenes EGDe AImo01013 si Listeria
monocytogenes EGDe Almo02229, la presiuni nalte si alti factori de stres asociati cu
produsele alimentare

Studiile experimentale de fatd au avut scopul de a evalua rezistenta tulpinilor de L.
monocytogenes modificate genetic, L. monocytogenes EGDe Almo1013 si L. monocytogenes
EGDe Almo02229, in comparatie cu tulpina salbatica, la tratamentul la presiuni Tnalte, indicandu-
se, astfel, contributia proteinelor codificate de genele eliminate la barotoleranta si/sau
mecanismele moleculare prin care bacteria se poate recupera. De asemenea, a fost analizata
rezistenta tulpinilor mutante construite si la alte conditi de stres asociate cu produsele
alimentare, precum stresul osmotic (stresul hiperosmotic sau hipoosmotic) si prezenta nizinei.

Rezultate si discutii
Rezistenta tulpinilor de L. monocytogenes mutante la tratamentul la presiuni inalte

Cercetarea de fata a avut scopul de a evalua rezistenta tulpinilor mutante construite, L.
monocytogenes EGDe Almo1013 si L. monocytogenes EGDe Almo2229, fata de cea a tulpinii
salbatice, L. monocytogenes EGDe, la HPP. Rezultatele privind viabilitatea celulelor mutante
Almo1013 si Almo2229 dupa tratamentele la 300, 350 si 400 MPa, 8°C, 5 min, in
comparatie cu cea a celulelor de tip salbatic, sunt redate in Figura 5.1.
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Figura 5.1. Rezistenta L. monocytogenes EGDe, L. monocytogenes EGDe Almo1013 si a L.
monocytogenes EGDe Almo2229 la HPP (300, 350 si 400 MPa, 8°C, 5 min). Valorile reprezinta media +
deviatia standard a trei replicate. Pentru analiza statistica, s-a aplicat analiza dispersionala (ANOVA)
urmata de testul Dunnett de comparatie multipla, unde tulpina salbatica, L. monocytogenes EGDe, a
reprezentat controlul (***p < 0,001)

Tratamentul la 300 MPa, 8°C, 5 min, a determinat reducerea numarului de celule salbatice
si mutante, Almol1013, respectiv Almo2229, cu aproximativ 1 log UFC/mL fata de controlul
aferent, rezistenta tulpinilor mutante la acest tratament fiind, prin urmare, similara cu cea a
tulpinii salbatice (p > 0,9). In urma tratamentului la 350 MPa, viabilitatea celulelor salbatice, cat
si cea a celulelor mutante Almo1013, a scazut cu aproximativ 3 log UFC/mL fata de control. Pe
de alta parte, numarul de celule viabile, in ceea ce priveste mutantul Almo2229, a scazut cu
aproximativ 5 log UFC/mL fata de control, acestea fiind afectate intr-o masura semnificativ mai
mare (p < 0,001) de tratamentul la 350 MPa fata de celulele salbatice. Tratamentul la 400 MPa a
determinat reducerea numarului de celule salbatice si pe cel al celulelor mutante Almo1013 cu
aproximativ 5 log UFC/mL, celulele mutante Almo2229 fiind afectate intr-o masura mai mare (p
= 0,002), caz in care numarul acestora a scazut cu aproximativ 6 log UFC/mL.

Plecand de la caracterizarea morfologica si fiziologica a celulelor de L. monocytogenes
expuse la presiune Tnalta (Ritz et al., 2001), inducerea susceptibilitatii peretelui celular si a
membranei constituie o strategie promititoare de prevenire a recuperarii bacteriei. in functie de
intensitatea la care este aplicata, presiunea inalta poate induce stres mecanic la nivelul peretelui
celular, deteriorand structura acestuia (Woldemariam si Emire, 2019). 1n acest context,
stabilitatea peretelui celular constituie un factor important in rezistenta celulelor bacteriene la
HPP (Manas si Mackey, 2004). Astfel, susceptibilitatea mai crescutd a celulelor mutante
Almo2229 la actiunea HPP ar putea fi determinata de o inhibare a procesului de reparare a
leziunilor cauzate de HPP la nivelul peretelui celular, in lipsa proteinei PBP A2, cu rol in
incorporarea de noi straturi de peptidoglican. Studii recente indica functia esentiala a clasei A de
PBPs pentru integritatea mecanica a peretelui celular si repararea activa a leziunilor survenite la
nivelul acestuia (Lai et al., 2017; Vigouroux et al., 2020).

Eliminarea genei care codificd MscS nu a indus o susceptibilitate mai crescuta a celulelor
mutante la tratamentele aplicate, fata de cea a tulpinii salbatice, ceea ce sugereaza ca aceste
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canale mecanosenzitive nu sunt implicate direct in rezistenta celulelor listeriale la HPP. Prin
urmare, rezistenta celulelor mutante Almo1013 la HPP, similara cu cea a celulelor salbatice, ar
putea fi determinatd de activarea canalelor ionice mecanosenzitive de conductantd mare
prezente la nivelul membranei celulare. Pentru confirmarea acestei ipoteze, este necesara
deletia genei codificatoare a canalelor ionice mecanosenzitive de conductata mare si testarea
rezistentei la HPP a noii tulpini mutante, in comparatie cu tulpina salbatica.

Rezistenta tulpinilor de L. monocytogenes mutante la stresul osmotic
Rezistenta la stresul hiperosmotic

Prin acest studiu s-a urmarit evaluarea tolerantei tulpinilor mutante, L. monocytogenes
EGDe Almo1013 si L. monocytogenes EGDe Almo02229, comparativ cu cea a tulpinii sélbatice,
L. monocytogenes EGDe, fata de stresul hiperosmotic indus prin adaugarea de 1 pana la 10%
(m/v) NaCl in mediul de culturd. Tn Figura 5.2 este indicatd capacitatea tulpinilor studiate de a
prolifera in conditii de stres hiperosmotic, ludndu-se drept reper cresterea acestora in mediu de
cultura fara adaos suplimentar de NaCl (controlul negativ). Din grafic reiese ca, odata cu
cresterea concentratiei de NaCl, scade capacitatea celulelor listeriale de a prolifera.

EGDe
Almo1013
BN Almo2229

DOgoo

Concentratia de NaCl, %

Figura 5.2. Densitatea opticad (DOsoo) a microculturilor de L. monocytogenes EGDe, L. monocytogenes

EGDe Almo1013 si L. monocytogenes EGDe Almo2229 in conditii hiperosmotice induse prin addugarea

de 1 pana la 10% NaCl in mediul de crestere; C- (controlul negativ). Valorile reprezintd media + deviatia
standard a trei replicate

Dupa cum se poate observa, toate cele trei tulpini au fost inhibate la o concentratie de
10% NaCl. Interesant, tulpina mutantd L. monocytogenes EGDe Almo2229 a indicat o
sensibilitate mai mare la stresul hiperosmotic fata de tulpina salbatica, tolerand concentratii de
NaCl de pana la 8%. in ceea ce priveste cresterea tulpinii in prezentd de 8% NaCl, s-a
constatat, de asemenea, o capacitate de proliferare semnificativ mai scazuta (p < 0,05) fata de
cea a tulpinii salbatice. Studiile anterioare au indicat modificarea structurii peretelui celular ca
strategie de rezistenta a L. monocytogenes la hiperosmolaritate (Bergholz et al., 2012; Burall et
al., 2015). Mai mult decat atat, studiul condus de Durack et al. (2015) a evidentiat
supraexprimarea genelor asociate cu biosinteza peretelui celular, ca urmare a expunerii L.
monocytogenes la stresul hiperosmotic. Toate aceste aspecte sugereaza importanta capacitatii
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L. monocytogenes de a ajusta proprietatile mecanice ale peretelui celular pentru a tolera
concentratii mari de NaCl din mediul extracelular. Prin urmare, sensibilitatea mai crescutad a
tulpinii mutante L. monocytogenes EGDe Almo2229, deficienta in PBP A2, la stresul
hiperosmotic accentuat sugereaza contributia proteinei eliminate la mecanismul de
osmotoleranta a bacteriei.

Pe de alta parte, tulpina mutantd L. monocytogenes EGDe Almo1013 a prezentat un
comportament similar (p > 0,05) cu cel al tupinii salbatice, ambele tulpini tolerdnd o concentratie
de NaCl de maximum 9%. Acest rezultat sugereaza ca gena Imol1013, care codifica canalele
ionice  mecanosenzitive de conductantd mica, este dispensabild cresterii celulelor de L.
monocytogenes EGDe in mediu cu osmolaritate crescutd. Un fenotip similar, determinat de
eliminarea canalelor mecanosenzitive de conductanta mica in Bacillus (B.) subtilis, a fost
observat si de Hoffmann et al. (2008).

Rezistenta la socul hipoosmotic

Pentru a testa capacitatea tulpinilor mutante L. monocytogenes EGDe Almo1013 si L.
monocytogenes EGDe Almo2229 de a supraviefui, comparativ cu tulpina salbatica, in urma unui
soc hipoosmotic sever, celulele listeriale au fost crescute in prezenta de 0,8 M NaCl, pana la
atingerea fazei exponentiale de mijloc (DOsoo = ~ 0,5), culturile fiind, apoi, diluate brusc ih mediu
de cultura fara adaos suplimentar de NaCl (0,12 M NaCl).

0.0 Figura 5.3. Rezistenta L. monocytogenes EGDe, L.
monocytogenes EGDe Almo1013 si a L. monocytogenes
- EGDe AImo02229 la socul hipoosmotic. Valorile reprezinta
§ 057 media + deviatia standard a trei replicate. Pentru analiza
\%J statisticd, s-a aplicat analiza dispersionald (ANOVA) urmata
S 1.0 de testul Dunnett de comparatie multipla, unde tulpina
< salbatica, L. monocytogenes EGDe, a reprezentat controlul

-1.5 T T T
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Tulpina de L. monocytogenes

Dupa inducerea socului hipoosmotic, numarul initial de celule a fost redus cu aproximativ 1
log UFC/mL Tn cazul tuturor tulpinilor analizate, neexistand o diferenta semnificativa (p > 0,5) in
ceea ce priveste comportamentul celulelor salbatice si cel al celulelor mutante, Almo1013,
respectiv Almo2229 (Figura 5.3).

Capacitatea similara de supravietuire a celulelor mutante AImo1013 cu cea a celulelor
salbatice indica prezenta altor tipuri de canale ionice mecanosenzitive in celulele de L.
monocytogenes, cu rol in efluxul osmolitilor acumulati din mediu exterior sau sintetizati pe durata
cresterii acestora in mediu cu osmolaritate ridicatd. Cel mai probabil, canalele ionice de
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conductantd mare sunt sistemele de urgenta prin care celulele de L. monocytogenes elimina
apa si soluti Tn urma unui soc hipoosmotic, dupa cum au observat si Hoffmann et al. (2008) in
cazul bacteriei B. subtilis. Mai mult decat atat, studiile anterioare au evidentiat prezenta in
genomul L. monocytogenes EGDe a doua gene, glpF si Imo1539, care prezinta similaritate
semnificativa cu genele codificatoare a aquaporinelor, canale specifice transportului de apa cu
rol important in rezistenta celulelor listeriale in timpul unui soc hipoosmotic (Sleator et al., 2003).

Rezultatul privind rezistenta celulelor mutante Almo2229 la socul hipoosmotic indus,
similara cu cea a tulpinii salbatice, indica faptul ca rezistenta peretelui celular nu este afectata
de eliminarea PBP A2, acesta fiind suficient de rigid pentru a preveni liza celulei in urma
acumularii unui volum masiv de apa. Acest aspect nu este deloc surprinzator, avand in vedere
prezenta, in celule de L. monocytogenes EGDe, a altor PBPs cu functie transpeptidazica (PBP
A1, PBP B1, PBP B2, PBP B3), care asigura rigiditatea peptidoglicanului prin legarea
Tncrucisata a lanturilor glicanice.

Rezistenta tulpinilor de L. monocytogenes mutante la nizina

Studiul de fatd a avut scopul de a evalua rezistenta tulpinilor mutante, L. monocytogenes
EGDe Almo1013 si L. monocytogenes EGDe Almo02229, comparativ cu tulpina salbatica, L.
monocytogenes EGDe, la nizina A, o bacteriocind din familia lantibioticelor produsa de
Lactococcus lactis spp. lactis. Sensibilitatea la nizind a fost stabilitd prin determinarea
concentratiei minime de substanta care inhiba cresterea celulelor pe durata incubarii la 37°C (18
ore). Nizina utilizata in cadrul acestui studiu a fost reprezentata de un produs comercial cu 2,5%
substanta activa, echivalentul a = 1.000.000 U.l./g, restul fiind compus din NaCl (75%) si
substanta uscata din lapte denaturata (22,5%).

Initial, a fost aplicata tehnica microdilutiilor binare, fiind testata sensibilitatea tulpinilor de L.
monocytogenes la concentratii de nizina ce au variat de la 5,85 la 3.000 U.l./mL (Figura 5.4). in
acest caz, a fost observata inhibarea cresterii tulpinii mutante L. monocytogenes EGDe
Almo2229 la concentratia de 3.000 U.l./mL nizind. Cresterea celeilalte tulpini mutante, L.
monocytogenes EGDe Almol1013, precum si cea a tulpinii salbatice, au fost mult mai putin
afectate (p < 0,05) de prezenta nizinei Tn aceasta concentratie.
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Figura 5.4. Densitatea optica (DOsoo) @ microculturilor de L. monocytogenes EGDe, L. monocytogenes
EGDe Almo1013 si L. monocytogenes EGDe Almo2229 tratate cu nizind de concentratji ce variaza de la
5,85 la 3.000 U.I./mL; C- (controlul negativ). Valorile reprezinta media + deviatia standard a trei replicate

Din aceste considerente, s-a decis testarea sensibilitatii tulpinilor in cauza la concentratii
mai mari de nizina, din intervalul 3.000 - 4.000 U.l./mL (Figura 5.5). Astfel, atat cresterea tulpinii
salbatice, cat si cea a tulpinii mutante L. monocytogenes EGDe Almo1013, au fost inhibate la o
concentrafie de nizina de 3.700 U.l/mL. Prin urmare, eliminarea canalelor ionice
mecanosenzitive de conductantd mica, Lmo1013, nu influenteaza semnificativ rezistenta
bacteriei patogene la acesta bacteriocina.
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Figura 5.5. Densitatea optica a microculturilor de L. monocytogenes EGDe si L. monocytogenes EGDe
Almo1013 tratate cu nizind de concentratii ce variaza de la 3.000 la 4.000 U.l./mL; C- (controlul negativ).
Valorile reprezinta media + deviatia standard a trei replicate

In continuare, pentru a determina cu o precizie mai mare concentratia de nizind care
inhiba cresterea celulelor mutante Almo2229, testarea rezistentei acestora a fost efectuata n
intervalul 1.000 — 2.000 U.l./mL nizin& (Figura 5.6). In cadrul acestei etape, cresterea celulelor
mutante a fost inhibatd la o concentratie de nizind de 1.500 U.l./mL, tulpina mutantad L.
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monocytogenes EGDe Almo2229 fiind, prin urmare, de aproximativ 2,5 ori mai sensibila la acest
compus peptidic antimicrobian fata de tulpina salbatica.
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Figura 5.6. Densitatea optica a microculturilor de L. monocytogenes EGDe si L. monocytogenes EGDe
Almo2229 tratate cu nizina de concentratji ce variaza de la 2.000 la 1.000 U.I./mL; C- (controlul negativ).
Valorile reprezinta media + deviatia standard a trei replicate

Rezultatele privind sensibilitatea tulpinii mutante L. monocytogenes EGDe Almo2229 la
nizina sunt in acord cu observatiile altor studii efectuate In aceasta directie. De exemplu,
Gravesen et al. (2004) au aratat ca expresia genei pbp2229, reglata de sistemul de transductie
a semnalului molecular codificat de hpk1021-rrp1022, este direct implicatd in mecanismul de
rezistenta la nizina a tulpinii L. monocytogenes 412N. In acest caz, inactivarea genelor pbp2229
si hpk1021, prin mutageneza insertionald, a condus la abolirea fenotipului de rezistenta la
nizina. Ulterior, Collins et al. (2012) au confirmat, de asemenea, ca gena Imo02229, a carei
expresie este reglatd de proteina LiaR, omologul histidin-kinazei HPK1021, reprezintd un
element cheie n rezistenta tulpinii L. monocytogenes LO28 la nizina.

Concluzii

e Deletia genei Imo01013, din genomul L. monocytogenes, nu a indus susceptibilitatea bacteriei
la HPP, ceea ce sugereaza ca familia de canalele ionice mecanosenzitive de conductanta
mica, Lmo1013, nu contribuie la rezistenta bacteriei la acest stres;

e Eliminarea genei Imo2229 din genomul L. monocytogenes a influentat semnificativ rezistenta
bacterii la HPP (350 si 400 MPa, 8°C, 5 min), ceea ce sugereaza ca rolul PBP A2 este unul
important pentru recuperarea celulelor in urma expunerii la acest stres;

e Canalele ionice mecanosenzitive de conductanta mica sunt dispensabile cresterii celulelor
de L. monocytogenes EGDe in conditii hiperosmotice, pe cand proteina PBP A2 contribuie la
osmotoleranta celulelor;

e Genele eliminate, Imo1013 si Im02229, codificatore a proteinelor Lmo1013, respectiv PBP
A2, nu intervin in rezistenta celulelor de L. monocytogenes la stresul hipoosmaotic,
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comportamentul tulpinilor mutante, L. monocytogenes EGDe AImo01013 si L. monocytogenes
EGDe Almo02229, fiind similar cu cel al tulpinii salbatice, L. monocytogenes EGDe;

e Tulpina mutantda L. monocytogenes EGDe Almo2229 este de aproximativ 2,5 ori mai
sensibila la nizina fata de tulpina salbatica, ceea ce indica contributia PBP A2, codificata de
gena Imo2229, la rezistenta bacteriei la bacteriocinele din clasa lantibioticelor (nizina), dupa
cum a fost observat si in cazul altor tulpini de L. monocytogenes.

CAPITOLUL VI

Evaluarea efectului combinat al procesarii la presiuni inalte si nizina asupra capacitatii
Listeriei monocytogenes de a supravietui pe sunca gata pentru consum

Noutatea studiului consta in utilizarea unei tulpini de L. monocytogenes cu barotoleranta
ridicata si rezistenta la nizina pentru contaminare artificiald a matricei alimentare supuse la HPP.
Studiul propune combinarea HPP, la o intensitate mai scazuta, cu adaosul de nizina, drept
posibila alternativa la tratamentul practicat in industrie, in vederea reducerii costurilor asociate
procesului, dar si a obtinerii unui produs alimentar sigur pentru consum. Un alt obiectiv al
cercetarii de fata a fost reprezentat de dezvoltarea unui model predictiv, bazat pe regresie
logistica, in vederea estimarii probabilitatii de recuperare a L. monocytogenes dupa tratamentul
suncii RTE la presiuni inalte, cu sau fara nizina.

Rezultate si discutii
Selectia unei tulpini de L. monocytogenes cu barotoleranta crescuta

Rezistenta tulpinilor de L. monocytogenes tratate la 400 MPa, RT, timp de un min, este
prezentatd in Figura 6.1. Tulpinile selectate pentru testarea rezistentei la HPP au fost
reprezentate de izolate din produse alimentare (tulpinile AB100, AB80, ABS43, RO15 si RO4) si
izolate din mediul de procesare a alimentelor (tulpinile AB120, AB199, AB204, AB24 si ABS45).
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Tulpinile care au manifestat o rezistenta crescuta la tratament, caz in care numarul initial
de celule listeriale a fost redus cu mai putin de 1 log UFC/mL, au fost RO15, AB199, AB120 si
RO4. Tulpinile mai putin rezistente, al caror numar initial de celule a fost redus cu ~ 1,5 - 2,5 log
UFC/mL, au fost AB24, AB80, ABS43, ABS45, AB100 si AB204. Rezultatele obtinute au indicat
tulpina RO15 (serotip 4b), un izolat din hering cu condimente, ca fiind cea mai toleranta la HPP
(p < 0,05) dintre tulpinile de L. monocytogenes testate n cadrul acestui experiment.

Evaluarea rezistentei L. monocytogenes la nizina

L. monocytogenes RO15, tulpina selectata in urma testarii barotolerantei, a fost evaluata
cu privire la rezistenta fata de nizina, tehnica aplicata constand in metoda difuziei in agar.
Caracterizarea zonelor de inhibifie produse de solutile de nizina de concentratii cuprinse in
intervalul 0,01 — 2,5 mg/mL este redata in Tabelul 6.1.

Tabelul 6.1. Caracterizarea zonelor de inhibitie produse de solutiile de nizind de concentratii din intervalul
0,01 — 2,5 mg/mL pe mediu de cultura inoculat cu L. monocytogenes RO15

Concentratia de nizina (mg/mL) Tipul de inhibitie
0,01 -
0,19 -
0,039 -
0,078 -
0,156 Partiala
0,312 Partiala
0,625 Partiala
1,25 Completa
2,5 Completa

Concentratia minima de nizina, care a produs zona clara de inhibitie pe mediul de cultura
ioculat cu L. monocytogenes RO15, a fost de 1,25 mg/mL, echivalentul a 1.250 U.I./mL.

Caracterizarea matricei alimentare

in Tabelul 6.2 sunt prezentate cateva proprietati ale matricei alimentare (sunca de Praga)
utilizate Tn experimentele la presiuni inalte. Sunca de Praga constituie un produs alimentar care
poate sustine cresterea L. monocytogenes pe durata depozitarii in conditii de refrigerare, avand
in vedere pH-ul acesteia aproape neutru (6,725+0,007), valoarea optima a aw-ului (0,987+0,001)
si continutul redus de sare (2%) (EFSA, 2018).

Tabelul 6.2. Proprietatile matricei alimentare (sunca de Praga) utilizate in experimentele la presiuni Tnalte

Proprietate Valoare
pH 6,725+0,007
Activitatea apei 0,987+0,001
Continut de sare, % 2%
Proteine, % 14*
Glucide, % 3*
Grasimi, % 3*

Nota: *Conform producatorului
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Cresterea L. monocytogenes, in prezenta sau absenta nizinei, pe sunca de Praga
depozitata in conditii de refrigerare

Cresterea L. monocytogenes pe sunca de Praga, tratata sau nu cu nizina (25 mg/kg), in
decursul a 3 saptamani de depozitare a probelor la 4°C, este redata in Figura 6.2.

—4— Control

log UFC/g
OFRP NWPKMOUIO NOOO

—— Nizina

0 7 14 21
Perioada de depozitare la 4°C, zile

Figura 6.2. Cresterea L. monocytogenes pe sunca de Praga depozitata la 4°C, in absenta sau prezenta
nizinei (25 mg/kg)

Dupa cum era de asteptat, cresterea L. monocytogenes pe sunca de Praga (controlul), din
momentul inocularii (ziua 0) pana la sfarsitul celor 21 de zile de depozitare a acesteia la 4°C, a
fost una semnificativa (p < 0,05), populatia de celule listeriale atingand, in final, valoarea de
8,22+0,06 log UFC/g.

Fata de control, nizina a redus populatia initiala de L. monocytogenes cu 1,74+0,1 log
UFC/g (p < 0,05). Cu toate acestea, la sfarsitul perioadei de depozitare a suncii la 4°C, tinand
cont de evolutia concentratiei de celule de L. monocytogenes (7,7610,22 log UFC/g), se poate
deduce faptul ca nizina a avut o contributie modesta in ceea ce priveste controlul cresterii
patogenului pe produs.

Efectul tratamentului la presiuni Tnalte, cu sau fara nizinda, asupra supraviefuirii L.
monocytogenes pe sunca de Praga

Comportamentul celulelor de L. monocytogenes pe sunca de Praga, dupa aplicarea
tratamentelor la presiuni Tnalte, cu sau fara nizina, si depozitare la 4°C, timp de 21 de zile, este
redat in Figura 6.3.
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Figura 6.3. Inactivarea, dupa tratamentele la presiuni inalte, si recuperarea L. monocytogenes pe sunca
de Praga, pe durata depozitarii la 4°C. Testarile includ controlul cu sau fara nizina (probe netratate la
presiuni Tnalte), probele tratate la 400 MPa, 8°C, 3 min (400), probele tratate la 400 MPa, 8°C, 3 min, in
prezenta nizinei (25 mg/kg; 400+N), probele tratate la 500 MPa, 8°C, 3 min (500), probele tratate la 500
MPa, 8°C, 3 min, in prezenta nizinei (25 mg/kg; 500+N) si probele tratate la 600 MPa, 8°C, 3 min (600);
ND — nedectabil. Valorile reprezintd media aritmetica a doua replicate + deviatia standard

Imediat dupda aplicarea tratamentului martor (600 MPa, 8°C, 3 min), numarul de celule de
L. monocytogenes s-a situat sub limita de detectie a metodei de numérare aplicate. In mod
similar, aplicarea tratamentelor la 500 MPa, cu sau fara nizind, a determinat reducerea
populatiei listeriale la un nivel nedetectabil. Tratamentele la 400 MPa, cu sau fara nizina, au
determinat o reducere semnificativa (p < 0,05) a populatiei de L. monocytogenes cu 3,62 + 0,39
log UFC/g, respectiv 3,26 + 0,24 log UFC/g.

Pe durata depozitarii in conditii de refrigerare a probelor de sunca de Praga tratate la 600
MPa, nu a fost evidentiata prezenta celulelor de L. monocytogenes viabile, dar necultivabile.

Desi tratamentele la 400 MPa, cu sau fara nizinad, au redus considerabil numarul de celule
de L. monocytogenes, probele in cauza nu au fost stabile din punct de vedere microbiologic pe
durata depozitarii in conditii de refrigerare, initierea recuperarii L. monocytogenes avand loc
dupa 14, respectiv 7 zile de depozitare (p < 0,05). In acest caz, la sfarsitul perioadei de
depozitare in conditii de refrigerare a probelor de sunca de Praga, numarul de celule de L.
monocytogenes a depasit limita admisa de legislatie, astfel ca tratamentele Tn cauza nu sunt
eficiente din perspectiva sigurantei alimentare.

Cu toate ca, imediat dupa tratamentul la 500 MPa, dar si dupa primele 7 zile de depozitare
la 4°C, numarul de celule de L. monocytogenes s-a situat sub limita de detectie, s-a constatat,
de-a lungul urmatoarelor 14 zile de depozitare, recuperarea celulelor listeriale. Concentratia
celulelor de L. monocytogenes a atins, in final, o valoare mai mare fatd de cea prevazuta de
legislatie (2,63+0,18 log UFC/g). In schimb, adaugarea de bacteriocine a prevenit recuperarea
patogenului de-a lungul perioadei de depozitare, procesarea la 500 MPa in prezenta nizinei
fiind, prin urmare, cea mai eficienta varianta de tratament combinat, dintre cele testate, impotriva
L. monocytogenes.
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Aplicarea modelarii predictive in vederea determinarii probabilitatii de recuperare a L.
monocytogenes pe sunca de Praga procesata

Recuperarea bacteriei patogene a fost definita, in studiul de fata, drept detectia unei
concentratii de cel putin 2 log UFC/g, avand in vedere criteriile microbiologice prevazute de
legislatia europeand cu privire la siguranta produselor alimentare. In acest context, se considera
ca L. monocytogenes constituie un risc scazut pentru sanatatea consumatorilor, daca, in
momentul consumului, concentratia bacteriei in produsul alimentar este mai mica de 10> UFC/g
(Little et al., 2009).

Rezultatele studiului experimental au fost analizate prin intermediul modelului de regresie
logistica dezvoltat, descris de Ecuatia 6.1, parametrii varibilelor fiind estimati prin utilizarea
programului SPSS Statistics, aplicand procedura logistica.

[InP/(1-P)] = 3,627 - 0,018-Presiune - 0,116-Nizina + 0,356-Depozitare (6.1)

Erorile standard ale parametrilor de regresie estimati, alaturi de semnificatiile statistice,
sunt prezentate in Tabelul 6.3. Conform acestora, presiunea inalta aplicata si perioada de
depozitare a produsului au un efect semnificativ (p < 0,05) in model. Efectul marginal
semnificativ (p = 0,099) din punct de vedere statistic al variabilei nizina poate fi explicat de
testarea, Tn cadrul studiilor experimentale, a unei singure concentratii de nizina, respectiv
concentratia maxima admisa in produsele din carne. Cu toate acestea, procedura de analiza
pas cu pas backward, care testeaza importanta fiecarei variabile din sistem, a indicat faptul ca
inlaturarea variabilei nizind nu Tmbunataieste semnificativ capacitatea de predictionare a
modelului. Conform testului statistic Hosmer—Lemeshow, existda o buna fitare a datelor
experimentale pe model (p = 0,995), procentul general privind predictiile corecte fiind de 88,9%.

Tabelul 6.3. Parametrii utilizati in modelul de regresie logistica care prezice probabilitatea de recuperare
a L. monocytogenes pe sunca de Praga tratata la presiuni inalte, in absenta sau prezenta nizinei, pe
durata depozitarii la 4°C

Parametru Valoare estimata SE p
Intercept 3,627 2,272 0,110
Presiune -0,018 0,007 0,012

Nizina -0,116 0,070 0,099

Depozitare 0,356 0,167 0,033

Presiune = Presiunea inaltad aplicatd (MPa); Nizina = Cantitatea de nizina adaugata (mg/kg); Depozitare =
Perioada de depozitare a produsului la 4°C (zile); Hosmer—Lemeshow goodness-of-fit (p = 0,995);
Concordanta = 88,9%;

Predictiile privind probabilitatea de recuperare a L. monocytogenes pe sunca de Praga, in
functie de tratamentul la presiune inalta aplicat, cantitatea de nizina adaugata si perioada de
depozitare la 4°C, calculate prin aplicarea Ecuatiei 6.1, sunt prezentate in Figura 6.4.
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Figura 6.4. Predictiile modelului de regresie logistica dezvoltat privind probabilitatea de
recuperare a L. monocytogenes pe durata depozitarii suncii de Praga tratata la 450-550 MPa,
timp de 3 min, in absenta sau prezenta nizinei (N; 25 mg/kg), la 4°C

Modelul de regresie logistica obtinut a fost aplicat pentru estimarea timpului necesar
bacteriei patogene sa se recupereze pe produsul din carne procesat si depozitat la temperatura
de 4°C, in cazul aplicarii unor tratamente la presiuni inalte din domeniul 450 — 550 MPa, cu sau
fara nizina. Conform estimarilor calculate, o probabilitate de ~ 50% ca L. monocytogenes sa se
recupereze dupa tratamentele la 450, 500 si 550 MPa, timp de 3 min, apare dupa depozitarea in
conditii de refrigerare a produsului procesat timp de ~ 13, 15, respectiv 18 zile. Combinarea
tratamentelor la presiuni inalte cu adaosul de nizina (25 mg/kg) prelungeste timpul necesar L.
monocytogenes sa se recupereze cu ~ 8 zile.

Concluzii

Testarea rezistentei la presiune inalta (400 MPa, RT, 1 min), a 10 tulpini de L. monocytogenes
izolate din produse alimentare sau mediul de procesare a alimentelor, a indicat tulpina RO15 ca
avand cea mai ridicata barotoleranta. Tulpina selectata a indicat, de asemenea, rezistenta la
nizina;

Adaugarea de nizina (25 mg/kg), ca obstacol suplimentar, permite reducerea nivelului de
presiune inalta la 500 MPa, fara a compromite siguranta produsului din carne, pe durata
depozitarii la 4°C, timp de 21 de zile;

Aplicarea tehnologiei obstacolelor poate constitui o strategie de reducere a costurilor asociate
procesului de tratare la presiuni Tnalte din mediul industrial, avand in vedere posibilitatea
reducerii nivelului de presiune inalta, fara a compromite siguranta produselor alimentare;

A fost dezvoltat un model de regresie logistica, care poate fi utilizat in estimarea probabilitatii de
recuperare a L. monocytogenes pe produse din carne RTE, in funciie de tratamentul la
presiune nalta aplicat, adaosul de nizina si perioada de depozitare a acestora in conditii de
refrigerare.
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Concluzii finale

Studiul documentar al tezei a reliefat ca L. monocytogenes este o bacterie patogena
capabila sa activeze diverse mecanisme pentru a rezista la factorii de stres asociati cu
procesarea alimentelor, atat traditionala, cat si alternativa, ceea ce poate compromite siguranta
produselor alimentare. Prin urmare, obiectivul principal al studiilor experimentale din prezenta
teza de doctorat a constat in evidentierea unor mecanisme moleculare implicate in rezistenta L.
monocytogenes la tratamentul la presiuni inalte, o tehnologie alternativa din ce in ce mai
prezenta in mediul industrial.

Prezenta cercetare constituie o abordare originald si complexd a problematicii
reprezentate de abilitatea bacteriei patogene L. monocytogenes de a rezista la tratamentul la
presiuni inalte, concluziile finale constand in urmatoarele:

= Tn sprijinul obiectivului principal al tezei de doctorat, a fost necesara deletia genelor tint,
Imo1013, respectiv Imo2229, din genomul tulpinii model L. monocytogenes EGDe, etapa
experimentala realizata cu succes prin utilizarea sistemului lactococic format din vectorii
plasmidiali pORI280 si pVE6007, adaptat pentru eliminarea dirijata a acestora;

= Prin caracterizarea fenotipica a tulpinilor de L. monocytogenes mutante construite, a fost
evidentiat rolul proteinelor codificate de genele tinta, Imo1013 si Imo02229, in dinamica de
crestere a celulelor listeriale, morfologia, motilitatea si capacitatea acestora de forma biofilm:

>

Cu toate ca proteina de legare a penicilinei (PBP) A2, codificatd de gena Imo2229,
este dispensabila viabilitatii celulelor de L. monocytogenes, existdnd posibilitatea ca
functia acesteia sa fie compensata, in mutant, prin supraexprimarea unei alte
proteine cu activitate similara, precum PBP A1 (codificatd de gena Imo01892),
eliminarea acesteia afecteaza cresterea celulelor;

Dinamica de crestere diferita a tulpinii mutante L. monocytogenes EGDe Almo02229
poate fi atribuitd morfologiei anormale a celulelor, aceste avand tendinta de a forma
filamente, ca urmare a unui dezechilibru privind coordonarea proceselor de alungire
si septare a celulelor;

Sensibilitatea mai mare a celulelor muntate AImo1013, intrate in faza de crestere
stationara, indicad importanta canalelor ionice mecanosenzitive in procesele
fiziologice asociate acestei etape, dupa cum a fost observat si in cazul altor specii de
bacterii;

La afirmatia anterioara poate contribui morfologia celulelor mutante Almo1013, care
prezintad un diametru mai mare comparativ cu cel al celulelor de tip salbatic;

Rezultatele studiului fenotipic au evidentiat ca deletia genei codificatoare a PBP A2,
Imo02229, afecteaza semnificativ motilitatea L. monocytogenes. Cu toate acestea,
prin eliminarea genei s-a aratat ca rolul proteinei codificate nu este unul important n
ceea ce priveste capacitatea patogenului de a forma biofilm;
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> Deletia genei codificatoare a canalelor ionice mecanosenzitive de conductanta mica,
Imo1013, a influenfat intr-o masura mica, dar semnificativa, motilitatea L.
monocytogenes. Desi literatura de specialitate discutd posibilul rol pe care il au
canalele mecanosenzitive in procesul de formare a biofilmului, experimentele pe
celulele de L. monocytogenes EGDe Almo01013 nu au reliefat o contributie la acest
fenotip.

= Testarea, In comparatie cu tulpina salbatica, a rezistentei tulpinilor mutante construite, L.
monocytogenes EGDe Almo1013 si L. monocytogenes EGDe Almo2229, la presiuni inalte a
reliefat urmatoarele aspecte:

» Rolul canalelor ionice mecanosenzitive de conductanta mica in rezistenta celulelor
de L. monocytogenes sub efectul presiunilor inalte nu este unul semnificativ.
Responsabile, intr-o mai mare masura, cu rezistenta listeriilor la HPP ar putea fi
canalele ionice mecanosenzitive de conductanta mare;

» PBP A2 contribuie la unul dintre mecanismele de recuperare a celulelor de L.
monocytogenes dupa expunere la presiuni nalte, care consta in repararea peretelui
celular ca urmare a leziunilor cauzate de HPP. In acest context, inhibarea biosintezei
peptidoglicanului reprezintd o strategie promitatoare de prevenire a recuperarii
listeriilor dupa procesarea la presiuni inalte.

= Rezultatele privind rezistenta tulpinii mutante L. monocytogenes EGDe Almo1013 la stresul
osmotic sau nizind nu au indicat un rol important al canalelor ionice mecanosenzitive de
conductanta mica in toleranta bacteriei la aceste tipuri de stres.

= S-a evidentiat, pe de altéd parte, importanta PBP A2 in rezistenta L. monocytogenes la
stresul hiperosmotic acut, fiind sugerata contributia proteinei la mecanismul de
osmotoleranta a bacteriei.

= Rezistenta mult mai scazuta a tulpinii mutante L. monocytogenes EGDe Almo02229 la nizina,
fatd de cea a tulpinii salbatice, indica PBP A2 drept element important in mecanismul de
rezistenta a bacteriei la acesta peptida antimicrobiana, dupa cum s-a observat si in cazul
altor tulpini listeriale.

= Rezultatele privind efectul combinat al procesarii la presiuni inalte si nizina indica tratamentul
la 500 MPa, 8°C, 3 min, aplicat in prezenta nizinei la o concentratie de 25 mg/kg, drept o
buna alternativa si, posibil, mai putin costisitoare la regimul de lucru adoptat de industria
alimentara.

= Modelul de regresie logistica dezvoltat poate constitui un instrument util in estimarea
perioadei de valabilitate a produselor din carne gata pentru consum si a conditiilor de
procesare optime, avand in vederea posibilitatea predictiei recuperarii bacteriei patogene L.
monocytogenes.
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Contributii originale

Rezultatele prezentei teze de doctorat contribuie la extinderea cunoasterii Tn domeniul

abordat, respectiv rezistenta bacteriei patogene L. monocytogenes la conditii de stres asociate
cu industria alimentara, prin urmatoarele aspecte:

Sintetizarea cercetarilor de actualitate cu privire la rezistenta L. monocytogenes la factorii de
stres asociati cu metode traditionale sau neconventionale de procesare a alimentelor, pentru
o intelegere aprofundata a mecanismelor de supravietuire utilizate de bacterie, care sa ajute
specialigtii din industria alimentara in aplicarea de strategii eficiente Tn combaterea
patogenului;

Contributia la dezvoltarea unei metode de mutageneza situs-directionata, bazata pe sistemul
lactococic format din vectorii plasmidiali pORI280 si pVE6007, ce poate fi aplicata cu succes
in deletia genelor neesentiale din genomul L. monocytogenes sau al altor bacterii. Metoda
constituie un instrument de editare genetica util in studiul mecanismelor de rezistenta a L.
monocytogenes;

Aducerea de noi informatii cu privire la rolul proteinelor codificate de genele {inta, Imo1013 si
Imo2229, in fiziologia si morfologia celulelor de L. monocytogenes;

Contributia la extinderea cunoasterii privind mecanismele activate de L. monocytogenes in
urma tratarii la presiuni inalte, pentru a supravietui, si rezistenta bacteriei la alii factori de
stres pe care i poate intalni in matricea alimentara, precum stresul osmotic si bacteriocine
(nizina);

Identificarea unei posibile alternative la tratamentul la presiune inalta utilizat de industrie,
prin aplicarea tehnologiei obstacolelor;

Dezvoltarea unui model predictiv bazat pe regresie logistica, care poate estima
probabilitatea de recuperare a bacteriei patogene L. monocytogenes pe produse din carne
gata pentru consum tratate la diferite combinatii de presiune Thalta si nizina, pe durata
depozitarii in conditii de refrigerare;

Prezenta teza de doctorat ofera noi direciii de cercetare privind rezistenta L. monocytogenes
la presiunile Tnalte si alti factori de stres intampinati de bacterie in industria alimentara, astfel
incat sa poata fi redusa incidenta listeriozei cauzate de consumul de produse alimentare
contaminate.

Perspective de continuare a cercetarii

Investigarea, la nivel transcriptomic, a efectului presiunilor inalte asupra tulpinilor de L.
monocytogenes mutante construite, in vederea determinarii genelor exprimate pentru a
compensa functia proteinelor codificate de genele deletate;

Analiza biochimica a peretelui celular, in cazul celulelor de L. monocytogenes EGDe
Almo2229;
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Deletia sau, in functie de rolul in viabilitatea celulara, represia prin CRISPRI, a altor gene
posibil implicate in rezistenfa bacteriei la presiuni Tnalte, precum gena Imo02064
(codificatoare a canalelor ionice mecanosenzitive de conductantda mare), genele clp
(codificatoare de proteaze cu rol in degradarea proteinelor denaturate), genele heat-shock
din clasa | (codificatoare de chaperoni) si genele cold-shock (codificatoare de chaperoni ai
ARN-ului);

Caracterizarea tulpinilor mutante nou construite si testarea rezistentei acestora la presiuni
Tnalte si alti factori de stres asociati cu produsele alimentare si mediul de procesare a
alimentelor;

Combinarea tratamentului la presiuni Thalte cu utilizarea de bacteriofagi, ca strategie de
eliminare a L. monocytogenes din produsele alimentare.
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